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[a]
Ac
ACN
AcOH
AG
Ala
aqg.
Ar
Araf
atm
Bn
Bz
Calcd
CCM
CDI
CM

conc.

Cq
CSA

DAP
DBU
DCM
dd
DET
DIBAL
DMAP
DMDP
DMF
DMSO

SIGLES ET ABBREVIATIONS

Pouvoir rotatoire spécifique
Acétyle

Acétonitrile

Acide acétique
Arabinogalactane

Alanine

Phase aqueuse

Aromatique

Arabinofuranose

Atmosphere

Benzyle

Benzoyle

Calculé de I'anglais calculated
Chromatographie sur couche mince
1,1’-Carbonyldiimidazole
Métathese croisée

Concentre
Pentaméthylcyclopentadiényle
Carbone Quaternaire

Acide camphre sulfonique
Doublet

Diaminopimélique
1,8-Diazabicyclo-[5.4.0]-undec-7-éne
Dichlorométhane

Doublet de doublet

Tartrate de diéthyle
Hydrure de diisobutylaluminium
4-Diméthylaminopyridine
2,5-didésoxy-2,5-imin@-mannitol
N,N-diméthylformamide
Diméthylsulfoxide



DNJ Désoxynojirimicine
DOTS Traitement de breve durée sous surveillancectd de I'anglais Directly

Observed Treatment Short-course

e.d. Excés diastéréoisomérique

EC Numéro de la commission des enzymes

EDTA Ethylenediamine tétraacétate de sodium

EP Ether de pétrole

equiv. Equivalent

ESI lonisation par électrospray

Et Ethyle

FAD Flavine adénine dinucléotide

FADH, Flavine adénine dinucléotide réduite neutre

Galff Galactofuranose

Galp Galactopyranose

GalPUT Galactose-1-phosphate uridyltransferase

Galu Glucose-1-phosphate uridyltransferase

Glc Glucose

GIcNAC N-acétylglucosamine

GIfT Galactofuranose transférases

h Heure

HEPES Acide 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineéthatfesigue
HNTf, Bis(trifluorométhanesulfonyl)amine

HOMO Orbitale moléculaire la plus haute occupée |'a@eglais Highest Occupied

Molecular Orbital

HPLC Chromatographie liquide haute performance
HRMS Spectrométrie de masse haute résolution

Hz Hertz

IBX Acide 2-lodoxybenzoique

ICs0 Concentration pour inhiber 50% de I'action de Yyme
IR Infra-rouge

J Constante de couplage

Kcat Constante catalytique

Ky Constante de dissociation

Ki Constante d’inhibition



Km

LAM
LDH
LUMO

m/z
M*
MAGP
MALDI
Me
MHz
MIC
min
MMT

Mol. Wt.

MOPS
MQ
Ms
MS

NADH
NMO
NOESY

Nu
OM
PCC
Pd/C
PE
PEP
pH

Constante de Michaelis

Ligand
Lipoarabinomannane

Lactate déshydrogénase

Orbitale moléculaire la plus basse vacantel|algglais Lowest Unoccupied
Molecular Orbital

Métal

Multiplet

Ratio masse sur charge

lon parent moléculaire

Complexe mycolyl-arabinogalactane-peptidogigca
lonisation par désorption laser assistéepatrice
Méthyle

Mégahertz

Concentration inhibitrice minimale

Minutes

5-mercapto-1-méthyl-1H-tétrazole

Masse molaire de I'anglais Molecular Wstig

Acide 34-morpholino)-propane sulfonique

Eau distillée dé-ionisée de I'anglais MilliQ tga
Méthanesulfonyle (Mésyle)

Spectrométrie de masse

Normal (équivalent par litre)

Nicotinamide adénine dinucléotide

Oxide deN-méthylmorpholine

Spéctroscopie a deux dimensidHs'H par effet Overhauser nucléaire de
I'anglais Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Nucléophile

Orbitale moléculaire

Chlorochromate de Pyridinium

Palladium sur charbon

Ether de pétrole

Acide phospho-(énol)-pyruvique

Potentiel Hydrogene



PK
pKa
PNP

ppm
PPTS

Rha
RMN
Rpm

S

SM

SN

STD

t

TA
TBAF
TBAHS
TBAT
TBDPS
'‘Bu
TEMPO
Tf

TFA
THF
TLC
TMS
TMSOTf
TOF
Tol
TPAP
Tr

Ts
UDP
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Pyruvate kinase

Potentiel d’acidité d’'un couple

Purine Nucléoside Phosphorylase
Partie par million
Pyridiniunp-toluénesulfonate
Quadruplet

Rapport frontal

Rhamnopyranose

Résonance Magnétique Nucléaire
Rotation par minute

Singulet

Spectrométrie de masse

Substitution Nucléophile

Différence de transfert de saturation
Triplet
Température ambiante

Fluorure de tetra-butylammonium
Sulfate de tetrabutylammonium hydrogene
Tetrabutylammonium triphenyl difluorosilicate
Tert-butyl diphényl silyle
Tert-butyle
2,2,6,6-tétraméthyl-1-piperidinyloxyle
Trifluorométhanesulfonyle (Triflate)
Acide trifluoroacétique

Tetrahydrofurane

Chromatographie sur couche mince de I'anglais Chromatography Layer

Triméthylsilyle ; Tetraméthylsilane
Triflate de triméthylsilyle

Temps de vol de I'anglais Time of flight
Toluene

Perruthénate de tétrapropylammonium
Triphénylméthyl (Trityle)
p-toluenesulfonyle (Tosyle)

Uridine-5’-diphosphate



UGM
UMP
UTP
uv

UDP-Galactopyranose mutase
Uridine-5-monophosphate
Uridine-5’-triphosphate
Ultra-violet

Benzyloxycarbonyle
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CONVENTIONS ET NOMENCLATURE

Les conventions utilisées pour la nomenclature aendimérotation des iminosucres sont
résumées dans le schéma suivant.

HO HO_, H
o) 5 N
Hoj\( j/OR Hoj\4( j(CHZR
/ 3=/
HO HO

Hexofuranose 1,4-didésoxy-1,4-iminohexitol

Un substituant en position pseudo-anomérique (€si)dit en orientatiof s’il se trouve en
transdu groupement 5-hydroxyl dans la projection de lascll est dit erx s’il se trouve en
cisde cette fonction.

=OH HO=9 1

2—OH 2—OH
HO—3 HO—3

4 4

5 ==QOH 5 ==OH

6 —OH 6 —OH
1,5-Cis = a 1,5-Trans = B

Dans les structures des analogues de nucléotidelsade pyrimidinique Uracile peut étre
abrégée par U. La numérotation du nucléoside épnésentée comme sulit :

Dans le cas des analogues de disaccharides la otati@n de la partie glycosidique utilisée
sera la suivante :

Sur le motif pyrophosphate, le premier phosphaeli’'Uridine est appelé phosphateet le
second phosphafe
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Introduction générale

Les infections résultant d’'une contamination myadéaenne sont nombreuses et en
recrudescence a cause de problemes de multi-resstux traitements antibiotiques. Les
infections les plus importantes sont la Lepre efuaerculose, qui a elle seule, a touché 9,2
millions de personnes a travers le monde en 2006e Aour, il existe un seul traitement
combiné et efficace pour lutter contre la Tubersaldtraitement DOTS), mais il n'est pas
actif contre toutes les especes mycobactérienfestieuses. Face a un tel probleme de santé
internationale, il est essentiel de trouver dedesitchimiothérapeutiques inédites et de
développer de nouveaux traitements. C’est pourgles mycobactéries et plus
particulierement les constituants indispensablésug survie, tels que leur paroi cellulaire,
font aujourd’hui I'objet de nombreuses études.

Ce travail a pour objectif I'identification de ncelles molécules qui pourraient agir comme
inhibiteurs de la biosynthése des galactanes gart@ mycobactérienne et, a terme, ouvrir la
voie a de nouvelles entités a activité antimyccodraatne.

Dans le premier chapitre, le complexe mycolyl-anagalactane-peptidoglycane, I'un des
polysaccharides constituant la paroi mycobactégensera présenté, avec une étude
approfondie de la biosynthese des galactanes sjappwsur les mécanismes enzymatiques
mis en jeu et les inhibiteurs des deux famillesndignes impliquées dans ce processus,
'uridine-5’-diphospho galactopyranose (UDP-@al mutase et les galactofuranose
transférases.

T O._..UDP M OH "o
o UDP-a-D-Galp O Galf H
—_— H0|-|2c/'3»‘_7-“”'3P T 0 O__o—~9 0
HO : ’/OH mutase HO ”/OH transférases / .,
OH HO on HO  OH
~15
UDP-a-D-Galp UDP-a.-D-Galf Galactanes de la paroi

Schéma 1 Biosynthese des galactanes

Nos efforts ont porté sur la conception et la s§athde nouveaux analogues de 'UDPfGal
incorporant un iminosucre et ciblant la biosynthés galactanes. Dans ce but, nous
présenterons deux approches stéréodivergentesisantia des composés dont le squelette
galactofuranose sera mimé par un im@wglycoside de configuratiom-galacto et ou la
partie pyrophosphate sera remplacée par diffétiemts de longueur similaire.

Nous consacrerons le second chapitre de ce manasierisynthese d’analogues de 'UDP-
Galf de configuratior, identique a celle du substrat naturel. Dans @mpar temps, nous
nous intéresserons a la synthese peu étudiée dgalactitols diversement fonctionnalisés en
position pseudo-anomeérique (C-1). Puis nous étodserla fonctionnalisation de ces
composés de maniére a obtenir des analogues rideaninosucres deUDP-Galf portant
différents liens entre I'iminogalactitol et le naotide.
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BnO H
\\N

BnOH,C~
BnO  ©OBn

R

iminogalactitol 1-C-substitué

HO H HO H HO H H OR
N OR N OR
SN SNy ( SN S NS L Uridine
~ ~ P
“°“2C)\>_7 gUridine HOHZC)\>_7_ I(\f; Uridine HO"'ZC)\)_? E 8
HO ©OH HO ©H HO ©H
Propényl-UMP B-Cétophosphonate N-Acylphosphoramidate

Schéma 2 Structures envisagées des analogues de I'UDR-@atonfigurationo

Nous nous concentrerons sur I'obtention d’un liesppnyl UMP par métathése croisée, puis
nous envisagerons la synthése d'un ligrtétophosphonate. Enfin, par analogie avec
différents produits naturels, nous nous intéresser@a la synthese d'un lierN-
acylphosphoramidate.

Dans le chapitre I1ll, nous rapporterons I'obtentiafanalogues de I'UDP-Galde
configuration 3. Dans ce but, nous développerons une approche |éoraptaire de la
précédente permettant I'accés a des nucléotidessucres a partir d’'une nitrone de
configurationgalacta

PO CI)7 HO H
NT N OR
W N " P
POH,C > HOH,C P Uridi
2 / s OH 6 Uridine
PO ©OP HO  ©OH
Nitrone cyclique UMP-B-1,4-iminogalactitol

Schéma 3 Structure envisagée des analogues de I'UDPf@alconfiguration3

Dans le cadre de I'étude plus particuliere desf @ahsférases, récemment identifiées, le
guatrieme chapitre abordera la synthése de disadebaanalogues des substrats accepteurs
de ces enzymes. Ces imino-disaccharides seronang@@vec des variations de la liaison-
inter-glycosidique, type oxaalkyle ou entiéremearbonée (iminds-disaccharides).

OH |, HO\ R OH o OH
R N X
HOHchXwOR HOHchXwOR
HO .”OH HO "/OH HO ’/OH HO ’/OH

X = -CH(OH)CH,0-, R; = H _
X = -CH(OH)-R, = OH X = -CH(OH)CH,OCH,- ou -CH(OH)-

Schéma 4 Structures envisagées des imino-disaccharides
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Le cinquiéme chapitre sera consacré a la présentalies résultats des évaluations
biologiques, qui ont été réalisées respectivemant’gdDP-Galp mutase en collaboration
avec le Professeur Liu (Université du Texas, AudiiSA) et sur la Géltransférase 2 avec le
Professeur T. L. Lowary (Université d’Alberta, Edmion, Canada).
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La biosynthése des galactanes

|. INTRODUCTION

bY

Les mycobactéries appartiennent au genketinobacteria et a la famille des
Mycobacteriaceae Ce sont des micro-organismes saprophyfggsents dans notre
environnement. On les retrouve dans les sols,des,&hez les animaux et les végétaux. A ce
jour, on dénombre 130 especes de mycobactériedalpotivoir pathogene varie de la simple
contamination aux infections mortelles. Deux clasde mycobactéries sont frequemment
distinguées. Les mycobactéries tuberculeuses, gui pathogénes, et les mycobactéries
atypigues ou encore appelées non tuberculeusggequent étre pathogenes, non pathogenes
ou opportunistes (qui touchent spécifiguement ledividus présentant des troubles du
systéme immunitaire). Les espéces mycobactériennes les plus connuesesocvmplexes
Mycobacterium tuberculosisycobacterium lepraainsi queMycobacterium aviungui sont

les agents infectieux respectifs de la tuberculasiépre et la maladie de Crohn.

Un siecle aprés la découverte du bacille de Koci®0b,la tuberculose reste la premiere

cause de mortalité liée & un agent infectieux wiqmalgré I'existence d’un vaccin et de

puissants antibiotiques spécifiqgues. En 2006, 9illons de personnes ont contracté la
tuberculose et 1,7 millions en sont morse qui en fait l'infection mycobactérienne la plus
répandue au monde. La seconde cause de mortdligglegre dont 265 661 nouveaux cas ont
été dépistés la méme anrfée.

Les traitements antibiotiques ont largement pereigontenir ces infections cependant ils se
heurtent désormais & I'apparition de souches mésistantes. De plus, ces traitements
s’avérent souvent inefficaces contre les espécesbagtériennes atypiqu&sOr, seuls deux
nouveaux antibiotiques sont apparus sur le marakguis 1962. Trés récemment, la
découverte d’'un nouvel antibiotique possédant uderiaction différent de ceux existant a
été décrit, ce qui suscite beaucoup d'espddans un tel contexte, le développement de
nouveaux traitements agissant avec des modesatiatifférents sur ces agents infectieux est
devenu un enjeu de santé fondametftal.

Les difficultés rencontrées dans le traitement de maladies résultent notamment de la
structure unique de la paroi cellulaire des cesroormganismes. En effet, cette paroi

! Adle-Biassette, H.; Huerre, M.; Breton, G.; Ruin®; Carbonnelle, A.; Trophilme, D.; Yacoub, M.;dRéer,
B.; Yeni, P.; Vilde, J.-L.; Henin, DAnn. Pathol2003 23, 216-235.

2 Raviglione, M. C.; Snider, D. E.; Kochi, AIAMA 1995 273 220-226.

% www.who.int/tb/fr/index.html.

* OMS, Relevé Epidémiologique Hebdomadaire (REBI)§ 83, 293-300.

® Collins, F. M.,CRC Crit. Rev. Microbiol993 19, 1-16.

® Jarlier, V.; Nikaido, H.FEMS Microbiol. Lett1994 123 11-18.

"Yuong, D. B.; Duncan, KAnnu. Rev. Microbioll1995 49, 641-673.

8 Walsh, C. T.; Wrigh, GChem. Rev2005 105, 391-393.

®Wang, J.; Soisson, S. M.; Young, K.; Shoop, W.d&lg S.; Galgoci, A.; Painter, R.; ParthasaratBy, Tang,
Y. S.; Cummings, R.; Ha, S.; Dorso, K.; Motyl, Mlayasuriya, H.; Ondeyka, J.; Herath, K.; Zhang, C.;
Hernandez, L.; Allocco, J.; Basilio, A.; Tormo,R.; Genilloud, O.; Vicente, F.; Pelaez, F.; Colwell; Lee, S.
H.; Michael, B.; Felcetto, T.; Gill, C.; Silver, IL.; Hermes, J. D.; Bartizal, K.; Barrett, J.; Scitm D.; Becker,
J. W.; Cully, D.; Singh, S. BNature2005 441, 358-361.

2 O'Brien, R. J.; Nuun, P. PAm. J. Respir. Crit. Care Me@001, 163, 1055-1058.
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hY

spécifique a la famille ded\ctinobacteria™ est une formidable barriere au passage
d’antibiotiques dans I'organisme et permet la suet le développement du microorganisme
dans un milieu hostile. C’est pourquoi I'étude deblosynthese de la paroi bactérienne fait
aujourd’hui I'objet d’'un regain d’intérét dans ladre de la recherche de nouveaux anti-
mycobactériens.

Dans un premier temps nous allons nous intéreskecanstitution de la paroi cellulaire, et
nous nous attacherons plus en détail a celle destgaes. Compte tenu de I'importance
biologique de ce polymére, nous nous concentregsonsa biosynthese et par consequent sur
les enzymes qui sont mise en jeu, 'UDP-Galactapyssl mutase (UDP-Galmutase) ainsi
gue les Galactofuranosyl transférases f{@ahsférases).

Nous expliciterons ensuite, pourquoi nous avonsschde synthétiser des cibles de type
iminosucres, analogues azotés de sucres, recorowslgurs activités inhibitrices de la
synthése de nombreux glycoconjugués et autressalagharides®

Pour finir, nous présenterons la structure de ca@paibles, concus de facon rationnelle,
comme des inhibiteurs potentiels de la biosynthdes galactanes. Nous détaillerons
egalement la méthodologie envisagée pour les sysehé

1 Brennan, P. J.; Nikaido, HAnnu. Rev. Biochem995 64, 29-63.
12 stiitz, A. E.Jminosugars as Glycosidase Inhibitors: Nojirimyeind BeyondWiley-VCH: New York, 1999.
13 Compain, P.; Martin, O. Riminosugar: From synthesis to therapeutic applicas Wiley: Chichester, 2007.

30



La biosynthése des galactanes

|l. STRUCTURE DE LA PAROI CELLULAIRE MYCOBACTERIENNE

L'une des particularités des mycobactéries estdapacité a survivre et a se développer dans
la cellule héte qui représente un environnementileoslotamment, la paroi cellulaire permet
aux mycobactéries de tolérer les variations de sprsosmotique et leur membrane
cytoplasmique permet une résistance a des pH ceraptie 6 et & Cette structure originale
tres riche en lipides bloque également le passageautibiotiques vers leurs sites d'action.

La barriere hydrophobe fait partie du composantenragui est le complexe mycolyl-
arabinogalactane-peptidoglycane (mAGP). L’'étudéadstructure et de la biosynthese de ce
complexe protecteur, spécifique a ces microorgagssironstitue donc un aspect important de
la recherche de nouvelles cibles biologiques patbed contre les pathogenes.

Nous allons donc nous intéresser a la constituteopette paroi mycobactérienne.

I.1. LES DIFFERENTS COMPOSANTS DE PAROI MYCOBACTERIENNE

Les premiéres études sur la structure de la peathilaire mycobactérienne ont débuté dans
les années 70. La structure admise et rapportéstaédétudes biochimiquésainsi que
d’études par microscopie électronidugui ont permis de mettre en évidence la présence
d’'une importante barriére lipidique a I'extérieue th cellule, formée d’acides mycoliques
ainsi que d’'un assortiment de lipides libres plosrts.

La paroi cellulaire est constituée de 3 élémenteums® : (Figure 2)

* une membrane cytoplasmique,

* un centre constitué de deux macromolécules, leatggmnomannane (LAM) et le
complexe mycolyl-arabinogalactane-peptidoglycand@R),

» une couche de lipides, glycolipides et protéinés fie facon non covalente.

14 petit, J. F.; Lederer, E., The structure of thecamacterial cell wall. InThe mycobacteria, A sourcebogk.
Kubica, G. P.; Wayne, L. G., Eds. Marcel DekkernNéork, 1984 pp 301-322.

>Wee, A. G. H.; Tang, FTetrahedron Lett1996 37, 6677-6680.

'8 Brennan, P. J.; Crick, D. QCurr. Top. Med. Chen2007, 7, 475-488.
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Coiffe de mannose

Phosphatidyl-
Inasital-
Mannosides
(PIM2)

LipoMannane
(L)

Acides
mycoliques
. LipoArabinoMannane || Mycolyl-Arabino-
Peptidoglycane (LPAM} Gg\acéne

Glycolipide de surface Acide gras Araf Galf
Iy e

O/

Lien disaccharidique Phosphate Inositol Manp

Rha-GicNAC

Membrane
cyfoplasmigue

Figure 2 : Représentation schématique de I'enveloppe mycaliemé et de ses principaux
constituants:’

1.2. STRUCTURE DU COMPLEXE MYCOLYL-ARABINOGALACTANE -
PEPTIDOGLYCANE(MAGP)

L'existence d'un réseau polysaccharidique reliast peptidoglycanes mycobactériens aux
acides mycoliques a été proposée il y a 40"4Asla méme période, les premiéres fractions
de polysaccharides contenant des arabinogalacéaiest isolées’?° Néanmoins, il a fallu
attendre jusqu'a cette année (2008) pour que uatste complete du complexe soit décrite
(Figure 3)*

" Kremer, L.; Besra, G. S.; Brennan, P. J.; BaularR., médecine/sciencd999 15, 842-850.

18 Kanetsuna, FBiochim. Biophys. Actd968 158 130-143.

9 Misaki, A.; Yukawa, S.; Tsuchiya, K.; Yamasaki, J. Biochem1966 59, 388-396.

%0 Misaki, A.; Yukawa, S.J. Biochem1966 59, 511-520.

% Bhamidi, S.; Scherman, M. S.; Rithner, C. D.; Rigd. E.; Chatterjee, D.; Khoo, K.-H.; McNeil, M., J.
Biol. Chem2008 283 12992-13000.
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Acides
Mycoliques

OH OH

OH
OH 4
HO o

7 \
B ) ° Ke) o R OR
", - HO OH

Arabinanes
wo' on no om
70\, O \o/\jﬁ “OR (1—=6)-p-D-Galf(1—5)-p-D-Galf
H}_ZOH Ho' on
(1—=2)-0-D-Araf T - ! oo alactanes

Figure 3: Structure du motif arabinogalactane et son ancrage peptidoglycané$

[1.2.1. LES PEPTIDOGLYCANES

Le squelette des peptidoglycanes mycobactériensnesthaine glycosidique constituée d’un
enchainement alternant uNeacétylglucosamine (GIcNAc) liée (1 —4) avec des acides

muramiques modifiés (Figure 4, noir). La fonctianida carboxylique des acides muramiques

est reliée a la séquence peptidigeaanine (Figure 4, rosed-isoglutamine (Figure 4, cyan),
acide mésediaminopimélique (DAP Figure 4, bleu) et-alanine (Figure 4, vert). La

formation de ponts (« cross-linkages ») entre &gpeptides se fait au niveau de I'acide

carboxylique terminal d’'une alanine et la fonctemmine de I'acidenésediaminopimélique,
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ou bien entre deux motifs acideésediaminopiméliqué? Ces chaines peptidiques lourdes et
entrelacées contribuent en partie a la solidit@geroi cellulaire mycobactérienne.

OH
OH

HO o OH
o 0./ % o OH oH
HO ? O o OH
o=""_9" iw L O o OH
HO  { ? o o OH
o NH o = o
o NH P B . (o} OH
o o HO  {H / o Q OH
HN [o) 2 / Qe o
\_Ho b<\ o NH po' = y o o
O —OH [} NH o / o o
0:< NH-peptide [o] NH Hof z / O
O —OH [o} NH o = / o
HN o NH po' =
) NH pgptideOH oi o NH
o::(‘ 0 -OH Q< o
HN NH-peptide
NH-peptide’
° o p P
OH 3
lien DAP-DAP ————> HN
[o} o
NH, NH lien DAP-Alanine
“NH,
S [o]
O NH NH OH

NH-| peptlde

o 0
\ R o
~ o
J ° o NH HO o
OH o o o o _NH oﬁﬁOH
NH oH
?* p

Figure 4 : Représentation de deux brins des peptidoglycan&ydebacterium tuberculosis

lien avec AG

bY

Le motif arabinogalactane est lié a la position ‘@nidés acide muramiquevia un
phosphodisaccharide comprenant un rhamnopyranosenetN-acétylglucosamine, de
structure -D-Galf-(1—4)-a-L-Rhg-(1—3)3-D-GIcNAc-(1—P)-peptidoglycane (Figure 2,
orange)f*

[1.2.2. LES ARABINOGALACTANEAG)

Contrairement a de nombreux polysaccharides bao&ri’AG de mycobactéries n’est pas
constitué de la répétition d’'un motif simple (FigLB).

L’extrémité réductrice d’'une chaine linéaire der86idus galactofuranosidiques (galactanes)
(Figure 3, bleu) liés alternativement Br(1—5) et[3-(1—6) est connectée a la position O-4
du rhamnose. Le long de ce squelette galactandserwe 3 points d’ancrage, en position O-
5 des unités galactofuranosidiques 58| 10 et 12, auxquelles sont attachées les chaine
arabinofuranosidique®. Ces 3 chaines sont constituées de 31 résicarmbinose chacune,

2 \Wietzerbin, J.; Das, B. C.; Petit, J. F.; LedeEer,Leyh-Bouille, M.; Ghuysen, J. MBiochemistryl974 13,
3471-3476.

2 McNeil, M.; Daffe, M.; Brennan, P. 1, Biol. Chem199Q 265, 18200-18206.

24 plderwick, L. J.; Radmacher, E.; Seidel, M.; GanBe Hitchen, P. G.; Morris, H. R.; Dell, A.; Sah#.;
Eggeling, L.; Besra, G. SJ, Biol. Chem2005 280, 32362-32371.
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dont I'enchainement est principalement linéairéyge a-(1—5).2* Cependant, la présence de
ramifications sur la chaine principal@ la position 3 d’un Arka été mise en évidenteDe
méme, il a été montré que la présence d’enchairnefiemAraf-(1—2)-a-D-Araf],-(3,5D-
Araf) sur une chaine linéaire aF(1—5)-Araf est caractéristique des terminaisons
hexasaccharidiques non réductrices des arabindfigaré 3, rouge’®> Enfin I'extrémité
réductrice a été récemment identifiée comme étargnchainement linéaire de 14 résitfus.
Bien que des études récentes localisent deux eéssdigcinyle et galactosamine, des
ambiguités restent a lever sur leur position.

11.2.3. LES ACIDES MYCOLIQUES

Les acides mycoliques spécifiques aux mycobactétiasitresActinomycetesont des acides
grasa-alkylés etB-hydroxylés possédant un poids moléculaire éldgésdnt dépendants des
espéces et contiennent de 70 & 90 atomes de carfiigere 5F° Ces motifs se situent sur la
position O-5 de deux tiers desAraf terminaux laissant 1/3 des Ar@rminaux libres’ Ils
forment des « clusters » par groupes de quatrsalatipenser que deux chaines d’arabinose
sont totalement substituées et la troisieme complént libre. La présence de liaisons
hydrogénes entre leB-hydroxyles libres et les groupements carbonylés atgdes gras
suggérent qu'ils sont placés parallélement lesaunsautre$® Ce bloc d’acides mycoliques
perpendiculaire aux arabinogalactanes et aux pEptidanes constitue une sorte de barriere
lipidique lipophile?® Cette structure dense qui est ancrée par un lalent dans les
peptidoglycanes contribue a la protection de la gbgctérie en limitant I'acces aux
molécules hydrophile€:?/2829

% Daffe, M.; Brennan, P. J.; McNeil, M. R, Biol. Chem199Q 265, 6734-6743.

% Minnikin, D., Complex lipids: their chemistry, tEpnthesis and roles. Ifthe biology of mycobacteria
Ratledge, C.; Stanford, J., Eds. Academic Pressdtn,1982 Vol. 1, p 94.

*McNeil, M.; Daffe, M.; Brennan, P. 11, Biol. Chem1991, 266, 13217-13223.

% Besra, G. S.; Khoo, K. H.; McNeil, M. R.; Dell, AMorris, H. R.; Brennan, P. JBiochemistry1995 34,
4257-4266.

% Chatterjee, D.Curr. Opinion Chem. Biol1997, 1, 579-588.
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Methoxymycolates Cetoycolates

Figure 5 : Exemple d’acides mycoliques appartenant au genreollacterium tuberculosts

Le complexe mAGP forme une triple couche de bioowdls de type lipidique-
polysaccharidique-peptidoglycanique qui assurautais de la mycobactérie. De plus, il est
important de souligner qu'outre les glycolipideslest acides mycoliques spécifiques a ce
genré?, les polysaccharides inhabituels de son squedetiesimilaires voire identiques chez
les espéces mycobactérienfit¥. lls sont uniques tant par la nature des sucrestitaiifs
que par leur arrangemefitce qui en fait des cibles thérapeutiques intérgesaCe complexe
est d'ailleurs le site d’action de plusieurs abgculeux connus. En effet, I'éthambutol cible
la biosynthése des arabinafte$ tandis que lisoniazid@ et I'éthionamid&® (Figure 6)
inhibent la synthése des acides mycoliques.

CH,OH y (o) NHNH, S NH,
N
NS S S
H CH,OH | _ | pZ
N N
Ethambutol Isoniazide Ethionamide

Figure 6 : Les antituberculeux agissant sur le complexe mAGP

A ce jour aucune molécule n’est connue pour avog action sur les galactanes. Or, le
galactofuranose est indispensable pour la formatan lien covalent entre les

% Lowary, T. L., Mycobacterial Cell Wall Components.GlycoscienceFraser-Reid, B. O. T., K.; Thiem, J.;
Coté, G.L.; Flitsch, S.; Ito, Y.; Kondo, H.; Nishima, S.-I.; Yu, B., Ed. Springer: 2001; Vol. Ifip 2005-2082.
31 Aspinall, G. O.; Chatterjee, D.; Brennan, PAtly. Carbohydr. Chem. Biochef95 51, 169-242.

32 Misaki, A.; Seto, N.; Azuma, IJ. Biochem. (Tokyd)974 76, 15-27.

¥ Takayama, K.; Goldman, D. S\ntimicrob. Agents Chemoth&i989 33, 1493-1499.

3% Belanger, A. E.; Besra, G. S.; Ford, M. E.; MikuspK_; Belisle, J. T.; Brennan, P. J.; InamineMJ,
Antimicrob. Agents Chemothdr996 33, 1493-1499.

% Quemard, A.; Lacave, C.; Laneelle, @ntimicrob. Agents Chemothdr991, 35, 1035-1039.

% Baular, A. R.; Betts, J. C.; Engohang-Ndong, lia S.; McAdam, R. A.; Brennan, P. J.; Locht, B2sra,
G. S.,J. Biol. Chem200Q 275, 28326-28331.
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peptidoglycanes et les acides mycoliques. Sa bibége s’avére essentielle pour la viabilité
de la mycobactéri#;*® Dans le cadre du développement d'anti-mycobactgriyant un
mode d’action inédit, nous nous sommes donc coriesnt la biosynthése des galactanes.

1.3. LE METABOLISME DU GALACTOFURANOSE

Le D-galactose est un sucre courant présent sous f@yrenose chez les eucaryotes
supérieurs. Néanmoins, l'isomere furanose de cgbdee est bien moins représenté. On
retrouve le Gdluniquement chez les microorganismes tels quedetbes, les protozoaires
et les champignon$ainsi que les eucaryotes infériéllfd et les plante¥ Il est absent chez
les eucaryotes supérieurs et donc chez 'hommerdsidusa et/ouf3 Galf ont ainsi pu étre
identifiés dans bon nombre de structures polysaithaes essentielles a la virulence de
microorganismes pathogerfé<€En effet, on le retrouve non seulement chez lesofvgctéries
mais également chez les bactéries & Gram négei$ gueEscherichia colf**° Klebsiella
pneumoniagd® Shigella dysenterig€ Haemophilius pleuropneumonid®ainsi que chez les
salmonelle¥’ comme constituants de polysaccharides antigénidliest aussi présent dans
les polysaccharides extracellulaires ou capsulalessStreptococcus sangdfset oralis®® et
ceux dEscherichia cof>. On le trouve également dans les structures deogbnjugués de
surface chez les protozoair@sypanosoma cruZ’ et les espéces de typeishmanid™ Enfin
c’est un composant des glycanes de surface cedluthiez les champignof%* Comme cela

a été mentionné précédemment, il est le constitpaincipal des galactanes des parois
cellulaires mycobactérienn&ce qui le rend particuliérement intéressant ayeos.

Les toutes premieres études de la structure dastgaks n’ont pas permis de déterminer s’il
s’agissait d’un polysaccharide de galactopyranGsdp] lié ena-(1—4) ou de Gdlliées en

37 Rastogi, N.; Goh, K. S.; David, H. lAntimicrob. Agents Chemothéi99Q 34, 759-764.

% pan, F.; Jackson, M.; Ma, Y.; McNeil, M. R.,Bacteriol.2001, 183 3991-3998.

% De Lederkremer, R. M.; Colli, WGlycobiology1995 5, 547-552.

“0Bakker, H.; Kleczka, B.; Gerardy-Schahn, R.; Rent. H.,Biol. Chem2005 7, 657-661.

“1 Beverley, S. M.; Owens, K. L.; Showalter, M.; Gith, C. L.; Doering, T. L.; Jones, V. C.; McNeM. R.,
Eukaryotic CelR005 6, 1147-1154.

“2Fincher, G. B.; Stone, B. A.; Clarke, A. Bnnu. Rev. Plant Physidl983 34, 47-70.

* pedersen, L. L.; Turco, S. Cell. Mol. Life Sci2003 60, 259-266.

#4 Jann, B.; Shashkov, A. S.; Kochanowski, H.; J&nCarbohydr. Res1994 264, 305-311.

5 Stevenson, G.; Neal, B.; Liu, D.; Hobbs, M.; Packé. H.; Batley, M.; Redmond, J. W.; Lindquist,; L.
Reeves, PJ. Bacteriol.1994 176, 4144-4156.

“% Kol, O.; Wieruszeski, J. M.; Strecker, G.; Moniited.; Fournet, B.; Zalisz, R.; Smets, Barbohydr. Res.
1991 217, 177-125.

*" Dmitriev, B. A.; Lvov, V. L.; Kochetkov, N. K.Carbohydr. Res1977 56, 207-209.

“8 Perry, M. B. Biochem. Cell Biol199Q 68, 808-810.

* Sarvas, M.; Nikaido, H.J. Bacteriol.1971, 105, 1063-1072.

0 Abeygunawardana, C.; Bush, C. A.; Tjoa, S. S.nEesey, P. V.; McNeil, M. RGarbohydr. Res1989 191,
279-293.

1 Abeygunawardana, C.; Bush, C. A.; Cisar, J.Blbchemistry1991, 30, 6528-6540.

*2Bax, A.; Summers, M. F.; Egan, W.; Guirgis, N.hBeerson, R.; Robbins, J. B.; @rskov, F.; @rskowann,
W. F.,Carbohydr. Res1988 173 53-64.
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a-(1—5).2% Dés 1987, I'étude de deux espéces mycobactéridvineserculosietM. leprae

a revélé que les arabinogalactanes sont exclusivemnstitués de sucres sous forme
furanose’ Par la suite, I'analyse d'alditols oligosacchagighs O-alkylés issus d'une
dépolymérisation partielle a permis d’établir que molysaccharide était constitué d’'une
répétition d’unités disaccharidiquBsd-(1—5)-Gal-p-b-(1—6)-Gaf (Figure 7)%

-(1-5
B-(16) B-(1-5)

OH
/
JOH "o \ ¢

= - _\\0 OR
- ‘\\0 o ~\\o 0o
HO/\>j /
- g HO OH

HO OH HO OH

Figure 7 : Fragment des galactanes

Grace a cette méme technique, la structure dulgigcosylphosphoryl assurant I'ancrage de
I'AG au peptidoglycane a pu étre déterminée.

Les études du premier polysaccharide composé dwugilactofuranoses: le galactocarolose,
(Figure 8) isolé en 1934 a partir de culturesPaaicillium CharlesiiG. Smith, ont posé les
bases du mécanisme de la biosynthése des galattahes

Figure 8 : Structure du galactocarolose

En 1960, il a été montré que les cellules de I'nigrae n'utilisent pas le galactose libre pour
produire le galactocaroloséPuis en 1970, I'équipe de Baddiley a caractéasgonneur de
glycosyle mis en jeu : il s’agit du premier nucldetsucre possédant un résidu hexofuranose :
I'UDP-a-D-Galf.>® Ils montrent alors que I'UDRB-D-Galp Bl est un précurseur du
galactocarolose et donc de I'UDRp-Galff B2.>° Ils suggérent alors que la conversion de
'UDP-Galp en UDP-Gdi serait catalysée par une enzyme : I'UDP-galactampsa mutase
(UGM) (Schéma 4).

%3 Vilkas, E.; Amar, C.; Maekovits, J.; Vliegenthait; Kamerling, J.Biochim. Biophys. Acta973 297, 423-
435,

> McNeil, M.; Wallner, S. J.; Hunter, S. W.; Brenn#&h J.Carbohydr. Res1987, 166, 299-308.

% Clutterbuck, P. W.; Haworth, W. N.; Raistrick, Kmith, G.; Stacey, MBiochem. J1934 28, 94-110.

% Haworth, W. N.; Raistrick, H.; Stacey, MBjochem. J1937, 31, 640-644.

" Gander, J. EArch. Biochem. Biophy496Q 91, 307-309.

8 Garcia Trejo, A.; Chittenden, G. J. F.; BucharharG.; Baddiley, JBiochem. J197Q 117, 637-639.

%9 Garcia Trejo, A.; Haddock, J. W.; Chittenden, GF.J Baddiley, J.Biochem. J1971, 122, 49-57.
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Schéma 4 Biosynthése de 'UDP-GhI

Ces résultats seront confirmés par la suite, dansatire de I'étude de la biosynthese des
antigénes T1 dealmonelld®®puis, presque 30 ans plus tard, lors de celle diesignes de
M. Smegmati&'

Il alors est envisagé que, le sucre-nucléotiB@ soit le substrat donneur des
glycosyltransférases pour l'incorporation duf@al sein du polysaccharide (Schéma 5).

o
HN HO
OH | ~
(0] (o] él‘\)lj OH H
O . Gal : O
HoH,c™ 0N Op-0-L0~Co N “V o WO 00
"G ,‘/OH 6H CI)H transférases / .,
S “ HO OH
HO OH HO OH 15
Galactanes de la paroi

UDP-OE;)-GaIf bactérienne

B3

Schéma 5 Incorporation de 'UDP-Gdl dans le polysaccharide

Récemment, des travaux utilisant des techniques ileockout genes » ont montré que
'UDP-Galp mutase et les Galransférases étaient des enzymes essentiellesr@idaance et
a la survie de la mycobactéffeCes résultats valident le choix de la biosynthisgalactane
comme cible biologigue dans le cadre de la recleerde nouveaux agents anti-
mycobactériens possédant un mode d’action diffédenteux existant et faisant I'objet de
résistance.

% Nikaido, H.; Sarvas, MJ. Bacteriol.1971, 105, 1073-1082.
® Weston, A.; Stern, R. J.; Lee, R. E.; Nassau, PMénsey, D.; Martin, S. L.; Scherman, M. S.; Bess. S.;
Duncan, K.; McNeil, M. R.Tuber. Lung Dis1998 78, 123-131.
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lll. UDP-GALACTOPYRANOSE MUTASE(UGM)

Dans le cadre de la conception de nouveaux inhitsitde 'UDP-Ggb mutase, nous allons
plus particulierement nous intéresser a I'étude ndécanisme de cette enzyme et aux
inhibiteurs déja identifiés.

I.1. CARACTERISATION ET STRUCTURE DE LENZYME

Bien aprés les travaux précurseurs de Baddiley tnannées 70, c’est en 1994 qu'il est
établi qu'une seule enzyme atypique est nécesgaive convertir 'UDP-Gg en UDP-
Galf.** Il s’agit de 'UDP-Gap mutase GIf, EC 5.4.99.9). Le géne qui code pour cette enzyme
est clairement identifié et étudié en 1996 cliescherichia colf®®? Depuis I'enzyme a
également été clonée et surexprimée chez les lesctde typeKlebsiella® ainsi que chez
Mycobacterium tuberculosist Mycobacterium smegmafi§ Plus récemment I'UDP-Gal
mutase a pu étre isolée chez certains eucaryotégeurs tels que les champignons, les
algues marines ou encore les nématdf&<s’*

Le séquencage complet du génomeMigcobacterium tuberculosisqui a été réalisé en
1998% a révélé que la séquence d’acides aminés de I'GBIP-mutase déycobacterium
tuberculosis (Rv 3809c) est tres similaire a cellesEdtherichia coli et Klebsiella
pneumoniaeEn moyenne on observe 40% d'acides aminés idesgighez les procaryotés
et moins de 20% chez les eucarydfedes mutases Escherichia coliet Klebsiella
pneumoniaeont donc de bons modeles pour I'étuddgeobacterium tuberculosis

La purification de la mutase ! colia mis en évidence (par spectroscopie UV/visiblpast
dénaturation thermique de la protéine) la présedum cofacteur Flavine Adénine
DinucléotideB4 (Figure 9)° Les mutases étudiées présentent toutes ce cafatte\DP-
Galp mutase est donc une flavoenzyffié’

2 Nassau, P. M.; Martin, S. L.; Brown, R. E.; Westan Monsey, D.; McNeil, M. R.; Duncan, KJ, Bacteriol.
1996 178 1047-1052.

83 Koplin, R.; Brisson, J.-R.; Whitfield, CJ, Biol. Chem1997, 272, 4121-4128.

 Damveld, R. A.; Franken, A.; Arentshorts, M.; PuntJ.; Klis, F. M.; van den Hondel, C. A. M. J.Ram, A.
F. J.,Genetic2008 178 873-881.

% Cole, S. T.; Brosch, R.; Parkhill, J.; Garnier, Thurcher, C.; Harris, D.; Gordon, S. V.; Eiginteik.; Gas,
S.; Barry lll, C. E.; Tekaia, F.; Badcock, K.; Bash, D.; Brown, D.; Chillingworth, T.; Connor, R.abies, R.;
Devlin, K.; Feltwell, T.; Gentles, S.; Hamlin, NHolroyd, S.; Hornshy, T.; Jagels, K.; Krogh, A.; Man, J.;
Moule, S.; Murphy, L.; Oliver, K.; Osborne, J.; Qudl. A.; Rajandream, M.-A.; Rogers, J.; Rutter, Seeger,
K.; Skelton, J.; Squares, R.; Squares, S.; Sulstas,; Taylor, K.; S., W.; Barrell, B. Q\ature1998 393 537-
544,

® Zhang, Q. B.; Liu, H.-w.J. Am. Chem. So200Q 122, 9065-9070.

®" Duax, W. K.; Griffin, J. F.; Ghosh, DGurr. Op. Struct. Biol1996 6, 813-823.
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Figure 9 : Structure de la Flavine Adénine Dinucléotide sau$osme oxydée (FAD)

Il a été mis en évidence que pour étre active Yere doit étre sous forme réduite, c’est-a-
dire que le cofacteur doit se trouver sous la fofA®H..°®% Sous la forme oxydée, les
enzymes dEscherichia coliet Klebsiella pneumoniasont inactive$®®® Cependant le réle
précis du cofacteur reste une des grandes incomhwegcanisme de cette réaction.

La présence de ce cofacteur a été établie de ream@futable par la résolution de la
premiére structure cristalline d’'une mutase, enl20G’agit de celle . colia 2.4A (Figure
10a)’° Cette enzyme est dimérique et posséde une formmoiesant dont les dimensions
sont 72x55x48A Chacun des monoméres la constituant renfermematécule de FAD et
peut étre divisé en 3 domaines. Le domaine ceitrgli contient le cofacteur FAD, est
constitué en son centre de 4 feuillBtparalleles (Figure 10a, domaines rouge et orahge).
domaine 2 est constitué principalement d’'un grodees hélicesx (Figure 10a, domaines
bleu et vert). Ce domaine est connecté au prewigele domaine 3, qui est composé de 6
feuillets B antiparalleles (Figure 10a, domaines cyan et t)iolee contact entre les
monomeres se fait par I'intermédiaire des domaihes3.

Le premier domaine est semblable a ceux d’autregnees portant un cofacteur FAD. Par
contre les domaines 2 et 3 sont originaux. On agtdement la formation d’'une poche entre
ces 3 domaines, laissant ainsi une surface actessipable adjacente a la faée de
l'isoalloxazine de la flavine. La taille de cetteghe peut varier en fonction de la position de
deux boucles flexibles (Figure 10a jaune et blaoe)qui affecte alors la reconnaissance du
substrat dans cette cavité.

® Huang, Z.; Zhang, Q.; Liu, H.-wBioorganic Chemistr2003 31, 494-502.

% yuan, Y.; Bleile, D. W.; Wen, X.; Sanders, D. A.;Roh, K.; Liu, H.-w.; Pinto, B. M.J. Am. Chem. Soc.
2008 130, 3157-3168.

0 sanders, D. A. R.; Staines, A. G.; McMahon, S.McNeil, M. R.; Whitfield, C.; Naismith, J. HNat. Struct.
Biol. 2001, 8, 858-863.
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Figure 10 : Structure de 'UDPGalp mutase de aFscherichia colavec son cofacteur FAD 4A°
b) Mycobaderiumtuberculosisavec son cofacteur FAD & 2,25A.

Depuis, cing autrestructures cristallines ont été décs pour des mutasexydées provenant
d’E. coli, Klebsiella pneumoni: et Mycobacterium tuberculosiainsi que pour la muta:
réduite deKlebsiella pneumoniz (Figure 10bY>"?Ces structures d’enzymes de procary:
sont tregproches comme nous pouvons le voir sur la supdiposiuivante (Figurll).

Figure 11 : Superposition des monoméres<K. pneumoniadbleu) etE. coli (vert)

Chacune conserve un arrangement dimérique et squidquss variations dans les boucl
périphériques sont observééd.a nature de la souche enzymatique utilisée ne dedomic
pas influersur les résultats des études mécanist

Il est a noter également, qu’'a ce jour, les teveatide cristallisation de I'enzyme avec
substrat ou un inhibiteur ont toutes éch

L'originalité de 'UGM réside danssa structure unique et surtodan: I'isomérisation
réversible qu’elle catalys@ I'équilibre, la forme pyranose est beaucoup plus abondant

1 Beis, K.; Srikannathasan, V.; Liu, H.; Fullerton,. \B.; Bamford, V. A.; Sanders, D. A. R.; Whitfiel@,;
McNeil, M. R.; Naismith, J. H.J. Mol. Biol. 2005 348 971-982.

2McMahon, S. A.; Leonard, G. A.; Buchanan, L. V.; GitaM.-F.; Naismith, J. H.Acta Crystallogr.D 1999
55, 399-402.
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la forme furanose (Schéma®%)>ce qui résulte de la plus grande stabilité thermadyique
du galactopyranose.
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Schéma 6 Isomérisation réversible catalysée par 'UGM

Les parametres cinétiques de cette enzyme peutrerdéterminés a partir de 'UDP-@abdu
de 'UDP-Gaf par un dosage HPLC des deux espéces au coursésetan’® "

Km (M) Keat (s™)
UDP-Galp (B1) 645 84.10°
UDP-Galf (B2) 194 15
UDP-Galf (B2)® 22 27

# Enzyme réduite en présence de dithionite
Km : Constante de Michaelis Menten gt kConstante catalytique

Tableau 1 :Valeurs cinétiques pour la mutasédcol®

Toutefois, I'un des facteurs limitant de I'étudeagdte isomeérisation équilibrée est I'acces a
UDP-Gaf. En effet, compte tenu de sa faible conversioestil difficile d’utiliser la forme
pyranose (commerciale) comme substrat test (Scl@nidétude de lisomérisation en sens
inverse furanosepyranose contourne ce probleme. Pour cela, ilegstrmdant nécessaire de
préparer 'UDP-Gdlen quantité raisonnable.

La formation d’'UDP-Gdl étant défavorisée a I'équilibre, la synthese eratigue ne fournit
gue de trés petites quantités de 'UDP{GAInsi, un rendement effectif de I'ordre de 3% est
obtenu a partir dUDP-Gplce qui revient a préparer environ 0,5 pg de sab&n une
semain€®’® Il est important de souligner que la premiére ls§se décrite en 1996 a
eégalement permis de finaliser la caractérisatio’dPP-Galf (RMN, SM, caractérisation
chimique).

Au cours des dernieres années plusieurs synthdspsques de I'UDPa-Galf ont été
décrites. La synthese de Nikolaev en 2000, fait é&ian rendement global de 11% sur 6

3 Lee, R.; Monsey, D.; Weston, A.; Duncan, K.; RghrC.; McNeil, M. R. Anal. Biochem1996 242, 1-7.
" Barlow, J. N.; Blanchard, J. £arbohydr. Res200Q 328, 473-480.
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bY

étapes avec l'obtention de 18,4 mg de produit dédille est réalisée a partir dor
galactofuranoside de méthyBS via le Gaf-1-phosphatd36 (Schéma 73> La formation du
lien pyrophosphate est réalisée par condensatiocooposéB6 sur un imidazolide Uridine
MonoPhosphate (UMP) actiié7. Au méme moment une synthese semblable a été&alécri
par I'équipe de Lilf® Elle sera ensuite optimisée par Kiessling et s#hrateurs pour
donner le sucre-nucléotide avec un rendement de(26%ng)’®

Récemment une méthodologie, mettant en jeu lentidlmyl galactofuranosyl et 'UDP, et qui
conduit a un mélange/f (1/1.8) d’'UDP-Gdla été décrité’

Une méthode performante de synthése a finaleménpudiliée trés récemment par I'équipe
de Lowary. Cette synthese chimioenzymatique, basé@eles travaux de Field et ses
collaborateur® permet I'obtention de 30 mg d’'UDP-Galvec un rendement de 80% & partir
du Gaf-1-phosphatd36 intermédiaire et d’'un systéme de 3 enzymes (Sch8iftaEn effet,
cette transformation permet de transférer le mMoMP de 'UDP-GIc (utilisé en quantité
catalytiqgue) vers le Ghl-phosphateB6 via la galactose-1-phosphate uridyltransférase
formant ainsi le compod#2 attendu et le Glc-1-phosphate.

)ﬁ i

HN

HO HN

o. 0o o A ] OH Ay |

N0 g . X\i’/o Oo N O .0 9 fo) C“) 00
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Schéma 7 :Synthéses chimique et chimioenzymatique de 'UDP-d&partir du glycoside de méthyle

La présence de 'UGM dans de nombreux microorgagssainsi que la similarité génétique
et structurelle des souches clonées et surexprincéesme nous l'avons vu précédemment,
en facilite 'accés et donc I'étude. Dans un sec@maps, la structure cristalline de la mutase,

> Tsvetkov, Y. E.; Nikolaev, AJ. Chem. Soc., Perkin Trans200Q 889-891.

® Marlow, A. L.; Kiessling, L. L.Org. Lett.2001, 3, 2517-2519.

" Peltier, P.; Daniellou, R.; Nugier-Chauvin, C.rifi@es, V.,0Org. Lett.2007, 9, 5227-5230.

8 Errey, J. C.; Mukhopadhyay, B.; Kartha, K. P.Reld, R. A.,Chem. Commur2004 2706-2707.

Rose, N. L.; Zheng, R. B.; Pearcey, J.; Zhou@mpleto, G. C.; Lowary, T. LGarbohydr. Res2008 343
2130-2139.
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méme si elle ne fournit pas d’information précise k& position du substrat, a permis de
mettre en évidence la présence et la position daofacteur connu, le FAD. Enfin la
caractérisation biochimique de cette enzyme pertigg@tide du processus catalytique
réversible. En effet, cette conversion est dés@mairamment quantifiable par I'étude de la
conversion inverse furanosgyranose en utilisant une synthése chimioenzymatifficace
de 'UDP-Gaf.

Cette enzyme possédant une structure originala gddction qu’elle catalyse étant unique,
une meilleure compréhension de son mécanisme espoumt essentiel de son étude
bioorganique. C’est pourquoi les différentes hypetts mecanistiques envisagées au cours du
temps, ainsi que les avancées significatives ppwompréhension du processus réactionnel
étudié, sont développées dans le paragraphe suivant

I.2. ETUDE MECANISTIQUE

Depuis que cette contraction de cycle unique a mige en évidence, le mécanisme
réactionnel a fait 'objet de nombreuses étudesnkeanisme actuellement admis présenté ci-
dessous, (Schéma 8) est le fruit de plus de 15densecherche, cependant il comporte
toujours quelques zones d’'ombre.
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o
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Schéma 8 Mécanisme de 'UDP-Galmutase
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hY

Une telle conversion directe n'a, a notre connaissajamais été décrite. Nous allons
désormais nous intéresser a la succession deatdsepérimentaux ayant permis d’admettre
gue ce mécanisme est a I'heure actuelle le plubapte. Dans une premiére partie nous
étudierons les résultats obtenus par les expésatiéehange isotopique ainsi que ceux issus
de l'utilisation de sondes mécanistiques fluor&smns une seconde partie, nous aborderons le
réle du cofacteur FAD. Pour cela, hous nous ing&ness plus précisément a la reconstitution
de I'apoenzyme avec des analogues du FAD, et suetda caractérisation d’'un intermédiaire
réactionnel. Enfin, nous présenterons les dernerascées concernant I'étude du site actif de
'UDP-Galp mutase.

.2.1. PRESENTATION DU MECANISME REACTIONNEL

En 1999, I'équipe de Blanchard a réalisé un margusgtopique de I'oxygéne anomérique
30 de I'UDP-Gap qui est porté par un atome de carbone enrichf@f’ Un suivi par RMN
du ®C de I'étape d'isomérisation en présence de l'ereydi. coli révéle que lorsque
I'équilibre est atteint le rappotfO/ 0O est de 1/2. Ce résultat est révélateur d’uneatiagr
isotopique de I'O lian® entre le C anomere et le phosphonate vers les abeygenes non
pontant (Schéma 9).

o o
HN HN
OH | OH |
o o Zﬁ o o ﬁj
O ®-p-0~p-0O0 ) UDPaDGap 00~ E-0 1009 N C*: 99% d'excés en 13C
_ | _ | | . ' A 18,
., ., — — ® : 85% d'excés en '°O
HO on® © muase  po oH® O \/ ’
OH HO OH OH HO ©OH
B1a B1b

Schéma 9 Expérience d’échange isotopiqu@ UDP-Gaf et la mutase . Coli

Cette étude a permis une avancée considérable ldac@mpréhension du mécanisme en
indiqguant que la coupure de la liaison anomériqueOQ a lieu au cours de ['étape
cinétiquement déterminante. Ce résultat est cosfigpelques années plus tard, par I'équipe
de Liu avec le composBla en utilisant les formes native et réduite de laase deK.
pneumonia&*

A partir de ce résultat et dans le but de détermmenécanisme de la rupture de la liaison
anomeérique et du reste de lisomérisation, plusieexpériences ont été réalisées avec
'emploi de sondes mécanistiques. Les résultatenuist qui ont permis d’éluder certaines
voies réactionnelles sont présentés ci-dessous.

La synthése d’analogues fluorés en C-2 ou C-3 d®F-Gaf et de 'UDP-Ggb congus
comme sondes mécanistiques, a permis de mettrevidenée que ces composés sont

80 Barlow, J. N.; Girvin, M. E.; Blanchard, J. 3.,Am. Chem. So&999 121, 6968-6969.
8 Zhang, Q.; Liu, H.-w.J. Am. Chem. So2001, 123 6756-6766.
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substrats de la mutase d’E. coli avec une bonneitéff*®-**Néanmoins, les dérivés [2F] et
[3F] de I'UDP-Gap réduisent la vitesse de réaction par un facteubO@Oet 850
respectivement. Le méme type de résultat est obsavrec les analogues de 'UDP-Gal
ainsi l'analogue 2-Fluoro réduit la vitesse de tiéac d'un facteur 820 (Tableau 2).

Cependant, il est a noter qu’a priori les valeaygportées par I'équipe de Blanchard ont été
mesureées sur 'enzyme native non active.

o
HN HN
| OH J]
0 A 0o o A
\O\H/O\H/OW o .\\\O\#/O\#/OW
Ho "onOH OH 1/
P HO  OH
UDP-[2-F]-a-D-Galp UDP-[3-F]-a-D-Galp
B14 B15

o] o]
oH HNJ] oH HNJ]
0 .09 0% o Oél\N o .08 0% o O)\N
HOH,C™ ™" )" P~ P~ 0 HOH,C™ ™" " P~ ~p~ 0
| |
-~ OH OH - OH OH
HO F OH S,

HO  OH F HO  ©OH
UDP-[2-F]-0-D-Galf UDP-[3-F]-0-D-Galf
B16 B17

Substrat K m (M) Keat (57
UDP-Galp (B1)® 645 82.10°
UDP-[2-F]-Gal p* 199 1,2
UDP-[3-F]-Gal p* 261 96
UDP-Galf (B2)" 22 27
UDP-[2-F]-Gal f° 65 0,033
UDP-[3-F]-Gal f° 861 5,7

# Mutase native d’E. coli
® Mutase Réduite d’E. coli
K, : Constante de Michaelis Menten g kConstante catalytique

Tableau 2 :Parametres cinétiques des substrats fluorés erepaesde la mutaset! coli

L’équipe de Liu a également observé que le taugaheersion en UDP-[2 ou 3F]-Gadtait
aussi diminué : ainsi les valeurs de constantquiliére sont de 0,02 et 0,011 respectivement
pour les dérivés 2-Fluoro et 3-Fluoro.

8 Burton, A.; Wyatt, P.; Boons, G.-J., Chem. Soc., Perkin Trans1297, 2375-2382.
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Ces travaux permettent d’affirmer que le mécanisiad’isomérisation n’implique pas de
réaction d’oxydo-réduction en C-3 ou C-2 puisqus pesitions sont non-oxydables sur ces
substrats fluorés. Ainsi un mécanisme impliquant geemple le départ du groupe UDP
facilité par une oxydation en C-3 suivie d'yBx&limination est exclu.

De plus, le fort ralentissement de la réactionagfigrisation lorsque le substrat porte un fluor
en position 2 est une forte indication que la liéacimpliqgue un intermédiaire (ou un état de
transition) de type oxocarbénium. Ce dernier estsadléstabilisé par I'effet électroattracteur
de I'atome de fluor voisin. Ce phénoméne est bama dans le cas des glycosidaSds.

Ces observations conduisent Blanchard et Liu age@pdeux mécanismes (Schémd“.0)

La voie A met en jeu la formation d’'un dérivé 1hgdroB18. Ce dérivé bicyclique généré
par attague nucléophile de I'oxygene en positore 4 dDP-Gap induit le départ du motif
UDP. L'ouverture de l'intermédiaire anhydro en mmse d'un acide BH conduit a un
intermédiaire de type oxocarbénium.

La voie B passe par la formation d’'un intermédiaivalent enzyme-substr&20. La
coupure de la liaison anomérique est induite pattdgue d'un nucléophile X-E,
probablement lié a 'enzyme. L’adduit enzyme-sudisir chaine ouvert®21 facilite alors la
cyclisationvia 'oxygene en position 4.
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Voie A: HO _6\|"I-B —_— oH 4\@
OH —UDP
OH OH
H OH
© OH B18 B19 o
o OH
HO Juop
OHI™
upp ~XE o
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Voie B: X- E
UDP
y J A oH °
HO ‘OH —_
o}@unp
OH OH
OH

B20
adduit enzyme-substrat

XE= nucléophile de I'enzyme

Schéma 10 Mécanismes envisagés par I'équipe de Blanchard

Les travaux réalisés récemment par I'équipe deySama apporté de nouveaux éléments. lls
ont montré dans un premier temps que l'analoguleeperylé du 1,4-anhydro galactopyranose
B18 pouvait étre régiosélectivement ouvert dans dexlitons acides par divers alcools

8 Namchuk, M. N.; Withers, S. GBiochemistry1995 34, 16194-16202.

8 Withers, S. G.; Namchuk, M.; Mosi, R., Potent Glsicle Inhibitors: Transition State Mimics or Simply
Fortuitous Binders? liminosugars as Glycosidase InhibitpiStitz, A. E., Ed. Wiley-VCH: New-York, 1999;
pp 188-206.
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conduisant a des composés de charpente furanosidigpurésultat montre que la voie A est
synthétiquement viable puisque I'ouverture fonatierpar voie chimiqu® Ils ont ensuite
synthétise, entre autres, le 1,4-anhy@ib-galactopyranos®18 et montré qu'’il n’est pas
substrat de I'enzym®.

Ceci conforte les travaux de I'équipe de Thomasayait montré que I'analogue carbasucre
de l'intermédiaire 1,4-anhydrB23, concu comme un inhibiteur de la mutase, n’a aucune
action sur cette derniere et que I'enzyme n’a magrdnde affinité pour ce composé (Figure
12)8 Ces résultats démontrent que le mécanisme A sikdasest pas correct. Le mécanisme
B semble étre le seul viable et les études subséepiees équipes de Liu et Kiessling I'ont
confirmé.

o o
OH OH
HO o HO
OH OH
B18 B23

Figure 12 : Le 1,4-anhydrg3-D-galactopyranose et son analogue carbasucre

Notons enfin que I'équipe de Sinay et Vincent gppré un composé dans lequel 'UDP est
couplé au motif 1,4-anhydro-GaB24 (Figure 13). L’étude de I'activité biologique de c
compose a révélé une différence significative elfitreibition de 'enzyme native (oxydée) et
de l'enzyme réduite. Ce résultat important suggel@es que I'enzyme changerait de
conformation en fonction de son état d’oxydafion.

o
'LN\JE

fo) (o] (o]
o ;I,'/o\'g/o 05 N

HO O OH OH

OH HO OH
B24

Figure 13 : L’'UDP-1,4-anhydrof-D-galactopyranose

Le mécanisme utilisant la voie B (Schéma 10) sendolec favorisé cependant il reste a
déterminer la nature du nucléophile de I'enzyme egti mis en jeu dans la formation du
complexe enzyme-substrat. Pour cela il est néaesdaitudier de plus prés le site actif de
'enzyme.

La structure cristalline de la protéineedtherichia cola permis de mettre en évidence que le
site actif posseéde une seule cavité, adjacentdlaviae, dans laguelle 'TUDP-Galactose peut
se loger? Des études de mutagénése associées a une mantéltsatomplexe avec I'UDP-

8 Kovensky, J.; Sinay, PEur. J. Org. Chen200Q 3523-3525.

8 caravano, A.; Sinay, P.; Vincent, S. Bigorg. Med. Chem. Let2006 16, 1123-1125.

87 Sadeghi-Khomami, A.; Blake, A. J.; Wilson, C.; Tinas, N. R.Org. Lett.2005 7, 4891-4894.

8 caravano, A.; Mengin-Lecreulx, D.; Brondello, J.;:Mincent, S. P.; Sinay, FGhem. Eur. J2003 9, 5888-
5898.
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Galp montrent que certains acides aminés communs aix gouches d’'UDP-Galmutase
sont nécessaires a la reconnaissance par I'enzyigeré 14). Le Tryptophane 156 semble
former des interactions de typestacking avec l'uridine. Le role des Tyrosines 1511, 346

et peut-étre 181 est important pour la reconnacsesde la partie galactose. D’autre part, il est
evident que les arginines 247 et 278 interagissest le pyrophosphate du nucléotide-sucre.

Cavité pour 'UDP G:

Figure 14 : Structure de la poche de 'UDP-Gainutase d=scherichia colf

En 2004, Kiessling et ses collaborateurs ont clegclsavoir quel groupe nucléophile lié a
'enzyme serait susceptible d’attaquer la posiaaomeérique du nucléotide-sucre et d’induire
ainsi la rupture de la liaison C-O anomérique conmaeaient suggéré Blanchard et ses
collaborateurs (Schéma 10 voie B)Or, le site actif des différentes mutases étudiées
présente pas de résidu nucléophile commun. De lplygésence de la flavine & proximité de
la position présumée de I'UDP-Galactose dans le adtif intrigue. L'étude du réle du
cofacteur dans I'isomérisation semble donc étred’des clés de ce mécanisme comme nous
allons le voir.

[11.2.2. ROLE DE LAFLAVINE

Le FAD est un cofacteur qui joue un réle essenl#ls les réactions d’oxydo-réduction a un
ou deux électrons des voies métabolifiidsa partie isoalloxazine (flavine) peut exister sou

3 formes différentes : oxydée, partiellement réslwtu totalement réduite. Une étude de
titration potentiométrique montre que la présencasubstrat a proximité de la flavine réduite
stabilise le radical flavosemiquinone (FADHet également qu'a pH 7 la flavine réduite est
anionique (FADH) plutdt que neutre (FADH (Schéma 11

% Ghisla, S.; Massey, VEur. J. Biochem1989 181, 1-17.
 Fullerton, W. B.; Daff, S.; Sanders, D. A. R.; legew, W. J.; Whitfield, C.; Chapman, S. K.; NaigmiJ. H.,
Biochemistry2003 42, 2104-2109.

50



La biosynthése des galactanes

R R R
Me N N0 Me N__N__O Me N__N__O
K~0 K~10
o LT A SO = ST
Me N Me N Me N
FADH* © FAD ©O FAD- O
|
M E H 0o M E N 0o M E N@ 0
e e e
K~2 K~8
FAD semiquinone | \l‘ﬁ'l Bl j@[ = \Nil LA j@[ | \l‘i-l
Me Me NN Me N
e * . OH e
FADH,* FADH FAD
|
wo_~_A_N_o oo~ AN _o vou_~ N0
e \( pK~0 € \f pK~6 © \f
FAD tyota.lement | NH -~ | NH -~ | NH
réduite Me Hﬁ') Me H Me H
2 o 0 o
HFADH," FADH, FADH™

Schéma 11 Les différents états d’oxydoréduction de la fla¥ine

Ces différentes études n’ont cependant pas pemrismhaitre I'état d’oxydation de la flavine
dans le site actif et par conséquent son implinatielle dans le mécanisme. Cependant il est
maintenant bien établi que, pour que la mutaseastiite, la réaction doit avoir lieu en milieu
réducteurln vitro, la mutase est utilisée en présence d'un excélhtlgienite de sodium. En
effet, lorsque I'apoenzyme est reconstituée avdeAB oxydé en absence de dithionite de
sodium, I'activité de I'enzyme est & peine dételetdh

Les travaux de Liu et ses collaborateurs sur lesogunes de FAD modifié sur la partie cycle
isoalloxazine se sont avérés particulierement sutgeur mieux comprendre le rble de la
flavine. Les analogues 1-déaBa5 et 5-déaza de FAB26 (Figure 15) ont été préparés et
I'enzyme reconstituée avec chacun de ces analofutgec I'analogue 1-déaza, I'activité de
'enzyme est comparable a celle de I'enzyme redoiést avec FAD, alors qu’avec le 5-
déaza-FAD, I'enzyme est catalytiguement inactivezbte en position 5 du FAD est donc
nécessaire a I'activité de la flavoenzyme.

R R R
1
Me:©:N /N\fo Mej@[N O Me N /NYO
Me N]%(NH Me N NH Me 5/ NH
o] o) o)
FAD B4 B25 B26

Figure 15 : Structure du~AD et de ses analogues déaza

L Edwards, A. M., General Properties of Flavopratepp 1-10.
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Il faut noter que les deux analogues ont la mérfieitaf (forte) pour 'enzyme que FAD. Les
effets sur l'activité sont de nature électroniguene sont pas dis a un changement de
conformation du cofacteur de I'enzyme puisque le®Bposés sont des systémes conjugués.
De plus, il a été montré que I'activité de la matasigmente considérablement avec I€PH,
ce qui suggere le passage par une étape de dé&rotopour augmenter la nucléophilie et
ainsi I'activité de la flavine. Compte tenu desd&rices accumulées, il devient nécessaire

d’envisager un réle nucléophile actif de la flavdens le mécanisme d’isomérisation.

En outre, la détermination du pKa de la flavine ppectroscopie fluorescente (pKa ~6,7)
nous indique qu'a pH physiologique la majorité dafacteur réduit se trouve sous forme
anionique comme I'avait observé Fullerteinal.®° Ainsi, la déprotonation de I'azote 1 devrait
augmenter la densité électronique du cycle dealarfé et ainsi faire croitre la nucléophilie de
'azote 5.

Ce résultat associé a la proximité du cofacteduetubstrat dans le site actif amene Kiessling
et ses collaborateurs a envisager I'attaque nublioge I'azote en position 5 de la flavine sur
le sucre nucléotide. Un adduit cofacteur-subdB28 de type iminium serait ainsi formeé
(Schéma 12)*

L'observation par spectroscopie UV révele un piabdorbance a 500 nm en présence de
'enzyme réduite et d’'UDP-Gpl qui n’existe pas si I'UDP remplace 'UDP-@alr il a été
montré en 1976 que la formation d’'un ion iminiunt azote N5 de la flavine conduit a
I'apparition d’un tel pic d’absorbance U¥.Ces observations étayent I'hypothése de la
formation d’'un iminium dérivé de la flavine. La pree irréfutable de I'existence de cet adduit
est apportée en 2004 par une expérience de piédeagdfet, 'équipe de Kiessling a mis en
réaction 'UDP-Gab, la flavoenzyme ainsi qu'une source d’hydrure laBNsCN. Apres
traitement, le dérivé de substrat extrait est aésada flavine et non a I'enzyme. L’adduit
iminium est donc formé avec le cofacteur FAD et aoBac I'enzyme comme précédemment
suggéré. Les analyses UV et surtout la spectroendérimasse permettent de confirmer que le
produit obtenu correspond a I'adduit flavine-suditstéduitB29 (Schéma 12).

Me Me Me Me
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HO . g&; - NaBH,CN
% HO N N-R HO _§ w-rR —— HoO
OH OH — P —
B8 (o} _{\p HO OHOQI\P
HN HN
(o] o]
Adduit cofacteur substrat ion flavine iminium Adduit flavine substrat réduit
B27 B28 B29

Schéma 12 Mise en évidence de I'adduit Flavine-Gal

Ce résultat est extrémement important dans la raesuril confirme le passage par un
mécanisme de type B mettant en jeu un intermédiainealent flavine-galactos&27.

92 Soltero-Higgin, M.; Carlson, E. E.; Gruber, T. Bigessling, L. L.,Nat. Struct. Mol. Biol2004 11, 539-543.
% Williams, R. F.; Bruice, T. CJ. Am. Chem. So&976 98, 7752-7768.
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Cependant, cette étude ne permet pas de conclude shemin moléculaire emprunté. En
effet, la flavineN-glycosylée peut étre obtenue par différents méoaes : Le transfert mono-
électronique de la flavine réduite sur un interra&di oxocarbénium suivi d'un couplage
radicalaire, ou une attaque nucléophile de tyked 2, peuvent étre envisagés. Malgré de
nombreuses spéculations a ce stfjet®? aujourd’hui aucune preuve formelle ne permet de
privilégier l'une des deux voies. Cependant comnwmusnl'avons vu précédemment
lisomérisation est réversible, or le principe @warsibilité microscopique implique qu’'une
liaison soit coupée par un processus de naturdagien{monoélectronique ou anionique) a
celui utilisé pour sa formatiotf.Donc la coupure de la liaison C-N sur le compB8éésulte
soit d'un clivage homolytique aprés une recombirisadicalaire soit d’une addition-
élimination mais pas d'un mélange des deux voiehé®a 8). De plus il n’existe pas de
précédent au clivage homolytique de liaison C-Ndag hemiaminals tels que les composés
B9 ouB12, alors qu'il y a un précédent d’addition-élimiratisur un motif carbonyl&.Ceci
nous permet donc de privilégier le mécanisme pditiad nucléophile plutét que le couplage
radicalaire pour la formation des adduits cofactalactosd39 etB12.

Ces résultats ont permis une avancée significat@wre la compréhension du mécanisme mis
en jeu dans l'isomérisation en révélant un rolesissl et encore inconnu, pour une flavine
dans une réaction enzymatique. La formation d’utuddovalent flavine-galactos9, apres
coupure de la liaison anomérique C-O, permet ldaraotion de cycle par un mécanisme
d’ouverture-cyclisatiorvia un ion iminiumB10. Toutefois, méme si de grandes avancées ont
été réalisées dans le mécanisme de I'isomérisatitatysé par 'UDP-Galmutase, ce dernier
n'est toujours pas complet. Tres récemment de raauveéléments ont pu étre apportés par
I'équipe de Pinto.

En effet, une étude plus détaillée du site actifadeutase vient d’étre publiée par Pinto, Liu
et leurs collaborateurs. Ces travaux réalisés embownt des études de STD RMN
(« différence de transfert de saturation») aven &nodéle de « binding » du nucléotide-sucre
avec la flavine oxydée, permettent de mieux apprédeles relations entre la structure du
substrat et I'activité de I'enzynfé.L’enzyme n’ayant pas pu étre cristallisée en présale
son substrat, le mode de liaison de 'UDP=@dns le site actif n’est cependant toujours pas
élucidé précisément a ce jour.

L’expérience STD-RMN nous permet de saisir comniesisubstrats se lient a 'enzyme en

solution. Appliquée a 'UDP-Gplmutase, elle révéle tout d’abord que 'UDP&el 'UDP-

Galf sont reconnus de maniéere identique par 'enzymgl@x méme si cette derniere est

inactive. Cependant 'UDP seul est plus affin ge® hucléotides-sucres. Ceci est en accord
avec les intensités STD épitope qui montrent gsi@tetons de 'uridine sont les plus proches

du site actif de la protéine. La charpente sacdltaré quant a elle se trouve plus éloignée.

% Miller, S. M., Nat. Struct. Mol. Biol2004 11, 497-498.
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bY

Les interactions du motif UDP avec la mutase soohcdessentielles a une bonne
reconnaissance par le site attif.

Une simulation par dynamique moléculaire basédesurésultats STD permet d’obtenir une
conformation de plus basse énergie pour 'UDPF@ahs le site actif en accord avec le
mécanisme réactionnel faisant intervenir un adélaitine-galactose et la coupure de la
liaison anomérique (Figure 16). En effet, aingptesitionnement de 'UDP-Glaést similaire

a celui de 'UDP-G4gl. Le carbone anomérique se situe a 3,4A de I'adetkisoalloxazine.
Cette distance combinée a la conformation « tordadopté par 'UDP-GékEst favorable a la
coupure de la liaison C-O.

g

Figure 16 : Positionnement présumé de 'UDP-&édhns le site actif de TUGM. Les domaines 1, 2 et
3 sont respectivement représentés en orange, bleyae. Les deux boucles flexibles sont en jaune.

Les simulations avec 'UDP-Galmutase réduite d&. pneumoniagévelent que la boucle
flexible (principale différence entre les structureristallines de mutase) a une grande
mobilité. Cette boucle viendrait en fait se referragr le site actif pendant la contraction de
cycle. Ce mouvement est bien illustré par la posite I'arginine 174 (Figure 17a). Ce résidu
essentiel & I'activit® se déplace de 18A de facon a placer I'azote partéa chaine latérale a
une distance de 4-5A du premier oxygéne du phosph&rginine 174 est donc susceptible
de faciliter le départ de motif UDP puis de staeitila charge négative ainsi formée. De
méme l'arginine 280 et les tyrosines 314 et 349dent étre correctement positionnées pour
stabiliser la charge négative de 'UDP (Figure 1T88s observations sont en accord avec les
précédentes études de mutagérids€ependant, les tyrosines semblent former des
interactions avec le premier phosphonate (Figurg di7 non avec le second comme
précédemment supposé. De plus une fois que la enataslopté sa conformation « active »,
c’est-a-dire que la boucle est refermée sur leaitd, 'UDP est protégé de la diffusion et
reste suffisamment proche du galactose pour réagic I'oxocarbénium furanose
intermédiaire.

% Yuan, Y.; Wen, X.; Sanders, D. A. R.; Pinto, B., Biochemistry2005 44, 14080-14089.
% Chad, J. M.; Sarthy, K. P.; Kiessling, L. L.; Sars] D. A. R.Biochemistry2007, 46, 6723-6732.
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J Glu 301

Figure 17 :a) mouvement de la boucle mobile d’'UGM avec UDPEGa position de I'arginine 174 pendant
1,5 ns est représentée en gris puis les 2,5 nasig\en rose b) positionnement favorable des résidg 280,
Tyr 314 et Tyr 349 pour une stabilisation de lamgjganégative de 'UDP.

Ces récentes avancées sur le mécanisme de l'isatién et sur la structure de I'enzyme
devraient permettre d’optimiser la conception deiveaux composés sur la base des
interactions favorables et nécessaires mises aterdseé dans le site actif de 'UDP-@al
mutase.

11.3. INHIBITEURS DE LUDP-GALP MUTASE
1.3.1. LES ANALOGUES FLUORES DEUDP-GALP OoU DE LUDP-GALF

Le dérivée 3-Fluoro de I'UDP-Ghlprésente une forte inhibition irréversible de Yeme
oxydeée (1,4% d’activité résiduelle) mais une faillkibition de I'enzyme réduite E. coli
avec activité résiduelle de 90% a une concentrai®rimM en inhibiteur et en UDP-Gal
(Figure 18)%*

0
on HN )
O .o 9 0. 9 0 O)\N
HOH,C o
o OH OH
F

B30

1,4% d'activité résiduelle de I'enzyme native
90% d'activité résiduelle de I'enzyme réduite

Figure 18 : Inhibition de la mutase &. colipar 'UDP-[3F]-Galf a 1mM

Sinay et ses collaborateurs ont préparé des aredadgl type exo-glycal de 'UDP-Gala
présence d’un carbone hybridé sp position anomérique permet de mimer l'intermiégia
(ou état de transition) oxocarbénium. De plus,8activité de cette double liaison pourrait
permettre des additions nucléophiles et ainsi géndes adduits covalents avec I'enzyme.
L’exo-glycal B31 présente une inhibition de I'enzyme oxydée supégied 95% a une
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concentration de 2,2 mM mais n'exerce pas d'intuhitsur la mutase réduité.lls ont
également préparé les isomeres fluorés Z BBE(Figure 19) comme sondes mécanistiques.
Cependant ces composés présentent une faible tiohibiinférieure a 10% a une
concentration de 1 mM en inhibiteur et en UDP$GA

Ces composés de types exo-glycal sont de mauvasteurs de la mutase active.

(o] o
OH HN I oH E HNJ]
HOH,C
* Noo 9 _o. 9 OA\N 0 Q0.0 O)\N
-0 (o) HOH,C = P ~-0-5-0 f6)
HO OH OH g ,,0 OH OH
= H H S “,
OH HO OH
B31 B32
95% d'inhibition a 2,2mM <10% d'inhibition @ 1 mM
enzyme oxydée enzyme réduite

Figure 19 :Inhibition de la mutase &. colipar les analogues exo-glycal de 'UDP-Gal

11.3.2. LES PYRROLIDINES POLYHYDROXYLEES

Les iminosucres sont connus pour étre de bons guedode I'état de transition de type
oxocarbénium. En effet, a pH physiologique, I'azeteprotone, le pyrrolidinol mimant alors
la distribution de charge comme la conformatiof@eocarbénium (Figure 20).

t OH_OH *
OH_OH o@ OH OH H,
o] HO \ a
OH
Etats de transition oxocarbénium proposés Pyrrolidinol

Figure 20 : Pyrrolidinol analogues de I'état de transition

Les analogues en série iminosucre du galactofueanooisfait I'objet de quelques travaux par
Fleet et ses collaborateurs a la fin des annéese30pyrrolidines polyhydroxyléd333 a B35
présentent des inhibitions assez intéressantesff&n ces composés peuvent induire de 67 a
81% d’'inhibition de la conversion inverse (furaneggyranose) de la mutase oxydée (non
active) deK. pneumonia&insi qu’une inhibition de la biosynthese de leopaactérienne de
I'ordre de 60% & 200 pg/mt.L'absence d'activité du dérivé de I'arabinose mmijue ces
composeés doivent avoir un squelette de type hexdableau 3)

% Caravano, A.; Vincent, S. P.; Sinay, €hem. Commur2004 1216-1217.
% | ee, R. E.; Smith, M. D.; Nash, R. J.; Griffitd®, C.; McNeil, M. R.; Grewal, R. K.; Yan, X.; Besr&. S.;
Brennan, P. J.; Fleet, G. W. Jetrahedron Lettl997, 38, 6733-6736.
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OH H OH H

ZT

\N A\ \\N A\ W\
HOHzC/'jJ“ SOH H0H20J3_7 Hom" SOH
HO OH HO  OH HO OH
B33 B34 B35
Composé a 200 pg/mL B33 B34 B35
Inhibition de la biosynthése de
la paroi mycobactérienne (%) 63 56 67
Inhibition de la conversion
Galp—Galf (%) 64 36 -
Inhibition de la conversion 67 81 )

Galf—>Galp (%)

Tableau 3 :Inhibition (%) des iminosucres simples synthétg#d’équipe de Fleet

Les dérivés de configuration galactdd@3 et B34 présentent des activités modérées mais
néanmoins intéressantes de la mutase.

Ces résultats ont incité la méme équipe a prépemnalogues du galactofuranose portant
deux fonctions amines avec un arrangement sembkabdelui d’'un anti-mycobactérien
I'éthambutolB36 (Figure 21). Malgré cette analogie ces composégmEB37 se sont avérés
inactifs sur 'TUDP-Gab mutase?’ ce qui montre I'effet néfaste sur I'activité d’uf@nction
amine exocycliqgue. Enfin, ils ont synthétisé deuxalagues de type iminogalactitols
peptidonucléosidique338. Ces analogues possedent un lien peptidique reamlale
pyrophosphate qui devrait augmenter la stabilitée dtansport de la molécule a travers les
membranes (Figure 21). Ces composés sont les senmies de donneur décrits avant nos
travaux et comportent un lien peptidique en liewplece du pyrophosphate. Cependant, a
notre connaissance, leur évaluation biologiquepa's été rapportée a ce jour.

HO._
H :
/\./N\/\N/\/
: H
“OH
Ethambutol (0]
B36
™ N R=H OH o] HNY |
W\ o = H
HOH,C™ ™" ""“NHR Me N H O)\N
/ Bn HOH,C~ " )~ N/ﬁ"\?/ o o
HO  OH . H 5 ou2
HO  ©OH o e
B37 B38 OH

Figure 21 :Iminosucres analogues de I'Ethambutol

L’équipe de Pinto a synthétisé des dérivés zwittegues B39 et B40) de I'iminogalactitol
apparenté au SalacinB41 qui est un produit naturel & propriété antidiadégi (Figure 225
La présence de la charge de I'minium mime [|'étattchnsition oxocarbénium et devrait

% Lee, R. E.; Smith, M. D.; Pickering, L.; Fleet, ®. J., Tetrahedron Lett1999 40, 8689-8692.
100 yoshikawa, M.; Murakami, T.; Shimada, H.; Matsud4, Yamahara, J.; Tanabe, G.; Muraoka, O.,

Tetrahedron Lett1997, 38, 8367-8370.
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permettre une meilleure stabilisation électrostetiglans le site actif. De plus, la chaine
polyhydroxylée contenant le contre-ion sulfate pettrait une meilleure stabilisation du
composé. Cependant ces analogues présentent daibles inhibitions respectivement de
40,7 et 16,7% a une concentration de 10 HiM.

OH OH )oi/\
OH V{'\:_AOH oH (. X OH T, ¢ OH
NH 0S0; NH 0S0y §_ 0SOy
HOH,C™ ™Y HOH,C™ ™ HO/\<_Z
HO OH HO OH HO  OH
B39 B40 Salacinol B41
40,7% diinhibition & 10 mM 16,7% d'inhibition 4 10 mM Produit naturel antidiabétique

Figure 22 :Inhibition de la mutase d€. pneumoniagar les zwitterions préparés par I'équipe de
Pinto

Ces exemples montrent que certains iminosucres@xteune inhibition de la biosynthese de
la paroi mycobactérienne et cela résulte probabt¢meine action sur 'UDP-Gplmutase.
Cependant aucun des inhibiteurs potentiels testgujici ne posséde de motif uridine ou
phosphate, ce qui pourrait expliquer un manquetigise de ces composés.

11.3.3. LES AUTRES ANALOGUES DE SUCRES

D’autres composés possédant une charpente sadgbaridnt été étudiés. Pinto et ses
collaborateurs ont également évalué des analogudsnisim et selenonium du motif
galactofuranose tels que les compoBé2 et B43. Comme leur analogue azoB#0, ces
composés montrent de trés faibles inhibitions d®&%8pour le selenoniurB42 et 43,7%
pour le sulfoniunB43 a une concentration de 10 mift.(Figure 23)

OH OH

oH L Y “oH oH '{\;./\OH
Se_ 0s0y S_ 0soy
HOH,C \ HOH,C \
Hd  OH HO' OH
B42 B43
18,5% d'inhibition a 10 mM 43,7% d'inhibition a 10 mM

Figure 23 : Inhibition de la mutase d€. pneumoniagar les analogues sulfonium et
selenonium du Gal

Récemment I'équipe de von Itzstein a réalisé lath®se et I'évaluation comme
antimycobactériens de plusieurs dérivés thioglyigees. Les concentrations minimales

%1veerapen, N.; Yuan, Y.; Sanders, D. A. R.; PiloM., Carbohydr. Res2004 339, 2205-2217.
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d’inhibition de Mycobacterium smegmatsont indiquées sur la Figure 24:193194195Cjnq

composés présentent des activités intéressantes {(iMérieures a 5 pg/mL). Il s’agit de
dérivés thioglycosidiques du galactofuranose portdas fonctions sulfénamid@44,
sulfonamideB45, thioglycosideB46, B47 et sulfoneB48. Cela révele 'importance du motif
N,N-dioctyl sur un dérivé galactofuranosique. D’ayieet, I'étude montre que le sulfonamide
avec les chaines décyle inhibent égalemMdytobacterium tuberculosisMycobacterium
fortuitumet Mycobacterium abscessasnoins de 5 pg/mL.

OH OH o)
O .S-NR R =(CH,)sCH; MIC: >64 O $-NR R =(CH,)sCH; MIC : 64
HOH,c™ "y S 7NR; (CH,),CH; 4 HOH,c™ " ) $ NR2 (CH,),CH; 2
(CH3)oCH; 1 . © (CH,)gCH; >32
HO OH CH,Ph 16 HO OH CH,Ph >64
B44 B45
OH Ou .5 (CHCH OH o s _éCH2)7CH3 OH o Qé _2CH2)7CH3
HOH,C™ " Yy (B2t HOH,C™ ™" ) HOH,C™ " Yy
2 /'3—7 2 /'3_7 (CH3);CH3 2 /'3_7 O (CH,);CH,
HO ©OH HO ©OH HO ©OH
B46 B47 B48
MIC : >32 MIC: 1 MIC : 2

Figure 24 : Concentration minimale d'inhibitiofMIC en pg/mL) pour les analogues sulfénamides et
sulfonamides de von ltzstein

Cependant, ces tests effectugsvitro ne nous donnent aucune information sur la cible
biologique de ces molécules.

Les équipes de Kovensky et de Sinay ont synthdéiséinhibiteursC-glycosidiques dans le
but d’augmenter leur stabilité chimique mais aesziymatique. Ainsi la coupure de la liaison
C-O dans 'UDPE-Galf B49'°® et 'UDP-C-1,4-anhydroB-Galp B24 est rendue impossible.
Leur évaluation biologique montre de nouveau uhéition de I'enzyme native supérieure a
celle, faible, de 'enzyme réduite (Tablealf%).

192 0wen, D. J.; Davis, C. B.; Hartnell, R. D.; Mad§e,D.; Thomson, R. J.; Chong, A. K. J.; CoppelSR.von
Itzstein, M.,Bioorg. Med. Chem. Let2007, 17, 2274-2277.

193 pavis, C. B.; Hartnell, R. D.; Madge, P. D.; Owén,J.; Thomson, R. J.; Chong, A. K. J.; CoppelSR.von
Itzstein, M.,Carbohydr. Re2007, 342, 1773-1780.

194yon Itzstein, M.; Davis, C. B.; Thomson, R. J.;rttell, D. R.; Madge, P. D. O. An Antimicrobial Agelnt.
Pat. Appl.W02003/070715, 2003.

195 von ltzstein, M.; Davis, C. B.; Thomson, R. J.;rttell, D. R.; Madge, P. D. O. Novel Sulfenamides.
Pat. Appl.W02005/019237, 2005.

1% Kovensky, J.; McNeil, M. R.; Sinay, R, Org. Chem1999 64, 6202-6205.
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o) o)
oH HN)j HNJE

O \9090 O)\N 0 9090 OZ\N

HOH,C™ " )" > p-Op- o OH PR °
. OH OH HO 0 OH OH

HO  OH s Ean’

HO  ©H OH HO  OH
B49 B24

Inhibition & 1 pg/mL
Inhibiteur, B49 B24
1 mM UDP-Galf (%)

Enzyme oxydée 81-91 42-53

Enzyme réduite 14-2 34-32

Tableau 4 : AnaloguesC-glycosidiques de 'UDP-G&l

En 2007, les équipes de Efliet de Vincerf® se sont intéressées a la synthése d’analogues
de I'intermédiaire réactionnel acycliqB® (Figures 25 et 26).

L’'UDP-GalOH B50de Liu a été concu comme une sonde mécanistigeesilde de se lier

a la flavine. L'UDP n’étant pas un bon groupe patrtee composé n’est pas substrat de
'enzyme et il montre une activité inhibitrice rele faible de la mutase réduitekd’coli. de
45,9% a une concentration de 2,5 mM, similaire ke cde 'UDP (49,4%) et de 'UMP
(50,6%) qui sont des inhibiteurs compétitifs denlatase.

o}
OH OH
OH OH HN | OH @
R 08090 O)\N HO —N  N-R
HO™ ™ SpYpr o OH _
OH OH OH ¢ N

B50 B9 o
45,9% d'inhibition & 2,5 mM

Figure 25 : Analogue acyclique de 'UDP-Gal

Les aminophosphonates acycliques de Vincent saledgnt de mauvais inhibiteurs de la
mutase réduite &. coli. A 2 mM, le galactitol aminophosphond&81 n’inhibe pas I'enzyme
tandis que son analogue lyxit®52 I'inhibe a 11%. Dans les mémes conditions 'UDRLeh
la mutase a 36%. Ces résultats suggérent donc lenimiortant de l'uridine dans la
conception de nouveaux inhibiteurs.

197 1toh, K.; Huang, Z.; Liu, H.-w.Qrg. Lett.2007, 9, 879-882.
%8 pan, W.; Ansiaux, C.: Vincent, S. Fetrahedron Lett2007, 48, 4353-4356.
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OH OH OH OH OH
: N_B-OH : OH o0
HO™ ™ " oH HO™ ™ N"Pon — NH D
OH OH OH OH o} P\BaH
B51 B52
0% diinhibition a 2mM 11% d'inhibition a 2mM

Figure 26 : Analogues acyclique du Gahonophosphate

Il est important de noter que dans le cadre dgn#éhese d’analogues de I'intermédiaB8
c’est le composé de configuratibyxo B52 et nongalactoB51 qui mime le mieux le motif
« sucre acyclique ».

La majorité des analogues d’intermédiaires réantts et/ou états de transition préparés
présente des inhibitions tres faibles (de I'ordre rdillimolaire) de 'UDP-Ggb mutase
inférieures & celle de 'UDP seul @ggde 200 pM)-*° Les iminosucres simples de Fleet et ses
collaborateurs ont des activités encourageant@sésentent également une inhibition de la
biosynthése des galactanes. En fait, le compogéeptant, a ce jour, la plus forte inhibition
n'est pas issu d'une conception rationnelle mais driblage de librairie de composés comme
nous allons le voir par la suite.

[11.3.4. LES COMPOSES ISSUS DU CRIBLAGE DE LIBRAIRIE

La recherche de nouveaux inhibiteurs de 'UDPp3altase a connu un essor considérable
ces derniéres années en raison du développemérgtdelus rapides adaptés au screening de
librairies de composés.

Comme décrit précédemment la méthode la plus cteiest basée sur la réaction inverse
catalysée par la mutase et la quantification ddytmbtenu est réalisée par la séparation par
HPLC des isoméres pyranoses et furan®s&sCependant la disponibilit¢ de 'UDP-Gal
reste un facteur limitant pour cette méthodolodiailleurs inapplicable au criblage.

En 2003, Mc Neil et son équipe mettent au pointesh basé sur la détection de formaldéhyde
triti€ B56 issu de la coupure oxydante et sélective au Na®I'UDP-Gaf B53 (Schéma
13).109

199 Scherman, M. S.; Winans, K. A.; Stern, R. J.; 3ohe; Bertozzi, C. R.; McNeil, M. RAntimicrob. Agents
Chemother2003 47, 378-382.
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Schéma 13 Quantification de 'UDP-Gdl par détection du formaldéhyde tritié apres coupure
oxydante au Nal©

Ce test nécessite l'utilisation du substrat comiaerdDP-[6*H]-Galp B54 et a permis
I'évaluation de 1300 composés possédant un moiifing. Un seul composé actif a été
identifié, le composd59 ci-dessous, qui présente 50% d’inhibition a uneceatration de
'ordre de 6 uM. (Figure 27). Malheureusement, @mpgosé n’a aucun effet inhibiteur sur la
croissance dM. tuberculosis

(0]

e
0
O,N @#—HN O N
4 -
HO  ©OH
oN OH

B59
|C50 =6 UM

Figure 27 : Structure du compod#59

Kiessling et ses collaborateurs ont développé €d20n nouveau test reposant sur la
polarisation de fluorescent¥. Pour cela ils ont mis au point une sonde fluonesi®60 qui
reste a ce jour le meilleur ligand de 'UDP-@ahutase K4 = 0,25 £ 0,06 uM) (Figure 28).
Le screening de plusieurs librairies de petiteséndes a permis d’identifier également de
bons inhibiteurs de la mutase (Figure 28)-**112

10 soltero-Higgin, M.; Carlson, E. E.; Phillips, J.;HKiessling, L. L.,J. Am. Chem. So2004 126, 10532-
10533.

L carlson, E. E.; May, J. F.; Kiessling, L. Chemistry and Biologg2006 13, 825-837.

12 pykhuizen, E. C.; May, J. F.; Tongpenyai, A.; klisg, L. L.,J. Am. Chem. So2008 130, 6706-6707.
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Kg=94%1,0puM (K)/12 = 1,0 uM (M) Kg=9,8 0,8 uM (K) Kq=4,0%0,7 uM (K)
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o HO, 2 o
/ _ S
Cl o H " cl N\@ % t@l
NO, cl s
o
B64 B65 B66
IC50 = 4,0 uM (K) / 41uM (M) IC50 = 4,0 uM (K) / 28uM (M) 82% inhibition activité mycobactérienne
Kq=1,9+0,2 pM (K) / 4,9 £ 0,2 uM (M) Kq=1,7+£0,1 pM (K)/ 5,3 £ 0,5 uM (M) a 50 uM (M)

Ky =4 (K)/ 7,4 uM (M)

Figure 28 : Structure de la sonde fluorescence et des comjgmésdu screening. (M) et (K)
représentent respectivement une UGM & uberculosiset une UGM d&lesbiella pneumoniae
L'IC 5o Se rapporte a I'activité enzymatique d’'UGM.

Ces composés trés similaires en taille au subsatarel semblent mimer les trois constituants
de 'UDP-Gaf, un noyau benzylique pour le sucre, un motif laét¢elique a cing membres
fonctionnalisé sur les positions 1 et 3 pour leopinosphate et un second noyau benzénique

pour l'uridine (Figure 29¥°
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K;=7.4 M

Figure 29 : Modélisation de 'UDP-Galf et du compoBé7 dans le site actif de la mutdse

Le développement de tests permettant le screerniihiries de composés a donc permis
d’identifier les meilleurs inhibiteurs de I'UDP-Glmutase connus a ce jour. lls ont
également fait ressortir que la présence de I'meidiou d’'une espéce analogue, semble
améliorer l'affinité et ainsi l'inhibition de I'enane. D’autre part, les iminosucres semblent
également étre des analogues de sucre intéressaiitsur la mutase et l'inhibition de la
paroi cellulaire. Tenant compte de ces donnéess mmus proposons de synthétiser des
analogues de substrat en série iminosucre possadambtif ou un analogue de I'uridine, afin
d’augmenter leur activité sur 'UDP-Gamutase.

I1.4. CONCLUSION

L’étude bioorganique de I'UDP-Galmutase révele que cette enzyme qui participe a la
biosynthése des galactanes est présente cheotesymtes et quelques eucaryotes inférieurs.
Elle a pu étre clonée et surexprimée chez difféiesbuches de bactéries ce qui en facilite
I'étude. Cette enzyme catalyse la conversion déeagwersible de 'UDP-Gplen UDP-Gdl

Une telle isomérisation n’étant apparentée a auautre transformation enzymatique décrite
dans la littérature, I'étude de son mécanisme @stpoint essentiel au développement
d’inhibiteurs potentiels. Le mécanisme actuellensarhis repose sur la rupture de la liaison
anomérique du sucre nucléotide au cours de laiodadh I'attaque nucléophile de I'azote en
position 5 de la flavine sur le galactose. Il esutte alors la formation d’'un adduit covalent
flavine-galactose. Ce mécanisme est le premier pkediaddition nucléophile de la flavine
dans un processus enzymatique. L'iminium intermgalitacilite alors I'ouverture du cycle
puis sa fermeture engendrant ainsi une contrackoaycle. Le mécanisme fait preuve d’'une
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originalité supplémentaire en impliqguant le dépfaeat d'une boucle flexible de I'enzyme.
Cette derniére se referme sur le site actif dezyyare assistant ainsi la stabilisation du motif
UDP généré transitoirement au cours de I'isoméadsat

Il reste toutefois des zones d’ombre dans ce mgaeniEn effet, aucune information n’est
disponible a ce jour sur le type mécanisme miseenlprs de I'attaque nucléophile de la
flavine, s’agit-il d'une substitution d’ordre 1 alordre 2 ?

Divers inhibiteurs ont été concus de fagon ratileneomme des analogues d’'UDP-Gal
UDP-Gap. Cependant, aucun ne présente d’'inhibition sadefie de la mutase. Toutefois,
les iminosucres analogues de I'état de transitiodsgntent une inhibition faible, mais
significative, de la biosynthése des galactanescd3eétudes résulte un manque d’exemples
comprenant un motif uridine qui semble étre imparfaguisque ces composés montrent des
activités inférieures a celle de I'UDP seule.

Quelgues composeés issus de criblage de libraireoteposés ont toutefois montré des
inhibitions intéressantes avec desol@e I'ordre du micromolaire. Ces composeés possedent
un motif uridine ou un analogue aromatique.

Il ressort de ces études I'importance d’interactientypen-staking avec I'uridine ou un autre
motif aromatique. Nous nous proposons donc de peéples analogues de 'UDP-Ghhsés
sur un squelette iminosucre en conservant l'uridine

La seconde famille d'enzymes impliquées : led GBahsférases est moins bien connue et nous
présentons dans le paragraphe suivant |'étateles dies avancées la concernant.

65



La biosynthése des galactanes

V. LESGALACTOFURANOSYL TRANSFERASEYGLFT)

IV.1. LA BIOSYNTHESE DES GALACTANES

IV.1.1.LES GLYCOSYLTRANSFERASES

Les glycosyltransférases (GTs, EC 2.4.x.y) sontaeymes qui catalysent le transfert d'un
résidu sucre issu d’un donneur activé a un accepgénéralement une molécule portant une
fonction hydroxyle, afin de former une liaison ghgadique. Ces enzymes jouent un role
primordial dans la biosynthése d’oligosaccharidiespolysaccharides et de glycoconjugués.
Les glycosyltransférases sont divisées en deuxpgoan fonction de leur mode d’action : les
enzymes de Leloir (qui sont les plus courantegiktent comme sucre active les nucléotides-
sucres) et les enzymes dites non-Leloir. Ces desiaitilisent soit des glycosyle-1-
phosphate, ou 1-pyrophosphate, soit des polyprphotphate ou pyrophosphates comme
donneurs de glycoside ou encore d’'autres donneamsne le saccharod®& Ces enzymes
présentes chez les eucaryotes et les procaryatesécifiques du donneur et de I'accepteur
de glycoside qui déterminent alors la nature du djiycosidique formé.

Les difficultés rencontrées dans I'expression, défigation et la cristallisation des enzymes
limite I'étude de leurs structures cristallineseliste tout de méme plus de 100 structures
décrites ce qui représente seulement 17 familles 7 répertoriéeS* Les études
comparatives effectuées montrent qu’elles possédates une organisation similaire. Neufs
glycosyltransférases sont connues chez les mananiéraucune ne catalyse la formation de
liaison glycosidique entre deux motifs galactofurses. Cela rend d’autant plus importante
'étude de la biosynthese des galactanes et lesféiases impliquées dans ses processus
fondamentaux.

Les galactofuranosyltransférases (GIfT) sont dgsoglyltransférases spécifiques de 'UDP-
Galf qui sont mises en jeu dans la biosynthése destgakde la paroi bactérientte A ce
jour deux de ces enzymes ont été identifiées eieda, GIfT1 et GIfT2.

IV.1.2.GLFT2

L'analyse du génome complet ddycobacterium tuberculosfé a permis de mettre en

évidence le géne Rv 3808c dont les 4 premiers a@danés recouvrent les 4 derniers de
celui de I'enzyme mutase (Rv 3809c). L'analyse énggmontre qu’il possede un domaine
constitué d’acides aminés caractéristiques [igb/cosyltransférases. Il a alors été cloné et
exprimé dansE. coli et M. smegmatisSon étude enzymatique révele qu’il code pour la

113 eloir, L. F.,Annu. Rev. Biochem983 52, 1-16.

14 Breton, C.; Snajdrova , L.; Jeanneau, C.; Kocdmberty, A.,Glycobiology2006 16, 29R-37R.

15 Mikusova, K.; Yagi, T.; Stern, R.; McNeil, M. RBesra, G. S.; Crick, D. C.; Brennan, P.JJ.Biol. Chem.
200Q 275, 33890-33897.
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galactosyltransférase responsable de la polymiénisde la majeure partie des liens 54Gal
6-Galf, GIfT2.

En 2001, les premiers tests d’activité de cettasfiaase sont développés. lls permettent
d’affirmer qu’une seule enzyme catalyse la formaties liens glycosidiques Gfi-(1—5) et
Galf-B-(1—6)-Gaf en alternance et en fonction de I'accepteur &tifi§ L'enzyme GIfT2 est
donc une enzyme bifonctionnelle. Cependant auctmeit ne nous permet d’affirmer si elle
posséde un ou deux sites catalytiques pour cesalgivités distinctes. De plus il s’agit d’'une
enzyme « processive » dont I'affinité pour des ptaarsf3-(1—6)-GaF est supérieure a celle
desp-(1—5)-GafF. **’

Une étude de spécificité de la GIfT2 réalisée pawdry et ses collaborateurs en 2006 a
permis de mettre en évidence plusieurs points.

Tout d’abord, la présence d'un motif Areerminal non réducteur conduit a une chute de
l'activité de I'enzyme d’autant plus importantelailiaison a former est de tyge(1—6).
L’hydroxyle en position 6 a I'extrémité non réductr est donc nécessaire a l'activité.

Le second point est que I'enzyme a une grandeit@frour les substrats plus longs. En effet,
le meilleur substrat connu a ce jour est I'analogisaccharidiqudd68 représenté ci-dessous
(Figure 30)*8

HO ’/OH " (0]
: O N OCgH
o o 817
HO\)\SE’O/V \)\>j
., “ HO ’/OH
HO OH HO OH

B68
K, =208 + 50 pM
Keat = 0,014 min™

Figure 30 : Structure du trisaccharide Glaf5-(1—5)-Galf-5(1—6)-Galf

Trés récemment, les travaux de Mikusova et ceuwBelgra montrent que cette enzyme
nécessite un digalactofuranoside pour poursuivigolgmérisation des galactares.**°En
effet, aucune élongation n’est observée sur unspoljharide de type n-octy-L-Rhap-
(1—3)B-D-GIcNAcp B69, ni B-D-Galf-(1—4)-a-L-Rhgp, ni B-D-Galf-(1—4)-a-L-Rhap-
(1—3)B-D-GIcNAcp B70 (Schéma 14). Une ou plusieurs autres enzymesoneaples de
l'incorporation des premiers résidus galactofurémess, sont alors recherchées.

118 Kremer, L.; Dover, L. G.; Morehouse, C.; Hitchi,; Everett, M.; Morris, H. R.; Dell, A.; BrennaR, J.;
McNeil, M. R.; Flaherty, C.; Duncan, K.; Besra, &,J. Biol. Chem2001, 276, 26430-26440.

N7 Alderwick, L. J.; Dover, L. G.; Veerapen, N.; Ghag S. S.; Kremer, L.; Roper, D. L.; Pathak, A. K.;
Reynolds, R. C.; Besra, G. ®rotein Expression and Purificatid®2008 58, 332-341.

18 Rose, N. L.; Completo, G. C.; Lin, S.-J.; McNéd, R.; Palcic, M. M.; Lowary, T. L.J. Am. Chem. Soc.
2006 128 6721-6729.

119 Belanova, M.; Dianiskova, P.; Brennan, P. J.; Ceetap G. C.; Rose, N. L.; Lowary, T. L.; Mikusou4.,, J.
Bacteriol.2008 190, 1141-1145.
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IV.1.3GLFT1

En 2006, un nouveau gene Bfiycobacterium tuberculosidkv 3782, a été découvert. Il se
situe dans I'amas de génes codant pour la biosyattiés arabinogalactarfédl code pour
une glycosyltransférase nécessitant un nucléotidees donneur et fonctionnant avec
inversion de configuration. De plus, il présentes d@milarités structurales avec certaines
portions de Rv 3808F° Il a été cloné et exprimé pour la premiére foissd. smegmatise

qui a permis de montrer qu’il encodait pour uneTGihpliquée dans les premieres étapes de
la synthese des galactanes.

En 2008, I'équipe de Mikusova confirme ces réssiltat rapporte que cette enzyme est
egalement bifonctionnelle. En effet, I'étude de sotivité en présence de divers glycolipides
natifs ou de synthése prouve qu’elle catalyse ditign des deux premiers résidus
galactofuranosiquegia la formation d’une liaisofs-(1—4) sur le rhamnose pufs(1—5)-
Galf (Schéma 143 Cependant cette enzyme est incapable de poursigéxtension de la
chaine galactofuranosique. Il semble donc que stivité soit relayée par celle de GIfT2.
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Schéma 14 incorporation des premiers motifs galactofuranoses

120 Mikusova, K.; Belanova, M.; Kordulakova, J.; Hond&; McNeil, M. R.; Mahapatra, S.; Crick, D. C.;
Brennan, P. JJ. Bacteriol.2006 188 6592-6598.
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Depuis les travaux de Hagopian et Eylar dans lagen80d? il semblait acquis qu’a chaque
type de liaison correspondait un type d’enzyme.

Les deux GIfT catalysant la synthése des galactearextérisées a ce jour sont des enzymes
bifonctionnelles, ce qui remet en cause ce dogmestsellement accepte.

IV.1.4 AUTRES GALACTOSYLTRANSFERASES

Les Gaf transférases ont été moins étudiées que 'UDRP-@altase mais elles ont suscité un
regain d’'intérét ces dernieres années. Des avago@sglérables ont eu lieu en peu de temps
méme si quelques points restent encore a éclaikitre autres, le nombre exact de
galactofuranosyltransférases reste incertain. Seteymes permettant I'incorporation des 5
premiers résidus galactofuranosigues sont conm@uesine preuve n'a été a ce jour apportée
concernant la capacité de GIfT2 a incorporer 2iludsgalactofuranosiques supplémentaires.
De méme, aucune information n’est disponible surélgulation de I'élongation ainsi que
l'incorporation du Gdlterminal & I'extrémité réductrice.

Un nouveau géne, Rv 3786¢c, semblable & Rv 3782eamméent été identifi€? Ceci, associé
a l'évaluation de nouveaux substrats potentiels tgee tri- et tetrasaccharide du
galactofuranose lié¢ au motifL-Rhag-(1—3)-B-D-GIcNAcp récemment synthétisés devrait
permettre de répondre a certaines de ces interoogat

IV.2. MECANISME PROPOSE

Les glycosyltransférases sont fréiquemment compadesglycosidases (glycosylhydrolases)
avec lesquelles elles présentent des analogies nisigaes. En effet, deux types de
mécanismes sont également envisageables pouateddrases, le mécanisme avec rétention
ou celui avec inversion de configuration sur lebocae anomérique. Le mécanisme avec
rétention de configuration n’est pas encore éluai@é jour. En revanche, il a été montré que
le mécanisme avec inversion était, quant & luibéaihe a celui des glycosidases.

Dans le cadre de I'étude des GIfT, le sucre nuidéadonneur est de configurationtandis
gue dans les galactanes la configuration du gdilaetmose esf3. Ceci implique que le
mécanisme mis en ceuvre est le mécanisme avecimvees configuration.

Pour la premiére fois en 1996, des évidences stales supportent un mécanisme de type
S\2.1% En effet, la présence d’une base catalytique,aii@inent un carboxylate, est mise en
évidence. Elle active le groupe hydroxyle de I'ateer de glycosyl®73 par déprotonation

121 Hagopian, A.; Eylar, E. HArch. Biochem. Biophy4986 128 422-433.

122Berg, S.; Kaur, D.; Jackson, M.; Brennan, PGlycobiology2007, 17, 25R-56R.

123 Completo, G. C.; Lowary, T. LJ, Org. Chem2008 73, 4513-4525.

124 Murray, B. W.; Takayama, S.; Schultz, J.; WongHG,.Biochemistry1996 35, 11183-11195.
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facilitant I'attaque nucléophile de I'accepteur seirdonneuB2 (Schéma 15). De plus, les

glycosyltransférases contiennent un cation métadliglivalent de type Manganese ou
Magnésium. Cet ion métallique semble jouer le didecatalyseur électrophile en contribuant
a la stabilisation du motif aglycone, UDP. Le greoent UDP est un bon nucléofuge et le
carbone anomérique possede un fort caractére aitaoique donc le transfert du résidu
galactose a un accepteur de glycoside est énangétent favorisé.
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Schéma 15 Mécanisme avec inversion de configuration propasé fes GIfT

IV.3. LES INHIBITEURS POTENTIELS DESLFT

Différentes stratégies ont été utilisées pour teouwde nouveaux inhibiteurs de
glycosyltransférases. La plus courante repose aswohception d’'analogues d’accepteurs,
d’analogues de donneur et d’analogues d'états alesition. A ce jour, peu d’inhibiteurs
synthétiques des GIfT ont cependant été rappottéacein analogue de donneur n’est connu
pour avoir une activité inhibitrice sur GIfT1 oufG2.

IV.3.1. ANALOGUES DACCEPTEURS

L’équipe de Reynolds rapporte en 2001 la synthéaeatbgues d’accepteurs reconnus
comme substrats de GIfT2 et inhibiteurs de I'enzytlhest intéressant de noter que seuls les
disaccharides méthylés sur la partie non réducta# de faibles inhibiteurs de I'enzyme
(Tableau 5) et présentent une inhibition compétitwn présence de leurs analogues natifs a
0,5 mM. D’autre part, la présence de groupementzyleninduit un encombrement trop
important pour que les composés benzylés soieahnes comme substrats ou présentent une
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activité inhibitrice. Quant aux analogues totaletrigydroxylés ils n’inhibent pas I'enzyme
mais sont de bons substrats de cette derfigre.

HO RO o "o /OR
O __o OCgH,7 = o)
S o) W~ OCgH
HO\)\>j \)\>_7A HO R 0/\>j gH17
RO  ©OR 8 P
HO OH HO OH RO OR
disaccharide Galf -B-(1=> 6)-Galf disaccharide Galf -B-(1—> 5)-Galf
B75 B74
R=Bn Pas substrat Pas substrat
B Pas d'inhibition Pas d'inhibition
R = CH Km = 5,95 mM Km=31,73mM
T ICs0 = 3,65 MM ICs0 = 3,32 MM
R=H Km = 2,60 mM Km = 3,77 mM
B Activité optimale a 4mM Activité optimale a 4mM

Tableau 5 : Analogues de disaccharides de Reynolds

IV.3.2 ANALOGUES DETATS DE TRANSITION

En 2005, Thomas et ces collaborateurs ont synépgtis évalué deux composés de type 1-
iminosucre (ou isoiminosucre). Ces analogues, empretonant, développent une charge
positive sur la position analogue au C-1 anomériqueant ainsi I'état de transition
oxocarbénium. (Figure 31) Ces composés inhibebteaient les Géltransférases. En effet,
les inhibitions des N-iminosucres sous forme racémique sont de l'ordre4@% a une
concentration de 8 mM pour le comp®&6 tandis que le compo&/ 7 présente une Kgde
4,8 mMM*® Sous forme énantiopure, les inhibitions sont lég@nt supérieures,
respectivement 85 et 75% a 8 nif.

OH OH
AN W
HOHzc/'?_/NH HOHZCj_\/NH
HO HO
B76 B77
40% diinhibition 3 8 mM ICso = 4,8 MM

Figure 31 : 1-N-Iminosucres décrits par I'équipe de Thomas

La conception d’inhibiteurs est difficile & raticaliser compte tenu de la relative complexité
du mode d’action des glycosyltransférases. Entteealiétat de transition est constitué de

15 pathak, A. K.; Pathak, V.; Seitz, L.; Maddry, J; Gurcha, S. S.; Besra, G. S.; Suling, W. J.; Rids) R. C.,

Bioorg. Med. Chen001, 9, 3129-3143.
126 Cren, S.; Gurcha, S. S.; Blake, A. J.; Besra, GTBomas, N. RQrg. Biomol. Chem2004 2, 2418-2420.

127 Cren, S.; Wilson, C.; Thomas, N. Rxg. Lett.2005 7, 3521-3523.
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guatre partenaires (donneur, accepteur, nucléetidefacteur) ce qui rend son étude d’autant
plus compliquée.

Un grand nombre de procédés fondamentaux mettenewerdes glyconjugués ou des
oligosaccharides. L'intérét pour I'étude de leundyinthese ne cesse donc de croitre. Ces 20
dernieres années ont ainsi connu une recrudesdendéveloppement d’analogues de sucres
comme inhibiteurs des glycosidases et glycosylféaases.

La famille d'analogues glycosidiques qui a reteotrenattention et qui est, & notre avis, la
plus fascinante, est celle des iminosucféd Ces composés possédent un atome d’'azote en
lieu et place de l'oxygéne endocyclique ce qui leanfere des propriétés chimiques et
biologiques remarquables (Figure 32).

H
HO/\E?J/OR Ho/\[i‘j/CHzR
A
HO HO/
Glycoside Imino-C-glycoside

Figure 32 : Glycosides et Imin&-glycosides

72



La biosynthése des galactanes

V. LES IMINOSUCRES

V.1. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES IMINOSUCRES

V.1.1. GENERALITES?®

Depuis 1966 et la premiére publication de la sysehge la désoxynojirimicyne (DN un
inhibiteur puissant de d-glucosidase; = 1 pM)>*° le nombre des activités biologiques
recensées et des méthodes de synthése rapportées demposés n'a cessé d'augmetiter.
En effet, il s’agit de tres bons inhibiteurs deagisidases, ayant notamment des activités sur
le diabete, le cancer et les infections viraleseAour, deux médicaments ayant pour principe
actif un iminosucre sont commercialisés, le GlyseBTB et le Zavesca™B79; ils sont
respectivement utilisés pour le traitement du dablé type Il et d'une maladie lysosomale: la
maladie de Gaucher (Figure 33).

OH OH OH
A~ A~
HQ N H N
(o] (o]
OH OH

N-butyl DNJ
Glyset™ Zavesca™
B78 B79

Figure 33 : Deux médicaments de type iminosucres

Dans le cas des glycosidases, ces analogues de sardr considérés comme des mimes de
I'état de transition de la réaction enzymatiques@tt ainsi de meilleurs inhibiteurs que de
simples analogues de substrat (Figure 34). En, edfgiH physiologique, lI'iminosucre se
protone et le cation formé mime la structure d&at'ée transition ainsi que la distribution de
charges. De plus, une fois protoné, I'iminosucret peteragir avec les acides aminés du site
actif (tels que les carboxylates), ce qui explitpug grande affinité pour les glycosidases.

+
|
HO Q A-H OH OHH , OH_OHH
g Ne o}
OH A5 HO HO OH
9—R1 OH
H
Et;t de transition proposé pour_les Piperidinols inhibiteurs de la Pyrrolidinols inhibiteurs de la
glycosidases a-1,3-galactosyltransférase -1,4-galactosyltransférase
|C50= 15 pM |C50= 100 pM

Figure 34 : Comparaison entre |'état de transition proposé plas glycosidases et un iminosucre
protoné

128 Compain, P.; Martin, O. RBioorg. Med. Chen2001, 9, 3077-3092.

129 paulsen, HAngew. Chem. Int. Ed. Endl966 5, 495-511.

130 Kajimoto, T.; Liu, K.; Pedersen, R. L.; Zhong, Ehikawa, Y.; Porco, J. A.; Wong, C.-H., Am. Chem. Soc.
1991, 113 6187-6196.
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bY

Les glycosyltransférases possédant un mécanismbalgement similaire a celui des
glycosidases, les iminosucres constituent, dartasegalement, des analogues de sucres tres
intéressants pour leur étude.

V.1.2. LES PYRROLIDINOLS

De nombreux pyrrolidinols ont été étudiés dansddre de la recherche d’inhibiteurs de
glycopyranosyltransférases. En effet, la structliten cycle a cing membres mime bien la
structure demi-chaise de I'état de transition (au lthtermédiaire) mis en jeu dans le
mécanisme enzymatique, tandis que dans le casipesdmols, I'arrangement spatial des
hydroxyles est semblable au substrat de dépantif@ig4). Ainsi, 'expérience a montré que
les pyrrolidinols sont souvent des inhibiteurs ppugssants mais moins sélectifs pour les
glycopyranosyltransférasés 12

Un cas particulierement remarquable de conceptatiormelle d’inhibiteurs d’enzymes
apparentées aux glycosidases et aux glycosyltrassf® a été rapporté par les équipes de
Schramm et Tyler. Ces derniers ont en effet déy&dps inhibiteurs les plus puissants de
nucléosides phosphorylases sur la base de lasteude I'état de transition de la réaction,
déterminée grace & une étude approfondie par tis Ebtopiques cinétiquéd:

Les équipes de Schramm et Tyler se sont plus phéliement intéressées a I'étude des PNP
(Purine Nucléoside Phosphorylase) qui, en cas dieigléce chez 'homme, entraine une
immunodéficience en cellule ** Dans le but d'inhiber les PNP, ils ont, dans uengier
temps, synthétisé le compo881. Ce dernier n'est autre qu’un isostére du substeat
'enzyme I'InosineB80 (Figure 35). Pour cela ils se sont appuyés satriecture de I'état de
transition de la PNP bovine. Le remplacement derfe d’azote en position 9 par un atome
de carbone et de I'O en position 4’ par un atonazake a permis d’augmenter I'affinité de ce
composé pour I'enzyme d’un facteur 7,39 X.10ependant, cette affinité est 2,4 fois plus
faible pour la PNP humaine. L'explication appacpielques années plus tard avec la structure
cristalline de la PNP humaine et I'étude de I'élatransition associé. En effet, dans ce cas la
base purique se trouve plus loin du carbone anguer(3 A au lieu de 1,77 A), ce qui
signifie également que I'état de transition de NMPFhumaine est plus dissocié que celui de la
PNP bovine. De maniére a obtenir un analogue ptoshe de cet état de transition, les
équipes de Schramm et Tyler ont envisagé d’éloigamdvase purique en introduisant un
méthyléne entre le carbone anomérique et la baseplls, ils déplacent I'azote afin de
centrer la charge sur la position anomérique, destaccompagne, pour des raisons de
stabilité, de la suppression de la fonction hydtexgn position 2’. lls ont ainsi préparé le
composéB82 qui augmente Iaffinité pour 'enzyme d'un facteb4 x 16 par rapport a
I'Inosine B8O (Figure 35).

131 Schramm, V. L.; Tyler, P. C., Transition state lagae inhibitors ofN-ribosyltransferases. Iiminosugars:
from synthesis to therapeutic applicatip@ompain, P.; Martin, O. R., Eds. Wiley: Chiches#007; pp 177-
208.
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Les composéB81 et B82 sont actuellement en phase d’étude clinique. lrepuséB81 est
en phase Il dans le cadre du traitement de la ieigcét le composB82 est en phase | pour

le traitement de maladies auto-immunes ainsi qpedeention du rejet de greffon.

— O n I
HN' | b
k\ / PNP Bovine
N ’// Ki=0,023 nM
177 A”:,,o o PNP Humaine
ﬂ Ki=3,3nM
Ki* = 0,056 nM
HO Y 3,0A iy
OH HO \\ 9 ICs0=1,19 nM
N~ Etat de transition O~ P~
a )N PNPbovine G- OF
PNP Bovine HO 4 N N/ - N Ba1
Kd =17 uM O 2 A
PNP Humaine !
Kd =38 uM _ _
HO OH o M H  OH
B80 N | \7 N
1 \
k\N z \ / N PNP Humaine
Lo 5 OH HO N={ Ki=0,16 nM
, /O N 25A NH, Ki*=0,007 nM
5+
HO ‘.‘6 3,0A HO B82
HO VO
O~p
Etat de transition P ~OH
_PNP humaine ol ]

Figure 35 : Structure des états de transition des PNP bovirtmigtaine ainsi que des analogues
pyrrolidinols synthétisé&

Ces résultats constituent le plus bel exemple d'syrthése d’'inhibiteurs, basée sur un
« design » rationnel de I'analogue en fonction di@snées expérimentales obtenues sur I'état
de transition.

Les exemples précédents illustrent bien l'imporéami®s iminosucres comme analogues
glycosidiques d’oxocarbénium. L'étude des mécanssmezymatiques mis en jeu dans la
biosynthése des galactanes ayant révélé le pagsageun état de transition ou un
intermédiaire de type galactofurano-oxocarbéniuouysnnous proposons de synthétiser des
analogues de substrats a charpente iminosacchagigiqur I'étude de 'UDP-Gplmutase
ainsi que des analogues de donneurs et d’accetes!Sdltransférases.

1321 ewandowicz, A.; Tyler, P. C.; Evans, G. B.; Fuane, R. H.; Schramm, V. LJ. Biol. Chem2003 278,
31465-31468.
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V.2. OBJECTIFS SYNTHETIQUES ET STRATEGIE ENVISAGEE
V.2.1. CHOIX DES STRUCTURES

L’'UDP-Galf étant un substrat commun aux deux familles d’emmynmos travaux se sont

orientés vers la synthése d’analogues de ce com@se la base des considérations
précédentes, nous avons décidé de mimer le moti#ctgpyranose par son analogue
iminosucre, le motif 1,4-iminogalactitol. D’autran, comme nous I'avons vu précédemment,
l'uridine semble jouer un rdle essentiel dans tbmmaissance et le « binding » au site actif de
la mutase. Nous avons donc envisagé la prépardgi@momposés possédant ce motif. Compte
tenu de la difficulté largement admise a synthétise surtout a purifier des composés
possédant le lien pyrophosphate (problemes delistabi difficulté a franchir les barrieres

cellulaires), nous nous proposons de mimer le nptibphosphate par un lien polaire a 5

atomes (Figure 36).

HO (0] (0] HO H .

0 l\\o_l‘:}_o_ll:l‘)—ouridine N ~Lien polaire a5 atomesi—Uridine
HOH,C / OH OH HOH,C /

HO ©H HO OH
B2

Figure 36 : Structures générales des analogues de substrats

Malgré des études tentant de rationnaliser le mdéal de ce motif, aucune conclusion n’a
été apportée quant aux caractéristiques essestlle ce liert>?

Nous avons donc tenté d’élaborer des mimes de pgsghate tenant compte de la polarité
ainsi que de la longueur. Finalement, deux typediates ont retenu notre attention. Tout
d’abord, un lien alkylphosphonyle diversement famtalisé et fonctionnalisable. De plus,
ce lien sera élaboré de facon stéréocontrolée lgabst de synthétiser les analogues UMP-
1,4-iminogalactitols de 'UDP-GA&lsoit avec une configuratiam comme le substrat naturel,
soit avec une configuratiofs (Figure 37). Cette étude devrait permettre de rjuge
limportance de la configuration du carbone anomé&idans la reconnaissance enzymatique.

HO H HO H
N OR N OR

N a \/\ % B %

Pl Ps

HOHZC)\>_7 I uridine ”OHZCWO Uridine
HO  ©H HO  ©H
UMP-a-1,4-iminogalactitol UMP-f-1,4-iminogalactitol
B83 B84

Figure 37 : Structures des analogues de substrats proposés

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intérasdésn N-acylphosphoramidate. En
effet, il est présent dans un antifongique natueeRPhosmidosin@®85 et ne doit donc pas
poser de probléme pour pénétrer les cellules (Eiggy*3* 1

13 Wang, R.; Steensma, D. H.; Takaoka, Y.; Yun, J. Kijimoto, T.; Wong, C.-H.Bioorg. Med. Cheml1997,
5, 661-672.
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N 0
N X HN
H N
N LB o= ] B HC  H H OR oél\N |
N~ O N N SN N\P/O o
( ; H OH HOH,C P
no' on® °© —
|.|0‘\~ )K/OH HO OH
Phosmidosine: Antifongique naturel N-Acylphosphoramidate
B85 B86

Figure 38 : Structures des analogues de la phosmidosine

Par la suite, notre étude a porté sur la syntheseldgues d’accepteurs de glycosyle de type
disaccharidique. Ces derniers posséderont a ltexiE&éductrice un motif galactofuranoside
et a I'extrémité non réductrice un dérivé 1,4-ingalactitol B87 et B88). Ces analogues
seront préparés avec un lien glycosidique de f4i&—5) ou 3-(1—6) de configuration

identique a celle présente dans les galactBiid®tB75 (Figure 39).

HO
OH ™

oH ,  MON

: N B 1\
HOHZCwOwOR HOHZC/S_?/\X/%JMOR
HO oH no' ‘oM

HO OH HO OH

X = -CH(OH)CH,O-, R, =H
Galf -B-(1—5)-Galf X = -CH(OH)-, R = OH
B74 B87

OH OH OH OH
HOH.C” " ON=0 O _0oRrR N X
5 HOH,C™ ' XN H)~OR
HO ©OH HO' TOH HoO ©oH HO' TOH

Galf -B-(1—6)-Galf X = -CH(OH)CH,OCH,- ou -CH(OH)-
B75 B88

Figure 39 : Structures générales des analogues de disacchadlid€zalf

V.2.2. SYNTHESE STEREODIVERGENTE ENVISAGEE

134 Matsuura, N.; Onose, R.; Osada, H.Antibiot.1996 49, 361-365.
135 Kakeya, H.; Onose, R.; Phillip, C.-C. L.; Onoza®@a, Matsumura, F.; Osada, i&.ancer Res1998 58, 704-

710.
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La stratégie que nous avons envisagée consistaeapproche stéréodivergente permettant
I'accés a des composés de type 1,4-iminogalactiielyrsement substitués en position pseudo
anomeérique C-1 (Schéma 16). Tout d'abord, les gual®B83, de configurationa, de
'UDP-Galf sont obtenuwia une réaction de métathese croisée sur le déri@éllyl-1,4-
iminogalactitol B89. Le squelette iminosucre est issu d'une additioncléophile
stéréosélective assistée par un acide de LewidasNrglucosylamineB90, suivie d’'une
cyclisation avec inversion de configuration pouteolir le composé en sérgalacta Le
composéB90 est obtenu paN-glycosylation de I'intermédiaire clé commun auwuxle/oies

de synthése, le 2,3,5,6-tettabenzyl glucofuranoseB91l. Dans un second temps, les
analoguesB84, de configuration, sont obtenuwia la réduction de la liaison N-O d'un
composé bicycliqu892. Ces analogues bicycliques de 'UDP-fGakoviennent d'une étape
de cycloaddition 1,3-dipolaire sur une nitrone arplente saccharidique de configuration
galactg B93. Cette nitrone est synthétisée a partir de I'mt&gtiaire commurB91, via le
passage par un oxime a chaine ouverte.

Voie A: Analogues de configuration o

Meétathése Addition nucléophile
croisée assistée par acide de Lewis

)
n _OR HZ
HOHZC)\>_7 SFpORe POHzC)\>_7 T POHZCw
OR,
B90 \

Ry =H, Et PO

R, = H, Et, Uridine O, ,~OH
POH,C
PO OP

Voie B: Analogues de configuration f B91

] ©
Coupure P -OR, Cycloaddition lo) /
HQ H 9 OR liaison N-O PO 00— 6R1 1,3-dipolaire PO '1@
& ~OR, N ~NS
HOH,C P
AR T — e
HO OH PO ',/OP PO OoP
B84 B92 B93

Schéma 16 Approche stéréodivergente

Cette approche est modulable et peut conduirebéeltion d’autres analogues de 'UDP-fal
toujours en maitrisant la configuration du carbpeeudo-anomérique.

L’analogueB86 possédant un lien phosphoramidate est ainsi gré&ppartir de 'amid&94.
Cet amide de configuratiorn est issu, par exemple, de la fonctionnalisation de
'iminogalactitol B89 obtenuvia la voie A (Schéma 17).
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Hq H HO Phosphorylation PO n PO H
N . N\"/OR N . R R
S A Ly i
“, 0 0R1 > O .
HO OH PO OP PO OoP
B86 B4 B89
R1=H, Et

R, = H, Et, Uridine
Schéma 17 Obtention du lien phosphoramidate

De méme, le remplacement du dipolarophile phosphitisé pour la cycloaddition 1,3-
dipolaire (Schéma 16 voie B) peut conduire a I'abt:n d’'analogues d’accepteurs de
glycosyle mis en jeu dans la réaction catalyséelgmiGIfT. Ces disaccharides sont ainsi
obtenus avec une configurati@nidentique a celle des motifs Galans les galactanes. En
effet, les iminosucres de tyB87-B88sont issus de cycloaddition sur la nitr@®3 avec des
dipolarophiles (allyl ou vinyl) a charpente sacatigue B96 (Schéma 18).

oP N o
pOHZC%R siinNO Vo 5’%5@ =
/" OH — 2 — 2 + 2R
PO ©OP po’ op
B87-B88 BY5 B93 B96
Ry R,
Z R = HO)\SJ One \/\o\\ﬁom R, = H ou CH,0P
PO OP o’ op

Schéma 18 Obtention d’analogues de disaccharides

79



La biosynthése des galactanes

VI. CONCLUSION

Dans le cadre d'un programme de recherche de nowvaati-mycobactériens originaux,
notre étude a porté sur la conception, la syntledé&valuation biologique d’inhibiteurs
potentiels de I'un des constituants de la pardulzte mycobactérienne : les galactanes. Les
progres realisés ces derniéres années dans le riom@ila biochimie ont en effet permis
d’élucider une partie de la biosynthése des galastaCe polysaccharide résulte de I'action
consécutive d’au moins trois enzymes, Glf, GIFTIGHT2 (Schéma 19). La premiére assure
la conversion UDP-Gpl->UDP-Gaf. Les transférases, quant a elles, garantisserrta p
d’'un donneur commun, UDP-Gal'incorporation d’'unités galactofuranosiques ainsdu
polymere galactane. A ce jour, aucun médicamentuaoria pour cible biologique I'une de
ces trois enzymes. Elles représentent donc desscig choix pour le développement de
nouveaux principes actifs compte tenu de I'absafeglycoconjugés contenant des unités
galactofuranosidiques chez les eucaryotes supsrieur

Peptidoglycanes-P-GIcNAcp-Rhap

GIFT1 UDP-Galf <——= UDP-Galp
(Rv 3782) C
UDP

Peptidoglycanes-P-GIcNAcp-Rhap-Galf
GIfT1 UDP-Galf
(Rv 3782)
UDP

Peptidogly canes-P-GlcNAcp-Rhap-Galf-Galf

IfT2 UDP-Galf
(Rv 3808¢)

UDP
Peptidogly canes-P-GlcNAcp-Rhap-Galf-Galf-Galf

GIfT2 UDP-Galf
(Rv 3808¢)

UDP
Peptidoglycanes-P-GIcNAcp-Rhap-Galf-Galf-Galf-Galf

GIfT2 UDP-Galf
(Rv 3808c)
+?

UDP

Peptidoglycanes-P-GlcNAcp-Rhap-Galf ;g

Schéma 19 Procédé biosynthétique de formation des galactanes

Notre approche concernant la conception, la syetbé$évaluation biologique d’inhibiteurs
de 'UDP-Gap mutase et des Gdiransférases s’est appuyée sur la notoriété armtissles
iminosucres pour leur intérét biologique et thétajopie’?
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Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

Le premier objectif de ce travail est la synthesmalogues de 'UDP-GAlincorporant un
iminogalactitol. Dans ce but il est nécessaire éectbpper au préalable une méthodologie
efficace et diastéréosélective permettant I'acceana charpente iminofuranosidique de
configuration galacta Nous avons donc envisagé la mise au point dupethése
stéréodivergente conduisant sélectivement a depasds de configurationac» ou «3 » a
partir d’'un précurseur commun.

Dans ce chapitre nous nous concentrerons sur thésgnd’analogues de configuration «
identique a celle du substrat naturel.

Apres un bref rappel des méthodologies existantes [a synthese d’iminohexofuranoses,
une premiere partie présentera la préparation dicupseur commun aux approches
stéréodivergentes ainsi que la synthesi-tdenzyloxycarbonyl glucofuranosylamines.

Nous nous intéresserons ensuite a la syntheseostéétive de pyrrolidines simples de
configurationa portant diverses fonctionnalités en position pseadomeérique.

Afin de préparer des analogues nucléotidiques UBF-Gaf, nous envisagerons dans une
guatrieme partie la fonctionnalisation du dérivéC-allyl-1,4-imino-D-galactitol par une
réaction de métathése croisée. Nous nous intéoessensuite a la synthese d’un lien de type
[3-cétophosphonate, puis dans une derniere partiess Btudierons la synthése du lisih
acylphosphoramidate.

|. NOTIONS BIBLIOGRAPHIQUES

|.1. SYNTHESE DE DERIVES DIMINOHEXOFURANOSES

[.1.1. SYNTHESE DU SQUELETTE IMINOGALACTITOL

De nombreuses stratégies de synthése ont été gpeewm pour préparer des iminosucres.
136.137.138E 1 particulier les analogues imino d’hexoses $omme furanose ont déja fait I'objet
de plusieurs travaux. Par exemple, I'iminogalaatafioseB97 et son dérivé 1-désoxy98
ont été décrits par Paulséhdans le cadre de ses études pionniéres sur ldésent
d’analogues de monosaccharides dans lesquels Boeygndocyclique et remplacé par un
atome d’azote (Figure 40).

136 | a Ferla, B.; Cipolla, L.; Nicotra, F., Generalasegies for the synthesis of iminosugars and nwaaches
towards iminosugar librairies. Iminosugars: Form synthesis to therapeutic applarag Compain, P.; Martin,
0. R., Eds. Wiley: Chichester, 2007; pp 25-61.

137 La Ferla, B.; Nicotra, F., Synthetic Methods fdretPreparation of Iminosugars. Iminosugars as
Glycosidase Inhibitors: Nojirimycin and Beyqrigtitz, A. E., Ed. Wiley-VCH: New York, 1999; pg-82.

138 E| Ashry, E. S. H.; El Nemr, A., Synthesis of Nafly Occurring Nitrogen Heterocycles from
Carbohydrates. Wiley-Blackwell: London 2005.

139 paulsen, H.; Steinert, K.; Heyns, IChem. Ber197Q 103, 1599-1620.
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HO H HO H
~N_ OH N
HOH,C HOH,C
HO ©H HO ©OH
4-amino-4-désoxy-D-galactose 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-galactitol
B97 B98

Figure 40 : Structure des iminogalactofuranoB87 etB98

Par la suite d'autres synthéses B@8 ont été décrites, notamment par Fleet, BeMiller et
Petrust*® et Lundt*,

Cependant, la synthese diastéréosélective d'imlaotimls portant en C-1 une liaison
carbone-carbone (@-glycosides d’'iminogalactofuranose ») reste encoreléfi synthétique.
Quelques précedents ont été rapportés dans latitte, mais les méthodologies manquent de
généralité. La plupart des auteurs ont adopté tragegie utilisant un sucre comme synthon

chiral.

[.1.1. METHODOLOGIE DEFLEET

Fleet a développé une méthodologie utilisant I'beptactoneB99 comme précurseur
chiral®® Elle consiste en l'introduction d’un motif azotuaeec inversion de la configuration
en position 2 suivie de plusieurs étapes de piioteckeprotection (Schéma 20). L’'activation
de l'alcool en C-5 puis la réduction de I'azoture amine est suivie de la réduction de la
lactone, ce qui conduit la formation d'une pyrroiel par substitution nucléophile
intramoléculaire. Cette stratégie a également pgerdfobtention d’'une petite librairie de
composés possédant un motif amide en posititn 1.

1. TH,0, CH,Cl >< 1. EtSiCl, imidazole ><
Pyridine , -20°C 0 DMF o]

puis NaN; DMF 2. Tf,0, CH,Cl,

o
2. CF3COOH:H,0 1/1 pyridine T0"
puis Me,C(OMe), 3. Hy Pd black R 2
Me,CO, CSA EtOAc Et,Si0  NH,
89% 81%
B101
1. NaBH,4, EtOH HO H
58% N__\CH,0H
HOH,C )
2. HCI, MeOH P
B33

Schéma 20 Méthodologie de I'équipe de Fleet

Cette méthode mene a un iminogalactitol substitugasition pseudo anomérique par un
groupe CHOH, avec contrdole de la stéréosélectivité. Le cmapainsi formé est de
configurationa. Cependant, cette voie de synthese utilise un r@nmgportant d’étapes de

140 pham-Huu, D.-P.; Gizaw, Y.; BeMiller, J. N.; Petri., Tetrahedron Lett2002 43, 383-385.
1 Lundt, I.;: Madsen, R.; Al Daher, S.: Winchester, Betrahedrorl 994 50, 7513-7520.
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protection-déprotection, et de plus, ne permet gmwyarier facilement le substituant et la
configuration en C-1.

[.1.2. METHODOLOGIE DEWIGHTMAN

La méthode décrite par Wightman en 1$%0utilise le mannofuranos8102*** comme
produit de départ (Schéma 21). Une réaction deigVigermet alors lintroduction du
groupement en position tia I'élongation de la chaine carbonée. L’'addition Iéaphile
d’ammoniaque sur l'ester insatuBd03 suivie d’'une cyclisation conduit a la formation de
pyrrolidineB104 sous forme d’'un mélange de diastéréoisomeres.

COOEt
/9 - —o
O .OH 1.Ph;P=CHCO,Et \ O NH,, EtOH

H
OJ\S_Z >< OwCHZCOOEt
o 1
. o
2. MsCl, pyridine OMs 80%

0._0 CH,Cl,, 0°C
> 55% o 0.0
0
B104
B102 B103 Bl o1

Schéma 21 Synthése de Wightman et ses collaborateurs

Malgré son efficacité, 'absence de stéréoséldgéte cette synthese réduit considérablement
son intérét.

[.1.3. METHODOLOGIE DENICOTRA

La méthode la plus couramment utilisée pour syrgbetles pyrrolidines polyhydroxylées et
substituées en C-1 est celle développée par I'égdgNicotra dans les années 90 (Schéma
22) 144145 | "¢tape cléde cette synthése est I'addition d'un organoméuadli sur uneN-
glycosylamineN-alkylée de typeB106, ce qui conduit a la formation d’'un amino-alcool
acycliqueB107 précurseur du motif iminofurano84.08

BnO H
n \QOH BnNH, Bno\CzJNHBn VinylMgBr w 1. Tf,0, pyridine HO N_ =
s CH,Cl, R THE  BnO 2. Pd/C, EtOH, )
BnO OBn 90% BnO OBn 82% OH OBn HCI 2N HO OH

70%
B105a B106 B107 B108

Schéma 22 Méthodologie de I'équipe de Nicotra

142 Robina, I.; Gearing, R. P.; Buchanan, J. G.; Wigin, R. H..J. Chem. Soc., Perkin Trans.199Q 2622-
2624.

143 Collins, P. M.; Overend, W. G.; Shing, T. K. $.Chem. Soc., Chem. Comni882, 297-298.

144 ay, L.; Nicotra, F.; Paganini, A.; Pangrazio, Banza, L.Tetrahedron Lett1993,34, 4555-4558.

145 Cipolla, L.; Lay, L.; Nicotra, F.; Pangrazio, ®anza, L.Tetrahedronl 995,51, 4679-4690.

85



Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

Cette méthodologie a fait I'objet de nombreuses ianées, dont Iaddition de
'organométallique  sur des N-glycosylhydroxylamines, par Dondoni et ses
collaborateurg?-147148

Récemment, I'équipe de Behr a proposé une versiodifide de la stratégie de Nicotra
(Schéma 23§*° Le méme hémiacétal pentofuranosididE05b est utilisé comme substrat
pour I'addition d’'un vinylmagnésien. L’élongatiore da chaine hydroxylée est suivie de la
dihydroxylation de la double liaison précédemmgattge. La fonction azotée est introduite
via une double substitution nucléophile avec la bemyhe, ce qui conduit a la pyrrolidine
B111 avec une inversion de configuration des centres 4. Cependant, la dihydroxylation
n’étant pas diastéréosélective, cette syntheseudotndeux diastéréoisomeres.

1. MsCl, Et;N
BnO—, OH CH,CI
e VinyIMgBr OBn OH/ ok 1 OBn OMs
R THF, 0°C B"O/\:/H)\/ B"OWOH
BnO OBn g1y OH OBn 2. 0s04, NMO OMs OBn OH
acétone/H,0O
B105b B109 80% B110

RIS:4/6

1. acétone, TsOH
89%
B110 (R) - .
2. BnNH,, 120°C
69%

HCOOH puis H,

Pd(OH),/C
70%

Schéma 23 Synthése de Behr et ses collaborateurs

Les points négatifs de cette synthése sont le neaxdgumodularité du motif introduit en
position pseudo-anomeérique ainsi que la nécessite diomologation de la chaine carbonée.

La méthodologie proposée par Robina et Vogel repgaant a elle, sur I'addition d’'un
organomeétallique sur le dérivé du mannofurar®$&3 qui conduit a I'alcool correspondant
B114 sans aucune sélectivité(Schéma'29).a fonction azotée est introduite par substitution
nucléophile régiosélectiveria I'azoture de triméthylsilyle. Une réduction suivoune
substitution intramoléculaire en milieu basique duih au motif iminohexofuranosB116
avec une sélectivité en position anomérique deli®ode 3 pour 1 en faveur de I'isom@re

146 Dondoni, A.; Franco, S.; Junquera, F.; Merchan.,.FMerino, P.; Tejero, T.; Bertolasi, VGhem. Eur. J.
1995,1, 505-520.

147 Dondoni, A.; Perrone, DTetrahedror2003,59, 4261-4273 ainsi que les reférences citées.

148 palmer, A. M.; Jager, VEur. J. Org. Chenm2006 2547-2558.

“9Behr, J. B.; Guillerm, GTetrahedron Lett2007, 48, 2369-2372.

150 Moreno-Vargas, A. J.; Carmona, A. T.; Mora, F.géb P.; Robina, | Chem. Commur2005 4949-4951.
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oL o
740 1. MeMgCl, THF

o] 0. ,.OH 95% OMs  TMSN;, TBAF

2. MsCl, pyridine MsO™ Me DMF,90°C  MsO" Me
o.__0O DMAP 55%
> 74% O><0
B113 B115

1. Hy Pd/C WLO H
N

MeOH o
4
2. MeOH, DBU
99% 00

B116

Schéma 24 Synthése de I'équipe de Robina

bY

L'étude de ces deux variantes de la méthode de tidicappliguées a la synthése
d'iminosucres hexofuranosidiques révele que la éss#lectivité de I'addition de
'organométallique n’est généralement pas satiafdes

Récemment, I'équipe de Moriarty a décrit I'additialiorganométalliques sur la 1,4-
hexonolactoneB117 suivie de I'addition d’ammoniaque (Schéma 2%)Cette réaction
conduit par réarrangement a la formation d’'une @rendocyclique de type 1-pyrroline. Une
derniere étape de réduction stéréosélective peafoes I'obtention du motif iminohexitol

B119de configuratiorg.

OMs OMs OH
1. NH, EtOH, H,0 H
Tro 0.0 CH3MgX Tro o ,10"' *po . HO <N
o A Mo ‘CH;3
&), THRECarc o % 2.AOHPdC,H, wd on
] P 78%
B117 B118 B119

Schéma 25 Méthodologie de Moriarty et ses collaborateurs

Cette synthése, bien que stéréosélective, metuennarand nombre d’étapes de protection-
déprotection. De plus, seule lintroduction de ocleai alkyles simples a été étudiée, ce qui
limite la fonctionnalisation de la position pseualmmeérique.

[.1.4. LA STRATEGIE DEWONG ET SES COLLABORATEURS

Une voie de synthése importante d’'iminosucres hegaobsidiques reste a mentionner. En
1995, Wong et ses collaboratedfe>**>*ont rapporté I'utilisation du pentofuranoB&05

51 Moriarty, R. M.; Mitan, C. |.; Branza-Nichita, NPhares, K. R.; Parrish, ODrg. Lett.2006 8, 3465-3467.
152\Wong, C.-H.; Hiranauma, S.; Shimizu, T.; Nakata,Kajimoto, T.,Tetrahedron Lett1995,36, 8247-8250.
133 saotome, C.; Kanie, Y.; Kanie, O.; Wong, C.-Bigorg. Med. Chen000,8, 2249-2261.
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comme substrat chiral (Schéma 26). L'allongementadehaine polyhydroxylée a lieu avec
ouverture du sucreia une réaction de Wittig sur 'hémiacétal. Une sgsomn d’étapes de
fonctionnalisation et de protection permet I'obtent de l'alcool allylique B121 Une
époxydation asymétrique dans les conditions depBkes conduit ensuite a la formation de
I'époxydeB122 avec contrbéle de la stéréochimie. L'introductianl@zote endocyclique est
alors realisée par substitution nucléophile d’'uocal libre via un azoture, suivie d’'une
réduction de ce dernier en amine. Une substitutitemoléculaire spontanée permet alors la
formation du squelette pyrrolidir&l23

1. DIBAL, CH,Cl,
2. TBDMSCI, Et;N

B"O\Q;O“ PhsP=CHCO,Me /\/ﬁi"/\)‘i DMAP Q9Bn -
S benzene, reflux BnO OMe 3 CICH,SO,CI, pyridine B“OW\/\OTBDMS

BnO  OBn 88% OH OBn 4. CsOAc 18-Crown-6 OAc OBn

Benzéne
B105a B120 45% B121
1. NaOMe, MeOH 1. HCO,NH,, Pd-C
2. CICH,SO,ClI, pyridine OBn MeOH OH G
3. 1M, HCI, THF M 62% .N_ ~—OH
: HOH,C™ Y\ )
4. L-(+)-DET BnO™ OH 5 H,/Pd-C, MeOH )
5. NaN3, DMF, 70°C N; OBn 70% HO OH
41%
B122 B123

Schéma 26 Méthodologie de I'équipe de Wong

Cette méthode qui conduit sélectivement a un coengdesstéréochimi@ nécessite cependant
comme les autres citées, un nombre important déétage protection-déprotection et ne
permet pas de varier facilement le substituantasitipn pseudo-anomérique.

Aucune de ses méthodes ne satisfaisant vraimentattestes, nous avons cherché a
développer une méthodologie de synthése stérétigélguermettant un acceés rapide et
efficace & de nouveaux iminogalactitols substie®sC-1. Notre objectif a été de limiter les
étapes de protection-déprotection et d'utiliser o@synthon chiral un hexofuranose.

|.2. METHODOLOGIE DE SYNTHESE ENVISAGEE

De maniére a minimiser les étapes de la synthesetatnment celles de protection, nous
nous sommes appuyés sur une méthodologie de typelléedéveloppée par Nicotra. Nous
avons choisi d’'utiliser comme produit de départ ghgosylamine hexofuranosidique, afin
d’introduire au plus tét la fonction azotée.

134 Takebayashi, M.; Hiranuma, S.; Kanie, Y.; KajimoTo; Kanie, O.; Wong, C.-H.J. Org. Chem1999,64,
5280-5291.
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Afin d’obtenir I'amino-alcool acycligueB126 de maniere stéréosélective, I'addition de
'organométallique a été remplacée par l'additiomndnucléophile silylé. L’équipe de
Kobayashi avait en effet publié, peu avant le déteitcette étude, une méthodologie
d’ouverture d’hémiaminals cycliques catalysée paacide de Lewis avec un bon contréle de
la stéréochimie (Schéma 275.

o Ngl ' Addiion 1 (OBn), ot H
OAc -glycosylation _O. NHZ |\/ / NHZ Cyclisation N Nu
{\f {\f nucléophile 4 Y 4 <_\_71/
(OBn), (OBn), Nu (OBn),
B124 B125 B126 B127

Schéma 27 Stratégie de Kobayashi et ses collaborateurs

Cette stratégie de synthése permet, par I'addifan nucléophile silylé, I'introduction de
groupements variés fonctionnalisables en positieh &un stade avancé de la synthése, et
donc une grande diversité de substituants en posfiseudo-anomérique de I'iminosucre.
Cette étape clé d'ouverture de cycle nous a pedi@svisager la rétrosynthese suivante
(Schéma 28) :

BnQ H OH OBn BnQ o
N " 7 NHZ
BnOHzC)B_?1 Nu — Bno/\:/4\‘/'\j/NHZ — BnOHZC)pf
BnO ”’OBn OBn OBn Nu BnO ”OBn
A B C
BnO
O. .~OH HO ooH
== BnOH,C" 4\ /i —  HO OH
BnO  ©OBn OH

D D-glucose

Schéma 28 Rétrosynthése envisagée pour la synthése d'imiaotals

Les iminogalactofuranosesA pourront étre préparés par substitution nucléephil
intramoléculaire, incluant une inversion de confaion sur la position 4, a partir des
aminoalditolsB. Les amino-alcool8 seront issus d’une addition nucléophile, catalysde
un acide de Lewis, sur M-acyl iminium issu de la galactofuranosylambeorrespondante.
Le N-glycosideC sera obtenu par une substitution nucléophile i@ssjgar un acide de Lewis
sur ’hémiacétaD. Ce derniesera lui-méme préparé & partir bhglucose*>®

155 Kobayashi, S.; Sugiura, M.; Hagio, Helv. Chem. Act2002,85, 3678-3691.
136 Ferriéres, V.; Bertho, J.-N.; Plusquellec, Oarbohydr. Res1998 311, 25-35.
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Il. SYNTHESES DEN-GLYCOSYLAMINES

1.1. PREPARATION DE L' INTERMEDIAIRE CLEF COMMUN: 2, 3,5, 6-
TETRA-O-BENZYL-D-GLUCOFURANOSE

La littérature fait état de deux méthodes fréquenmtmatilisées pour I'obtention de
glucofuranosides a partir duglucopyranose.

La premiére consiste & former le dithioacétal dquel du glucos8128 (Schéma 29)°"**8le

clivage du dithioacétal en milieu alcoolique newtomduisant alors a I'obtention majoritaire
du glucofuranosid&129 correspondant. Les activateurs thiophiles toxiqueshers tels que
les sels de mercur®@®°**pouvant étre remplacer par des activateurs pdguexcomme la
1,3-dibromo-5,5-diméthylhydantoiri®*®3cette synthése en 2 étapes est une méthindele
et slre d’obtention de glucofuranosides.

EtS. _SEt
OH HO
OH
Ko o EtSH activateur thiophile 0. .OR
H oH “OH HO - HOH,C
OH ROH .,
HO  OH
D-glucose OH
OH
B128 B129
Schéma 29

Cependant, il existe également une voie de syntpkserapide ne nécessitant pas d'étape
préliminaire de protection et permettant en unpetta formation d’'un glucofuranoside. Cette
méthode rapportée par Lubineau en 18915 ensuite été optimisée par V. Ferriéres et ses
collaborateurs (Schéma 36§:*°°Elle nécessite I'utilisation du chlorure de feroue acide

de Lewis et conduit a la formation du glucofurade®129 avec de bons rendements.

OH HO ROH = CH;OH
[o] FeCl, ROH 0 CH3(CH,);0H
HSﬁOH °Ch RO HOH,C OR CH3(CH)gOH
OH CHj3(CH,)1,0H

ol on CLCRO,
D-glucose Vi 2)9
& B129 HO(CH,)1,OH

Schéma 30

57 Wolfrom, M. L.; Thompson, AMethods Carbohydr. Cherh963 2, 427-430.

8 Green, J. W.; Pacsu, B.,Am. Chem. So937, 59, 1205-1210.

159 Jordaan, J. H.; Serfontein, W. J.Org. Chem1963 28, 1395-1396.

%0 stork, G.; Zhao, K.Tetrahedron Lett1989 30, 287-290.

161 Nakatsuka, M.; Ragan, J. A.; Sammakia, T.; SniithB.; Uehling, D. E.; Schreiber, S. L1, Am. Chem. Soc.
199Q 112 5583-5601.

192 5zarek, W. A.; Zamojski, A.; Tiwari, K. N.; IsoB, R., Tetrahedron Lett1986 27, 3827-3830.

183 Madhusudan, S. K.; Mirsa, A. KGarbohydr. Res2005 340, 497-502.

14| ubineau, A.; Fischer, J.-CSynthetic Commuri991, 21, 815-818.

185 Ferriéres, V.; Bertho, J.-N.; Plusquellec, Detrahedron Lett1995 36, 2749-2752.

90



Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

Nous avons choisi d'utiliser cette derniere méthogie pour accéder a notre intermédiaire de
synthese, le tetr®-benzylb-glucofuranoseé.

La synthése du 2,3,5,6-tet@abenzylD-glucofuranoside d'octyle décrite par V. Ferriests
al.'®® s'est avérée difficile & reproduire. Nous avonsiadddd modifier les conditions de
réaction de fagon a optimiser la synthese de caupséur.

Tout d’abord, une étape de glycosylation dans deslitions de Fischer nous permet d’obtenir
'acétall a partir du glucoséschéma 31). Cette premiere étape a été partieai@nmt difficile

a reproduire et nous n‘avons jamais atteint lesdesrents décrits dans la littérature.
Finalement, en présence du chlorure de fer, etabot, dans le dioxane fraichement distille,
nous avons obtenu le glucofuranosidavec un rendement de 65%. Une étape de protection
des hydroxyles libres sous forme d’'éthers de bendsihs des conditions classiques conduit

ensuite au composgavec un bon rendement.

FeCl; Octanol, HO NaH, DMF, BnBr BnO

o oCH Dioxane, TA, 16h O, .OC4H;, O0°CaTA 15h O ~OCgHy7
e HOH,C = BnOH,C
on"“OH 65% 86%
HO' OH BnO  ©OBn
D-glucose 1 2

Schéma 31 Obtention des intermédiairdset 2

L’hydrolyse du glycoside d’octyle a été realiséagldes conditions acides, également mises
au point dans notre laboratoire, et permet I'olicende I'intermédiaire cl8 (Schéma 323%°

BnQ CHsCOOH/H,SO, (3M), 85/15  BnQ
O, .OCgH,; 85°C, 45 min O ..OH
BnOH,C _— BnOH,C
85%
BnO OBn BnO OBn
2 3

Schéma 32 Synthese du précurseur comndun

L’optimisation de ces étapes a permis de réalaesyhthese de cet intermédiaire sur une
échelle de 20 g de glucose avec un rendement gleb4f %.

%6 Koto, S.; Morishima, N.; Miyata, Y.; Zen, ®ull. Chem. Soc. Jph976 49, 2639-2640.
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1.2. PREPARATION DEN-GLUCOSYLAMINES
I1.2.1. METHODE RAPPORTEE PAROBAYASHI

L’équipe de Kobayashi a décrit en 2002 la syntha@sél-glucopyranosylamines et dé-
pentofuranosylamines & partir du dérdécétylé correspondaht: Cette méthodologie a été
appliguée au glucofuranoseCtacétylé4.

Pour cela, nous avons préparé le dédidans des conditions classiques d’acétylation &@rpar
de I'hémiacétal3 (Schéma 33)Il est a noter que cette acétylation est réalesésc une
conversion totale en produit attendu. Cependantcdmposé4 se dégrade lors de sa
purification sur gel de silice, ce qui explique remdement moyen de 68%. Par la suite le
dérivéO-acétylé a été utilisé sans purification ultérieure

BnO Ac,0, DMAP BnO
O._.oH Pyridine, TA, 2h 0. ..0Ac
BnOH,C c
nOH, / 5% BnOH, /
BnO  OBn BnO ©OBn
3 4

Schéma 33 Obtention du composéQ-acétylés

La formation du composéa été egalement décrite par V. Ferriaeal.en une étape a partir
de I'intermédiaire2.**® Cependant malgré plusieurs tentatives, les camditpubliées (A©,
H,SQ,, CH,CI,, 53h) n’ont pas conduit entre nos mains au praattgindu mais a un mélange
complexe de produits.

Une fois l'activation du groupement en position m@oique réalisée nous avons effectué la
substitution nucléophile conduisant aNaglucofuranosylamine. Pour cela, nous avons choisi
d’utiliser les conditions de Kobayashi, qui coresigta faire réagir I'acétate de glycosyle avec
le carbamate de benzyle en présence d'un acidesdisLle triflate de triméthylsilyle. Ces
conditions ont I'avantage de conduire directemdatglycosylaminéN-acylée.

Dans ces conditions, le compoSéest obtenu avec un rendement de 58% a partid. de
Cependant, nous avons également observé la formdtim produit secondaire, le 1,6-
anhydro-2,3,5-tr©-benzylf3-D-galactofuranosé (Schéma 343°’

BnO ZNH, BnO BnO.,, o
)\ﬁmm Me;SiOTf W NHZ o
BnOH2C BnOHzc +
P Tamis 4A, 5 5
BnO OBn CHQC|2 TA BnO OBn BnO an
4 5 6

Schéma 34 Synthése de Id-glucofuranosylaming

En 1989, Horkt al. ont rapporté une tell®-débenzylation sélective en position 5 en présence
d'un acide de Lewis, sur une charpente glucofutaigont les positions 1 et 2 sont

187Ksll, P.; John, H.-G.; Schulz, Liebigs Ann. Chenl982 613-625.
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protégées®® Dans notre cas, le produit secondaferésulte de I'attaque nucléophile
intramoléculaire de I'oxygéene en C-6 sur I'oxocanibén intermédiaire (Schéma 35), av@e
désalkylation concomitante.

TMSOTf
BnO

0 f
BnoO Y COAc  TMSOTf Bn \)\5—7
. -TMSOAc

BnO OBn

Schéma 35 Synthese du 1,6-anhydro-2,3,5®@ibenzyl3D-galactofuranosé

De maniére a limiter la quantité de composé anhgdarmeé lors de cette étape, nous avons
exploré différentes conditions réactionnelles. Dams premier temps nous avons étudié
linfluence de la nature de l'acide de Lewis, duvaat puis des quantités de nucléophile
introduites.

Influence de I'acide de Lewis

Le remplacement du TMSOTf par BEL,O ne modifie pas les proportions relatives des
composés et6 néanmoins cela conduit a une diminution de rendéifl@bleau 6, essai 2).
L'utilisation du triflate de bismuth permet une é&g amélioration du rappdst6, cependant
10% au moins de compo6ést toujours obtenu (Tableau 6, essai 3).

Essai Acide de Lewis 5 (%) 6 (%) Rdt 5 (%) Durée
1 TMSOTf 84 16 58 20 min
2 BF3.Et,O 83 17 45 84h
3 Bi(OTf)s 90 10 43 20 min
4 SnCl, 30 70 7 15 min
5 Sc(OTh)s? - - 0 30 min
6 ZnCl;2 - - 0 20 min
7 TiCl,® - - 6 20 min

Toutes les réactions sont réalisées avec 1,1 édeicarbamate de benzyle et 1 équiv. d'acide ded eauf
essai 2 (2 équiv.). Les pourcentages de convessioncalculés par RMRH sur une base d&-6=100.

@Aucune réaction n'a lieu, 100 % du produit de dépat récupéré

®RMN du brut non exploitable & cause de la préseegeroduits de dégradation ; cependant nous obsees
traces des composéss et6.

Tableau 6 :Variation de 'acide de Lewis

188 Hori, H.; Nishida, Y.; Ohrui, H.; Meguro, HJ, Org. Chem1989,54, 1347-1353.
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Le chlorure d’étain conduit a une inversion du @pp/6 qui est alors de 3/7 en faveur du
composé bicycliqué (Tableau, 6 essai 4). D’autre part, I'utilisatidn chlorure de zinc, un
acide moins réactif selon la classification de Katshi ®® n’induit aucune conversion tout
comme le triflate de scandium. Enfin, on observe tutilisation d’'un acide de Lewis plus
fort,** le chlorure de titane, conduit & la formation draélange complexe de produit attendu

et de produit de dégradation.

La variation de I'acide de Lewis ne nous permetg@améliorer laN-glycosylation. En effet,
le TMSOTTf présente le meilleur compromis entre @eion et rendement, il a donc été
utilisé pour les étapes d’optimisation suivantes.

Variation du solvant et de la quantité de nuclédehi

Lorsque la réaction est réalisée dans I'acétomital composd n’est pas formé mais cette
modification entraine la chute du rendement en gitattendu (Tableau 7, essai 2).

D’autres modifications ont été effectuées pour dmmcun bon rendement en compdsét
diminuer la formation de. Nous avons réalisé cette étape en présence djuastité
catalytigue d’acide de Lewis et observé a nouveas diminution du taux de conversion
(Tableau 7, essai 3).

Toutefois, de maniere a limiter I'addition nuclédpltompétitive de I'oxygene en C-6, nous
avons augmenté la quantité de nucléophile azotiésédutiCela a permis I'obtention d'un
mélange réactionnel propre en RMN. En effet, esqée de 2 et non plus 1,1 équivalents de
carbamate de benzyle nous obtenons exclusivemahglacosylamine avec un rendement de
85% (Tableau 7, essai 5).

Cette étape a pu étre réalisée dans les condijatitaisées a partir de 18.5 g d’hémiac&al
Il en résulte la formation de 20 g de glucosylanbnavec 87% de rendement et ceci sans
purification de I'acétate intermédiaide

. < NH,Z o o Rendement
Essai Solvant Durée (eq) 5 (%) 6 (%) 5 (%)
1 CH,Cl, 20 min 1,1 84 16 58
22 CHsCN 15 min 11 10 - 36
3 CH.Cl, 7 jours 11 100 0 15
4° CH.Cl, 3h20 15 96 4 59
5° CH.Cl, 1h 2 100 0 85

Toutes les réactions sont réalisées avec 1 éqaivi MSOTf sauf essai 3 (0.1 équiv.). Les pourcersaig
conversion sont calculés par RMN sur une base de+6=100.

#Nous avons également observé la formation de ftsode dégradations.

® Le temps de réaction est plus long car la quaetigagée est plus importante, 1.3 g et 5 g respentint

Tableau 7 :Variation de la quantité de carbamate de benzyle

189 Kobayashi, S.; Busujima, T.; Nagayama,Ghem. Eur. J200Q 6, 3491-3494.
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Le composé est obtenu sous forme d’'un mélange d’anomefpsn proportion 50/50. Les
deux anoméreSa et 5B ont cependant pu étre séparés lors de la puridicaur gel de silice
et totalement caractérisés. La configuration desxdmmposés a pu étre déterminée sur la

base des analyses RMN (Schéma 36) et en accordaalitéérature’°

13C : 86,08 ppm J1.0~3,75 Hz

H{ <—1H~58-59 ppm

NHZ 13C - 82,6 ppm
58 5a

Schéma 36 Configuration de laN-glucofuranosylaminé
R=CH,0OBn et R'=CH(OBNn)CHOBnN

Cette méthodologie nous a donc permis d’obteniintermédiaire clé de notre stratégie et
ainsi de réaliser la premiere synthése d'Uddenzyloxycarbonyl-glucofuranosylamine.

Néanmoins, dans un souci d’économie d’étapes, mouws sommes intéressés a d’autres
méthodologies de formation dMN-glucofuranosylamines ne nécessitant pas I'actimatio
préalable de 'hémiacét8len acétate.

[1.2.2. N-GLYCOSYLATION DE’'HEMIACETALS3
11.2.2.1. N-glycosylationvia le réactif de Burgess
En 2004, Nicolaowet al ont rapporté une méthodologie utilisant le réaidi Burgess pour

introduire une fonction carbamate en position anaqné, en une étape, sur un pyranose ou
furanose (Schéma 3%%-

o0 O
N
Bro Etsu/s\NJ\OMe B,
OH NW/OMe
- THF/ CH,CI, 4/1 ~ 0
BnO OBn reflux 6h BnO OBn
72% 711
B130 B131

Schéma 37 N-glycosylatiorvia le réactif de Burgess

Apres avoir préparé le réactif de Burgess benngés avons appliqué les conditions décrites
a I'hémiacétal3. Cependant, cette méthode simple et tolérant sliggsupes fonctionnels ou
groupes protecteurs n’a pas permis I'obtentionaaposés attendu.

10 gerianni, A. S.; Baker, RJ, Org. Chem1984,49, 3292-3300.
" Nicolaou, K. C.; Snyder, S. A.; Longbottom, D. Alalbandian, A. Z.; Huang, XGhem. Eur. J2004, 10,
5581-5606.
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Nous avons alors étudié la réactivité de I'némiachbre 3 dans les mémes conditions de
réaction que celles décrites par I'équipe de Koblaiya

11.2.2.2. N-glycosylation directe de I’hémiacétal

Optimisation des conditions de réaction

Nous nous sommes ainsi rendus compte quél-tdycosylationvia des carbamates en
présence d'acide de Lewis ne nécessitait pas \aton préalable de I'hémiacétal en

acétated4 (Schéma 38). En effet, dans des conditions sireBa@ celles précédemment
décrites, la conversion est totale et le compds@adit est isolé avec un rendement de 56%.

BnO ZNH, BnO BnO.,,

BnOH,C BnOH,C .
5 Tamis 4A, CH.Cl, .,

BnO OBn BnO OBn BnO
3 5 6

Schéma 38 Synthese de IH-glucofuranosylaminé a partir de I’'hémiacétaB

Néanmoins, nous observons également la formaticzothposé bicycliqué. Nous avons de
nouveau cherché a optimiser les conditions de icdecen faisant varier les quantités et la
nature de l'acide de Lewis (Tableau 8).

Sans acide de Lewis, nous n‘avons observé auclwawia® (Tableau 8, essai 1), tandis
gu’avec une guantité catalytique de TMSOTTf la cosiam est lente (Tableau 8, essai 4). De
nouveau le triflate de triméthylsilyle permet d’ebir rapidement le meilleur rendementien
glucofuranosylaminé (Tableau 8, essai 2 et 3).
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Conversion
Essai Acide de Lewis Durée (h) (%)b Rdt 6 (%)" Rdt 5 (%)

1 Pas d’'acide 5 jours 0

2 TMSOTf 6.5 100 ~20% 56 %
3 TMSOTf 0.5 93 n.d. 58 %
4 TMSOTf 0.5 20 n.d. 13 %
5 TMSOTf 0.5 81 n.d. 45 %
6 BF3.Et,0 6.5 100 14% 50 %
7 HNTf, 6.5 100 18% 48 %
8 Bi(OTf); 6.5 100 24% 53 %
9 Sc(OTf)s 24 ~0 - -
10 Zn(OTf), 24 n.d.® - 7%
11 MgBr, 24 0 - -

Réaction réalisée avec 1 équiv. d'acide de Lewis smsai 3 (0.1 équiv.), avec 2 équiv. de
carbamate de benzyle, et dans le dichlorométharfeesaai 4 (acétonitrile). n.d.: non déterminé

® 0 de conversion sont calculés par RRHNdes mélanges bruts

¢ Mélange réactionnel complexe et produits de dédial

Tableau 8 : Optimisation des conditions réactionnelles

L’emploi de BR.EL,O, HNTf, et Bi(OTf); donne aussi accés au produit attendu avec des
rendements satisfaisants de l'ordre de 50%. L&aiion de Sc(OT$) MgBr, ou encore
Zn(OTf), ne nous a pas permis d’obtenir le composé soubaitda conduit a un mélange
complexe.

L'utilisation de I'acétonitrile (Tableau 8, essgi @mme solvant nous a permis de mettre en
évidence la formation d'un sous produit présentssfuume de traces dans les conditions
standards et d’en isoler environ 20%. Le compfgétalement caractérisé, est en fait issu de
'autocondensation d8 sur lui-méme formant ainsi le disaccharide lié(&r>1) (Schéma
39).

BnO
BnO o 0:... ~CH,0Bn
OH BnQ
BnOHzc _— (0] fo) '/,OBn
BnO  ©OBn BnOH,C / BnO
BnO  ©OBn
3 7

Schéma 39 Disaccharide? issu de I'autocondensation de I'hémiac&al
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Il est important de noter que la différence entnextde conversion et rendements résulte
principalement des problémes de séparation entrengosé et les sous-produits formés a
cause d’une trop faible différence de polarité.

Les conditions optimales sont les suivantes : livatgnt de TMSOTf et 2 équivalents de
carbamate de benzyle en solution dans le dichlattané (0,1 M).

Champ d’application

Afin de vérifier le champ d’application de cetteacéon, nous I'avons étendue a d’autres
amines désactivées ainsi qu'a des substrats pydiauess (Tableau 9). En série gluco- et
galactopyranose, les carbamates de berydb/cosylésl0 et 13 sont obtenus avec de bons
rendement de 80 et 48%. Daglycosylation de5 et des substrats pyranosidiques a conduit
aux N-tosyl glycosylamines correspondantes avec desereedts trés satisfaisants de 50 a
70%. Lors de la synthése de ces nouvdlleglycosylamines nous n'avons pas observé la
formation de composé issu d'une débenzylation gbeti Cependant, des difficultés de
séparation de I'amine de départ et du produit foral fait chuter le rendement en produit
isolé.

Cette méthodologie a également donné I'acces aldgcosyl phosphoramidates atilisant

le phosphoramidate de diéthyle comme amine proté§éanmoins, malgré l'intérét des
composeés obtenus comme mime de phosphate de dlycosya pas été possible d’obtenir
des rendements supérieurs & 42%. (Tableau 9, @it 12)"2

Il est & noter que l'utilisation d’amides, connusupleur réactivité inférieur€>'"*n’a pas
conduit dans ces mémes conditions Beglycosylamides attendues.

12 paulsen, H.; Pries, M.; Lorentzen, J.4febigs Ann. Cherml994 389-397.
3 Kahne, D.; Walker, S.; Cheng, Y.; van Engen,JDAm. Chem. Sot989,111, 6881-6882.
4 Tanaka, H.; Iwata, Y.; Takahashi, D.; Adachi, Makahashi, T.J. Am. Chem. So2005,127, 1630-1631.
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O ,.OH NH;R (o)
9 2 ; NHR
Bno\ (Zm TMSOTf Bno . ;;)1,2
Tamis 4A, CH,Cl,
TA
Essai Substrat Amine protégée  Durée (h) Produit Yie Id (%)
1 NH,CO,Bn 0,5 5 58
a BnO
2 . 0. .oH NH,SO,Tol 12 8 70
3 3 NH,PO(OEt), 5 9 32
BnO  ©Bn
4 Glucofuranose 5 NH,COPh 24 -
5 NH(CO.Bn)Bn 5 11
6 NH,CO,Bn 22 10° 80
BnO O._~OH
7 . 3 NH,SO,Tol 8 11 49
BnO" “OBn
8 OBn NH,PO(OEt), 8 12 26
Glucopyranose
9 NH(CO.Bn)Bn 12 56
10 NH,CO,Bn 22 13 48
BnO O +OH
112 . NH,SO,Tol 8 14 69
BnO “OBn
12 OBn NH,PO(OEt), 8 15 42
Galactopyranose
13 NH(CO.Bn)Bn 12 46

Conditions: TMSOTT, 1 équiv.; N3R, 2 équiv. en solution dans GEl,.
La conversion est totale dans chaque cas
@ Réaction réalisées en présence deB}D.
® Composé décrit par Kobayashi et3l.

175

Tableau 9 :Variation des hémiacétals de départ et des amigesaativées

Nous avons ainsi mis au point une méthode direttgéaéralisable de synthese HNe
glycosylamines protégées. Il est a noter que lesrsiesN-glycosylamines obtenues sont le
plus souvent sous forme d’'un mélange d’anomeres.

Etude mécanistique

Cette réaction ayant lieu sur un hémiaceétal lilmgrobleme du mécanisme réactionnel reste
posé et il est possible de postuler deux mécanigoes la formation de la liaison C-N
(Schéma 40). Le premier (Voie A) passe par 'ouwertde I'hnémiacétal catalysée par un
acide de Lewis puis la formation d’'une base defSthacylée. Le second (Voie B) consiste

175 Colinas, P. A.; Bravo, R. DTetrahedron Lett200546, 1687-1689.
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en un mécanisme de typglSmettant en jeu un intermédiaire de type oxocaunén
semblable a celui d’'une réaction @egylycosylation.

@
™ o NHR
MsoTe SO~ \, [ NHR HO— =~ =

BnO )12 BnO/ )12
VoieA / ‘\

O_ ,OH O, ,.NHR

®
VoieB \ TMSOTf éo\ NH,R

BnO )12

Schéma 40 Mécanismes envisageables

Une indication concernant ce mécanisme a pu éttenab en étudiant la réactivité du
carbamate de benzyle de la benzylamine, NHE2JBN. En effet, la formation de I'iminium
n’étant pas vraiment favorisée avec une amine digube encombrée cela devrait limiter le
rendement eN-glucosylamine formée. Cependant, nous avons o&serg conversion totale
sur les trois différents hémiacétals glycosidigtestés, (Tableau 9, essais 5, 9 et 13). Bien
gue les analyses par RMN et spectrométrie de nms@eat sans équivoque, les amines
attendues n’ont malheureusement pas pu étre isslggsamment pures pour étre totalement
caractérisees. En effet, plusieurs sous-produitsfeomés et n’ont pas pu étre séparés. A ceci
s’ajoutent les problémes de séparation entre I'ardmdépart et la glycosylamine formée qui
expliquent des rendements faibles de 11 a 56%.

En outre, la formation du disaccharide issu denfifaeétal3 (Schéma 39), ne s’explique que
par le passage par un intermédiaire oxocarbénium.

Un essai en présence de;Ht0, de facon a favoriser I'ouverture, n’a pas coh@duune
conversion totale méme apres 24h d’agitation.

Il est difficile de conclure de fagon définitivegrdl y a sans doute en fonction des conditions,
les 2 types de mécanismes mis en jeu. Cependanindees recueillis nous permettent de
privilégier le mécanisme de type5

Nous avons donc développé la synthese en une dmmdycosylamina\-protégées. Ces
glycosylamines sont intéressantes car elles samg ptables que les glycosylaminis
benzyléesN,N-dibenzylée¥® et constitue des synthons trés utiles pour 'hagaiion de la
chaine glycosidique par I'addition de réactifs orgamétalliques ou de nucléophiles silylés.
Cette voie d’acces simple et efficace est d’aupdums intéressante que |Bsglycosylamines
sont des composeés présents dans les nucléosides Niglycopeptides. Leurs propriétés

6 Nagai, M.; Gaudino, J. J.; Wilcox, C. Synthesi4992 163-168.
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biologiques:’"*"®1% ont été récemment mises en évidence, en particpierr les N-

glycosylsulfonamides qui sont des inhibiteurs diaitases carboniqué?’
La N-glucofuranosylaminé& préparée avec un bon rendement a été engagé emndattions
d’additions de nucléophiles silylés variés que nibérivons par la suite.

7 schweizer, FAngew. Chem. Int. Ed. En@002 41, 230-253.

18| ockhoff, O.,Angew. Chem. Int. Ed. Engdl991, 30, 1611-1620.

179 Arsequell, G.; Valencia, GTetrahedron: Asymmet}999,10, 3045-3094.

180 Colinas, P. A.; Bravo, R. D.; Vullo, D.; ScozzagaA.; Supuran, C. TBioorg. Med. Chem. Let2007,17,
5086-5090.
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lIl. SYNTHESE D 0-1,44MINO-C-GALACTOSIDES SIMPLES

.1. ADDITION NUCLEOPHILE ASSISTEE PAR ACIDE DE.EWIS
1.1.1. OPTIMISATION DES CONDITIONS AVECALLYLTRIMETHYLSILANE

Ayant préparé |&N,O acétal5, nous avons testé I'addition nucléophile assip@reacide de
Lewis dans les conditions décrites par Kobayashi.

Pour cela nous avons choisi d'utiliser I'allyltrithglsilane pour réaliser des réactions de type
Hosomi-Sakurai et obtenir une amine homoallylée. [es, le motif allyle présente
'avantage d’étre facilement fonctionnalisable.

Cependant, malgré une stéréosélectivité totalesdtemre que celle décrite, nous obtenons un
faible rendement de 35% en composé attei{Tableau 10, essai 1).

OBn
BnO. 0 NHZ TMSOTS OBn QBn F?JHZ
/ X . Z B
Bnd  DBn N SiMes OBnOH OBn
5 CH;CN, -40°C, 44h
e.d>98 % 16
Essai  AllylSiMe ;(équiv.) -I(-é\il]ﬁs-l)-f Durée (h) Rendement (%)
1 2 0,2 44 35
2 6 1 62 56
3 7 0,5 65 74

Tableau 10 :Optimisation des conditions de I'addition nuclédehi

L’'optimisation des conditions de réaction, par &ddi fractionnée de 4 équivalents de
nucléophile silylé et 0,5 équivalent d’acide de ispuis 1 équivalent de nucléophile et 0,25
équivalent d’acide toutes les 2 heures nous a pedisugmenter le rendement de cette
réaction (Tableau 10, essai 2). En effet, aprésdBégitation supplémentaires a -40°C il ne
reste plus que des traces de produit de départ.

Nous avons alors réitéré cet essai en introduisart équivalents d’allylITMS au début de la
réaction en présence de 0,5 équivalent d’acideesdd. Un résultat similaire est observé sur
plague CCM, nous avons donc ajouté 1 équivalenpléoentaire de réactif. Aprés 17h
d’agitation supplémentaires nous avons pu obsemverconversion totale de la glucosylamine
5. Ainsi, en présence de 7 équivalents d’allyITMS'eihe quantité sous-stcechiométrique de
TMSOTTf a -40°C dans l'acétonitrile, le produié est obtenu avec un rendement de 74%.
Cette addition est hautement stéréosélective peaisguis observons la formation d’'un seul
diastéréoisomere (Tableau 10, essai 3). Il est tar ngue I'amino-alcooll6 a pu étre
synthétisé dans les mémes conditions a une edell® g.
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Dans un second temps et dans les mémes conditéatdionnelles, nous avons étudié
l'influence de I'acide de Lewis.

OBn

OBn OBn NHZ
B"OVKQJNHZ Acide de Lewis S
g X" siMe 5H &
BnO OBn o3 OBn OH OBn
5 CH3CN, -40°C 16
Essai  Acide de Lewis (équiv.) Durée (h) Rendement (%)
1 TMSOTf (0,1) 48 61
2 TMSOTTf (0,5) 65 74
3 TMSOTf (1) 48 83
4 TMSOTTf (1,25) 72 86
5 Bi(OTf)s (0,1) 48 52
6 Bi(OTf)s (0,5) 64 80
7 Bi(OTf)s (1,25) 48 81
8 TIPSOTf (0,1) 48 72
9 TIPSOTY (1) 64 80
10 TIPSOTf (1,25) 48 80
11 HNT#, (0,1) 48 36
12 HNTf; (0,5) 48 75
13 HNTf, (1,25) 48 53
14 Sc(OTf); (1,25) 48 0
BF3.Et,O (1,25 48 8
15 3 2 ( )

Tableau 11 :Variation de 'acide de Lewis

Les acides de Lewis silylés et le triflate de bifimagonduisent aux meilleurs résultats
(Tableau 11, essai 1-10). La réaction est catalgeetacon plus efficace par le triflate de
triméthylsilyle et conduit a la formation du protattendu avec un bon rendement et un
contrble total de la stéréochimie de I'addition.

Cependant, l'utilisation d’'un acide de Lewis fotthautement oxophile tel que BELO fait
chuter le rendement de facon brutale (Tableau 44ai€l5). Ce résultat peut étre da a la
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présence de nombreux sites oxygénés sur le compodé chélation avec I'oxygene
endocyclique serait donc moins favorisée et la &iom de I'ionN-acyliminium réduite.

De maniere surprenante, le triflate de scandiumpemmet pas la formation du produit attendu
(Tableau 11, essai 14) alors que l'on pourraittstatre a des résultats similaires a ceux
obtenus avec le triflate de bismuth. En effet, deax acides de Lewis, plutét azaphiles,
devraient présenter le méme type de réactivitéaws d'une réaction d’addition d’un
nucléophile silylé sur une fonction de type imifie.

Enfin, nous avons obtenu de bons résultats avec fHNBAbleau 11, essai 11-13). Le
bis(trifluorométhanesulfonyl)aminest le pré-catalyseur qui conduit aprés protodésibn
par un nucléophile silylé & la formatiam situ d’'un acide de Lewis fort et oxophile de type
RsSiNTf,.*®* Cependant, HNEfs’est avéré sensible & I'eau et & I'air ce qui mdoit & des
résultats peu reproductibles.

Il est important de souligner I'absence d’influert I'acide de Lewis sur la sélectivité de
I'addition nucléophile. En effet, dans tous les, easseul diastéréoisomere est observe.

Pour la suite de cette étude nous avons souhdligeuune quantité sous-stcechiométrique
d’acide de Lewis. L'utilisation de 0,5 équivalets TMSOTf s’est averé étre le meilleur
compromis.

.1.2. ADDITIONS DE DIVERS NUCLEOPHILES SILYLES

Afin de juger de l'efficacité et de la modularité dette addition nucléophile nous avons fait
varier le nucléophile silylé. Nous avons tout d'abintroduit d’autres chaines aliphatiques
insaturées puis un précurseur d’aldéhyde, diverdifsncarbonylés et enfin un motif
phosphonate.

[11.1.2.1. Introduction de chaines aliphatiques insaturées

L'utilisation du 3-triméthylsilyl-1,2-butadiéne edu propargyltriméthylsilane ont permis
respectivement l'introduction d’un motif propargylie et allénique avec des rendements
modérés de 41 et 54% (Schéma 41). Ces deux compcstg obtenus
diastéréoisomériquement purs.

181 Ben Othman, R.; Bousquet, T.; Othman, M.; Dalla,0tg. Lett.2005,7, 5335-5337.
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Me;Si OBn OBn NHZ
B B 4
A +  5(18%)
TMSOTY, 60h, OBn OH OBn
41% e.d. > 98%
OBn 17
Bno\)\ﬁrNHZ
BnO OBn
5
Me;Si OBn OBn NHZ
= H R
+  5(10%)

TMSOT(, 60h, = z X
54% e.d. > 98% OBn OH OBn

18

Schéma 41 Utilisation du 3-triméthylsilyl-1,2-butadiéne et guopargyltriméthylsilane

[11.1.2.2. Introduction d’'un équivalent de formyle

Dans un premier temps, nous avons choisi le mutkzble comme précurseur d’'une fonction
aldéhyde. Nous avons donc réalisé [l'addition nuidle en présence de 2-
triméthylsilylthiazole (Schéma 42). Cependant, lhee ce composé soit connu pour effectuer
des additions nucléophiles sur des aldéhyde$>'#*seul le produit de départ a été isolé.

OBn OBn NHZ

_N
OBn OH OBn s\/)
19

Schéma 42 Utilisation du 2-Triméthylsilylthiazole

Nous avons alors envisage, néanmoins sans redultdisation d’'un agent d’activation tel
que le fluorure de tétrabutylammonium pour augnrdataucléophilie du motif thiazof&>

Dans un second temps, une fonction nitrile a é®dunite comme précurseur d’aldéhyde et
autres deérivés d’acide carboxyligue. En présence 7deéquivalents de cyanure de
triméthylsilyle la réaction est compléte apres ti%yitation a -40°C (Schéma 43). La rapidité
de cette réaction résulte de la forte polarisation TMSCN, qui en fait un excellent
nucléophile. Cependant, le déri2® obtenu avec une conversion totale est sensible aux
conditions de purification sur gel de silice, cé cpnduit a une chute du rendement.

182 Dondoni, A.; Fogagnolo, M.; Medici, A.; Pedrini,, Fetrahedron Lett1985 26, 5477-5480.

183 Dondoni, A.; Fantin, G.; Fogagnolo, M.; Medici,; Redrini, P.,J. Org. Chem1989 54, 693-702.
'8 Dondoni, A.; Orduna, J.; Merino, P. Synthesid 992 201-210.

18 Friestad, G. K.; Ding, HAngew. Chem. Int. E@001, 40, 4491-4492.

105



Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

OBn
BnO, O. NHZ TMSCN OBn QBn NHZ
/ TMSQOTf, 15h, i Y CN
BnO an 63% e.d. > 98% OBn OH OBn
5 20

Schéma 43 Utilisation du cyanure de triméthylsilyle

[11.1.2.3. Etude de la réactivité de divers éthers d’énolgléd

Tout d’abord, nous avons mis en réaction Neglucosylamine5 et le 1-phényl-1-
triméthylsilyloxyéthyléne. Dans des conditions saimes a celles précédemment décrites
nous obtenons le dérivé de I'acétophéndh@avec un rendement de 81% et sous forme d’un
seul diastéréoisomere (Tableau 12, essai 1). La emé&éaction, réalisée avec le
vinyloxytriméthylsilane n’a pas conduit au prodattendu et seule I8-glucosylamines de

départ a éte isolée.

OBn OSiMe
BnO 0. NHZ \Rf ®  OBnOBnNHZ O
z z R
P TMSOTf  0Bn OH OB

BnO OBn
5
Essai NuSiMe 3 Durée Produit Ren(z;r)nent
0
OSiMe; OBn ?Bn r?le (I)
1 72h 21 81
Ph a Ph

0Bn OH OBn

0SiMe;
2 \IH’ . 30h - -

87 équivalents de NuSiMg0,5 équivalents d’acide de Lewis
b6 équivalents de NuSiMe0,5 équivalents d'acide de Lewis

Tableau 12 :Utilisation de dérivé du triméthylsilyloxyéthylene

Les éthers d’énols silylés des cyclohexanone dbpgatanone (Schéma 44) ainsi que le 2-
triméthylsilyloxyfurane ont été testés (Schéma #s)tons cependant que I'utilisation de ces
éthers silylés implique la formation d'un nouveaentte asymeétrique en positian du
groupement carbonyle.

De maniere assez surprenante, le dérivé 2-oxoogxijtd22 est obtenu sous forme d’un seul
diastéréoisomeére. Aucune trace d’'un second isomest observée sur la RMN du mélange
brut, ni en CCM. En revanche, dans le cas du dé&ie&ocyclopentyle23 nous observons
clairement la formation d'un mélange de deux is@®sé&nséparables en proportion 2 : 1.
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Compte tenu des résultats précédents, il s'agd sante des isoméres au niveau du centre
stéréogeéne créé sur le cycle a cing membres. Mabsement, la configuration du carbone
en positiona du carbonyle n’a pas pu étre déterminée pour @epOSEs.

O(oam% OBn OBn NHZ O

1 seule configuration en C*

TMSOT, 68h, OBn OH OBn
68% e.d. > 98%
OBn 22

5 : _0SiMe;,

TMSOTY, 48h, S
72% e.d. ~ 33% OBnOH OBn

OBn OBn NHZ O
- - H

2 isoméres en C* (2:1)

*

23

Schéma 44 Utilisation des éthers d’énols silylé des cyclohexze et cyclopentanone

L'utilisation du 2-triméthylsilyloxyfurane nous aemblé particulierement intéressante
puisqu’elle permettait 'acces a des précurseunsidees de disaccharide tels que le composé
24. La réaction d& avec ce nucléophile silylé conduit a un meélangeélidstéréoisomeres en
proportion 3/7 (Schéma 45). Chaque diastéréoisomereétre isolé et totalement caractériseé.
Les isomeéres isolés different sans doute au nideda configuration du C*, comme dans le
cas du dérivé de la cyclopentanone.

OBn [o)
BnO O, . NHZ @

3 TMSOTY, 44h, ER-
BnO  OBn 529 e.d.~46% Oon OH OBn

5 24

osiMe
€ 0Bn 0Bn NHZ
- - H

Schéma 45 Utilisation du 2-triméthylsilyloxyfurane

Cependant, la qualité du réactif silylé de dépdinéé la reproductibilité de cette étape dans
la mesure ou, avec un nouveau flacon, nous n'apaspu renouveler ces résultats.

[11.1.2.4. Cas d’'un phosphonate silylé

Il est intéressant de noter que notre méthode pedgalement I'hydrophosphorylation
d’'imine par réaction avec le diéthyltriméthylsilijpsphite (Schéma 46). Nous avons observé
une conversion totale du produit de départ par GZENRMN avec formation d’un mélange
complexe de plusieurs composés duquel nous avorisofgr le phosphonat25 avec un
rendement de 12%. Sans que nous puissions l'exgligia-aminophosphonat@5 est
cependant obtenu avec une faible diastéréosélkgctivi
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La synthése di-amino phosphonates est d’autant plus intéressgrgeces composés sont
connus pour leurs activités biologiques remarqusiife

OBn
OBn OBn NHZ
BnO O ,-NHZ  TMSP(0)(OEY), : Ot
okt

B TMSOTF, 71h, OBn 6|-| 5Bn0
BnO  OBn 12% r.d. 311

5 25

Schéma 46 Utilisation du diéthyl triméthylsilylphosphite

[11.1.2.5. Utilisation du triméthylsilylisocyanate

L'utilisation du triméthylsilylisocyanate a condwh une étape au composé cyclique original
26 incorporant une fonction aminal stable avec ueement non optimisé de 58% (Schéma
47). Ce dérivé de I'aldéhydo-glucose est obtenmedaiéere totalement stéréosélective. Nous
pensons que le prod®6 est issu de I'addition de I'isocyanate pour dorumeiintermédiaire
tel que 26a qui subit spontanément l'attaque nucléophile dxygene en C-5, ce qui
transforme la fonction isocyanate en carbamatequyel

OBn OBn OBn NHZ BnOBnQ OBn

n 2
BnO O ,NHZ TMSNCO : e S (_g.\\hIHCOOB
- T N BnOH,C
3 TMSOTf, 72h, | 4o 8 3gn noHz O. _NH

BnO OBn 58%e.d.>98% . hi

SiMe3 (0]
5 26a 26

Schéma 47 Utilisation du triméthylsilylisocyanate

11.1.3. MECANISME ET STEREOCHIMIE DE ADDITION NUCLEOPHILE

[11.1.3.1. Mécanisme réactionnel présume

L'étude de la réactivité ddd,0 acétals montre que I'ouverture du cycle peut alieir de
différentes facon. Comme nous I'avons vu précédemntesN-glycosylamines conduisent a
des ouvertures de cycle en présence de réactifigaged** 14°187188189.190.191,192.193. g o
qu'en présence d’hydrure de diisobutylaluminitih'®®

186 Kafaski, P.; Lejczak, BRPhosphorus, Sulfur Silicon Relat. Elet891, 63, 193-215.

187Behr, J. B.; Erard, A.; Guillerm, GEur. J. Org. Chem2002 1256-1262.

188 Behr, J. B.; Guillerm, GTetrahedron: Asymmet8002,13, 111-113.

189 Behr, J. B.; Mvondo Evina, C.; N., P.; Guillerm, & Chem. Soc., Perkin Trans1297, 1597-1600.
19Bosco, M.; Bisseret, P.; Constant, P.; Eustach@efrahedron Lett2007,48, 153-157.

¥1yoda, H.; Yamazaki, H.; Kiwauchi, M.; Takabe, Retrahedron: Asymmet}995,11, 2669-2672.
192yoda, H.; Katoh, H.; Takabe, KTetrahedron Lett2000,41, 7661-7665.

193 Cipolla, L.; La Ferla, B.; Peri, F.; Nicotra, Ehem. Commur200Q 1289-1290.
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De plus, il a été montré qu’en présence d’acidealeis, laN-GalactosylN-homoallylamine
B132subit un réarrangement d’aza-Cope cationique (Bah#8)™’

opiv AL

. OPiv OPiv
PivOQ 06 y e gL PivO onlH PivO o
cide de Lewis AL
PvO5ivo Sy PivO SN~ | IV NS Ph
~= PivO ‘)\; PivO \%
B132 B133 B134

Schéma 48 Réarrangement d’aza-Cope deNaGalactosylN-homoallylamineen présence d’acide
de Lewis

Ce type de réarrangement implique la formation dam iminium acyclique intermédiaire
issu de la chélation de I'oxygene endocyclique ljzaide de Lewis et ainsi I'ouverture du
cycle.

Les précédents résultats nous confortent donc Halde que la premiere étape de ce
mécanisme est I'ouverture ¢y OacétalB135

La suite du mécanisme est I'addition d’'un nuclétgbur I'ion N-acyliminium intermédiaire
B136, ce qui conduit a la formation d’'une amiaesubstituéeO-silylée B137 qui subit une
désilylation pour conduire aux produits obterdifisa 26 et a la régénération de TMSOTf
(Schéma 49).

% Cipolla, L.; Palma, A.; La Ferla, B.; Nicotra, B.,Chem. Soc., Perkin Trans200Q 2161-2165.
19 Kawana, M.Chem. Lett1981, 1541-1542.

1% Hirota, K.; Monguchi, Y.; Kitade, Y.; Sajiki, HTetrahedronl 997,53, 16683-16698.

¥ Deloisy, S.; Kunz, H.Tetrahedron Lett1998,39, 791-794.
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5o @Bn o OBn OBn NHZ
n NHZ — SN
Me,SiOTf / -
Bnd oBn OBn OH OBn H,0
5 16-26
SiMe;OTf
oBn SMes OBn OBn NHZ
O =
BnO “NHZ T Y7 N
/ OBnO  OBn
BnO OBn SiMe,
5135 B138

- ) ) Me;SiOTf
K OBn /SIMe3 oTf Nu-SIMe3 OBn QBn NHZ
BnO 0 + > A~ SiMe,
- Nu

=NHZ _
P OBnO OBn

BnO OBn éiMe3 “OTf
B136 B137

ion iminium O-silylé intermédiaire

Schéma 49 Mécanisme de I'addition nucléophile assisté padadae Lewis

L’équipe de Kobayashi a effectué un suivi RMN de&daction dans le chloroforme deutéré.
lls ont ainsi bien montré que le premier produité était I'éther silyléB140 qui conduit
aprés hydrolyse a I'alco@141 correspondant (Schéma 58j.

RMN 'H § (ppm) : 3,55 RMN "H § (ppm) :3,60

\,OSiMe3 ( . ( NHZ O
Fh PP AL

07 "NHZ 1ys0Tf (0,2 quiv.) 83510 Ph HO Ph
45min, CDCl
B139 dans le tube RMN B140 B141

Schéma 50 Mise en évidence d’un intermédiaire éther silylé

On note également que le TMSOTT( est régéimésitu par I'attaque nucléophile de l'ion TfO
sur le nucléophile silylé. La réaction nécessitaadbutilisation combinée du TMSOTTf et
d’un nucléophile silylé pour étre catalytique.

Dans le cas des acides de Lewis silylés, du ®iftlt bismuth et de HNZfla réaction est
initiée par l'action de l'acide introduit (ou M®INTf, dans le cas du sulfonimide) et
entretenue par la générationsitu du TMSOTT. Ceci explique la faisabilité de la riéaic en
présence de quantités sous-stoechiométriquesadytaies de ces acides de Lewis.

198 Sugiura, M.; Kobayashi, Qrg. Lett.2001,3, 477-480.
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[11.1.3.2. Stéréochimie de 'addition

Les réactions d’homologation de la chaine carbawee la création d’'une nouvelle liaison
carbone-carbone ou carbone-azote ont lieu avectn@segrande stéréosélectivité puisque
toutes les réactions conduisent a la formation denl isomeéere au niveau du carbone 1.
Lorsqu’un seul centre asymeétrique est formé nowsemions un excés diastéréoisomérique
supérieur a 98%. Dans le cas ou un second cegtéogene est formé nous pouvons observer
la formation d’'un mélange de diastéréoisomeres.

Cependant, a ce stade de la synthése nous ne @opam déterminer facilement la
configuration du nouveau centre stéréogene. Le laqueposé par Kobayashi nous permet
néanmoins de supposer que le contrble de la stérdéiec de I'addition résulte d'une
différenciation des diastéréofaces de Iion iminitiit®® La présence d’un environnement
asymetrique e du carbone électrophile influence I'approche dalénphile. En présumant
de la formation d’'une liaison hydrogéne entre I'ggge du motif benzyloxy en position 2
(Schéma 51 vert) et I'hydrogene de l'iminium, orefila conformation de l'intermédiaire
iminium. On peut alors observer que la f&lieest encombrée par la présence de la chaine
polyhydroxylée. L'addition a donc lieu par la faRe la moins encombrée de l'intermédiaire
iminium mis en jeu, conduisant a I'obtention d’wogiuit d’addition de configuration relative
syn

NUSiM63
\ Face Si
OBn
OH + _ Ho+ = OBn OBn NHZ
BnOH,C =NHZ OTf /N—Z oTf /| — » -
1 2
0 PN - S
BnO ¢ dﬁ OBn OH | OB
%—J !
R : syn
NuSiMes y

Face Re
Schéma 51 Modeéle stéréochimique prédictif

La formation de liaison hydrogéne dans l'acétoeitrest appuyée par les travaux de
Ciuffarin.'®® Ces résultats ainsi que les travaux des équipeKiyloka et Mann sur la
réaction de Hosomi-Sakurai corroborent le passagel'gtat de transition de type Cram
chélaté justifiant ainsi la formation majoritair@ire exclusive du produit d’additiogyn

(Schéma 525020
\4 H

. N
v /N
H

Nu

19 Cjuffarin, E.; Loi, A.; Isola, M.; Lupetti, A.; Sgamora, L.; Senatore, L1, Org. Chem1983 48, 1047-1051.
20 Kiyooka, S.-i.; Shiomi, Y.; Kira, H.; Kaneko, YT:animori, S.,J. Org. Chem1994 59, 1958-1960.
21 E|la-Menye, J.-R.; Dobbs, W.; Billet, M.; Klotz,;Mann, A., Tetrahedron Lett2005 46, 1897-1900.
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Schéma 52 Modéle chélaté de I'état de transition

Ce modéle prédicti¥ia la formation d’'un cycle a 5 par chélation intragwllaire révele qu'il
n'y a pas d’assistance de 'acide de Lewis. Cecersaccord avec nos observations qui ont
montré I'absence d’influence de I'acide de Lewislauiastéréosélectivité de I'addition.

La détermination exacte de la configuration du reerstéréogéne portant I'amine et par
conséquent la stéréochimie de l'addition sera wféec aprés cyclisation et obtention du
squelette pyrrolidine.

1.2. SYNTHESE DE PYRRIDINOLS

La préparation de dérivés 1,4-imifgalactosides a partir des différents amino-alcesis
réalisée par une séquence classique de deux éRquesun premier temps, I'hydroxyle libre
en position 4 est activé avec du chlorure de médigs, le traitement basique de cet
intermédiaire conduit a la substitution nucléopligamoléculaire du mésylate par I'amine
désactivee avec inversion de configuration sur debane 4 et donc passage de la
configurationd-gluco a la configuratiomp-galacto(Tableau 13, Schéma 51 a 53).

.2.1. SYNTHESES DIMINOGALACTITOLS SUBSTITUES PAR DES MOTIFS
ALIPHATIQUES INSATURES

Les composés mésyl@g, 28 et 29 ont été obtenus avec de bons rendements et centluis
aux iminoC-galactofuranosides originau®4, 35 et 36 apres traitement du sulfonate
correspondant par tert-butoxyde de potassium (Tableau 13). Dans le catedué allylé en
position pseudo-anomeériqu, la meésylation conduit a un brut réactionnel saffnment
propre, d'apres les analyses RMN, pour étre engagé I'étape suivante sans purification
ultérieure. Les composés mesylés étant sensiblec@nditions de purification sur gel de
silice, cela permet d’augmenter le rendement enptd4 de 15%. Nous avons ainsi pu
obtenir le dérivé LC-allyl 34 avec un bon rendement de 74% sur 3 étapes a gartaN-
glucosylamines sans purification des intermédiaires réactionnels.

Nous avons procédé de fagon similaire avec le ceBiff) ce qui nous a permis d’obtenir la
pyrrolidine polyhydroxylé&5 avec un rendement de 32% sur 3 étapes.

Cependant, I'obtention de I'iminG-galactitol 36 pur, requiert la purification de chaque
intermédiaire réactionnel. En effet, sans purifaatdes intermédiaireS et 29, le dérivé
allénique 36 est obtenu sous forme d'un mélange inséparable awe impureté non
identifiée.
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OBn OBn NHZ OBn OBn NHZ ‘BuOK OBn Z
B - MsCl, Et;N B : (2 équiv.) BnO ‘\\N “R
OBn OH OBn CH:Cly OBn OMs OBn sao .
62-85% BnO OBn
16-18 27-29 34-36
z
OBn OBn NHZ QBn ¢
R | B R Rendement N R Rendement
Y R (%) (%)
OBn OMs OBn OB;no “oBn
CH,CH=CH, 27 62 34 55 (70) (74)°
CH,C=CCHs 28 57° 35 63 (32)"
CH=C=CH, 29 85 36 77

@ Rendement sur deux étapes a partit tle
P Rendement sur trois étapes & partibde
“ Non optimisé

Tableau 13 :Synthese d’iminogalactitols substitués par unemdaiiphatique insaturée

Nous avons ainsi préparé trois nouveaux iminogédéetdiastéréoisomériquement purs qui
possédent un motif aliphatique insaturé en posjiEgudo-anomérique

1.2.2. SYNTHESES OMINOGALACTITOLS SUBSTITUES PAR GROUEBH

L’obtention de I'iminogalactitol 1=-CN 37 s’est avéerée délicate. En effet, ce composé&st tr
sensible a la présence de base. Ainsi, en présn@&5 équivalents de base nous avons
observé majoritairement la formation de produi@raimatisation (Tableau 14, essai 1). Afin
de limiter la formation de pyrroles et autres désiinsaturés nous avons diminué la quantité
de base ; cependant ceci conduit a une forte diroimde la conversion et a I'obtention d’'un
faible rendement de 21% (Tableau 14, essai 2). Rsn:iémes conditions l'utilisation d’une
base plus faible ne permet que I'obtention de sratteproduit attendu (Tableau 14, essai 3).
Seule 'augmentation du temps de réaction nous gtediisolé la pyrrolidine37 avec un
rendement correct (Tableau 14, essai 4). Cependans, observons toujours la formation de
sous-produit issu de réaction d’aromatisation.

113



Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

OBn OBn NHZ OBn OBn NHZ OBn Z
H R H - t
AN MsCl, EtaN PN Buok _ BnO <N \CN 69% sur 2 étapes
OBn OH OBn CH.Cl, OBn OMs 6Bn gl;)l/: / a partir de 20
88% ° BnO OBn
20 30 37
Essai Base Durée Conversion Rendement
(%)
1 ‘BUOK (2.5 équiv.) 16h Totale -
2 ‘BUOK (1 équiv.) 13h30 Partielle 21
3 'BUOK (1 équiv.) 23 Totale 67
4 DBU (1 équiv.) 14h30 Faible traces
Tableau 14
111.2.3. SYNTHESES DMINOGALACTITOLS SUBSTITUES PAR DES MOTIFS
CARBONYLES

Le composé8 dérivé de I'acétophénone est obtenu avec un reewtede 12% sur les trois
étapes sans purification des intermédiaires (Sch&®)a Les faibles rendements obtenus
résultent de l'instabilité et donc de la dégradatie I'iminogalactitol38.

OBn 0Bn NHZ O OBn OBn NHZ O ‘BuOK OBn Z 40% sur 2 ét
- MSCl, EtN = _ 2équv)  BnO N e apartirde 21
z H Z Z 12% sur 3 étapes
OBn GH OBn CHCL  OBn OMs OBn A . 0 apartirdes
70% ° BnO  OBn
21 31 38

Schéma 53 Synthese du phényloctuld3®

Les 2-(oxocyclohexyl) et 2-(oxocyclopentyl) imindgetitols 39 et 40 ont été préparés a
partir de leurs analogu@® et 23 avec des rendements faibles non optimisés (Schdjna 5
Dans le cas du dérivé cyclohexyle les deux étajaesivhtion et de cyclisation ont conduit a
une conversion incompléte et I'obtention d’'un mgkrtomplexe. Les produits secondaires
n'ont cependant pas pu étre isolés et caractétidésnogalactitol 39 a finalement été isolé
sous forme d'un seul diastéréoisomére avec deefibbndements de 32% sur I'étape
d’activation et 25% sur celle de cyclisation.

Dans le cas du dérivé cyclopentyl seule I'étapecyldisation n’est pas complete et nous
observons a nouveau la formation d’'un mélange cexeplLes deux diastéréoisomeres du
compose&t0 sont isolés en proportion 67 : 33 avec un faibielement de 36%.
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OBn OBn NHZ O OBn OBn NHZ O ‘BuOK OBn Z )
S I MsCl, Et;N L il (1 equiv.) N
OBn OH OBn ) CHC2 oBn GMs GBn ), T'HF  OBn S
BnO OBn
n=0 22 32 % n=0 32 25 % n=0 39
n=1 23 73 % n=1 33 36 % n=1 40

Schéma 54 Synthése des 2-(oxocyclohexyl) et 2-(oxocyclopentiyiogalactitols39 et 40

Cette méthodologie nous a permis l'accés a sepvaaux et originaux iminogalactitols

obtenus de facon hautement stéréosélective. Néasmmus n’avons toujours pas pu
déterminer la stéréochimie de I'addition ainsi ¢tpieonfiguration relative du nouveau centre
stéreogene C-1 forme.

1.3. ELUCIDATION DE LA STEREOCHIMIE DES PRODUITS OBTENUS

Nous avons observé la formation d’'un seul et unidisgestéréoisomére dont il est alors
nécessaire de déterminer la configuration. Cepdéndans avons un probléme de résolution
et de dispersion des signaux sur les spectres RMBl.composé84 a 40 existent en effet
sous forme de rotameres consécutifs a une rotatatrainte autour de la liaison N-C=0 a
température ambiante. Ceci complique les spectreoeoque un élargissement des raies qui
rendent difficile, voire impossible l'interprétatiales spectres, et donc la détermination de la
stéréochimie des produits obtenus.

De maniére a vérifier la présence de ces rotameoess avons enregistré le spectre RMN de
la pyrrolidine34 dans le DMSQd; a 80°C. Nous avons ainsi pu constater, un affimerdes
raies sur les spectres prot¢thmais également sur ceux du carbbi® di & I'accélération de
I'interconversion des rotaméres (Figure 41). Oneolrs, a cette température, le spectre
moyen des deux espéces présentes.
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{CDCQ 250MHz
[Msom 250MHz, TA

32, DMSO-dg, 250MHz, 80C L
|

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

@ S

ppm (t1)

Figure 41 : Spectre RMNH du compos84 réalisés a 250MHz dans le chloroforme deutéré %25
puis dans le DMSO a 25°C et a 80°C

Malgré la meilleure qualité des spectres, la régmiune nous permet toujours pas d’attribuer
précisément les signaux et de mesurer les constdeteouplages. Nous avons donc réalisé
une hydrogénolyse sélective du carbamate en présdacpalladium sur charbon et de

triethylamine (Schéma 55), de fagon a s’affrandbkices problémes conformationnels.

OBn

OBn OBn
H, Pd- N
BnOH,C ~R 2PAC phoH,c N YR
EtOH/ sEt;N
BnO ©OBn  1h30a3h BnO  ©OBn
34 R= CH,CH=CH, 99% 41 R= CH,CH,CH,
37R=CN 42R=CN

Schéma 55 Synthese des pyrrolidindsdéprotégéedl et 42

Bien que dans le cas du comp@&gd’hydrogénolyse entraine évidemment la réductierad
double liaison carbone-carbone, les pyrrolidihedéprotégéedl et 42 sont synthétisées de
maniére quantitative.

Les spectres RMRH de ces deux composés sont alors simplifiés engent une attribution
précise des signaux (Figure 42).
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Figure 42 : Agrandissement du spectre RV du composél, & 500 MHz dans I'acétone deutérée.

L'étude de la multiplicité et des constantes deptage des signaux caractéristiques du motif
pyrrolidinique vont dans le sens d’une configunatib2<¢is donc a-D-galactofuranose. En
effet, nous observons bien la présence d’'un coapdadre les protons des positions 1 el 2 (
12~ 4 et 5,2 Hz) qui serait faible ou inexistantslEncas d’un composé de configuratfon

De plus, les expériences NOESY montrent en paigicuhe connectivité entre les protons H-
1 et H-4 ainsi que H-1 et H-2, en accord avec wndigurationa des composédl et 42

(Schéma 56).
H wCH H wCH
N H NH
Bnonc BnOHzc N
BnO BnO SN
H\) H
41 42

Schéma 56 Représentation des connectivités Noesy des comfibsé42
Pour des raisons de clarté, les substituants OBsame pas représentés en C-2 et C-3.

Nous avons également réalisédalébenzylation du compogd ainsi que celle du composé
34 associée a la déprotection de I'azote endocycligear cela nous avons opté pour une
débenzylation en présence de trichlorure de Boremes avons obtenu les iminosucre libres
43 et 44 (Schéma 57). Nous verrons que cette méthode dendghatiori®? nous permettra
dans la suite de ces travaux l'acces a différemsposés déprotégés.

202\yjilliams, D. R.; Brown, D. L.; Benbow, J. W1, Am. Chem. So#989 111, 1923-1925.
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OBn Z OH
N BCl, CH,CI N
BOH,C” " ) "\= 2T ZTE HOHGT N\ )N\ =
. 16h, 0°C g
BnO  ©OBn 33% HO  ©OH
34
HCI
OBn“ BCl;, CHCl i} N
BnOH,C~ " )N 2T 22 HOHCT Y YN
16h, 0°C 3
BnO  OBn 64% HO  ©OH

4
Schéma 57 N et O-déprotection des pyrrolidindd et41

Afin de confirmer la stéréochimie des composésmidenous avons choisi de comparer les
constantes de couplages obtenues avec celles ebtgour le compos833 décrit par
I'équipe de Fleet (Tableau 1%).

OBn H OBn H OH p -HCI OH OH H
BnOHZC/'w =N BnOHzcw HOHZC/SJ AN HOHZC)B_? HOHzcw
o HO
J 12 (H2) 5,2 4 3,5 3 5,8
J 23 (H2) 3,2 0 0,7 1 3,1
J 34 (Hz) 5 4,5 3 25 55
J 45 (H2) 5 4 5 8 5,5

Tableau 15 :Valeurs des constantes de couplage dans des segdtuinogalactitols

Ces résultats appuient donc I'hypothése que lemiigines34 et 37 sont de configuration,
et par analogie les compos&s a 40. Ces observations corroborent également l'idéelgsie
produits d’additioril6 a26 soient de configuration 1 @¢tncomme attendu.

En conclusion, nous avons mis au point une nouvedithodologie de synthese performante
d'iminohexofuranoses originaux 34 a 40, de configuration galacto diversement
fonctionnalisés en position pseudo-anomérique.éadigation de ces étapes avec un controle
total de la stéréochimie, nous permet I'acces aalereaux iminogalactitols, avec formation
d’'un nouveau centre asymeétrique en C-1 de configuraelativea.

Comme nous allons le voir par la suite, aesminogalactofuranoses constituent des
intermédiaires de choix pour I'obtention de mimes slibstrat plus élaborés. Nous nous
sommes plus particulierement attachés a la fonudilisation du motif 1c-allyl-1,4-imino-D-
galactitol. Dans un premier temps, la fonctionrsisn a eu lieuvia une réaction de
meétathese croisée, puis ce méme dérivé a étééutdmmme précurseur dun lien
phosphoramidate.
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V. SYNTHESE D ANALOGUES DE NUCLEOTIDESSUCRESVIA UNE
REACTION DE METATHESE CROISEE

A partir de la-iminogalactitol 34, nous avons poursuivi notre travail vers la sysg¢he
d'analogues de I'UDP-GhI Pour cela, une stratégie convergente, utilisantnétathése
croisée doléfines a été envisagee: elle devratmpttre lintroduction de motifs
UridineMonoPhosphate par formation d'une doubleistia carbone-carbone entre
I'iminosucre et le vinyl UMP54 (Schéma 58).

OBnﬁ 0 OBn Z 2
BnOHzc/'w\_?“‘\_j HN N . HN
ot | BnOH,C Ny — o L]
BnO OBn P\ o N [ e— 5 Pl (o] N
55 N -, 34 54 d “
PaN

Schéma 58 Rétrosyntheése envisagée pour I'analogue nucléasidif

Avant de nous intéresser a la mise au point dgrgese de I'analogug5 de 'UDP-Gaf,
nous allons rappeler les caractéristiques esskestiale la métathese croisée. Nous
rapporterons ensuite I'étude modéle de la réaétidit précurseud4. Enfin, nous décrirons
nos travaux pour synthétiser des analogues pluhpsode 'UDP-G4l

IV.1. LA METATHESE CROISEE

La métathese croisée d’oléfine fut observée poprdaiére fois en 1964 avec le phénoméene
de redistribution des oléfines a haute tempérafiir€e procédé est alors utilisé pour la
polymérisation d'oléfine en chimie lourd®'?°>?*®Depuis le début des années 1990, I'intérét
pour les couplages par métathése croisée n'a absseroitre, ce qui coincide avec la
commercialisation des premiers catalyseurs de h#dtat

La réaction de métathese croisée permet I'obterttiol&fines dissymétriques a partir d’'un
mélange d'oléfines (Schéma 59). Les principalesitditions de cette réaction sont la
formation de produit issu d’homodimérisation degfioks ainsi que la réversibilité des
réactions, ce qui induit une sélectivité statistige la métathese croisée (CM).

23Banks, R. L.; Bailey, G. Clnd. Eng. Chem. Prod. Des. De@64 3, 170-173.
24 gchuster, M.; Blechert, SAngew. Chem. Int. Ed. Engl997, 36, 2036-2056.
295 phillips Petroleum Companiiydrocarbon Proces§967, 46, 232.

2% Freitas, E. R.; Gum, C. RChem. Eng. Progl979 75, 73-76.
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W® R © : ~Ry Sélectivité CM

. N 1:1 50%
Métathése a
\ + /\R / + = .
& 2 Croisée Rz 4:1 80%
20:1 95%

Rz\/"h,Rz + =

Schéma 59 Distribution statistique des produits obtenus en @\fonction des proportions d'oléfine
introduite

Les résultats expérimentaux de métathése croistemub avec divers types d’oléfines ont
permis a I'équipe de Grubbs de proposer un classeempirique des oléfines en CM basé
sur leur réactivité’®’ Ce modeéle permet de prédire I'efficacité ainsi tuehimio-, régio- et
stéréosélectivité de la réaction.

IV.1.1.CHOIX DES OLEFINES

Pour déterminer la réactivit¢ d'une oléfine il faskaminer son aptitude relative a
homodimériser. On peut alors classer les oléfieé@nsquatre groupes distincts de réactivité
décroissante, le type | étant le plus réactif ¢ype 1V le moins réactif en CM.

Type | : Homodimérisation rapide engendrant de neunb produits issus de seconde CM
Type Il : Homodimérisation lente avec peu de prigigisus de seconde CM

Type Il : Pas d’homodimérisation

Type IV : Spectateur en CM

De maniere générale, 'encombrement stérique eplteprietés électroniques de I'oléfine
influent sur la réactivité de cette derniere. Ainse double liaison carbone-carbone riche en
électrons et faiblement encombrée fera partie e ti tandis que l'augmentation de
I'encombrement stérique et la diminution du « nuélgetronique » de I'oléfine donne acces a
des doubles liaisons de type Il ou .

L’équipe de Grubbs a également montré qu’il estfépable d’avoir deux oléfines de
réactivité et donc de type différent pour augmelatesélectivité d'une CM (Schéma 60).

®/\ + 7R = WRZ =

N

R;

S + 7B M W@ s = &gy | - —
R X + Z 1R, Cm RalAvR + =
%é. : —

Schéma 60 Réaction de CM entre une oléfine de type | (bleupe oléfine de type Il ou Il (vert)

27 Chatterjee, A.; Choi, T.-L.; Sanders, D. P.; GmtR. H.,J. Am. Chem. So2003,125, 11360-11370.
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IV.1.2 MECANISME

Les travaux d'Yves Chauvin en 1970 ont permis lmp@hension du mécanisme de la
réaction de métathése croide Cette réaction consiste en une redistribution deblbs
liaisons carbone-carbone.

La premiére réaction catalytique met en jeu lelgs¢ar de métathése qui réagit avec une
oléfine de type Il ou lll (Schéma 61). Ceci condu# une réaction de cycloaddition [2+2] a
la formation d’'un métallacyclobutane intermédiafreUne rétro-cycloaddition permet alors
de générer un nouveau carbéne métallique ou cadeer®est ce carbene métalligBequi

va ensuite catalyser la réaction de métathéselap@armation du métallacyclobutart@ par
une seconde cycloaddition [2+2] avec une oléfinetdraent réactive. Une nouvelle rétro-
cycloaddition conduit alors a un carbéene interméglia. Ce dernier apres un cycle similaire
de cycloaddition et rétro-cycloaddition conduiaaférmation d’'une nouvelle oléfine. Si cette
derniere étape a lieu avec une oléfine de typelé&fine formée sera réactive vis-a-vis d’'une
seconde métathése. Tandis que si la réaction aksée avec une oléfine moins réactive
I'oléfine dissymétrique obtenue n’engendrera pasutle réaction de métathése, conduisant
donc a l'arrét de la réaction.

Catalyseur de métathése ]~ “Init + (Ral_ Oléfine de type I ou 1l

V] métallocyclobutane A
R; Init

.

Init\/uR
2

oléfine non active R M]=
20
ﬁ]oéL;;#]f;i:eCOﬁde _\ ®\/ Oléfine de type |
Carbene B
métallocyclobutane E [; M

H
H
)\ Carbene D H
H

[M]_

métallocyclobutane C

@J

I

oléfine active
[M]—\ ®\/“@ pour une seconde

métathése

Schéma 61 Mécanisme de la réaction de métathése croiséefuiek

208 4grisson, J. L.; Chauvin, YMakromol. Chem197Q 141, 161-176.
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[V.1.3.CHOIX DU CATALYSEUR

La nature du catalyseur est I'un des autres fast@mportant influengant cette réaction
(Figure 43). Le catalyseur de Schrock qui est & liEess molybdene a fait son apparition en
1999%% Ce catalyseur posséde une grande activité mas2gesune tolérance limitée aux
groupements fonctionnels encombrés. En 1995, |ysatur de Grubbs®f génération est
commercialisé’® Cependant ce catalyseur sensible & I'air doit @itisé & une température
inférieure a 45°C. C’est pourquoi quelques annéestard les catalyseurs de Grubbs Il et de
Nolan ont été développés.?1#213214215) |5 nermettent ['utilisation de températures
réactionnelles plus élevées et surtout possedentplus grande reactivité. lls seront donc
privilégiés pour les réactions de CM qui sont mdasrables entropiquement que les autres
réactions de métathesd.

PC N N
) ) | Y Mes”~ \( “Mes
Pr 'Pr R WCl WClI

u

= cI-Ru=,

y Ph c1” | 'pn | Ph
(F3C)2MeOC~~M°Q< PCy; PCy,
(F5C),Me0C”

Catalyseur de Grubbs Catalyseur de Grubbs
Catalyseur de Schrock 18re génération 2éme génération (Grubbs 11)
[Ru]-1 [Ru]-2
/ - \ / \
N_ N P ~
-~ M Mes Mes
Mes Y <l es T\\CI
C|-RUT\ h C|,R:u =
PCys \((I)
Catalyseur de Nolan Catalyseur d' Hoveyda-Grubbs |l
[Ru]-3 [Ru]-4

Figure 43 : Les catalyseurs de métathése les plus fréquemniligésu

Le catalyseur d’Hoveyda-Grubbs Il est apparu pauige?® Il se présente sous forme d’un
chélate qui tend a stabiliser le complexe de Rucalalyseur robuste et recyclable fonctionne
souvent mieux que les catalyseurs de Grubbs Ib&nd*’

29 gchrock, R. R.Tetrahedron 999 55, 8141-8153.

20 5chwab, P.; France, M. B.; Ziller, J. W.; GrubRsH.,Angew. Chem. Int. Ed. Engl995 34, 2039-2041.
2 Furstner, A.; Thiel, O. R.; Ackermann, L.; SchaHzJ.; Nolan, S. PJ. Org. Chem200Q 65, 2204-2207.
22 Chatterjee, A. K.; Grubbs, R. HOrg. Lett.1999 1, 1751-1753.

3 Morgan, J. P.; Grubbs, R. HDrg. Lett.200Q 2, 3135-3138.

Z4gcholl, M.; Ding, S.; Lee, C. W.; Grubbs, R. Brg. Lett.1999 1, 953-956.

#Huang, J.; Stevens, E. D.; Nolan, S. P.; Peterkdn,J. Am. Chem. So&999 121, 2674-2678.

2% Kingsbury, J. S.; Harrity, J. P. A.; BonitatebusR. J.; Hoveyda, A. HJ. Am. Chem. So&999 121, 791-
799.

27 Hoveyda, A. H.; Gillingham, D. G.; Van Veldhuizeh, J.; Kataoka, O.; Garber, S. B.; Kingsbury, J. S
Harrity, J. P. A.Org. Biomol. Chem2004 2, 8-23.
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IV.1.4 METATHESES CROISEES OLEFINES DIMINOSUCRES ET DE PHOSPHONATE
PRECEDENTS

Peu d’exemples d'utilisation d’iminosucre comme tpaaire de métathése croisée sont
rapportés dans la littérature. En effet, notre geoa décrit le premier couplage d’'imi@s-
glycopyranosides avec divers partenaires vinyligdesctionnalisés, dont le vinyl
phosphonate de diéthyt& Puis, I'équipe de Dondoni a rapporté [|'utilisatiahallyl
iminopyranoses et furanosgs.Le manque d’engouement pour ce type de réactiém tr
convergente sur de tels substrats résulte de Eempcé d’'une amine endocyclique, réputée
défavorable & toute réaction de métattéSEn effet, une amine est susceptible de chélater le
métal du carbene et ainsi le rendre inactif. C’pstrquoi Il'utilisation de groupement
protecteur désactivant la nucléophilie de cet atod@zote est essentielle au bon
fonctionnement de cette réaction.

D’autre part, la mise en jeu d'oléfines substitupas des hétéroatomes a considérablement
augmenté ces derniéres ann@ésCependant, l'utilisation en métathése croisée igl v
phosphonate ou analogues n’a fait I'objet que @és tpublications?>?232'8 "équipe de
Grubbs a montré qu’il s’agissait d'une oléfine dgpet Ill, n’induisant aucune
homodimérisatior°"**® De plus, en présence du catalyseur de Grubbs § le
vinylphosphonates conduisent a de bons rendemenigceluit de couplage et une bonne
stéréosélectivité en faveur du composé trans.

La réactivité de la pyrrolidine allylé®, vis-a-vis d’'une homodimérisation puis d'une CM en
présence d’'un partenaire modele le diéthylvinylphosate a été étudiee.

#8 Godin, G.; Compain, P.; Martin, O. FOrg. Lett.2003 5, 3269-3272.

29 Dondoni, A.; Giovannini, P. P.; Perrone, D.Org. Chem2005 70, 5508-5518.

220 Compain, P.Adv. Synth. CataR007, 349, 1829-1846.

2lyan de Weghe, P.; Bisseret, P.; Blanchard, N.tdehe, J.J. Organomet. Chen2006 691, 5078-5108.
222 Chatterjee, A. K.; Choi, T.-L.; Grubbs, R. ynlet2001, 1034-1038.

23| era, M.; Hayes, C. JQrg. Lett.2001, 3, 2765-2768.
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IV.2. ETUDE MODELE DE LA REACTION DE METATHESE CROISEE AVE UN
VINYLPHOSPHONATE SIMPLE

IV.2.1.OPTIMISATION DES CONDITIONS DE METATHESE CROISEE

IV.2.1.1. Métathése croisée en présence du catalyseur deb&mduxieéme
génération

Dans un premier temps le couplage par métathegeera fait I'objet d’'une étude modele sur
le composé diéthylvinylphosphonate commercial aquurdit présenter la méme réactivité que
le dérivé UMP54. Sachant que le diéthylvinylphosphonate est ungaotenaire de métathese
croisée, nous avons d’abord vérifié la réactiviéndtre dérivé allyl@4. La confirmation que
nous avons bien deux oléfines de réactivité diffirenous fait alors espérer une bonne
sélectivité de la réacticfl’

Nous avons engagé le compd®€ dans une réaction d’homodimérisation en présence d
catalyseur de Grubbs deuxieme génération (Schémat6@avons observé qu’une faible
conversion (rendement isolé de 25%).

2 OBn %
OBn | Grubbs Il BrnoH.c NS
BnOHzC)S‘\_j“ N 35°C, CH,Cl, 2 ‘ h_ ﬁ 0Bn
o 25% BnO ’/OB »
Bn0’"  0Bn " " /  CHOBn
34 45 BnO  ©Bn

Schéma 62 Synthese de I'homodimets

Ce résultat révele une faible réactivité du subsihylé 34 en présence du catalyseur de
Grubbs Il, dans des conditions similaires a cellswites pour d’autres iminosucres substitués
par des oléfine&:®%1°

Nous avons pourtant essayé la métathése croiséelekéthylvinylphosphonate (Schéma
63) Malgré des quantités de catalyseur variables del0 mole % nous n'avons pu détecter
gue des traces du produit de couplage attendyppatremétrie de masse.

0Bn Z Grubbs I OBn ﬁ
\N (o] CH20|2 35°C BnOH,C o o
BnOH,C~ N\ 5y |_OEt 2v2.°° 2 BnOH, \:\
2 / \: + \/b\OEt 3 P//O
BnO  ©OBn BnO O8N L 4 okt
34 46

Traces
Schéma 63 Essai d’obtention du produit de couplad

Il était pourtant légitime de penser que cette tréacdevait étre favorable. En effet, la
principale limitation de la réaction de métathese wn substrat de type iminosucre est la
présence d’'une amine insaturée qui est susceplibligctiver le catalyseur par chélation. Or
dans notre cas l'azote endocyclique est désactinggp’il est protégé par un groupement
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benzyloxycarbonyle (Z). La formation du métallo@rb devrait donc se faire sans probleme.
De plus, lintroduction de ce groupement protectetirdonc du carbonyle qui pourrait

également générer la formation d’'un métallacyctermédiaire par chélation du complexe

meétallique et du carbonyle ne devrait pas avoir. lien effet, la formation d'un chélate a 7

chainons n’est pas favorisée (Schéma’®4).

BnO_ O

BnO 0-
oBn oBn Y “[Rul o
N Grubbs Il y Formation d'un chélate
BnOH,C SN rubbs BnOH.C SN intermédiaire a 7 chainons
2 Défavorable
BnO 0Bn BnO "/OBn

Meétallocarbéne intermédiaire

Schéma 64

De plus d’apreés la classification établie par l'gude Grubbs, il semblerait que le dérd&
soit une oléfine de type I, donc, & priori, faciEmhomodimérisable”

Nous avons donc persévéré et choisi de comparfératits catalyseurs au ruthénium utilisés
en métathése croisée.

1.1.1.1. Influence du catalyseur sur ’lhomodimérisation

Nous avons réalisé la réaction d’homodimérisationpeésence du catalyseur de Nolan et
obtenu un rendement tres satisfaisant de 63% empas#d5, bien que la conversion soit
incompléte (Tableau 10). C’est & notre connaissdaqaemier cas rapporté de métathese
croisée ou une si grande différence de réactigtébservée entre le catalyseur de Grubbs Il
et son analogue insaturé.

Lors de l'essai de cette réaction avec le catalysBHoveyda-Grubbs IlI, nous avons
rapidement observé une conversion quasi-totaleredup attendu. Cependant, lors de la
purification nous avons été confrontés a la présedimpuretés non identifiées et
difficilement séparables du compao$g Compte tenu de la couleur verte de ces sous-jispdu

il est envisageable gu'ils soient issus de la dimran du catalyseur, ce qui expliquerait le
rendement moyen de 51% en homodim&sgur (Tableau 16). La présence de rotaméres a
empéché de déterminer la stéréochimie de la ddiaiden a ce stade de la synthése.

2 OBn %
T e BROH,C™ Ny,
N o 4000, CHQCIQ n 2 \ " Z OB
BnOH,C TN ; — obn
2 — Bno OB NG
n n
BnO OBn CH,0Bn
34 45 BnO ’/()Bn

224 Furstner, A.; Langemann, KI, Am. Chem. So&997, 119, 9130-9136.
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Quantité [Ru] ) 0 0

Catalyseur [Ru] (mol%) Durée (h) 34 (%) 45 (%)
Nolan [Ru-3] 10 44 21 63
Hoveyda-Grubbs [Ru-4] 5 16 Traces 53

Tableau 16 :Optimisation des conditions de préparation de I'loaiimére45

Cette étude a permis de vérifier la réactivité deendérivé 1€-allyl et de synthétiser un
précurseur d’analogue de disaccharide en sérimsuare. Au vu de ces résultats satisfaisants
nous avons alors réalisé la métathese croisée lavgartenaire phosphonate en testant
successivement ces deux catalyseurs.

IV.2.1.2. Influence du catalyseur sur la métathése croisée &
diéthylvinylphosphonate.

La réaction de métathése croisée avec le partenaodele a pu étre réalisée dans des
conditions similaires a celles précédemment ugbséNous avons ainsi pu constater la
formation du produit de couplage atterdfiilors de l'utilisation de chaque catalyseur avec
des rendements satisfaisants de 68 a 75% (Tablgau 1

On note a nouveau que dans le cas de l'utilisaliorcatalyseur d’Hoveyda une conversion
guasi-totale est observée en une nuit. En ce quierae le catalyseur de Nolan, méme apres
'ajout de 5 mol% de catalyseur et 28 heures daigibh supplémentaire, la réaction reste
incompléte.

La formation de 'homodimére est également obseetde composés et ainsi isolé dans les
deux cas avec un rendement de I'ordre de 10%.

OBn Z [Ru] OBn ﬁ
N o CHiCl 35°C  grom.c” Ny
BnOH,C~ N\ )™\ |_OEt 27277 BnOH, \;
/ +NPloRy -0
BnO  ©OBn BnO  OBn 4 ot
34 46
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Quantité [Ru] Durée (h) 0 0 0

Catalyseur [Ru] (mol%) 34 (%) 45 (%) 46(%)
Nolan [Ru-3] 10 44 9 8 68
Hoveyda-Grubbs [Ru-4] 5 16 Traces 10 75

Tableau 17 :Optimisation des conditions de métathese croisée

Le composél6 est obtenu uniqguement sous forme de l'isontenes En effet, le calcul des

constantes de couplage réalisé d’aprés les spdeids*H & 80°C découplé du phosphore
31p est sans équivoquign-cn ~17 Hz (Figure 44).

[ |
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h I
,UJI|L -~ A L_)JA le "'uf'u'* I __J,flL"-_Ju_
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Figure 44 : SpectréH RMN du composé6 dans le DMSQ@is, & TA, & 80°C ainsi que
découplé dd'P

Apres plusieurs essais, I'étude modéle de la @acte métathése croisée entre le dérige 1-
allyl 34 et un vinylphosphonate a permis la mise au poistod@ditions optimales suivantes :

utilisation de 5 mol% de catalyseur d’Hoveyda-Gmulb durant une nuit au reflux du
dichlorométhane.
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IV.2.1.3. Cas du substrat 1-propényl-1,4-iminogalactitol

Nous sommes également intéressés a une réactioriamoins favorable, mettant en jeu le
dérivé 1C-propenyl-1,4-iminogalactital 7, isomere du L-allyl-1,4-iminogalactitol34.

Le composé47 est préparé par isomérisation du compd4éen présence d'une quantité
catalytique de complexe métallique.

Un premier essai, catalysé par le palladium dichlbis-acétonitrile dans les conditions
décrites par Lowafy°, nous a permis d'isoler le produit attendu avec randement
satisfaisant de 52% (Tableau 18, essai 1). En aoigmiele temps de réaction nous avons pu
ameliorer le rendement pour obtenir 61% du comgd@qdableau 18, essai 2). Ce rendement
modéré résulte d’'un probléme de séparation avedropereté de polarité trés proche. Lors
du troisieme essai, nous avons pu observer ungeimde de I'échelle sur laquelle est réalisée
la réaction. En effet, en passant de 100 a 200augplus) de produit de départ, dans des
conditions identiques, nous avons remargqué que passions d'une conversion totale a une
conversion de l'ordre de 66%. Ainsi pour I'essan@s avons isolé 53% du proddit
attendu et 14% du produit de dép8# le reste des fractions contenant des impuretés
difficilement séparablelableau 18, essai 3).

Hanessiaret al?*® ayant récemment montré qu'en présence de catalgseGrubbs II, &
haute température dans le méthanol, divers mdlyigs s’isomérisent en dérivés propényles,
nous avons reproduit ces conditions réactionnelsprésence du catalyseur d’Hoveyda-
Grubbs, le produit attenddi7, a été isolé avec 69% de rendement non optimiaBléau 18,
essai 4).

OBn Z Complexe métallique OBn ﬁ
N (10 mol%) SN
BnOH,C~ Ny BnOH,C N\
/ solvant, 60°C .
BnO  OBn BnO  OBn
34 47
Essai Complexe métallique Solvant Durée  Rendement (%)
1 Pd(ACN).Cl, Toluene 10h 52
2 Pd(ACN),Cl, Toluéne 5 jours 61
3 Pd(ACN),Cl, Toluéne 5 jours 53
4 Hoveyda-Grubbs [Ru-4] MeOH 18h 69

Tableau 18 :Isomérisation du dérivé C-allyl 34 en 1C-propenyl47

25 Chang, G. X.; Lowary, T. LTetrahedron Lett2006 47, 4561-4564.
2% Hanessian, S.; Giroux, S.; Larsson, @rg. Lett.2006 8, 5481-5484.
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Ce composé a pu étre déprotégé en présence de’B@lous avons ainsi obtenu le
chlorhydrate48 avec un bon rendement de 79% (Schéma 65).

HCI
0Bn Z BCl; CH,Cl OH E
N 16h, °C
BnOH,C~ N N\ 7, HOHC \__
. 79% "
BnO 0Bn HO OH
47 48

Schéma 65 N et O-déprotection du dérivé C-propenyl47

Pour terminer, il faut noter que nous avons réglleéieurs tentatives d’homodimérisation du
propenyl47, dans les conditions optimisées précédemment, seailsle produit de départ a
pu étre isolé. Ceci peut s’expliquer par la forimatifavorable d'un métallocarbene
intermédiaire qui désactiverait le catalyseur (Sthé&6)>>*

BnO_ O
BnO,
gBn \( OBn Yo‘[Ru] .
N R Nl Formation d'un chélate
W RS u o N . PP R ~
BnOH,C \ [Ru] BnOH,C . R intermédiaire a 6 chainons
Favorable
BnO OBn BnO "OBn

47
Meétallocarbene intermédiaire

Schéma 66

Plusieurs travaux récents ont montré que ce typehdkate non réactif peut étre réactivé en
présence d'acide de Lewis. La compétition entre deax coordinations de la fonction
carbonyle permet ainsi la réalisation de la réacte métathésg*?*"?*®Nous avons donc
introduit I'acide de Lewis utilisé dans ce cas, TiKO'Pr) en quantité catalytique dans le
mélange réactionnel de maniere a limiter la coatim intramoléculaire du carbene
meétallique. Cela n’a cependant pas permis d’isiéeproduit d’homodimérisation.
L’isomérisation du composé Q-allyle en 1€-propényle donne acces a un équivalent du
deérivé 1C-vinyle, qui n’est pas lui-méme accessible dire@etra partir des glycosylamines
dans nos conditions. Néanmoins ce dérivé n'estréetif dans les conditions de métathése
croisée que nous avons mises au point.

L'optimisation de la réaction de métathése crois@as a permis de synthétiser des im@io-
galactofuranosideN et O-protégés originaux. L’'étape suivante consiste demc leur
déprotection.

#27vyang, Q.; Xiao, W.-J.; Yu, ZQrg. Lett.2005 7, 871-874.
28 Baij, C.-X.; Lu, X.-B.; He, R.; Zhang, W.-Z.; Feny.-J.,Org. Biomol. Chen2005 3, 4139-4142.
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IV.2.2. OPTIMISATION DES CONDITIONS DN ETO-DEPROTECTION DE UMINOSUCRE
46

IV.2.2.1. Déprotection de I'azote endocyclique et des étlierbenzyle.

JR Y

Dans un premier temps nous nous sommes intéredaé&dearotection des éthers de benzyle
et de lI'azote endocyclique. La méthode la plus @oument utilisée étant I'hydrogénolyse,
nous I'avons donc essayée bien qu’elle induiserédection de la double liaison.

Par hydrogénolyse

Nous avons fait quelques essais de déprotectigmésence d’hydrogéne et de palladium sur
charbon dans les conditions fréequemment utiliséelalaoratoire (Tableau 19) cependant les
conditions neutres classiques n’induisent aucuneversion. Or, il a été montré que la
présence d’'une fonction amine non aromatique stsulsstrat retarde la débenzylatfoh.
C’est pourquoi nous avons légerement acidifié natédange réactionnel dans I'espoir de
désactiver I'amine et favoriser la réaction. Ceous a permis d’observer un début de
déprotection. L’équipe de Griffin a montré que leesse deD-débenzylation est fonction du
solvant utilisé® Ainsi, par exemple le THF permet une réaction i8 fdus rapide que le
méthanol. Nous avons donc réalisé I'hydrogénolyaesde THF sans grand succes puisque
cela n'a pas permis une débenzylation totale dduytale couplagd6. Seuls des mélanges
de mono et didébenzylation sont observés.

OBn % OH .
\N \ \\N \
BnOH,C . CUN L H,-Pd/C HOH,C ‘ CUN
O S
BnO OBn Etd \OEt HO OH Etd \OEt
46 49
Essai Solvant HCI Durée (h) Conversion

1 EtOH - 18 nulle

2 EtOH 2 gouttes 5 partielle

3 THF 2 gouttes 17 partielle

Tableau 19 :Conditions d’hydrogénolyse du compd&e

29 Czech, B. P.; Bartsch, R. Al, Org. Chem1984 49, 4076-4078.
Z0Hawker, S.; Bhatti, M. A.; Griffin, K. GChim. Oggi.1992 49, 49-51.
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Les hydrogénolyses dans des conditions douces maefiant pas l'acces au composé
déprotégé49 nous nous sommes rapidement orientés vers uneod&tblus efficace, la
débenzylation en présence d'un acide de Lewisidelorure de boré®?

Via l'utilisation du trichlorure de bore

Dans un premier temps nous avons pu isoler I'imateditol 49 avec un rendement modeste

de 11% (schéma 67). A ce stade nous avons étéoobédra un probleme de purification

puisque la conversion semble totale et quaucunauigté n'a été détectée sur le spectre
RMN *H du produit brut. En effet, le compod® est obtenu sous forme de chlorydrate
cependant la purification sur résine échangeuseiatian’est pas satisfaisante puisque le
produit probablement sous forme anionique est vetem la résine. Le chlorhydrate obtenu
étant trop polaire pour étre purifié sur gel desjlnous avons opté pour une purification sur
colonne de silice phase inverse apolaire (C18)siAious avons pu synthétiser et purifier le
composé débenzyl9 avec un bon rendement de 74%.

OBn Z oH , ‘HC
N BCl; (11.5 équiv. SN
BnOH,C~ N\ N\ s (115 €UV e SNy
520 CH,Cl, 16h, 0°c P
BnO OBn O “OEt 11 4 74% HO OH Eto OEt
46 49

Schéma 67 N etO-déprotection du produit de coupladé

Nous avons mis au point des conditiongOddébenzylation permettant en une seule étape de
déprotéger les éthers de benzyle et I'atome d’aaadecyclique, tout en conservant la double
liaison carbone-carbone. Cette méthode de choaidédisée dans la suite de ces travaux pour
la déprotection de nombreux iminogalactitol perlytés

Il est intéressant de noter que la préparationedeomposé nous a certes permis optimiser les
conditions nécessaires a 'avancement de ces tavais nous a également permis d’obtenir
un dérivé phosphonique protégé analogue dd-Gplrophosphate et du Gdl-phosphate.

La derniére étape d’optimisation consiste alorkatéprotection de I'acide phosphonique.

IV.2.2.2. Déprotection de I'acide phosphonique.

D’apreés la littérature, I'agent de déprotectioncgyible de répondre au mieux a nos attentes
est le bromure de triméthylsilyfé %2

#Lyidil, C.; Morére, A.; Garcia, M.; Barragan, V.;arhdaoui, B.; Rochefort, H.; Montero, J.-Euyr. J. Org.
Chem.1999 447-450.
22| adame, S.; Fauré, R.; Denier, C.; Lakhdar-GhazalVilson, M.,Org. Biomol. Chem2005 3, 2070-2072.
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OH 4 .HCI OH . .HBr

N BrSiMe; (10 équiv.) N
HOH,C™ ™\ N\ ————>  HOH,C”™ ™" N\ __
CH4CN, 64h, TA
5 -0 _0

2 59%
HO OH Etd OEt HO OH N

49 50
Schéma 68 Synthese de I'acide phosphonidie

Notre premier analogue de type acide phosphoniquétéaainsi synthétisé de facon
satisfaisante (Schéma 68). (Figure 45). L’élaboratie la partie nucléosidique pour obtenir
un analogue de I'UDP-Glalfait I'objet de la suite de ce travail.

o
OH

H .HBr oH HN)j
HOH,C™ ™\ N\ o o o _o O)\N
. e HOHZC/'jJ"‘ \g/o\p/o‘\i\/

HO ©H N\ ‘

OH . OH OH
HO OH H S

UDP-o-p-Galf

Figure 45 : Similitudes structurales du compds@et de 'UDP-Gaf

L'étude de la réaction de métathése modele nowmduit a la synthése de deux composés
possédant un motif analogue du pyrophosphate @&oté& non). Ces composés sont des
intermédiaires de synthése avancés qui présergatgngent un intérét biologique de part leur
structure et ont été testés comme inhibiteurs pietende 'UDP-Ggb mutase et les Gal
transférases.

IV.3.  SYNTHESE D UN ANALOGUE DE SUBSTRAT DIMERIQUE

Comme nous l'avons vu précédemment |'étude de kctivdté du dérivé X-allyl-
iminogalactitol nous a permis de préparer le praeur d'analogue de substrat diméridiie
Nous avons donc poursuivi la synthése par une éthp®&l et O-déprotection. Cette
déprotection a conduit a la synthése du compés#vec un excellent rendement de 96% sous
forme d’'un mélange Z/E en proportion 1/1,86 (Sch&®a Une hydrogénation catalytique a
ensuite permis I'obtention de I'analogue sat2&u composé&1l (Schéma 69).
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0Bn Z OH |, .HCI
N . N HCI
o BCl (25 &q) .
BnOH, n_ E oBn 3 HOH,C % 4 OH
~ CH,Cl,, 16h, 0°C N =
BnO  ©OBn CH,OBn 2 S6% HO  ©OH CH,OH
45 BnO OBn 51 HO OH
H,-Pd/C
16h, TA
67%
OH | -HCI
N
HOH,C™ '
HO

Schéma 69 Synthese des homodimeres déprotégéxt 52

Nous avons ainsi synthétisé de maniere rapidefiebeé deux analogues disaccharidiques
(51 et52) d’'une portion des galactanes (Figure 46).
OH

N
HOH,C DAY

2

HO OH CH,OH

HO  ©H HO HO

0 -R
51 HO <0 OJ\>—7’O
OH

HO OH HO OH

Fragment de Galactane

Figure 46 : Analogies structurales entre les homodimé&Eet52 et un fragment de galactane

L’intérét pour ces structures homodimériques egtaap avec la mise en évidence de la
reconnaissance de « clusters » de résidus suaresmaines glycosidasé®?**De plus, en
1998, il a été montré qu’'un homodimere simple dimoge, le compod8142, présente une
activité sur deux types de glycosidases (Figuré&7y°

%3 ee, Y. C.; Lee, R. TAcc. Chem. Re4995 28, 321-327.

4 DeFrees, S. A.; Gaeta, F. C. A.; Lin, Y.-C.; Ichika, Y.; Wong, C.-H.J. Am. Chem. So¢993 115 7549-
7550.

23 Johns, B. A.; Johnson, C. Rigtrahedron Lett1998 39, 749-752.

23 Asensio, J. L.; Caflada, F. J.; Garcia-Herrero,Murillo, M. T.; Fernandez-Mayoralas, A.; Johns, &;
Kozak, J.; Zhu, Z.; Johnson, C. R.; Jiménez-Barb&rd. Am. Chem. Sot999 121, 11318-11329.
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B142
IC50 = 20 M amyloglucosidases
IC50 = 49 UM o-mannosidases
IC50 = 1,75 mM B-glucosidases

Figure 47 : Structure et activité biologique de 'homodimererdannose

Cette méthodologie de synthése a été adaptéeraparption de substrats plus complexes et
analogues proches de I'UDP-GaPour accéder a ces analogues, la préparation d'un
partenaire vinyligue comprenant un motif UMP arétée au point.

IV.4. APPLICATION A LA SYNTHESE BDIMINOSUCRE URIDINE
MONOPHOSPHATE

I\VV.4.1.PREPARATION DU PARTENAIRE DE METATHESE VINMYRIDINE
MONOPHOSPHATE(VINYLUMP)

La méthodologie décrite par Duran et ses collakarata été utilisée pour synthétiser le
composés4.2®” || s'agit de la réaction de phosphonodiesters cemsiaux avec le chlorure
d’oxalyle qui conduit au dérivé chloré corresportddlous avons réalisé cette substitution sur
le diéthylvinylphosphonate commercial et obtendédevé chlorés3 de maniere quantitative.
Ce dernier étant grandement sensible a I'humitité&ipu étre caractérisé que sous forme de
brut réactionnel. Cet intermédiairB3 trés réactif vis a vis des nucléophiles a été
immédiatement couplé a un nucléotide, le 2QBisopropylidene uridine, en présence de
triethylamine. Le produit de couplage4 est isolé sous forme d'un mélange Be
diastéréoisomeres en proportion 1/1 avec un boderaant de 61% sur les deux étapes
consécutives (Schéma 70).

o)

- HN
2',3'-O-Isoproplidéne- )j

o (Cocly, o -uridine —ﬁPrOJ O)\N
x_p-OEt I_Cl - . P~o 5

SPGBt i TA SPOR EtoN, 36h, 35°C ° v
36h CH,Cl, \_/
53 584 &

61% (2 étapes)

Schéma 70 Synthese du partenaire de métatheéessu de I'UMP

%7 apeyre, C.; Bedos-Beval, F.; Duran, H.; Baltas, Gbrrichon, L. Tetrahedron Lett2003 44, 2445-2447.
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Cette stratégie nous a permis d’obtenir le partenanyle UMP désiré de facon tres efficace
en 2 étapes a partir du vinylphosphonate commendi@ls avons alors étudié la réaction de
métathese croisée sur le dérive€-hllyl 34 en présence du partenahi

IV.4.2. SYNTHESE DU COMPOSE3 PAR METATHESE CROISEE

La synthése du dériveb par couplage du dérivéQ-allyl 34 avec le partenaire vinyliquet a

été réalisée dans les conditions précédemment igptin Nous avons ainsi pu constater
gu’en présence de 10 mol% de catalyseur de Naarprversion est incompléte. Toutefois,
cette réaction conduit au composé souh@fiéavec un rendement de correct de 51% et a
I'obtention de 8% d’homodiméers (Tableau 20).

Le catalyseur d’Hoveyda-Grubbs Il s’est avéré daescas également plus performant,
conduisant & une conversion quantitative du prodelitépar84. Cependant, contrairement
aux essais précédents, la réaction a nécessiétl'sjipplémentaire de 5 mol% de catalyseur
pour étre complete aprés une nuit d’agitation. Newans isolé le produit de coula§® avec

un rendement de 61% et I'hnomodiméi®avec un rendement de 13% (Tableau 20). Dans les
conditions de purification utilisées, nous avonscomntré un probleme de séparation entre le
produit formé et le vinyl UMP4 induisant une diminution du rendement.

o OBn %

o)
OBnh Z HN BnOH,C SNo
; _/ )\ | [Rup10 moi% 2 \_\ R
N — ps CH,CI 2 o]
BnOH,C \ 22 2Ll 2 » N

o _
N

\—=- , o © T BnO ©OBn P, O

v 40°C, 44h o 0\ o

O><O dc><,o
34 55
Catalyseur [Ru] 34 (%) 45 (%) 55(%)
Nolan [Ru-3] 8 9 51
Hoveyda-Grubbs [Ru-4] Traces 13 61

Tableau 20 :Condition d’obtention du produit de couplag®e

L’isomérietransde la double liaison carbone-carbone a pu étrdigtamme précédemment,
par I'étude des constantes de couplaggifcr~18 Hz) sur le spectre RMN du proton a 80°C
découplé des signaux du phosphtfe

L'utilisation de la réaction de métathése nous renped’obtenir en une étape un précurseur
protégé d’analogue de 'UDP-Gales étapes suivantes de la synthese consistantedola
déprotection des différentes fonctionnalités.
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IV.4.3. OBTENTION DUN ANALOGUE DE SUBSTRAT NATUREL

En nous appuyant sur les résultats obtenus loda dgnthese du compo$®, nous avons
dans un premier temps procédé a la déprotectionéttess de benzyle en présence de
trichlorure de bore. Cette déprotection en miliecida a conduit a I'obtention dun
phosphonate totalement déprotégé. En effet, urle é&ape a permis le clivage des éthers de
benzyle, du carbamate de benzyle et de l'isoprdpgk de la partie nucléotidique avec un
bon rendement de 78% (Schéma 71). Le chlorhydest obtenu sous forme d’un mélange

1/1 deP-diastéréoisomeéres.

Dans un second temps, nous avons réalisé la dépootedu phosphonate d’éthyle en
présence de bromure de triméthylsilyle, ce qui adod a l'obtention de [Iacide
phosphoniqueés7 avec un rendement correct de 54%. Il est remaltguad noter que ces
conditions n’alterent pas les autres fonctionnslié la molécule.

OBn % fo}

N
BnOHzC/'X_?‘ _/ HN | HOH,C \ HN
BnG ", N BCIS (12 eéquiv.), OJ
CH20I2 16h, 0°C
78%

55 56 HO ©OH
BrSiMes (10 équiv.)
CH4,CN. 3j, TA
54%
OH H  .HBr 0
H0H2c®-“‘ _ HN)j
_OH
HO' OH _P{J o)\N
oYY
57 HO ©OH

Schéma 71 Préparation de I'analogue nucléosidiqté

En résumé, nous venons de décrire une synthéskrdiastlective rapide et efficace qui
permet l'accés en 2 a 3 étapes a des analogu&sidie-(alf.

Nous avons tout d’abord synthétisé le premier ansdade substrat dimérique contenant deux
motifs iminofuranose. Puis nous avons préparé dgpes d’analogues de I'UDP-Gal
possédant ou non le motif uridine sous forme desphonate et d’acide phosphonique. Ainsi,
nous avons préparé lI'analogb& dans lequel un motif polaire a 5 atomes mime l¢ifmo
pyrophosphate.

Ce composé, obtenu de maniere sélective avec fagaaationa identique a celle du substrat
naturel, constitue a notre connaissance I'analdgumsus proche de I'UDP-Ghbynthétisé a
ce jour (Figure 48).
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HO H HO o o0
N8 O ..0-P-0-P-Uridine
HOH.” T\ 7 > " P-uridine HoH.e” Y\ )OO
2 / OH 2 / OH OH
HO OH HO OH
UMP-a-1,4-iminogalactitol UDP-o.-D-Galf'
57 B2

Figure 48 : Analogies structurales du nucléosigieet de 'UDP-Gaf

L’évaluation biologique de ces différents composgmme inhibiteurs de 'UDP-Galmutase
et des Gdltransférases sera discutée dans le chapitre & a@cuscrit.

Les travaux de Wong, qui rapportent la conceptionlae synthése de mimes du lien
pyrophosphate, montrent a quel point il est diificde concevoir un mime proche a la fois en
longueur, géométrie, polarité et basicité Toutefois dans un souci d’optimisation de la
structure d’un tel lien, nous avons souhaité famstaliser la double liaison en introduisant un
motif carbonylé susceptible de mimer les interanxgiavec le premier phosphate (Figure 49).

HQ H o e & 2 @
SN N ~Y\.w0-P-0-P-Uridine
HOHZC)\>_7 Y P-Uridine HOHZCJ\>_7 OH  OH
. O OH
HO  OH HO  OH
UDP--p-Galf
B143 B2

Figure 49 : Structure envisagée de I'analogeétophosphonatB143 de 'UDP-Gaf
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V. PREPARATION DE[3-CETOPHOSPHONATE

V.1 PAR FONCTIONNALISATION DE LA DOUBLE LIAISON EXOCYCLIQUE

Notre idée était d’introduire cette fonction cétpre par oxydation d’'une fonction alcool
introduite en positior3 du phosphonate. Dans ce but, divers essais ontgaliéés sur le
substrat modeld6.

Dans un premier temps, une hydroboration a étéyéssdans les conditions décrites par
Srebnik et ses collaboratedré.Malheureusement, la totalité du produit de dégéra été
recouvrée (Schéma 72).

BnO ﬁ
SN~
BnOHzc)\>_7 7 P-OEt
OEt
BnO OBn

Schéma 72 Essai d’hydroboration de I'oléfind6

Nous avons alors tenté sans succés d’époxydeulalebaison (Schéma 735°

Schéma 73 Essai d’époxydation de l'alcerd®

Par manque de temps les méthodes complémentairgsoxydation de la double
liaisorf40:241:242.243.244.245248 ot nag pu étre expérimentées mais devraien¢ faibjet de
recherches a venir.

Nous nous sommes finalement orientés vers une élthgie différente permettant I'accés a
un derivé cétophosphonate.

238 peragment, |.; Srebnik, MQrg. Lett.2001, 3, 217-219.

29 orga, B.; Eymery, F.; Savignac, Bynthesid999 2, 207-224.

20 sturtz, G.; Pondaven-Raphalen, Bull. Soc. Chem. F1983 125-130.

241 Bhler, E.; Zbiral, E.; EI-Badawi, MTetrahedron Lett1983 24, 5599-5602.

242 Ohler, E.; EI-Badawi, M.; Zbiral, EChem. Ber1988 118 4099-4130.

243 Cristau, H.-J.; Yangkou, M. X.; Geze, A.; Bezi4t, Gasc, M.-B.,J. Organomet. Chem998 571, 189-193.
244 stoianova, D. S.; Whitehead, A.; Hanson, P.JRQrg. Chem2005 70, 5880-5889.

250i, X.; Xu, L.; Zhou, Z.-B.; Peng, X.-Hecheng Huaxu004 12, 278-282.

24 Cristau, H.-J.; Pirat, J.-L.; Drag, M.; KafarsRi, Tetrahedron Let200Q 41, 9781-9785.
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V.2. PAR L’ ADDITION NUCLEOPHILE SUR LE1-C-ACETALDEHYDE-1,4-
IMINOGALACTITOL 60

V.2.1. RETROSYNTHESE ENVISAGEE

Afin de contourner les précédents problémes, neassarevu I'approche rétro-synthétique a
partir du dérivé Xc-allyl 34 (Schéma 74). L'obtention du compoSéa été imaginée a partir
du phosphonate corresponddht L'introduction du motif phosphoré a été envisagée
'addition du lithien du méthanephosphonate de tlrylé sur l'aldéhydeA issu de
I'oxydation de la double liaison.

OBn Z . OBn Z OBn Z
lll Lllrldlne lll CI)Me lll
BnOHzc/'wj.‘\\Y\ﬁ/OMe: BnOHzcm“‘\Yﬁ’ome: BnOHzC/'?\_?"“WH
., (0] 0 ", lo] (0] ", fo}
BnO OBn BnO OBn BnO OBn
C B A
OBn Z
N
BnOH,C™ " V) '“\=
BnO  ©OBn

Schéma 74 Rétrosynthése envisagée poufleétophosphonaté6

Nous avons, dans un premier temps, étudié I'oxgdatie la double liaison du groupe allyle
en aldéhyde.

V.2.2. PREPARATION DE lALDEHYDE

La méthode de choix pour effectuer cette transftonast bien sdr I'ozonolyse qui a permis
d’isoler I'aldéhyde60 attendu avec un rendement de 50% (Schéma 75)nGamece dernier
se trouve étre sous forme d’'un mélange insépaeatde le composél également oxydé en
position benzylique en position*’2*®

En effet, nous avons pu observer sur le spectre Ri@Ndans le CDGlun pic & 166,4 ppm
caractéristique du carbonyle d’'un groupement beezdze plus, I'étude du spectre RMN
révéle la présence de signaux aromatiques plusndébl que ceux des benzyles ainsi que
'apparition d’un signal vers 4,5 ppm caractérisggdu groupement GHena d’'un benzoate

au lieu de 3,6-3,7 ppm pour le méme motibed’'un benzyle.

247 Hirama, M.; MShimizu, M.Synthetic Commuri983 13, 781-786.
248 gmith, A. B., Ill; Nolen, E. G.; Shirai, R.; Blask. R.; Otha, M.; Chida, N.; Hartz, R. A.; Fitdh, M.; Clark,
W. M.; Sprengeler, P. AJ. Org. Chem1995 60, 7837-7848.
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BnQ ﬁ 1. O, CH,Cl,/MeOH BnQ ﬁ BnQ ﬁ
WNOows  -78°C, 20 min N0 Nl _o
BnOH2C)\>_7 BNnOH,C \f + BzOH,C \‘f
. ., . H
B0’ opn 2 MegS 4omin BnO  OBn BnO  ©OBn
34 60 61

Schéma 75 Synthése de I'aldéhy®@ par ozonolyse

Nous avons donc préféré utiliser une réaction ge tjohnson-Lemieux qui nous a permis
d’obtenir I'aldéhyde60 sans traces de sous produit issu d’oxydation deye. Différents
solvants sont utilisés dans les protocoles dédeitss la littératuré***%?**Nous avons tout
d’abord utilisé un mélange acétongfHqui nous permis d’obtenir I'aldéhyd#® avec un
faible rendement de 34% résultant d’'une convergojours incomplete apres 24h (Tableau
21, essai 1). Nous avons alors utilisé un co-solghrs polaire, le MeOH : cependant, suite a
des problémes de solubilité du comp8déous avons di ajouter de I'acétone. Ces conditions
ont conduit a une conversion compléte en 3h, et mvons pu isoler I'aldéhyd#0 avec un
rendement correct de 50% (Tableau 21, essai 2)s N@wons ensuite utilisé un mélange
biphasique HO/THF qui nous a permis de synthétiser le compts@du avec un rendement
légérement supérieur (Tableau 21, essdi**3}° Une publication récente faisant état de
conditions standards optimisées pour cette réaetialors attirée notre attention. L’équipe de
Jin a rapporté en 2004, I'utilisation d’'un addiidsique tel que la 2,6-lutidine pour augmenter
le rendement et la vitesse de la réactidrEn appliquant ces conditions nous avons obtenu
'aldéhyde attend®0 avec un excellent rendement de 91% a partir del@ dérivé allylé34

et avec uniquement 0,5 mol% de tétroxide d’osmium.

BnO % BnO ;
N t N (o)
NN~ 0sQy, 'BUOH SANNG
BnOHzc)\>_7 ! BnOH,C
Y NalO4 L
BnO OBn BnO OBn
34 60
Essai 0s0 4 'BUOH Solvants Durée (h)  Additif (2 équiv)  Rendement
1 1 mol% H,O/Acétone (1/2) 24 - 34%
2 1 mol% MeOH/H,0/Acétone (2/1/2) 3 - 50%
3 1 mol% H.O/THF (1/1) 3 - 57%
4 0,5 mol% H ,O/Dioxane (1/3) 3 2,6-Lutidine 91%

9pappo, R.; Allen Jr., D. S.; Lemieux, R. U.; JafmsWV. S.J. Org. Chem1956 21, 478-479.
0 Hanessian, S.; H., S.; Munro, A.; Therrien,.E.Qrg. Chem2003 68, 7219-7233.
lyy, W.; Mei, Y.; Kang, Y.; Hua, Z.; Jin, ZQrg. Lett.2004 6, 3217-3219.
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Tableau 21 :Optimisation des conditions de la synthése de ¢laydiec0

Ayant pu préparer l'aldéhydé0 avec de bons rendements, nous nous sommes ensuite
intéressés a l'introduction du motif phosphonate.

V.2.3. ADDITION DU LITHIEN DU METHANEPHOSPHONATE DE DIMETHEY

V.2.3.1. Conditions de réactions

Nous avons envisagé l'introduction du motif phospdte par I'addition d’'une solution de
I'anion du méthylphosphonate de diméthyle sur Balgde60 précédemment synthétise.
Deux essais ont été réalisés en présence ou nonadide de Lewis afin d’optimiser la
sélectivité de I'addition du dériveé lithié (TableaR). Nous avons ainsi constaté que I'ajout au
préalable de 5 équivalents de HFH,O permet une inversion de la sélectivité de I'addit
Cependant, a ce stade nous ne pouvons pas détetenicenfiguration du nouveau carbone
asymetrique formée.

OBn % OBn % oM OBn % oM
N CH,P(0)(OMe) N R) e N (S) e
BnOHzc/'S“J\"‘WH ° 2 BnOHzc/'w“_?"‘\_/\l'yOMe 4+ BnOH,C™ Y »“‘Y\,',,OMe
H o, Z I I
o o BuLi, THF, -78°C - OH O 5 OH O
BnO OBn BnO OBn BnO OBn
60 62a 62b
Essai LiCH ,P(O)(OMe), BFs.Et,0 62a (%)* 62b (%)* Rendement (%)
1 5eq - 60 40 44
2 5eq 5eq 33 66 50

3 pourcentage déterminé aprés I'étude du spectre R mélange brut
Tableau 22 :Synthese dhydroxyphosphonatg2

Quelques essais ont été entrepris avec le lithieméthanephosphonate de dibenZyfeui
ont conduit a des mélanges complexes. Nous avonsc dpoursuivi avec le
méthanephosphonate de diméthyle.

Nous avons réalisé deux étapes supplémentairesnin@nain produit de conformation
bicyclique rigide de facon a étudier la configuvatdu produit obtenu

%2pondoni, A.; Marra, A.; Pasti, CTetrahedron: Asymmet800Q 11, 305-317.
3Wone, D. W. G.; Rowley, J. A.; Garofalo, A. W.;Rman, C. E.Bioorg. Med. ChenR006 14, 67-76.
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V.2.3.2. Détermination de la configuration du prodeéi

Dans un premier temps nous avons effectué une ggdadyse sélective du carbamate de
benzyle du composé2a Une fois I'amino-alcool63 obtenu, nous avons engagé le brut
réactionnel dans une cyclisation en présence dmwegidiimidazole, ce qui a conduit a la
formation du carbamate cycliq6d (Schéma 76§>*

OBn Z Pd/C, EtOH, Et;N 0Bn H
N Qhie TA N oMme
BnOH,C™ " )"\ "p-OMe BnOH,C~ ™" )'"\">p-OMe
5 OH (") Quantitatif 5 OH (“)
BnO 0Bn BnO 0Bn
62a 63
CDI, DMAP, CH,CI O-0 c')Mg
) i Gl .. ~OMe
16h, TA OB"T hg
45% sur 2 étapes BnOH,C /]
BnO  ©OBn

64
Schéma 76 Synthése du carbamate cyclidie

L’étude des spectres RMN a deux dimensions et gdsculierement le spectre NOESY du
composés4 a permis d’établir la configuration relative desbcames asymétriques du bicycle.
Une connectivité entre le proton en position 4aeedtii en position 3 est observée, or elle ne
peut exister que s'ils sont en relaticig, ce qui permet de déduire la configuration du caeb

en positior3 du phosphonate (Schéma 77).

Schéma 77 Connectivité Noesy déterminante observé sur lecla6d

Ce résultat nous permet de déduire que le compdaé@st de configuration absolueSBet
62b, 8-R.

A ce stade, la poursuite de notre synthése verstefmion d'analogues de typp-
cétophosphonat@6, nécessitait I'oxydation de I'alcool situé en piosi 8.

%4 Cimarelli, C.; Giulli, S.; Palmieri, GTetrahedron: Asymmet8006 17, 1308-1317.
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V.2.4. OXYDATION DUB-HYDROXYPHOSPHONATE

Nous avons réalisé I'oxydation de cet alcool seageden présence de chlorochromate de
pyridinium (PCC)**>?°® Nous avons ainsi préparé [B-cétophosphonateé5 avec un
rendement satisfaisant de 48% (Schéma 78).

Il est intéressant de noter que le compas@eut étre obtenu a partir de I'aldéhy& sans
purification de l'intermédiairé2, avec un rendement de 45%.

OBn Z OBn Z
N OMe . CH Fc’:?ciaﬁgﬁ/? 4h N OMe
Bn0H2C W o P,OMe 2%v12; ) Bn0H2C W .\\\\H/\P/OMe
1] 1]
-~ OH O 48% -~ 0
BnO OBn BnO OBn
62 65

Schéma 78 Synthese dcétophosphonatés

Le cétophosphonatbs préparé, nous avons concentré nos efforts suépkackment de I'un
des deux motifs OMe par l'uridine.

V.2.5. FONCTIONNALISATION DU PHOSPHONATE

L’emploi de la méthodologie précédement utiliséardonctionnaliser le vinyle phosphonate,
ne nous a malheureusement pas permis de formempasé attendu (Schéma 79). Une faible
conversion en dérivé chloré a pu étre observéeG@M €t spectrométrie de masse, néanmoins
nous n’avons pas pu isoler le prodiitattendu méme a I'état de traces.

OBn Z OBn Z
[ qu lll QMe
& W _OMe AN —Uridine
BnOH,C P BnOH,C NP
", lo} o 2 (0] (o]
BnO OBn , BnO OBn
65 66

Schéma 79 Essai de fonctionnalisation du comp@se

Une seconde voie de synthese a été envisagéeadit gle la mono déalkylation du
phosphonate en présence d’iodure de sodium suigielad formation du chlorure de

25 Corey, E. J.; Suggs, J. Wietrahedron Lett1975 31, 2647-2650.
%% |ubineau, A.; Billault, 1.,J. Org. Chem1998 63, 5668-5671.
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phosphonyle corresponddit. Une étape supplémentaire de substitution nucléphi
permettrait alors I'obtention du dérivé attendu.p@edant, face a I'essai infructueux de
substitution nucléophile par le dérivé de I'uridimgus n’avons pas poursuivi cette synthese.

Le B-cétophosphonatg5 étant un précurseur d’oléfine (Réactif de WittigrRler) il nous a en
revanche semblé intéressant de préparer des medépalssédant un lien completement
carboné entre I'uridine et I'iminogalactitol en ogie avec des composeés actifs existants.

V.2.6. OLEFINATION ODH ORNEREMMONS

Nous avons testé la faisabilité cette réaction aresubstrat simple. En nous inspirant des
travaux de I'équipe de Kiessling (voir Chapitreettson 111.3.4) et des structures d’inhibiteurs

issus du criblage de librairie de molécule nousnavenvisagé d'utiliser le benzaldéhyde

comme « mime » de l'uridine (Schéma 80).

0Bn Z Benzaldéhyde, THF OBn Z
BnOH,C NG c')E"oeMe K2COs, HZO, BnOH,C SN =
T o

3 75% 0
BnO OBn BnO OBn

65 67

Schéma 80 Oléfination d’Horner-Emmons du précurseat

La déprotection en présence de B@l été testée, conduisant a un meélange complexe de
produits. L'alternative par hydrogénolyse avec dckBl de Raney a aussi échoué.

Par manque de temps, et vu les difficultés renéesirnous n’avons pas poursuivi cette
synthese.

Dans la suite de ce travail nous présenteronsrithéye d’autres analogues de I'UDP4{Gal
dans lequel le motif pyrophosphate n’est plus mpaé un lien C-3 phosphonate mais est
remplacé par un lien phosphoramidate.
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VI. SYNTHESE D ANALOGUES DE LA PHOSMIDOSINE

VI.1. LE LIEN N-ACYLPHOSPHORAMIDATE

La phosmidosine est un produit naturel possédafieniN-acylphosphoramidate unique liant
une pyrrolidine a un nucléoside (Figure 50). Ce posé a été isolé pour la premiére fois en

1991%°" |l présente des activités antibiotiques et antfgnes mais également
antitumorale$>%2*°

T

N \N

B144
Figure 50 : Structure de la Phosmidosine

Deux autres produits naturels possedent unNiacylphosphoramidate : I’Agrocin 84 qui est
un antibiotiqué®®?®* et la Dinogunellif®® dont la structure compléte n’est pas clairement

établie (Figure 51).

HO
HO ° o HO
1]
W\IT’ \(\OCOR NH,
HO HOH NH o 0 o N | N
|
¥ Ep\ o W e
N OH o NH, H
OH HO ©OH
B14s OH B146
Agrocin 84 Dinogunellin

Figure 51 : Structures de la Dinogunellin et de I'’Agrocin 84

Des composeés synthétiques portant un migtdcylphosphoramidate présentent également
des activités biologiques intéressantes. C’esasedu composB147 qui est un analogue du
substrat de l'aspartate-semialdéhyde déshydrogéftase 1.2.1.11) et pour laquelle il
présente une inhibition compétitivé;(= 92 + 40 uM) (Figure 52°° Le composéB148

%7 Uramoto, M.; Kim, C. J.; Shin-ya, K.; Kusakabe; Kono, K.; Phillips, D. R.; McCloskey, J. Al, Antibiot.
1991, 44, 375-381.

28 Matsumura, F.; Onose, R.; Osada, HAntibiot.1996 49, 361-365.

29 Kakeyda, H.; Onose, R.; Phillip, C.-C. L.; OnozaWa; Matsumura, F.; Osada, KCancer Res1998 58,
704-710.

29 Roberts, W. P.; Tate, M. E.; Kerr, Nature1977, 265, 379-381.

%1 Tate, M. E.; Murphy, P. J.; Roberts, W. P.; Kér,Nature1979 280, 697-699.

262 Hatano, M.; Hashimoto, YT oxicon1974 12, 231-236.

#3Cox, R. J.; Gibson, J. S.; Mayo Martin, M. BhemBioCher002, 3, 874-886.
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quant-a lui est un analogue de I'acideR3-&émino-2-oxobutylphosphonique et inhibe 85% de
la D-Ala-D-Ala ligase & une concentration de 1 m¥.

o

O H : HOH
HO. ! N\H/\‘)J\ ‘. _N_T_OH
P OH H,N P’
2
"o 0 N, T
B147 B148
K;=92 + 40 uM K;=50 uM
aspartate-semialdéhyde deshydrogénase 85% d'inhibition de la

D-Ala-D-Ala ligase a1 mM

Figure 52 : Structures de motNl-acylphosphoramidate biologiqguement actif

Ces précédents nous ont donc conduits a imagiseartidogues de 'UDP-Galans lesquels

le motif pyrophosphate serait mimé par un lien phosamidate (Figure 53). Ceci revient a
remplacer le méthylene en positiondu phosphonate des précédentes structures par un
isostére, le groupe amino.

HO H HO H
N H\? N = 9
HOH,C g P~Uridine HOH,C \HA?‘Uridine
-0 OR - 0O OR
HO  OH HO  OH
B86 B143

Figure 53 : Analogue de I'UDP-Gdlenvisagé portant un lieN-acylphosphoramidate

VI.1.1. METHODOLOGIE DE SYNTHESE

VI.1.1.1. Données bibliographiques

La construction d'un lien de typ&l-acylphosphoramidate est décrite selon différentes
méthodes (Schéma 8%},

La voieA consiste a former la liaison P-N par déprotonatier’amide avec une base forte,
puis a réaliser la phosphorylation en présencéniteaphosphonatef>264:266.267

La voie B repose sur la phosphorylation d’'un acecylphosphoramidique ou déri¢.
Compte tenu du fait qu’il faut avoir préparé augaéle le dérivéN-acylphosphoramidique
cette voie est plutét utilisée pour fonctionnaligsephosphoramidate.

%4 Chakravarty, P. K.; Greenlee, W. J.; Parsons, \/.Fdtchett, A. A.; Combs, P.; Roth, A.; Bush, R; D
Mellin, T. N.,J. Med. Chem1989 32, 1886-1890.

2> Robles, J.; Pedroso, E.; Grandas,JAQrg. Chem1995 60, 4856-4861.

266 Mizrahi, V.; Modro, T. A.J. Org. Chem1982 47, 3533-3539.

%7 Adams, L. A.; Charmant, J. P. H.; Cox, R. J.; \&falM.; Whittingham, W. G.Qrg. Biomol. Chem2004 2,
542-553.

288 Zioudrou, C.Tetrahedrornl692 18, 197-204.
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La construction de la liaison C-N est réalisée lpavoie C qui correspond a l'acylation du
motif phosphoramidate par un dérivé activé d'actéé que les halogénures d'acyle.
Cependant, cette méthodologie conduit fréquemmebbbdention d’'un mélange di a la
formation de I'amide avec coupure de la liaison Rf*P

Une réaction de type Arbuzov permet d’obtenir l&ation de liaison P-N en présence de
trialkylphosphite et d’'umN-haloamidevia la voieD.?"°

La voie E conduit a la formation du motif phosphoramidateeradu via la réaction de
phosphore pentahalogené et d’un amide suivi paraitement en présence d'alcoolaté.

Enfin, la voie F repose sur les méthodes de synthése d'oligonimésotadaptés par les
équipes de van Boom et Grand&¥:’?Elle consiste en la phosphitylation d’'un amide en
présence d’'un phosphoramidite suivie d’'une étaprydfation du phosphore.

o HNC
ROy & \n/R1 X.__N(iPr),
RO o P™ Ty HzN\n/R1
OR
o]
A F
O H RO._T H E
X.l_N__Ry + ROH PN Rt —— PXs +  HN__Ry
xTT RO \(f)r hig
o o
o X
RO R4 H
p— P(OR + _N__R
Ro P NH2 Tol/ (OR), x N~ R
o

Schéma 81 Voies de synthése du mdHacylphosphoramidate

VI.1.1.2. Rétrosynthese envisagée

Au vu des précédentes observations, la formatida taison N-P est la méthodologie la plus
fréquemment utilisée. Nous avons donc opté powylghéese du lien phosphoramidate a
partir de 'amide correspondante (Schéma 82). LA est obtenue, quant a elle, a partir de
I'aldéhyde60 précédemment préparé.

29 Challis, B. C.; lley, J. N.J. Chem. Soc., Perkin Trans1987, 1489-1494.

2% Desmarchelier, J. M.; Fukuto, T. R.,Org. Chem1972 37, 4218-4220.

21 gprecher, M.; Kost, DJ. Am. Chem. So&994 116, 1016-1026.

272 Filippov, D.; Timmers, C. M.; van der Marel, G.;Aian Boom, J. H.Nucleosides Nucleotidek997, 16,
1403-1406.
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OH Z V4 z
3 \ H Q%rldlne oq \’h \ 0 &g r'q . H
HOH,C \ \n/ ﬁ/ — BnOHZC)\>_7. Y — Bnonc)\>_7 \[(
0O O - NH, 0
HO OH BnO OBn BnO OBn
B86 A 60

Schéma 82 Rétrosynthése envisagée pour I'analogue de la pidosine

Dans une premiére partie, nous nous intéressemnsalla synthése de 'amide intermédiaire
puis dans un second temps a I'étape sensible dgppboylation.

VI1.1.2 PREPARATION DE LAMIDE

Nous avons d’abord pensé préparer I'amide a partir de l'acide carboxyliqué8
correspondant (schéma 83). L'oxydation de l'aldéhgd acide carboxylique a lieu avec le
2,2,6,6-tetraméthyl-1-piperidinyloxyle (TEMPO) eéhypochlorite de calcium comme co-
oxydant®>’® Nous avons ainsi pu isoler I'acide carboxylidi&avec un rendement correct de
52% (Schéma 83). Compte tenu de la forte polastéattide, la purification sur gel de silice
nécessite I'ajout d’'une faible quantité d’acidetapée a I'éluant. Ceci permet en effet de
limiter la diffusion du produit sur la colonne. Gelant, la purification reste I'étape limitante
de cette synthése puisque malgré une conversiafetde I'aldéhyde de départ en acide
carboxylique, seuls 52% d’acide sont recouvrésstQ@urquoi nous avons choisi d'utiliser

I'acide 68 brut pour la formation de I'amidea le chlorure d’acyle correspondant.

Cependant, I'activation de I'acid&B en chlorure d’acyle n'a pas eu lieu. Seul le proda
départ est isolé.

OBn % OBn %
N TEMPO, Ca(OCl), N
BnOH,C * o) BnOH,C .
NaHCO; KBr, 1h
BnO ©OBn 52% BnO
60 68
Schéma 83

Face a ces difficultés, nous avons choisi une sgethtandem en un pot. A partir de
'aldéhyde 60, la formation de lintermédiaire nitrile est ré&ae en présence d’iode et
d’ammoniaque, l'ajout de peroxyde d’hydrogene auliemi réactionnel permettant
normalement I'obtention de I'amidé’ Cette réaction ne permet d'isoler que le dérivél@i
intermédiaires9 et ce avec un rendement de 58% (Schéma 84).

23 Barroca, N.; Jacquinet, J.-Carbohydr. Res2002 337, 673-689.
2" ghie, J.-J.; Fang, J.-Ml, Org. Chem2003 68, 1158-1160.
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OBn Z 0Bn Z OBn Z
N 1. NH,OH, I, N H N
BROH,C™ ")\ 0 BnOH,C™ " )"\ 2. BnOH,LC -“‘Yo
/ THF, 16h [N N /
Bn0 ©OBn" 58% BnO  OBn Bno'  oBn"H2
60 69 7

Schéma 84

Nous avons alors essayé de former I'amide a pddirnitrile 69 dans des conditions
classiques sans succes (Schém&66).

Schéma 85

La stabilité du nitrile69 nous a amenés a revoir notre meéethodologie d’aac&amide
attenduer 1. L’équipe de Williams décrit en 2007 une synthesme pot » d’amides catalysée
par iridium via I'oxime correspondant&€® Dans un premier temps nous avons réalisé cette
synthese étape par étape. Ceci nous a permisat’isokime intermédiaire/0 sous forme
d’'un mélangeE/Z en proportion 66/34 dans des conditions classiBelséma 86). Puis nous
avons converti le précurseid® en I'amide attendu&l apres un réarrangement catalysé par
un complexe d'’iridium avec 67% de rendement.

OBn % OBn % [Ir(Cp*)Cly], OBn %
N NH,OH.HCI, MeOH N Tolugne, 110°C N
BnOH,C™ ™ ““\]¢0 ———  BnOH,C” " '\ N.gy BnOH,C~ ' »\‘\[(NHz
Pyridine, TA, 12h / Dean-stark / o
BnO oBnH 69% BnO 0OBn 67% BnO ©OBn
60 70 71

73% a partir de 60 sans purification de 70

Schéma 86 Synthese de I'amidél

Ces deux étapes peuvent également étre réaliseegpgafication de I'oxime intermédiaire
70 conduisant a I'amid&l1 avec un bon rendement de 73%.

D’un point de vue mécanistique les auteurs progosanmécanisme par analogie avec le
réarrangement de Beckmann (Schéma 87). Cepentaetnblerait que I'isomérisatio/Z

de I'oxime ait lieu plus rapidement que le réaremgnt. En effet, lors de la réaction sur le
mélangeE/Z de compos&0 nous avons isolé uniquement I'amidé et aucune trace d’un
éventuel isomere qui n'aurait pas réagi.

275 Humpbhries, M. J.; Ramsden, C. Synthesid999 6, 985-992.
2% Owston, N. A.; Parker, A. J.; Williams, J. M. @rg. Lett.2007, 9, 73-75.
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HO.N  rcpycial, CI(*Cp)Ir/O\IN |N—I9rl( — R T Osircpycl j\
H” >R (-HCI) H)\R ||2 b N\H R” “NH,
B149 B150 B151 B152 B153

Schéma 87 Mécanisme proposé pour la synthése d’'un amideyssa I'iridium

L'utilisation de cette méthode nous a permis ddlstiser le dérivé T-carboxamidométhyl-
1,4-iminogalactitol 71 qui devrais nous permettre de poursuivre la swethpar N-
phosphorylation.

VI1.1.3.REACTION DE PHOSPHORYLATION

hY

Pour la création de la liaison N-P a partir du w#rvl, nous nous sommes plus
particulierement intéressés aux travaux de I'équipeSekine traitant de la synthése de la
phosmidosineia la voie F (Schéma 62§72"®

Dans un premietemps nous avons appliqué les conditions standdedshosphitylation et
d’'oxydation a notre substrat ; cependant nous mavmas observé la formation du produit
attendu72 (Tableau 23, essai 1). Comme au sein du laboead@is variations de réactivité ont
pu étre observées entre le tétrazole en solutide wtrazole solide, nous avons réitéré cette
réaction en présence d’activateur sous forme soll@esecond essai a donné des traces du
produit attendu (Tableau 23, essai 2). Nous avdéors anodifié 'agent de phosphitylation.
L'utilisation du diisopropylaminophosphite de dilagte nous a permis d’isoler 10% de
produit attendw2 sous forme d’'un mélange inséparable avec une etduie méme polarité
(Tableau 23, essai 3). Nous avons ensuite changérdeole pour un dérivé plus acide, le 5-
mercapto-1-methylH-tétrazole (MMT), susceptible d’accélérer la réaatiCependant, nous
n‘avons pu identifier que des traces du produératti (Tableau 23, essai 4). Tous les essais
précédents ayant eu lieu a température ambiantas ravons donc opté pour une
augmentation de la température du mélange réaetionn

Bien que les phosphitylations soient en principieatfiées a 0°C voire a température
ambiante, nous avons pu noter par CCM une cons#eraugmentation du taux de
conversion qui avoisine alors 100% lorsque la iéaatst conduite a 40°C. Cependant, nous
obtenons alors un mélange complexe de produitscitkfhent séparables. De plus, nous
avons remargqué que le produit attendu tend a seadig&gsur gel de silice. C’est pourquoi
nous n’'isolons que des traces de comp@@ableau 23, essai 5).

L'utilisation du MMT comme activateur n'apportanicane amélioration, nous avons donc
poursuivi avec le tétrazole solide. Nous avons teain la température a 40°C, de maniere a
obtenir une conversion totale, et nous avons @k 5% du produit attendu avec les mémes
problemes de purification (Tableau 23, essai 6ud\avons alors neutralisé la silice par ajout

27" Moriguchi, T.; Yanagi, T.; Kunimori, M.; Wada, TSekine, M. J. Org. Chem2000Q 65, 8229-8238.
2’8 Sekine, M.; Okada, K.; Seio, K.; Kakeya, H.; Osada Obata, T.; Sasaki, T, Org. Chem2004 69, 314-
326.
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de 2% de triéthylamine a I'éluant, cependant céapas permis I'obtention du produi@
pur. Seule l'utilisation d’'un éluant contenant 0,%% triéthylamine nous permet finalement
d’isoler leN-acylphosphoramidafé2 pur avec un rendement de 36% (Tableau 23, essai 7)

OBn Z 1. R,NP(OBn),, activateur 0Bn Z
SN CH,CN Ho
BnOHzC \ " YO 8 Bn0H2C ‘\\N -“‘\n/N\ﬁ/an
", t / A
BnO OBnNHz 2. 'BuOOH BnG ,ano 0
71 72
Essai R>NP(OBnN), Activateur Durée (h) Température Rendement (%)
1 Et,NP(OBn), Tétrazole (6 équiv.) 48 TA
2 Et,NP(OBn), Tétrazole (3 équiv.)b 25 TA Traces
3 'Pr,NP(OBnN), Tétrazole (3 équiv.)° 25 TA 10°
4 iPerP(OBn)z MMT (3 équiv.) 5 TA Traces
5 'Pr,NP(OBN), MMT (3+1 équiv.) 5 40T Traces
6 'Pr,NP(OBN), Tétrazole (3 équiv.)° 2 40C 5
7 'Pr,NP(OBn),  Tétrazole (3 équiv.) ° 2 40C 36

2tétrazole en solution
Ptétrazole solide
“mélange de deux produits non séparables

Tableau 23 :Optimisation des conditions de phophitylation

Ces conditions déN-phosphorylation n’étant pas satisfaisantes, naumsa testé d’autres
méthodologies de synthese.

Nous avons considéré une synthese exotique daikoni N-P mettant en jeu la voie
(Schéma 81), sans sucé&sSeul le produit de dépaitl est isolé aprés 20h de réaction
(Schéma 88).

OBn Z
N
Bnomcm-‘"\fo
Bno'  oBnNM2
7

Schéma 88
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Dans le cadre de l'étude de la formation de lasdiai N-P, il nous reste a essayer la
phosphorylationvia le diéthylchlorophosphate sur I'anion de I'amide (Schéma 81, voie
A).?®” Nous nous sommes & nouveau trouvés confrontés prdblémes de séparation et de
dégradation sur gel de silice. Cependant le compdsihdu73 est obtenu avec 35% de
rendement non optimisé (Schéma 89).

OBn i 1. THF, BuLi 0Bn Z H OF
SN -78°C, 45min N .
BnOHzc/'S_? YO BnOH,C~ _.\\n/N\r:,/ Et
. i}
- NH, 2. CIP(O)(OEt), .0 O
BnO  ©OBn 8h, TA BnO  ©OBn
0,
7 35% 73

Schéma 89 Synthese du N-acylphosphoramidé@se

Nous avons eégalement envisagé la création de Isoia C-N par acylation du
diéthylphosphoramidate commercigia I'acide carboxylique68 (Schéma 81, voieC).
Néanmoins, dans les conditions décrites dans tixdture nous n’avons observé que des
traces du produit attendu (schéma 96).

OBn %
SN
BnOH,C~ " N\ _0

BnO 'OBn
68

Schéma 90

En résumé, deux stratégies de synthése ont cormluides résultats similaires, la
phosphitylation de l'acétamid@l suivie d’'une oxydation (Tableau 23, essai 7) et la
phosphorylation de I'anion de 'amidd. (Schéma 89).

A ce jour, aucun travail supplémentaire n'a étdiséavec ces analogues de la phosmidosine,
leur faible stabilité n’étant pas compatible avaariéthodologie de synthése envisagée. Par
conséquent, nos efforts se sont orientés vers rahase d’analogues du motN-
acylphosphoramidate.

29 Adams, L. A.; Cox, R. J.; Gibson, J. S.; Mayo-NtarM. B.; Walter, M.; Whittingham, W Chem. Commun.
2002 2004-2005.
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VI1.2. SYNTHESE D UN LIEN DE TYPEN-(ALKOXYCARBONYL )-
PHOSPHORAMIDATE

Notre attention s’est portée sur la formation d'lien légerement plus longN-
(alkoxycarbonyl)-phosphoramidate. Il peut étre obteen une étape, dans des conditions
douces, par condensation de I'isocyanate de dightlbgbhonyle sur un alcott??%

Dans un premier temps, nous avons envisagé deagalktte synthése sur I'aldéhyde dérivé
du 1-C-propényl-iminogalactito#f7 de maniere a former un lien non plus a 6 maistobes
entre I'iminosucre et l'uridine (Schéma 91). Cepammtdcompte tenu de la relative instabilité
de ces aldéhydes en position pseudo anoméfqumus nous sommes d’abord concentrés
sur la formation d’urN-(alkoxycarbonyl)-phosphoramidate sur I'aldéhygfeprecédemment
synthétisé (Schéma 91).

OH ﬁ o (”) OBnﬁ /2 OBnﬁ
HOHZCJX“‘_?”‘\OJLN/Z\E?MN — BnOHZC/'w‘\j"“ H— BnOHZC/'s\_?"“\/
HO  ©OH BnO  ©OBn BnO  ©OBn
B A 47
OH % OBn% OBn%
N H Uridine N H OEt N
N N o N o a 0 N K\ Ry H
HOHZCﬁJ N \n/ \ll.{l,,OEt 5 BnOH,C N \ﬂ/ \ll',l,OEt 5 BnOHchwJ w
wo on © O Bno oBn © © Bno  0Bn°
D c 60

Schéma 91 Rétrosynthése envisagée pour le iefalkoxycarbonyl)-phosphoramidate

Afin d'étudier la faisabilité de cette étape, n@wns tout d’abord préparé l'alcod#t par
réduction de I'aldéhyd60 en présence d’une source d’hydrure. L'alcbbh été obtenu avec
un rendement correct non optimisé de 67% (Schéma 92 composérS a ensuite été
synthétisé avec 84% de rendement (Schéma 92). @es @apes ont été réalisées sans
purification de l'intermédiaire4, ce qui a permis d’isoler le produib avec un rendement
remarquable de 88%. Ce composé semble étre stabteles conditions de purification sur
gel de silice ainsi qu’a I'air et a la lumiére.

280 7\vierzak, A.; Pilichowaska, SSynthesid 982 922-924.

21 gingh, J.; Gurney, E.; Hategan, G.; Yu, P.; Zemdrow.; Zhou, N. Sulfonamide peri-substituted bliys
for occlusive artery diseasat. Pat. Appl.W020060079520, 2006.

282 Dondoni, A.; Perrone, DTetrahedron Lett1999 40, 9375-9378.
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Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

OBn Z NaBH, OBn Z (Et0),P(O)NCO 0Bn Z
N CH,Cl,/MeOH N CH,Cl, N H OEE)
BnOH,C™ ™" "\ H BnOH,C~ ™" N BnOH,C™ ™" ) "\-O N. [OEt
3h, -78°C a TA 17h, -78°C a TA YO
. 0, ‘. 0, 'f/
Bno'  ©oBn° 67% B0 onOH  84% Bno© ©oBn © ©
60 74 75

88% sur les deux étapes consécutives

Schéma 92 Synthése du compogg

Nous avons alors essayé d’introduire le motif médiDans un premier temps, le chlorure de
phosphoryle est préparé et immédiatement engage wan réaction de substitution, comme
nous I'avons réalisé préecédemment sur le diéthylphosphonate. Cependant, cette réaction
a conduit a la formation d’'un mélange complexe dedpits non identifiés. Nous nous
sommes donc orientés vers la mono désalkylatiophdsphonate par I'iodure de sodidf.
Malheureusement, seule la dégradation du Nefalkoxycarbonyl)-phosphoramidate a été
observée. Nous n’avons obtenu que le précurdé(Bchéma 93).

1.(COCI),, CH,Cl,, 48h, 40°C

2. 2', 3'-O-isgpropylidéne uridine OBn Z
EtsN, CHXQl,, 48h, 40°C ' H Uridine
BnOH,C”™ ™" )"\ O N. [ OEt
; \[r I
BnO ©0Bn
0Bn Z 7
N_ | H OEt
BnOH,C™ ™" "\-Oy N.._OEt
| O e
Bno ©oBn ©
75
Nal, acétone OBn Z
36h, 50°C

N
BnOH,C™ ™" N"\_-OH

"

BnO  ©OBn
74

Schéma 93 Essai de fonctionnalisation du précurséir

De maniere a pouvoir juger de l'influence d’'unnetif comme mime de pyrophosphate nous
avons souhaité évaluer l'activité biologique dui®i75 déprotégé. Pour cela, nous avons
essayé differentes conditions @edébenzylation. Cependant quelle que soit la méhod
utilisée, nous avons obtenu dans tous les cas uange équimolaire non séparable du
produit attendu et de I'alcool déprotégé (Tabledu P’instabilité en milieu acide du lieN-
(alkoxycarbonyl)-phosphoramidate avait été précédent décrite par I'équipe de
Zwierzak?®°

23 Tyrhanen, P. A.; Ahigren, M. J.; Jarvinen, T.; ¥&linen, J. JSynthesi®001, 4, 633-638.
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Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

OBn % OH |:| OH I;I
N H OE N H OE N
BnOH,C . “\\\/O\H/N\Fl’/éEt HOH,C ¥ N0 N\F',/6Et + HOH,C \ "‘\\
. 1l /| \ﬂ/ 1l !
Bno oBn © © oo on 9 O o' on°H
75 77 78
Essai Milieu réactionnel Durée Pression Température Résultat
BCl;, DCM 32h 0T Mélange
H,, Pd/C, AcOH 4 jours TA Mélange
H,, Pd/C, EtOH, & ACOH 2 jours 200 & 400 Psi TA Débenzylation
incompléte
Hs, Ni Raney, MeOH 30h TA Debenzylation
incompléte
Hs, Ni Raney, MeOH 16h 40C Debenzylation
incompléte
H,, Ni Raney, MeOH 36h 40C Mélange

Tableau 24 :Essai deN etO-déprotection du compogd

La faible stabilité des divers phosphoramidatesth®tisés ne nous a pas encouragés a
persévérer dans la recherche de voies de synttEssefpant I'accés a des analogues de
'UDP-Galf possédant ce motif. Cependant, les essais réaliggsermis la mise au point de
différentes méthodologies d’acces a des iminogadétfonctionnalisés en position pseudo-

anomeérique par des groupements clé fonctionnaéisalaldéhyde, amide, acide carboxylique
et alcools).
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Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

VII. CONCLUSION

Nous avons développé, a partir du glucopyranosev@ngial, une synthése rapide et efficace
permettant 'accés a des analogues proches de FGaP

Dans un premier temps nous avons mis au pointdnége performante déglycosylamines
protégées, en une étape a partir de 'hémiacétedsmondant.

Puis une addition nucléophile catalysée par uneadalLewis nous a permis de préparer des
amino-alcools dérivés du glucose a chaine ouverteahiére totalement diastéréosélective.

La cyclisation de ces amino-alcools a permis |lparétion de pyrrolidines polyhydroxylées
avec le passage de la configuratigluco a galacta Ces iminogalactitols sont obtenus
diastéréosélectivement avec une configuratioentique a celle du substrat naturel (UDP-
Galf) des deux familles d’enzymes intervenant dansdsybthese des galactanes.

La fonctionnalisation de l'un de ces iminofuranosegyinaux, le 1€-allyl-1,4-imino-D-
galactitol 34, a permis l'acceés a divers analogues’d®P-Galf comme nous le montre la
Figure 54.
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HOHZC 0
CH,OH HOHZCJSJ \—\ OJ HN
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o 0 N
BnOH,C SN BnO OBn 67 HOH,C SN __
[ T\.o0 &

OBn Z HO OH

P
BnO OB Etd OEt N qu HO OH
46 e BnOH,C~ " ““\n/\ﬁ/OMe 50
. = | T &
/ BnO OBn
4 65
BnQ ﬁ
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BnO  ©OBn 34 / ' Ho
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Figure 54 : Analogues de 'UDP-Galf préparé a partir du comp@4é

Dans un premier tempga un couplage par métathése croisée catalysée peatdéyseur
d’'Hoveda-Grubbs II, nous avons eu acces a troidllessme composés susceptibles d’agir sur
la biosynthése des galactanes: le pseudodisadeha®, I'iminoglycosylpropényl-
phosphonatel5 et I'analogue de 'UDP-G&B5 qui ont pu étre partiellement et totalement
déprotégés. Ainsi nous avons préparé, entre adtmdnogalactitol-nucléosidiques7 qui
constitue I'analogue le plus proche de I'UDP4Gatorporant un iminosucre et conservant un
des phosphates du lien P-O-P.

La fonctionnalisation de la double liaison créées|de I'étape de métathése croisée s’est
révélée difficile. Nous nous sommes donc orien&s wne autre méthodologie de synthese
du dérivép-cétophosphonat@s. Dans ce cas l'introduction du motif phosphonaiegge une
fonction alcool qui est alors oxydée. Nous avomsiagdu accés a un précurseur d’analogues
plus fideles de pyrophosphate. Néanmoins nous n&ymas réussi a introduire le motif
uridine ni méme a déprotégerfiecétophosphonates.
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Vers la synthése d’analogues de nucléotides-imgresw de 'UDP-Galf

La synthese de l'acétaldéhy@® par oxydation du précurseurCallyl-1,4-iminogalactitol

34 a cependant pu étre réalisée. L'obtention de rewwe building-block » iminogalactitols
via le composé60 a pu étre mise au point ouvrant ainsi la voie andenbreuses
fonctionnalisations ultérieures et a la synthesaies analogues de glycoconjugués dérivés
du galactofuranose (Schéma 94).

OBn %
\N \
BnOHZC . o \fo

BnO KOBn

68

BnOH,C YN
0Bn Z 0Bn Z /'3—7 Ny
N N BnO ©OBn

BnOH,C™ ™" )"\ —= BnOH,C™ ™" \TH
5 .0 69
BnO OBn BnO OBn
OBn Z
34 60 ﬁ
BnOH,C . "‘\\fo
Bno ‘oBn\M2
71
OBn%
\N \
BnOH2C N \\
BnO oBn°H
74

Schéma 94 Obtention de divers iminogalactitols fonctionnaish position pseudo-anomérique

Finalement, nous avons travaillé a la synthése iddgalactitols possédant en position
pseudo-anomérique des motifdN-acylphosphoramidate 73 et N-alcoxycarbonyl-
phosphoramidaté5. Cependant ces composeés se sont avérés installesed conditions de
fonctionnalisation et de déprotection, empéchapblarsuite de la stratégie envisagée.
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Synthése d’analogues de I'UDP-Gah sérigS-iminogalactofuranose

|. INTRODUCTION ET TRAVAUX PRELIMINAIRES

Dans le cadre de la recherche de nouveaux inhibifgotentiels des deux types d’enzymes

mises en jeu dans la biosynthese des galactanas,pnoposons de développer une synthése
différente de celle décrite dans le chapitre préotdpour accéder sélectivement a des
analogues nucléotidiques de 'UDP-GdEe configuratior3. Cette stratégie de synthése est

basée sur une cycloaddition 1,3-dipolaire entre nitrene cyclique dérivée de sucre et un

partenaire oléfinique dérivé de 'TUMP.

Depuis la synthése de la premiére nitrone en 1890Beckmanid® Iintérét pour ces
intermédiaires réactionnels n'a cessé de grandos Mavaux portant sur la synthése
d’analogues de 'UDP-GAflnous allons plus particuliéerement nous intéreadarsynthése et
a la réactivité des nitrones cycliques a cinqg mesibr

|.1. RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE: ACCES AUX NITRONES CYCLIQUES DE TYPE
PYRROLINE-N-OXYDES

Ces dernieres années les nitrones cycliques isdaesucres ont suscité une attention
grandissante en raison de leur réactivité et de ileiérét comme « pool » chiral. Deux
méthodes principales sont rapportées dans la dlities ;. I'oxydation d’amines et
d’hydroxylamines cycliques et la cyclisation d’oximlinéaire$®°

En 1993, Brandi décrit la premiere synthése de iteome B156 par oxydation d’une
hydroxylamine cycliqueB155 (Schéma 953 Cette derniére est obtenue & partir@ -
dibenzyl tartrate de diéthyl8154 par réduction des esters d’éthyle suivie d’'unesgittion
puis d’'une double substitution nucléophile aveyditoxylamine. L'oxyde de mercure (Il)
permet alors I'oxydation dB155 et conduit a la nitronB156 avec un rendement de 93%.

1. LIAH, _

2, TsCl OH o

EtO,C  OBn 60-80% N HgO, CH,CI NS

» CHCl, N

Bn0: CO,Et 3. NH,OH. HCI 5—7 93% 5—7
Et3§,7OE/tOH BnO  ©OBn BnO  ©OBn

(]
B154 B155 B156

Schéma 95 Oxydation deN-hydroxypyrrolidine symétrique

Les travaux de Goti ont par la suite utilisé divexydants moins toxiques que I'oxyde de
mercure tels que le TPAP (perruthénate de tetrgtaopnonium,®®’ I'hypochlorite de

284 Backmann, E.Ber. Dtsch. Chem. Ge$89Q 23, 3331-3341.

25 Revuelta, J.; Cicchi, S.; Goti, A.; Brandi, Synthesi®007, 485-504.

286 Cicchi, S.; Hold, I.; Brandi, AJ. Org. Chem1993 58, 5274-5275.

7 Goti, A.; De Sarlo, F.; Romani, MTetrahedron Lett1994 35, 6571-6574.
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Synthése d’analogues de I'UDP-Gah sérieS-iminogalactofuranose

sodiunf® ou I'oxyde de manganés® entre autre’® pour obtenir des nitrones cycliques
avec d’excellents rendements.
Ces 3,4trans-dihydroxy-N-hydroxypyrrolidines possédant un axe de symétsjd’@ydation
conduit donc toujours a un composé enantiopur. lmcipale limitation de cette
meéthodologie est la faible régiosélectivité de yadation lorsque les hydroxylamines sont non
symétriques comme le montre le schém&®96.

(I)‘ OH o o

| | |
N Mn02 N

+ +
NS PhMgBr Ph NS _Ph / Ph
0 Tewe U™ e ST O
2 2 0, 2 “
8w’ oBu 9% By’ oBu 85% ‘8u0’ OBu 'BuO0  O'Bu
B157 B158 B159 B160
11,5
Schéma 96 Oxydation d’'uneN-hydroxypyrrolidine non symétrique

A ce jour, un seul exemple d’oxydation asymétrigedN-hydroxypyrrolidine a été rapporté.
Cette oxydation a été réalisée en présence dwsatalde Jacobsen et conduit a la nitrone
B162avec un faible excés énantiomérique (Schéma“87).

—dolo%} o-
I

\

; < mCPBA NMO > <

fo) (o) CH,CI,, -70°C le) (o)
>< 25% ><
e.e 36%

B161 B162

Schéma 97 Exemple d'oxydation asymétrique Mehydroxypyrrolidine

L’oxydation de pyrrolidines avec divers oxydantsrpet également I'obtention de nitrones
cycliques (Schéma 985°2°°2%Néanmoins le contréle de la régiosélectivité espen dans
ce cas un facteur limitant.

H o
N 30% H,0,, Se0, N
Acétone 0°C a TA
-, 0 .
HsCOH,cO'  ©CH,0CH; ©°”  H,coH,co” OCH,OCH,
B163 B164

Schéma 98 Exemple d'oxydation 3,4-dihydroxypyrrolidine

28 Cicchi, S.; Corsi, M.; Goti, AJ. Org. Chem1999 64, 7243-7245.

289 Cicchi, S.; Marradi, M.; Goti, A.; Brandi, ATetrahedron Lett2001, 42, 6503-6505.

290 Ballini, R.; Marcantoni, E.; Petrini, MJ. Org. Chem1992 57, 1316-1318.

21 Goti, A.; Cicchi, S.; Mannucci, V.; Cardona, Fu&@na, F.; Merino, P.; Tejero, TOrg. Lett.2003 5, 4235-
4238.

292 Cjcchi, S.; Cardona, F.; Brandi, A.; Corsi, M.;tG@., Tetrahedron Lett1999 40, 1989-1992.

29 Marcantoni, E.; Petrini, M.; Polimanti, Oletrahedron Lett1995 36, 3561-3562.
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Synthése d’analogues de I'UDP-Gah sérigS-iminogalactofuranose

La seconde approche méthodologique ebBkddkylation intramoléculaire d’oxime. Il n'existe
pas de méthode générale néanmoins cette cyclismtipligue la substitution interne d’un
groupe partant par I'atome d’azote de I'oxime. lddidn nucléophile peut avoir lieu sur le
carbone électrophile d’un ion « onium » ou d'unm®?** ou sur un carbone portant un
groupe partant tel qu’un iode ou un meésylate (Sehé).

/_\.y'OH c')+
GP _N NS
LAWY — )
PO PO
GP = Groupe Partant
Schéma 99 N-alkylation d’oxime

Les premiers exemples de synthése de nitrone gddition d’un électrophile sur une double
liaison carbone-carbone pour générer un ion « omiuant été réalisés par I'équipe de
Grigg2%2°©?97Ces travaux ont ensuite été appliqués aux nitropeliques de sucres par les
équipes de Jagef?*® et de Wightmaif® (Schéma 100). Cette méthodologie conduit
systématiquement aux deux diastéréoisomgt€Baet B168b dans des proportions variables
en fonction de I'électrophile utilisé.

OH
O .OH HO _ 1. Swern lfl
O P p=CH, M Oxydation M
Jd % O._O 2 NHOH
> > 80% 0><°
B166
B165 B167
o o
. NT N’
Electrophile 7NNy . S/_Z/\X X = SIePh 11; gg‘;ﬁ
I . o
(PhSeBr, 1, ou Bry) 05 Zo d % Br 61 66%
B168a B168b

Schéma 100 Synthése de nitrone mettant en jeu un ion « onium »

En 1998, Holzapfel rapporte l'utilisation d’'une me silylée substituée en positippar un
groupe partant’* L'ajout d’une source d’ions fluorures conduit alar la désilylation puis &

294 puff, F. J.; Vivien, V.; Wightman, R. HGhem. Commur200Q 2127-2128.

2% Grigg, R.; Hadjisoteriou, M.; Kennewell, P.; Marku, J.; Thornton-Pett, MJ, Chem. Soc.,Chem. Commun.
1992 1388-1389.

2% Grigg, R.; Hadjisoteriou, M.; Kennewell, P.; Markhu, J..J. Chem. Soc.,Chem.Commui92 1537-1538.

297 pli Dondas, H.; Grigg, R.; Thibault, STetrahedror2001, 57, 7035-7045.

29 jager, V.; Bierer, L.; Dong, H.-Q.; Palmer, A.;a8h D.; Frey, W.J. Heterocycl. Chen200Q 37, 455-465.

29 Gulla, M.; Bierer, L.; Redcliffe, L.; Schmidt, Slager, V.ARKIVOC2006 (vii), 76-88.

30 Hall, A.; Meldrum, K. P.; Therond, P. R.; Wightma& H.,Synlett1997, 123-125.

301 Holzapfel, C. W.; Crous, RHeterocycle€998 48, 1337-1342.
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Synthése d’analogues de I'UDP-Gah sérieS-iminogalactofuranose

I'attaque nucléophile de I'azote de I'oxime surckrbone en positiop La nitroneB172 est
ainsi obtenue aprés une double inversion de corafiigun en position C-4 (Schéma 101).

OH 1. TBDPSCI OTBDPS o~

o ﬁ Pyridine lfl [
BnOAUOH NH,OH.HCl gy 7~ 88% 1 7 TBAF AN
- . 80" ()
N pyridine “'OBn 2.1, PPh K\)jan benzéne S
BnO OBn B 12, 3 B 3 2

95% OBn OBn Imidazole, toluéne opn OBN 86% BnO  OBn
84%
B169 B170 B171 B172

Schéma 101 Méthodologie d'Holzapfel

L’équipe de Tamura rapporte en 2002 une cyclisagonilaire sur un tétrose qui fait
intervenir directement une hydroxylamiBesilylée (Schéma 102§

9TBDPS QTBDPS c|)+
@wo"' 1. NH,OTBDPS HO\JN 2. MsCl, Et;N MSO\JN TBAT CN\:
NI S CH,Clp, 0°C S THF reflux S
o o PPTS, MgSO4 o o) 2L12, o) o 3 S
>< Toluéne reflux > 28% (142) > 70% O><O
o (1+
B173 B174 B175 B176

Rendement global 69%
Schéma 102 Méthodologie de Tamura

Cette méthode généralisable a été appliquée anthese de plusieurs nitrones cycliques
chirales. Il s’agit actuellement de la méthode liasputilisée pour synthétiser les nitrones
cycliques dérivées de sucres et la seule emplogée la synthese de nitrones dérivées

d’hexofuranoses, comme le comp&ik79 (Schéma 103§°3:304305

o 1. NH,OTBDPS o .

PPTS, MgSO, oms OTBDPS o 2,

5 O._.OH Toluéne, reflux %O —N TBAT 7( N

S S 20_|\|_/|Isgll, I%tgg d o THF reflux °
2Ll 67%
> 89% Pl ’ o><o
B177 B178 B179

Schéma 103 Synthése d’une nitrone hexofuranosidique

On note enfin que la nitror@176 a également été synthétisée par les groupes d&®Gutet
Wightmari®® via la cyclisation d'une oxime non protégée, mais hessdements sont plus
faibles (Schéma 104).

302 Tamura, O.; Toyao, A.; Ishibashi, Kbynlett2002 1344-1346.

33 Toyao, A.; Tamura, O.; Takagi, H.; Ishibashi, Synlett2003 35-38.

304 Chevrier, C.; LeNouen, D.; Neuburger, M.; Defoi;, Tarnus, C.Tetrahedron Lett2004 45, 5363-5366.
3% pillard, C.; Desvergnes, V.; Py, $etrahedron Lett2007, 48, 6209-6213.

3% Cicchi, S.; Corsi, M.; Brandi, A.; Goti, AJ, Org. Chem2002, 67, 1678-1681.
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rendement global 41%

1. PhsP=CH MsO
T3HF z \/ 1. Ozonolyse
2. MsCl, pyridine 0. 0 2 NHOH.HCI B
CH20|2 >< NaHCO3 (o)

O ..OH 78% MeOH-H,0

Or M
B180 ? 4
OH
B173 HO —N B176
\_ NH,OH NS MsCl
pyridine d><0
B181

rendement global 54%

Schéma 104 Synthése de la nitrori2l76 selon Wightman et Goti

[.2. CYCLOADDITION 1,3DIPOLAIRE DE NITRONES

Les nitrones ont été largement utilisées en syeth@stamment lors d’additions 1,2 car elles
sont plus réactives que les imirfeg>10:311:312.313.314

Elles ont suscité un intérét tout particulier dnsadre des réactions de cycloadditions 1,3-
dipolaires depuis les années 70 et les travauxuisgein®>3'°3'Huisgen a été le premier a
entrevoir les perspectives offertes par cette i@aen terme de diversité structurale. En effet,
la nature variable du dipdle-1,3 et du dipolarophitilisés a rendu cette réaction tres utile
pour la construction d’hétérocycles a cing membres.

La cycloaddition la plus couramment utilisée avete witrone conduit a la formation
stéréospécifique d’une isoxazolidim@ I'utilisation d’un alcéne comme dipolarophifé:3*°

Le composeé ainsi formé possede deux nouvelle®hai§C-O et C-C) et peut contenir jusqu'a
trois nouveaux centres asymétriques (Schéma 105).

307 Cicchi, S.; Marradi, M.; Vogel, P.; Goti, Al, Org. Chem2006 71, 1614-1619.

3% Closa, M.; Wightman, R. HSynth. Commuri998 28, 3443-3450.

%99 Merino, P.,C.R. Chimie2005 8, 775-788.

319 ombardo, M.; Trombini, CSynthesi200Q 759-774.

31 Merino, P.; Franco, S.; Merchan, F. L.; Tejerq,Synlett200Q 442-454.

¥2BJoch, R.,Chem. Rev1998 98, 1407-1438.

33 Enders, D.; Reinholdt, UTetrahedron: Asymmetr}997, 8, 1895-1946.

314 Cardona, F.; Goti, AAngew. Chem. Int. EQO05 44, 7832-7835.

31> Huisgen, R.Proc. Chem. S0d.961, 357-396.

1% Huisgen, R.Angew. Chem. Int. Ed. Engl963 2, 565-598.

37 Huisgen, R.Angew. Chem. Int. Ed. Engl963 2, 633-645.

318 Gothelf, K. V.; Jorgensen, K. AGhem. Rev1998 98, 863-909.

319 Jones, R. C. F.; Martin, J. N., Nitrones. Sgnthetic Application of 1,3-Dipolar Cycloadditi@hemistry
Toward Heterocycles and Natural ProducBadwa, A.; Pearson, W. H., Eds. John Wieons, Inc.: New
York, 2002.
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_ Ry
(? R3_ R2 N\O
4
3 4
R3 R4
Isoxazolidine

Schéma 105 Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire entre uiteome et une oléfine

La régiosélectivité de I'addition est prévisibler pa théorie des orbitales frontieres. Dans le
cas des nitrones cycliques, I'équipe de Houk a meaqie I'état de transition le plus favorable
est contrélé par les interactions entre I'orbitd&e plus basse énergie vacante (LUMO) du
dipole 1,3 et l'orbitale de plus haute énergie @ésu(HOMO) du dipolarophif&?321:322:323
De plus, la LUMO du dipdle a le plus grand coeéidi sur I'atome de carbone c’est donc lui
qui va se lier au carbone le moins substitué quieesite de la HOMO ayant le coefficient le
plus élevé, comme pour de nombreux dipolarophBefi¢ma 106).

Coefficients orbitalaires du dipdle-1,3:

o/\ Ra \ _ HOMO
C:-0,65 N:-0,15 O: +0,74
D W No (?+ . ; ,
NQ'/\ . Ny LumoO

¢ 7 X
R4 C:-0,62 N: +0,67 O:-0,41

Schéma 106 Régiosélectivité de I'additioet coefficients orbitalaires d’une nitrone

Cette réaction concertée met en jeu un état dsiti@am ordonné qui permet de prédire la
configuration relative des positions 3 et 4 deokiazolidine. Cette configuration relative est
définie par la configuration de la double liais@mtone-carbone.

La configuration relative des positions 2 et 3’'d®kazolidine est plus difficile a prévaoir, elle
résulte de I'approchendoou exodu dipolarophile par rapport au dipéle (Figure.55)

@,0—+ “/R <J‘l/+o_+ Rﬂ

exo endo
Figure 55 : Approcheexoetendo

Cette approche est régie par des facteurs stérigasségalement des facteurs orbitalaires. Il
est cependant a noter que dans le cas de cyclmeddil,3-dipolaires, les interactions
orbitalaires secondaires sont de moindre importgespour les cycloaddition [4+2] comme
la réaction de Diels-Alder. L'approchexo est donc favorisée par rapport a I'approche
end0324‘325

320 Houk, K. N.; Sims, J.; Duke Jr., R. E.; Strozier,W.; George, J. KJ. Am. Chem. So&973 95, 7287-7301.
321 Houk, K. N.; Sims, J.; Watts, C. R.; Luskus, L.JJAm. Chem. Sot973 95, 7301-7315.

322 Houk, K. N.,Acc. Chem. Re4975 8, 361-369.

323 Sims, J.; Houk, K. N.J. Am. Chem. Sot¢973 95, 5798-5800.

324 Tufariello, J. J.; Ali, S. A.Tetrahedron Lett1978 19, 4647-4650.

325 Tufariello, J. J.Acc. Chem. Reg979 12, 396-403.
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Enfin, lorsque le dipble est chiral, la configuoatirelative entre le carbone asymeétri
présent sur le dip6le et la position 2 du cadduit dépend de I'approche du dipolarophile
peut avoir lieu sur les faceSi ou Re Ainsi, la réaction peut donner deux types
diastéréoisomeresynou anti. Si I'on considére I'exemple suivant (Figure 13pproche s
fait par la face la moins eombrée, faceSi, alors le cycloadduit esinti, tandis que lorsque
I'approche a lieu par la face la plus encomiRela stéréochimie du produit de cycloaddit
estsyn(Schéma 107).

o
Oy
R
anti
(0]
- 07\
O N W\
N )
) R
Si é syn

Schéma 107 Cycloadditionsyn etanti

De maniere générale, la formation du cycloadexoanti est favorisée.

R, Ry Ry R,
0 o—" o—’ o—<
/ /
C S
Ry Ry Ry Ry
endo-anti endo-syn exo-anti exo-syn

Figure 5€ : Structure des isoméres envisageables

Les nitronescycliques de sucres ont été largement utilisées tlarcadre de la formatic
d’isoxazolidines comme précurseurs de produitsraltou dérivé>2°

[.3. NITRONES DE SUCRE : PRECURSEURS bIMINOSUCRES

On peut citer par exemple les travaux de Goti stcedlaborateurs qui ont préparé le dé
B182 avec un contréle total de la stéréosélectivité €8t 108). Ce composé bicyclique
le précurseur de la 7-Detsycasuarin et de la Hyacintacine 2’

3% Fisera, L.,Top. Heterocycl. Chen2007, 7, 287-323.
327 cardona, F.Faggi, E.; Liguori, F.; Cacciarini, M.; Goti, ATetrahedron Lett2003 44, 2315-2318.
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— CONMe2
o ,o~< H OH H OH
rll+ MezNOC\ _ N R
A\ -
e ol =+ 1 ol
BnO \ 78% BnO \ —— N OH HO N OH
BnO OBn BnO OBn OH OH
B172 B182 Hyacintacine A 7-Désoxycasuarine
exo-anti
Schéma 108

La synthése de la 7-Désoxycasuarine a égalemen¢aiscée par I'équipe de Carmona. Elle
est, a nouveau, issue d'une isoxazolidioletenue par cycloaddition. Dans ce cas le
dipolarophile est I'alcool allylique qui conduit @@mposé attendB183 sous forme de deux
diastéréoisomeres dans un rapport 78 : 2 en faeutomposéxaoanti B183a (Schéma
109)3%8

_ 04<\OH ~—OH
(0] 00— OH
NT po N N_ N _\ W
> S+ = HO" 1OH
BnO )\ 93% 7822 °MO \ BnO 1\ N
BnO OBn BnO OBn BnO OBn OH
B172 B183a B183b 7-Désoxycasuarine
exo-anti endo-anti
Schéma 109

Tamura et ses collaborateurs ont réalisé la syattatale de la Laccarimia I'isoxazolidine
B184aobtenue avec une bonne stéréosélectivité (e.8%) €Schéma 1102

& 0
( \7 Ph™ X N
6 O 89% 95:5 —
5.0 (e}
N 0,0 50
B176 B184a B184b Laccarin
exo-anti endo-anti
Schéma 110

Ces exemples révelent que la cycloaddition 1,3idipo sur des nitrones cycliques
apparentées aux furanoses a lieu avec une exeell@giosélectivité et une bonne
stéréosélectivitexo-anti Toutefois il existe des situations dans lesqadiesélectivité est
moins bonne. Brandi et ses collaborateurs ont péégas composés spiraniqug$86 avec
une sélectivité 10 : 2 : 1 (Schéma 111). lls onsiasynthétisé la Lentiginosirié’

328 Carmona, A. T.; Wightman, R. H.; Robina, I.; Vagel,Helv. Chim. Act&2003 86, 3066-3073.
39 Brandi, A.; Cicchi, S.; Cordero, F. M.; FrignoR,; Goti, A.; Picasso, S.; Vogel, B.,Org. Chem1995 60,
6806-6812.
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\ 95%
BnO OBn 1021 5.5 ®Bn  BnG OBn BnG OBn

B185 B186a B186b B186¢ Lentiginosine
syn anti syn
Schéma 111

En 2004, I'équipe de Defoin a réalisé la premiéyelaaddition 1,3-dipolaire avec pour
dipolarophile le vinylphosphonate de diéthyle, c& & conduit & un mélange de deux paires
de régioisomeéres avec une faible régio et stérécthété (Schéma 112433

o ‘\\P(O)(OEt)z P(O)(OEt), o o
N 0 0 N N
,,,, S (Et0)(0P "X , N o, N N “P(O)(OER), i YP(O
e o + H N H )0
N 99% N T Et)
o_ 0 30:52:13:6 s s o_0 o_0
< 0.0 0.0 <L PN
B187 B188a B188b B188c B188d
exo-anti endo-anti exo-anti endo-anti
Schéma 112

Dans le cadre des travaux effectués au cours ¢t tbéise, nous avons envisagé I'obtention
d’'iminogalactitolsB84’ de configuratior3 par réduction de la liaison N-O de I'isoxazolidine
B92’ correspondante (Schéma 113). Nous avons donc minéaces efforts sur I'obtention de
cette dernierevia la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire sur Hdrone a charpente
saccharidiqud93. Enfin, la nitroneB93 proviendra elle-méme de I'hémiacéBf1 commun

a nos deux approches, dont la synthese est prés#amé le chapitre précédent.

HO Coupure Cycloaddition oe
H o} liaison N-O I.3-dipolaire PO NS
N IP|/OR2 BN
HOH,C P BN ——  POH,C
- OH OR, .
HO OH PO ©OP
B84’ B93
R, =H, Et U
R2 = H, Et, Uridine
PO
O ~OH
POH,C
PO OP
B91

Schéma 113 Rétrosynthése envisagée pour I'obtention d’analeglee’ UDP-Gaf
de configuratiorg.

330 Chevrier, C.; LeNouen, D.; Defoin, A.; Tarnus, Eur. J. Org. Chen2006 2384-2392.
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Dans un premier temps, nous avons realisé la symtdé la nitrond893, qui est a notre
connaissance la premiere nitrone galactofuranasdig@pportée. Puis nous nous sommes
intéressés a la synthese modele de pyrrolidinescatdiguration 3 en utilisant des
dipolarophiles phosphorés simples. Finalement ramasis appliqué cette méthodologie a la
synthese d’analogues nucléotidiques de 'UDPEGal
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|l. SYNTHESE DE L INTERMEDIAIRE CLE : LA NITRONE 81

L’intermédiaire clé de la synthése envisagée esittane81. La synthése de cette derniére a
été mise au point par le docteur Valérie Desverglags la cadre du développement d’'une
sonde mécanistique pour I'étude de 'UDP+{tsalutase. En effet, comme nous l'avons vu
précédemment la flavine présente dans le site delienzyme forme un adduit covalent avec
un intermédiaire ou état de transition de type axoénium. La nitrone déprotég8a est un
analogue de cet état de transition. De plus, allesesceptible d’étre a la fois un accepteur
d’électrons si le mécanisme implique un transfeshaglectronique ou bien un accepteur de
nucléophile dans le cas d’'un mécanisme de tydeds S2. Ainsi, la nitrone conduirait a la
formation d’un adduit covalent comme le montredieésna suivant.

- NR
OH 3®/HN N OH OH NR
HOH,C~ ™\ X A HOH,C S N -
z (o) H ] 2 Z>N
HO  ©OH HO  ©OHo NAO
82 H

Schéma 114 Utilisation de la nitrone déprotégé? comme sonde mécanistique

L’évaluation biologique de la nitrone a donc étalisge et elle est rapportée dans le chapitre
5 de ce manuscrit.

La synthése des nitronexl et 82 utilise comme produit de départ I'hnémiacégal Cet
intermédiaire commun aux deux stratégies stéreoghvies est converti dans ce cas en
oxime silylée acycliquer9. Cette oxime est obtenue sous forme d'un mélarigenderes
(8/2), dans les conditions décrites par Tamuraest cllaborateurs (Schéma 13%)La
condensation de |®-butyldiphenylsilyl hydroxylamine sur I'hémiacét8 permet ainsi
I'obtention de I'oxime79. Il est intéressant de souligner que nous avossrgb uniguement
la formation de I'oxime acyclique (C1: 153,9 e#d]% ppm) sans trace de I'hydroxylamine
cyclique correspondante (C1~80-90 ppm). L'oxim@ est ensuite mésylée en O-4 puis
cyclisée en présence dune source dion fluoruree Iétrabutylammonium
triphényldifluorosilicate (TBAT). Nous obtenonsriérone 81 de configuratiorgalacto avec

un tres bon rendement de 69% compte tenu du fat spule 'oxime Z se cyclise. La
déprotection sélective des éthers de benzyle esepcé de la liaison N-O a pu étre réalisée en
présence de trichlorure de bore dans les condipodcedemment utilisées. Nous avons ainsi
isolé la nitrone82 avec un bon rendement de 66% sans aucune trameigeroduit.
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OBn NH,OSi(tBu)Ph,
0 PPTS, MgSO BnO OH OSi(Bu)Ph BnO OMs 0Si(‘Bu)Ph
BnOHzchH 9S0,4 . (Bu)Ph,  Et,N, MsCI . (‘Bu)Phy
Toluéne BnOH,C /! CH,Cl, TA, 24h BnOH,C !
BnO OBn  110°C, 75 min BnO ©OBn 89% BnO ©OBn
94%
3 79 80
E:Z 80/20 E:Z 80/20
TBAT Tamis 4A
THF reflux 20 min
69%
OH 9@ BCls, CH,Cl, OBn 9@
(S 0°C, 16h N
HOH,C™ N\ BnOH,C~ ™"
66%
HO OH BnO OBn
82 81

Schéma 115 Synthése de l'intermédiaire &4 et de la nitrone déprotégé2

A ce jour, cette méthodologie constitue le preng@emple de synthese d'une nitrone
galactofuranosidique, sous forme protégée et dépeet

lll. CYCLOADDITION 1,3-DIPOLAIRE AVEC DES
VINYLPHOSPHONATES SIMPLES

.1. SYNTHESE DE L IMINOGALACTITOL PHOSPHORE84

Dans un premier temps nous avons réalisé une éhadiele en appliquant la technique
décrite par Defoin et son équipe, avec un dérivesphoré simple, le vinylphosphonate de
diéthyle, et la nitroneB13°**%° Cette derniére présentant un encombrement stépiuse
important que la nitrond187 utilisée par Defoin, nous pouvions espérer unelleoee
sélectivité de I'addition. Cependant, nous obsesvarformation d’'un mélange de 3 isomeres
dans des proportions 1,1 : 1,8 : 1 non séparahleged de silice (Schéma 116), ce qui est en
accord avec les résultats décrits dans la littéeatdr3043%°

0)

OoBn O

I o
> 5 CzC|4
BnOHzC/S_? NP0kt
B OEt 90°C, 16h

\ +
nO  ©OBn
81

83a:83b 83c
29 . 1

Schéma 116 Cycloaddition 1,3-dipolaire avec un vinylphosphanat

#l¥e, Y.; Li, L.-Y.; Tian, L.; Liu, L.-Z.,Phosphorus, Sulfur Silicon Relat. Ele?004 179, 2503-2508.
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L'étude des spectres RMN dtP et du™C nous permettent cependant d’affirmer que nous
avons obtenu les deux isomém®/endq83a et 83b) du produit attendu ainsi qu’un de leur
régioisomere le composE8c En effet, nous avons pu isoler des signaux o@riatijues de
chaque produit comme le montre le tableau 25. Gdsuks sont en accord avec celles
obtenues par Defoin et son équipe. Cependant n'gyarséparer ces difféerents isomeres,
nous n’avons pas pu les identifier précisément.

Isoméres C2 (6 ppm) C3 (6 ppm) P (3 ppm)
83a 72,6 (d, Jc.p~136 Hz) 36,5 (s) 13,54
83b 72,7 (d, Jc.p~139 Hz) 36,3 (s) 14,09
83c 66,09 43,9 (d, Jcp~147 Hz) 11,11

Tableau 25 :Déplacements chimiques caractéristiques des is@denus en RMNC et®'pP

Nous avons alors utilisé un autre dipolarophifallyiphosphonate de diéthyle et nous avons
eu la surprise d’isoler un seul et unique comp®$@vec un rendement de 88% (Schéma
117).

OBn 9@ 0
NO i C.Cls
BnOH,C N . A~ FP~0Et
5 OEt 90°C, 16h
BnO ©OBn 88%
81 84

Régiosélectivité > 98%
Diastéréosélectivité >98%

Schéma 117 Synthése régio et diastéréosélective du bidle

La difference de sélectivité entre le vinyl- etllypphosphonate est surprenante et n'a par
ailleurs jamais été rapportée. En outre, a notnmaissance, une seule étude d’addition de ces
deux dipolarophiles sur une nitrone a été éffecttée

La détermination de la régiosélectivité a été faitela base des déplacements chimiques et de
la multiplicité des signaux, qui confirment queféamation de la liaison carbone-carbone a
lieu en position terminale du dipolarophile (Figut8). Elle est donc conforme aux
prédictions.

332 pjotrowska, D. G.Jetrahedron Lett2006 47, 5363-5366.
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Cette cycloaddition régiosélective peut alors camdua la formation des quatre
stéréoisomeres suivants :

endo : exo

OBn OBn

Figure 57 : Structure des quatre stéréoisomeres envisageaRle€H(OBn)CHOBN)

Or si I'on considere I'état de transition le pladrable, sur la base des facteurs stériques,
'approche exocanti est favorisée (Schéma 118). En effet, la f&ede la nitrone est
particulierement encombrée par la présence du groapt benzylique en position C-2 et de
la chaine alkyle en C-4. On présume alors quede douveaux centres asymétriques formés
sont de configuration absol&e

(EtO),(O)P *

H exo-anti

OB|r-1I

Schéma 118 Stéréosélectivité de I'addition

La configuration absolue des deux nouveaux cerdsggnétriques du compos® ainsi
obtenu a pu étre déduite par I'étude du spectre RMNESY. En effet, nous avons pu mettre
en évidence la présence d’interactions dipolaiggaatéristigues comme nous le montre la
figure 58 ci-dessous.
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4,31
70.5  P(0)(OEY),

2,18 et 2,33
41,1

Figure 58 : Couplages dipolaires observés et déplacements ghési(ppm) en RMNC (Vert) et'H
(Bleu) pour le bicycl&4. R=Bn et R’'=CH(OBn)CHKOBnN

La stéréosélectivitéxo-antide cette cycloaddition est la méme pour de nonsee@utres
réactions de nitrones cycliques de sitfé?*?4 'addition d’allyphosphonate sur la nitrone
81 est fortement régio- et stéréosélective.

En une étape, une liaison C-C et une liaison C-Qetincréées avec un trés bon contrble des
deux centres stéréogeniques formés, ce qui a@nsiuit a un analogue original protégé du
Galf-1-phosphate en série bicyclique.

La liaison N-O étant relativement faible (180 kJlMpelle peut étre aisément clivée en
milieu réducteur. Différentes conditions sont désridans la littérature : on peut citer par
exemple I'hydrogénolyse en présence de palladium deu nickel de Rane{>33433°
I'utilisation de diiodure de samaridfii ou encore la réduction catalysée a I'inditihNous
avons choisi d'utiliser une réduction sélectivé&gitemment utilisée, en présence de zinc et
d’une quantité catalytique d’acétate de cufffeNous avons ainsi pu obtenir I'iminogalactitol
85 de configuratiord avec un excellent rendement de 96% (Schéma 119).

0

~—P-

STR-OEt  zn AcOHM,O OBn
OBn O OEt  Cu(OAc), 1h, 70°C X ]

BnOH,c” BnOHC™ ™ P-0oEt
2 96% . OH OEt
BnO OBn BnO OBn
84 85

Schéma 119 Obtention dys-hydroxyphosphonat&s

Pour mimer le motif pyrophosphate de facon pluglédet en particulier son caractere de
ligand bidentate, nous avons envisagé la synthés@-cktophosphonate correspondant.

333 Revuelta, J.; Cicchi, S.; de Meijere, A.; Brarli, Eur. J. Org. Chem2008 1085-1091.

334yu, C.-Y.; Huang, M.-H.QOrg. Lett.2006 8, 3021-3024.

335 Chevrier, C.; Defoin, A.; Tarnus, @Bjoorg. Med. Chen2007, 15, 4125-4135.

33 Revuelta, J.; Cicchi, S.; Brandi, Aletrahedron Lett2004 45, 8375-8377.

337 Cicchi, S.; Bonanni, M.; Cardona, F.; RevueltaGhti, A., Org. Lett.2003 5, 1773-1776.

3% Karanjule, N. S.; Markad, S. D.; Sharma, T.; Sabhi S. G.; Puranik, V. G.; Dhavale, D. D.,0rg. Chem.
2005 70, 1356-1363.
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Cependant, du fait de la présence d'une fonctionn@nmon protégée, les conditions
d’oxydation possibles di-hydroxyphosphonat85 sont restreintes puisque, entre autres, tous
les oxydants métalliques sont a éviter.

Dans un premier temps, nous avons réalisé cettdatioy dans les conditions de Swern ;
cependant nous n'avons isolé que des traces duosgmattendu (Tableau 26, essaii).
Nous nous sommes orientés vers des conditions béem&int plus douces en utilisant
I'anhydride trifluoroacétique, mais seul le proddé départ est caractérisé apres la réaction
(Tableau 26, essai 2> Nous avons alors tenté une oxydation a I'iode hyadent en
présence d'IBX (acide 2-iodoxybenzoique). Ce pr&sur du réactif de Dess-Martin est
connu pour oxyder les aminoalcools en aminocétsagrs protection préalable de la fonction
aminée. Nous n’avons & nouveau isolé que le pratfysiart (Tableau 26, essai*3jDans le
cas des amines primaires et secondaires la réanfiosssite I'ajout de 1 a 1,15 équivalents
d’acide trifluoroacétique (TFA) de maniére a praohazote. Ayant omis I'ajout de TFA, il
sera nécessaire de renouveler cet essai.

OBn H OBn H
BnOH,C N i 1) N 2
nOH, P-0Et BnOH,C P-0Et
-, OH OEt - O OEt
BnO OBn BnO OBn
85 86
Essai [O] Produit attendu
1 (COCl),, DMSO, EtsN, CH,Cl,, -78C Traces
2 (CF5C0O),0, DMSO, Et3N, CH,Cl,, -78C
3 IBX, DMSO -

Tableau 26 :Essai d’oxydation d@-hydroxyphosphonai@b

Face a ces échecs il reste a envisager une méthamids €légante qui consisterait a protéger
'amine avant d’effectuer I'oxydation. L'introductn du motif carbamate de benzyle nous
permettrait par exemple d’appliquer les conditiotiisées dans le chapitre précédent pour
'oxydation au PCC dd3-hydroxyphosphonate efd-cétophosphonate. Cependant faute de
temps nous n'avons pas pu effectuer cet essai.

Pour résumer, cette étude modéle nous a donc pdiohienir deux nouveaux COmposeés, qui
sont a notre connaissance les premiers exemplesindgalactitols 1C-substitués de
configurationp. Nous avons ensuite procédé a la déprotectiomsiderniers.

339 Cacatian, S. T.; Fuchs, P. [etrahedror2003 59, 7177-7187.

30 0mura, K.; Sharma, A. K.; Swern, D.,0rg. Chem1976 41, 957-962.

%1Huang, S. L.; Omura, K.; Swern, D.,0rg. Chem1976 3329-3331.

342 Frigerio, M.; Santagostino, M.; Sputore, S.; Pakmij, G.,J. Org. Chem1995 60, 7272-7276.
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11.2. DEPROTECTION TOTALE

Comme dans le chapitre précédent, nous avons wéfecte déprotection des dériBiket 85
en deux temps, tout d’abord@débenzylation puis la déprotection de I'ester phosique.

La O-débenzylation a été réalisée sélectivement erepecésde trichlorure de bore et nous a
permis d’isoler la pyrrolidino-isoxazoliding7 sous forme de chlorhydrate avec un trés bon
rendement de 91% (Schéma 120). Il est intéressanbudligner qu’au cours de cette étape la
liaison N-O est restée intacte malgré I'utilisatibon exces d’acide de Lewis, ce qui nous a
permis d’accroitre la diversité structurale du liemtre I'iminosucre et le phosphonate en
conservant le motif original pyrrolidino-isoxazahe.

o) HCl o
|| ||
—P- BCls, CH,CI —P-
~R-0oEt 3, CHyCly ~SR-oEt
OBn N,° OEt 16h, 0°C OH NP OEt
BnOH,C~ ™" 91% HOH,C™ ™"
BnO  ©OBn HO  ©OH
84 87

Schéma 120 O-débenzylation du composé bicyclidde

En appliquant ces conditions a I'iminosu@® nous avons obtenu des résultats semblables.
Nous avons pu isoler le chlorhydr&®avec un excellent rendement (Schéma 121).

.HCI
OBn o BCly CH,Cl, OH o
N I 16h, 0°C N I
BnOH,C™ ™ P~0Et HOH,C™ O\ P~0Et
[ OH OEt 98% /[ OH OEt
BnO ©OBn HO OH
85 88

Schéma 121 O-débenzylation du compo88

Les acides phosphoniqu88 et 90 sont alors obtenus avec de bons rendements pzioréa
avec le bromure de triméthylsilyle (TMSBr) (Schét#?). Bien que la coupure de la liaison
N-O soit décrite en présence de TM$]) utilisation de TMSBr, moins réactif, nous permet
de la conserver. Cependant, dans les conditionste®par Montero et son équipe, c’est-a-
dire avec I'ajout de pyridine au mélange réactidimmeobserve un clivage partiel de la liaison
N-O.231

3voon, K. S.; Lee, S. J.; Kim, KHeterocycled996 43, 1211-1221.
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BrSiMe,, CH3CN
4h, TA

61%

HCI
OH H 0 BrSiMe,, CH,CN OH , HBr o
N 48h, TA N I
HOH,C™ ™ P-OEt HOH,C™ ™ F~0H
5 OH OEt 92% 5 OH OH
HO  ©OH HO ©OH
88 90

Schéma 122 Synthése des acides phosphonidi$est 90

A ce stade, il nous a semblé pertinent d’étudiefllience de la configuration du carbone
pseudo-anomérique sur les constantes de couplagesnihogalactitols. Nous avons donc
comparé les valeurs obtenues pour le compOst celle d’'un analogue de configuration

le composé0, ayant tous les deux un acide phosphonique a la niistence du carbone
pseudo-anomérique.

Les constanted; » et J; ssont particulierement affectées par cette modiboatce qui va bien
dans le sens d’une configuration ir@ns pour le composB0 (Tableau 27).

OH .HBr OH .HBr
RN R 2
HOH,C™ N Y P~oH  HOH,C™ ™Y P~oH
/ OH [ OH OH
HO  'OH HO  'OH
50 90
J 1,2 (HZ) 2,1 8
J 23 (Hz) 0 7
J 34 (HZ) 2,4 7,5
J 45 (Hz) 8,8 8,5

Tableau 27 :Valeurs des constantes de couplages pour les ca@spdet 90

En réalisant la cycloaddition 1,3-dipolaire d’'ungrane cycligue de configuratiogalacto
avec un phosphonate insaturé comme dipolaroploles avons eu acces de maniére régio- et
stéréosélective a des analogues originaux de gélaahosides de configuration relatige

De maniere a synthétiser des analogues prochet/de-Galf, il fallait introduire le motif
uridine, ce que nous avons réalisé en fonctioreallile dipolarophile.
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V. APPLICATION A LA SYNTHESE DUN IMINOSUCRE-URIDINE
MONOPHOSPHATE

La synthése d’analogues de 'UDP-Gedquiert la synthese d’un dipolarophile contedant
motif uridine, ce qui nécessite la substitutionrdiles éthyles du phosphonate par I'uridine.
Pour cela nous avons appliqué la méme stratégiecelle utilisée précédemment avec le
vinyl phosphonaté®’ La mise au point de cette étape ainsi que les iprenessais de
cycloadditions ont été réalisé par Alphert Chritigétudiant de Master de I'Université de
Leiden (Pays-Bas) en stage au sein du laboratoive pne durée de six mois. Le diéthyl
allylphosphonate n’étant pas commercial, au mordertette synthése, nous I'avons dans un
premier temps synthétiséa une réaction d’Arbuzov dans des conditions clagesqSchéma
123)3** La réaction du dérivé allyl®1 fraichement distillé avec du chlorure d’oxalyle a
permis I'obtention de l'intermédiaire chiral chld®2. Ce dernier a immédiatement été engagé
dans une réaction de substitution avec la 2335opropylidéne uridine et en présence de
triethylamine pour conduire au dérivé de l'urid@@attendu avec un bon rendement de 60%
a partir de I'allylphosphonate.

o
2' 3'-O-Isopropylidene-
e _PIOEVs D ope (GO0 9 & “uridine o~ SN
~ 100°C, 24h OBt concl, |2 okt - “‘o;t\(_\/
: ,Clp Et,N, 36h, 40°C
82% TA, 48h CHLCly =
9 92 60% (2 étapes) 0><0

93
Schéma 123 Synthése du dipolarophile UMP

A partir de ce dérivé de 'UMP, la synthése a é&@rpuivie par une réaction de cycloaddition
1,3-dipolaire d®©3 avec81 dans le but d’acceder a I'analogue bicyclique’'d®P-Galf. Bien
gue les spectres RMN des composés de cette s@aetia de94 soient compliqués par la
présence des deux diastéréoisomeres du phosphopeopartions 1/1, ils montrent sans
ambiguité que nous avons un seul et unique régidiastéréoisomere comme lors de I'étude
modele (Schéma 124). La configuration absolue dag douveaux centres asymétriques a pu
étre déduit par I'étude du spectre RMN NOESY.

344 Dappen, M. S.; Pellicciari, R.; Natalini, B.; Mdwmm, J. B.; Chiorri, C.; Cordi, A. Al. Med. Chem1991,
34, 161-168.
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o
o H )ﬁ
OBnE@ N|

o (o)

BnOH,C~ ™' % . /\/B:Lo\i\// C-Cla .
a) OEt 90°C, 16h
BnO OBn S 80%
<
81 93 94

Régiosélectivité > 98%
Diastéréosélectivité >98%

4,35
70,48-69,76 UMP

2,16 et 2,33 (d1 et d2)

b) 41'40 et 41,24 (d1 et d2)

Schéma 124 a) Synthese du bicyc®d b) Couplages dipolaires observés et déplacements
chimiques caractéristiques (ppm) en RM® (Vert) et'H (Bleu)

La réduction de la liaison N-O nous a permis désdé précurseur benzy#s analogue de
'UDP-Galf avec un bon rendement non optimisé de 68% (ScH&fa Le produitd5 a
tendance a trainer sur colonne de gel de silicemitange brut étant propre nous l'avons
utilisé sans purification dans la suite de cesatav

o
o
Zn, AcOH/H,0 HNJ]
n, Ac > OBn

Cu(OAc),, 1h, 70°C N o 0)\N

BnOH,C~ ' p-0—\ 0O

68% | OH OEt
BnO  ©OBn
94 95

Schéma 125 Obtention de I'iminogalactitobs

L’étape suivante consiste a deéprotéger les groupembydroxyles afin d’obtenir nos
analogues nucléosidiques de 'UDP-fGai série.

La séquence de déprotection en deux eétapes nousrnaispd’isoler les deux uridinyl
phosphonates d’éthyl6 et 98 ainsi que les deux acides phosphoniques analatpBgDP-
Galf de configuratior, le bicyclique97 et I'iminogalactitol99 (Schéma 126).
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0 2 i
<~ P~uridine < B-uridine < F~uridine
ﬁgv OFEt BCl,, CH,Cl, Vﬁq“ OFEt BrSiMe; CH,CN ﬁ«°~ OH
\ TA, 16h \\ TA, 3 \\
OBn OH OH
o
HCI
OH 'j\ |
. 9 0o 0N
HOH,C p~ W
S
. OH
HO OH OFt =
HO OH
98
90%
o
HBr HN
OH y )\J]
HOH,C p-© Oo N
|
. OH OH
HO : <
HO OH
99
99%

Schéma 126 Obtention des analogues de 'UDP-&86 a 99

L'utilisation du trichlorure de bore nous a perraisune étape de cliver les éthers de benzyle
et l'isopropylidéne de I'uridine. Cette séquencénrtbsélectivenous a permis d’isoler nos
deux cibles: le compos89 analogue iminosucre nucléotide de I'UDP-4Gat 97: un
analogue bicyclique original et de conformationd#gy

Nous avons ainsi préparé les premiers analogué¢$JD&-Galf en série iminogalactitol de
configuration 3. Ces analogues possedent en lieu et place du lpsppate, reliant la
charpente iminosaccharidique a l'uridine, un liely2iroxypropyl phosphonate de méme
longueur (Figure 59).

OH H OH

o (0] o
N - o o
HOHZCM#/Undme HOH,C 8 .\\0\#/0\#/Undme
oy QHLLOH . OH OH
HO OH HO OH
97 99 B2

Figure 59 : Nature du lien avec 'UMP dans les analogues tbIP-Galf 97 et 99

Les dérivés98 et 99 sont d’autant plus intéressants dans le cadrétialé des transférases
car la présence du groupement hydroxyleBatu phosphonate est susceptible de mimer la
chélation bidendate du pyrophosphate avec un catiétallique divalent probablement
présent dans le site actif de 'enzyme.
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V. CONCLUSION

Le développement d'une synthese efficace de la ipremnitrone apparentée au
galactofuranose nous a permis d’envisager une @&gathcomplémentaire de celle
précédemment décrite dans le chapitre 2 permdttaties a de nouveaux iminogalactitols
liés a différents groupements en position pseudorgnique et de configuration relatige

La cycloaddition 1,3-dipolaire entre une nitronesdere de configuratiogalactoet un dérivé
uridinyl allylphosphonate a permis le développen@nhe synthese rapide (4 a 5 étapes) et
efficace d’analogues de Gdl-phosphate et de 'UDP-Gadvec un régio- et stéréocontrdle
total. Cette réaction associée a une successiodépemtections chimiosélectives nous a
permis d'accéder a 8 analogues de I'UDP{Gal du Gdtl-phosphate, bicycliques ou
linéaires, possédant ou non le motif uridine (Sché&®7). Ces mimes de substrat sont des
inhibiteurs potentiels de 'UDP-Gaimutase et des Gadfansférases. Leur activité biologique
a été évaluée sur ces deux familles enzymes etrapporiée dans le chapitre 5 de ce
mémoire.

Schéma 127 Structures des analogugde 'UDP-Gaf
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La synthése d'analogues de disaccharides dfi Gal

Dans le cadre de la recherche d'inhibiteurs desctadyltransférases mycobactériennes, nous
nous sommes intéressés a deux types d’analogueéssaecharides du galactofuranose. |l
s’agit d'imino-disaccharides dans lesquels le lggycosidique entre l'unité iminosucre et
'unité sucre est soit de type oxaalkyle, soit l@t@nt carboné ; dans ce dernier cas nous
parlerons d'imino€-disaccharides (Figure 60).

(WH@ iﬁH)

lien oxaalkyle lien carboné
=imino-C-disaccharide

Figure 60 : Représentation des imino-disaccharides envisagés

Apres un bref rappel des travaux préliminaires eomant les imindz-disaccharides, nous
présenterons, dans un premier temps, sur la synttiémino-disaccharides avec un lien
oxaalkyle. Puis, nous consacrerons la troisiemtepde ce chapitre a la synthese des imino-
C-disaccharides.

|. LESIMINO-C-DISACCHARIDES

Un imino-C-disaccharide est un analogue de disaccharideleansl 'une au moins des deux
unités saccharidiques est remplacée par un imin@seicle lien entre ces deux unités est
entierement carboné. Il existe deux principalessda d’iminoc-disaccharides, les analogues
linéaires (Figure 61) et les analogues non linéa{mu ramifiés$*> On appelle imindc-
disaccharides linéaire les analogues de disacdsafit~>1) ou (1-6) et non linéaires les
analogues (&2), (1—3), (1—4) ou (1-5). Dans le cadre des ces travaux nous n’aborderons
pas les analogues non linéaires trés largementapiés par 'équipe de Vog&i®3+

JXHT Kf( VXf %J@“

analogue (1—»1)-C—d|sacchande analogue (1 —»@)-C—dlsacchande

Figure 61 : Structures envisageables pour les imixalisaccharide en série hexofuranose-
hexofuranose ; X : C5ICH(OH), CHY

34> Vogel, P.; Gerber-Lemaire, S.; Juillerat-Jeanndret Imino-C-disaccharides and analogues: synthesis and
biological activity. Inlminosugars: Form synthesis to therapeutic applara Compain, P.; Martin, O. R., Eds.
Wiley: Chichester, 2007; pp 87-123.

3% Robina, I.; Vogel, P Synthesi€005 675-702.
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La synthése d'analogues de disaccharides dfi Gal

Ces molécules sont particulierement intéressam@sne sondes meécanistiques ou inhibiteurs
de glycosidases agissant sur des oligosacchattesffet, il a été montré qu’un iminosucre
est un meilleur inhibiteur s’il possede un motify@gne susceptible d’interagir avec le site
actif de 'enzymé?’ Or, un analogue de disaccharide inclut les fonstiet la stéréochimie du
motif osidique auquel le substrat est normalemént |

De plus, nous avons vu précédemment que le mécardes glycosyltransférases implique
un état de transition similaire a celui des glydases. Il est donc envisageable qu’un imino-
(C)-disaccharide mime également I'état de transitiame glycosyltransféras® comme le
montre la figure 62 et qu’il posséde une actiwvitdilitrice.

Figure 62 : Etat de transition d’'une galactosyltransférase @ireversion) et structures des imino-
(C)-disaccharide susceptibles de le mimer

En 1994, I'équipe de Johnson a synthétisé le premimo-C-disaccharide constitué d’'un
iminomannitol et d’'une unité galactosidique liég pleux carbones, analogue du Man-
(1—6)-Gal,B189 (Figure 63)**®

B189
Imino-Man-B~(1_—..6)-Gal

Figure 63 : Structures du premier iminG-disaccharide linéaire

347 Legler, G., The catalytic Efficiency of Glycosithydrolases and Models of the Transition State Based
Substrate Related Inhibitors. @arbohydrate mim¢Chapleur, Y., Ed. Wiley, VCH: Weinheim, 1998; $63-
487.

348 Johnson, C. R.; Miller, M. W.; Golebiowski, A.; &lram, H.; Ksebati, M. BTetrahedron Lett1994 35,
8991-8994.
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Quelques années plus tard les analo@i¥0 a B192 sont synthétisés par la méme équipe et
montrent des inhibitions de glucosidases intérgesatout comme les analoguB493 et
B194 qui possédent un bras espaceur court de type lagehfFigure 6457923

B190 B191 B192
Amyloglucosidases IC5q = 9 uM Amyloglucosidases IC5q = 25 uM Amyloglucosidases IC5q = 12 uM

/H
HO H HO
B193 B194
Amyloglucosidases ICsq = 50 yM Amyloglucosidases IC5q = 26 yM

Figure 64 : Structures des iminG-disaccharides linéaires de I'’équipe de Johnson

Depuis de nombreuses structures linéaires ont &papees et quelques exemples sont
représentés dans la figure 65.

Les équipes de Wightman, Mootoo et van Boom onth&fisé le méme type de composés
gue ceux décrits par Johnson en utilisant des suote des iminosucres de différentes
configurations et des liens & un ou deux atomesmd®ne&?**°%Cest également ce qu’ont
réalisé Dondoni et Nicotrd8@01aB206), néanmoins l'originalité de leurs structures peov

de Iintroduction de motifs furanosidiqué¥:*>****Des modifications du lien reliant la partie
aglycone ont également été réalisées, par notripequi a préparé I'imin@-disaccharide
B195possédant un lien hydroxyte’

%9 Johns, B. A.; Pan, Y. T.; Elbein, A. D.; JohnsBGnR.,J. Am. Chem. So&997, 119, 4856-4865.

30| eeuwenburgh, M. A.; Picasso, S.; Overkleeft, Hv&n der Marel, G. A.; Vogel, P.; van Boom, J, Eur.
J. Org. Chem1999 1185-1189.

%1 Cheng, X.; Kumaran, G.; Mootoo, D. &hem. Commur2001, 811-812.

%2 Dondoni, A.; Giovannini, P. P.; Marra, Aletrahedron Lett200Q 41, 695-6199.

¥3Dondoni, A.; Giovannini, P. P.; Perrone, D.Org. Chem2002 67, 7203-7214.

%4 a Ferla, B.; Cipolla, L.; Peri, F.; Nicotra, B.,Carbohydr. Chen2001, 20, 667-680.

35 Martin, O. R.; Liu, L.; Yang, FTetrahedron Lett1996 37, 1991-1994.
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OBn
Bn
oy
BnO' O
/ ile]
BnO  0BnOH
07<0
B195 B196 B197
Martin 1996 Amyloglucosidases ICsy = 5 uM a-galactosidases E. Coli ICsq = 310 yM

a-galactosidases E. Coli ICsq =310 uM
a-glucosidases Riz IC5y = 85 uM
van Boom 1999

a-N-Ac-galactosamionidase IC5q = 16 uM
van Boom 1999

NH OMe NH OMe
HO' o o0— HO" o o]
¥Q<0H -OH
HO OH s HO OH
HO OH HO OH
B198 B199 B200
Mootoo 2001 Wightman 2000 Wightman 2000
AcO
PDBTSO NH A HO NH o OH
e O— . e
AcO™ \ OAc HO' OH
" OAc P OH HO OH
AcO OAc AcO OAc
B201 B202 B203
Nicotra 2001 Nicotra 2001 Dondoni 2000 et 2002
HO™™. _NH OH HO NH HO™. _NH
o N o OH [h o OH
Ho\\. : IIIOH HO\“ th/ Ho\\‘ : ““d/
OH OH S OH OH 7 OH
HO OH HO HO
B204 B205 B206

Dondoni 2000

Dondoni 2000 et 2002

Dondoni 2000

Figure 65 : Exemples de structures et d’activités biologiquerido-C-disaccharides linéaires

Nous citerons également une classe de composéseaf@®m dans laqguelle un sucre et un
iminosucre sont liés par un lien entierement cagbare dernier étant connecté a I'atome
d’azote de I'iminosucre. La plupart des exempleisédé@ décrits en série « isoiminosucre » et
nous parlerons d’isoiminG-disaccharide. L’équipe de Bols et Sierk a syndiéétiivers
composeés de cette famille comme sondes mécanistigoeparticulier, ils ont rapporté la
synthése d'un analogue de I'lsofagomine lié parlien méthylene a la position 6 du
glucopyranoside de méthylB207, son analogueN-oxide B208 ainsi que les analogues
chargésN-méthylésB209 et B210 (Figure 66)**° Wong et ses collaborateurs ont préparé un
bon inhibiteur dep-galactosidases comprenant un iminofuranose lié yo& chaine a 3
carbones & uni-acétylglucosamine (Figure 68} Pour finir, on note les travaux de Prandi
et Baltas qui ont conduit a la synthése d’hybrideisiosucre-oligoarabinofuranoside en série

%% Dong, W.; Jespersen, T.; Bols, M.; Skrydstrup,Sierks, M. R.Biochemistry1996 35, 2788-2795.
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disaccharidique et tetrasaccharidigue. Ces composést faiblement inhibiteurs
d’arabinosyltransférases (Figure 68).

OMe

OH OH OH
OMe + S Vs OMe
HO'- N 0 HO' N 0 HO' N o
1OH 5" OH + 1OH
HO < HO < HO R
HO OH HO © HO OH

H

B207 B208 B209
a-glucosidases K;= 59 pM a-glucosidases K; = 70 uM B-glucosidases K;= 510 uM
B-glucosidases K;= 2,3 uyM B-glucosidases K; = 0,38 uM Glucoamylases K; = 160 uM

Glucoamylases K; = 0,063 uM Glucoamylases K;= 0,24 uM a-mannosidases K; = 400 uM
Bols et Sierks 1996 Bols et Sierks 1996 Bols et Sierks 1996

HO

OH
te
OH
HO' N+ 0 ‘\\OMe ) N o OC8H17
a\Qm L \Q...NHAC
HO S >
HO OH N

HO OH
B210 B211
a-glucosidases K;= 280 uM a-mannosidases K; = 1,7 uM
p-glucosidases K; = 150 uM B-galactosidases K; = 33 uM
Glucoamylases K; = 94 uyM Wong 2000

Bols et Sierks 1996

OH OH OH

Rz\éAR RZMH
N N
\/iz“\O(CHz)acoonne Yz.\\O(CHZ),;COOMe

HO OH HO OH
B212 B213
% inhibition des Arabinosyltransférases a 4mM % inhibition des Arabinosyltransférases a 4mM
R=Me, R2=0H: 80% R2=0H:47%
R=0H,R2=0H: 80% R2=F :59%
R=0H,R2=F :58% Prandi 2003
Prandi 2003

Figure 66 : Exemples de structures et d’activités biologiguestino-C-disaccharides

Dans le cadre de la recherche d’inhibiteurs desoglyltransférases mycobactériennes, nous
avons envisagé, comme Prandi quelques années wapira de synthétiser des mimes de
disaccharides du (Galcomme analogues d’accepteur. Les fGahnsférases permettent
'assemblage d’'unités galactofuranosidiques poumés les galactanes en utilisant comme
donneur 'UDP-GdI(Schéma 128).

%7 Marotte, K.; Ayad, T.; Génisson, Y.; Besra, G. Baltas, M.; Prandi, JEur. J. Org. Chem2003 2557-
2565.
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OH OH HO OH
\0 H \o
HOH,c~ "y UPP GIfT1 HO O 0O OR  pop,c O .mUDP
Galf-OR /
HO  OH o ‘on HO  OH HO  OH
B2 Accepteur Doﬁﬁeur
GIfT2
HO
OH E
o\/'?‘\ojzo/-jﬁ’o R
Ho' ‘on HO OH

Fragment de Galactane

Schéma 128Biosynthése des galactanes catalysée par lekt@aisférases

Les composés proposés pourraient étre des inhibimtentiels de cette famille d’enzymes.
Pour cela nous avons envisagé de mimer le galactose réducteur par le motif
iminogalactitol ; quant au galactose réducteurellitpétre conservé ou remplacé par un motif
plus simple, un pentofuranose de méme configuraiog-2, C-3 et C-4, le-arabinose. Ces
enzymes étant bifonctionnelles, I'idée est de pepdes analogues avec un lien mimant
'enchainemenp-(1—5) ouf-(1—6). De maniére a élargir la diversité structuredkyx types

de lien sont envisagés, des liens oxaalkyles dienntotalement carbond&87, B88 Figure

67).
(0]
N (o] B R
HOHZC)SJ w HOHZC/%J, \)\>j0
HO' oH WO ‘o

OH HO
Galf -B-(1—=5)-Galf Galf -B-(1—=6)-Galf

B74 B75

OH HO R OH OH
2R N .
HOHzCW X/%»—?fOR HOHZCW XmOR
Ho' OH HO! “OH HO  OH HO OH
X = -CH(OH)CH,0-, R; =H _

X = -CH(OH)- , R1 =OH X= -CH(OH)CHZOCHT ou -CH(OH)-

B87 B88

Figure 67 : Structures des imino-disaccharides envisagés coamal@gues des compode#4 etB75

Les composés envisagés constituent également dasgaas d'un imino-disaccharide
furanosidique natureB@R14) isolé en 1997; ce composé est un inhibiteu-dalactosidases
(ICs0= 1,6 uM)(Figure 68)3°%:359:360.361

#8watson, A. A.; Fleet, G. W. J.; Asano, N.; MolymeR. J.; Nash, R. JPhytochemistr2001, 56, 265-295.
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o

HO OH HO OH

Homo-DMDP-7-O-apioside
B-galactosidase IC59 = 1,6 yM
B214

Figure 68 : Structures de I'imino-disaccharide natuig?14

Afin d’atteindre nos objectifs nous nous sommesugpp sur la méthodologie précédemment
développée et exposée. Les imino-disacchaf¥set B88 seront obtenus par réduction de
la liaison N-O de l'isoxazolidine correspondaBit@5 (Schéma 129). Cette derniére sera issue
d'une cycloaddition 1,3-dipolaire entre une nitranlique de sucr&93 et une oléfine a
charpente saccharidiqi96. L'usage d’un dipolarophile chiral nous permetrisager une
double induction asymétrique ce qui peut étre fabler ou défavorable a la stéréosélectivité
de l'addition. Cette méthodologie a déja été wddispar I'équipe de Wightman pour
I'élaboration d’'iminoC-disaccharides avec un controle de la stéréocremieosition pseudo-
anomérique de I'iminosucré?

R
9 u e OP O0— Cycloaddition oP 96
POH,C~ N R réductionN-O N 1.3 dipolaire NG
z [ oH — POH,C™ ™' —  POHC NS+ AR
PO ©OP PO OP PO OP
B87-B88 B95 B93 B96
R R
O__.OMe T o
= = N AN OMe
B%= -~ R = Ho%j \/\O\‘\\>_7’ Ry = H ou CH,0P
PO OP po’ OP

Schéma 129Rétrosynthése envisagée

La premiere partie de ce chapitre sera consacréa synthese d’imino-disaccharides
possédant un lieff-(1—5) puispB-(1—6) de type oxaalkyle. Dans une deuxiéme partie nous
nous concentrerons sur I'élaboration d’analogusaadiharidiques possédant un lien carboné.

39 Watson, A. A.; Nash, R. J.; Wormald, M. R.; HaryBy J.; Dealler, S.; Lees, E.; Asano, N.; Kizu; Kato,
A.; Griffiths, R. C.; Cairns, A. J.; Fleet, G. W, BPhytochemistryl 997, 46, 255-259.

30 Kato, A.; Adachi, I.; Miyauchi, M.; Ikeda, K.; Koae, T.; Kizu, H.; Kameda, Y.; Watson, A. A.; Na&h,J.;
Wormald, M. R.; Fleet, G. W. J.; Asano, I€arbohydr. Resl999 316, 95-103.

%1 Asano, N.; Kuroi, H.; lkeda, K.; Kizu, H.; Kamed¥,; Kato, A.; Adachi, I.; Watson, A. A.; Nash, B.;
Fleet, G. W. J.Tetrahedron: Asymmet200Q 11, 1-8.
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[l. SYNTHESE D IMINO-DISACCHARIDES POSSEDANT UN LIEN
GLYCOSIDIQUE OXAALKYLE

Les deux dipolarophiles nécessaires a la réactmtemt un groupe allyle sélectivement
introduit en position O-5 ou en O-6 du motif gatdatanosidique. Toutefois, afin de juger de
la faisabilité de I'étape clé, nous avons, en peenlieu, réalisé une étude modele de la
cycloaddition avec un dipolarophile plus facilemeantessible, le ®-allyl-L-Araf, B96a Ce
partenaire de configuration-Araf est I'analogue pentofuranose dugalactofuranose et
permettra la synthése d’'un analogue simple du disaeB74 (Schéma 130).

OH ~ ‘\\O OMe
N o 0Bn 0— Oﬁ
HOH,C \ (0] o OMe N BnO 0Bn
5 OH 5 BnOH2C
HO  OH HO ©H o

BnO  ©OBn

HOH,C O
’ /'3_7’ w \/\o/\SJOMe

OH HO .

B-(1 —5)-Galf B96a
B74

Schéma 130 Rétrosynthése envisagée pour I'étude modéle declaaddition 1,3-dipolaire

L’équipe de Lowary a préparé des analogues d’aeueptpossédant un sucre réducteur de
configurationL-arabino ce qui semble préjudiciable a I'activité des congspsious avons
donc choisi d'utiliser cet analogue du Gabur mimer le sucre non réductétit.

I.1. ETUDE MODELE

La synthése de la nitron@l a été décrite dans le chapitre précédent. La égatidu
dipolarophile a été effectuée en s’appuyant sur $gsthéses de Tadahiro et de
Rizzacasd*>**3Le L-arabinose commercial est converti learabinofuranoside de méthyle
dans des conditions classique de glycosylation tkhEr, puis l'alcool primaire est
immédiatement protégé de facon sélective avec anpgment trityle (Schéma 131). Nous
obtenons ainsi le compo4€0 sous forme d’'un mélange3 1/2,25. Le diastéréoisomére de
configurationf3 étant majoritaire et les composeés séparablegnthése a été poursuivie avec
cet épimere. Les hydroxyles libres sont ensuiteylés dans des conditions classiques puis le

%2 Hiromichi, S.; Tadahiro, IChem. Pharm. Bulll968 16, 1129-1132.
33 Cuzzupe, A. N.; Di Florio, R.; Rizzacasa, M. A.Org. Chem2002 67, 4392-4398.
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groupement trityle est clivé en milieu acide. Nob$enons ainsi le compo4€1, précurseur
du dipolarophile attendu, avec un bon rendemefi2de.

O. ,OH MeOH, HCI NaH, BnBr, DMF o

18h, TA 0. O ..OMe 16h, TA i, .«OMe
. . " HO 5_7
HO ‘OH TrCl, DMF ", Acide acétique -/’OB
OH Pyridine, DMAP HO  ©OH 1h30, 75°C BnO n
_ 4h, 65°C 72%
L-Arabinose 44% 100 101

Schéma 131 Synthése du-arabinofuranoside de méthyl®1

Le dipolarophile102 est obtenu de facon efficace par allylation dedioxyle primaire du
composél0l en présence de bromure d’allyle et d’hydrure dbwo dans le DMF (Schéma
132)3%4

o .om NaH, DMF, o .om
SN .WOMe AllyIBr 2O ..OMe
no ) ] R ARy
16h, TA
BnO OBn 85% BnO OBn
101 102

Schéma 132 Obtention du dipolarophil&é02

La cycloaddition 1,3 dipolaire modéle entre laani de sucr8l et le 50-allyl-L-Araf 102a

été réalisée dans les conditions identigues a scellgécédemment décrites
(tetrachloroéthylene, 80°C pendant une nuit) etdodna la formation d’un mélange de
stéréoisomeres en proportions 10/1. L'isomere ntajog, le composéd03 a été isolé pur
avec un rendement de 44%, et il a donc été totaieoagacterisé (Schéma 133). En revanche,

malgré nos efforts, le second isomeére n’a pu &irdi@.

) _\\o .OMe
0Bn O <o
'h@ \\O “OMe p o OBn p 2
BnOH,C RN n \/\o \ ' toluéne 110°C N BnO OBn
/ 3 —en BnOH,C .
BnO  ©OBn BnO  ©OBn 3
49% BnO OBn
81 102 103

Schéma 133 Synthése de la pyrrolidino-isoxazolidib@3

La régiosélectivité de I'addition est tres bonnésque les deux composeés identifiés ne sont
pas des régioisomeéres au vu des déplacements clesndg H-2/H-3 puis C-2/C-3 en RMN
du proton et du carbone. La configuration des deaxveaux centres stéréogenes a pu étre
déterminée grace aux connectivités visibles sgpéetre RMN NOESY. Celui-ci révele des
intéractions dipolaires caractéristigues commedetne la figure 69.

34 Dubber, M.; Sperling, O.; Lindhorst, T. KOrg. Biomol. Chem2006 4, 3901-3912.
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Figure 69 : Interactions dipolairs observées eéglacements chimiques (ppm) en R*C (Vert) et
'H (Bleu) pour le bicycl¢103. R=Bn et R’=CH(OBN)CHOBnN

La cycloaddition 1,3dipolaire a donc majoritairement lieu selon un md@elditior exo-anti
en accord avec les modeles prédicFigure 70).

Figure 70 : Etat de transitiorexode la formation du cycloadduiD3.

Bien que cette addition ne soit pas totalement@li@ssélective elle conduit tout de méme
produit 103 attendu de fagcon majoritaire. Nous avons donc poravec la réduction d
liaison N-O en présence de zinc et d’acétate de cuivre, iceays a permis d’isole’imino-
disaccharide protég)4avec un bon rendement (Schéma 1

O ..OMe

.‘:\O Zn, Cu(OAc), OBn H

OBn p ") AcOH/H,0 N O OMe
N BnO OBn BnOH ,C \ 0 . o
BnOH,C~ ' 1h, 80C [ Om /
76% BnO ©OBn BnO  OBn

BnO OBn

103 104

Schéma 134

La derniére étape permettant I'accés a notre premigo-disaccharide est la déprotecti
des éthers de benzyle. A notre surprise cette &tapeavérée étre la plus problémati

Dans un premier temps nous avons réalisé un de déprotection en présence de trichlo
de bore. Cependant, la réaction en milieu forteraeitte a conduit a I'’hydrolyse partielle
glycoside de méthyle et donc a un mélange comptexgroduits fortement polas et
inséparables (Tableau 28, esl). Malgré les difficultés engendrées par la présetiune
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amine secondaire, nous nous sommes donc réorieetss I'hydrogénolyse des éthers
benzyligues en présence de palladium. Que l'onsetidu palladium sur charbon, du
palladium amorphe ou encore de I'hydroxyde de galla, nous n’observons qu’une
débenzylation partielle (Tableau 28, essai 2 d_&idification du milieu pour essayer de
protoner 'amine secondaire, conduit principalemeene la dégradation. La réduction mono-
électronique des éthers benzyliques dans les d¢omslitde Birch ne permet qu’une
débenzylation partielle en 4F Finalement, I'hydrogénolyse en présence de Nidel
Raney, a permis d'isoler I'imino-disaccharifie5 avec un faible rendement non optimisé de
39% (tableau 28, essai 10). Cependant, le prochal 105 est présent sous forme d'un
mélange en proportion 5,5/1 avec une impureté dentifiable et non séparable malgré
divers essais de purification sur gel de silicesghaverse C-18 (#D) et sur gel de silice avec
un éluant ternaire CHgMeOH/H,O 7/4/0,6.

OBn OH H

H
N Xo) O-débenzylation N Xe)
BnOHZC W o B OMe Y HOHzc W fo) B ..OMe
5 OH -, OH -

BnO OBn BnO OBn HO OH HO OH

104 105

Essai

Conditions

Résultat

Rendement

BCls, CH:Cl,, 0C, 16h

H,, EtOH, Pd/C, AcOH (2 gouttes) 72h, TA

Dégradation + produit attendu

Hydrogénolyse partielle

3 H,, AcOH, Pd/C, 24h, TA Dégradation
4 H,, EtOH, Pd/C, Pd amorphe, 24h, TA Produit de départ
5 H,, EtOH, Pd/C, Pd amorphe, AcOH Produit de départ + coupure du
(4 gouttes), 24h, TA glycoside
6 H., MeOH, HCI, Pd(OH)./C 10atm, 16h Hydrogénolyse patrtielle
7 H, MeOH, HCI (2x), Pd(OH),/C 10atm, 16h Dégradation
8 H, MeOH, HCI, Pd(OH)./C 10atm, 10 jours Hydrogénolyse partielle
9 Na, NHs, THF, éthylamine, 4h, -78C Déprotection partielle
10 H,, MeOH, Ni Raney, 48h, 40C 105 39%

Tableau 28 :Différents essais de déprotection de I'imino-diserde 104

Le Nickel de Raney étant également connu pour rcle® liaisons hétéroatome-hétéroatome
nous avons réalisé les deux derniéres étapes eyotud partir du compos#033°©3% | a

35 Martin, O. R.; Szarek, W. AGarbohydr. Res1984 130, 195-219.
3¢ purrington, S. T.; Sheu, K.-WTetrahedron Lett1992 33, 3289-3292.
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coupure de la liaison N-O et la déprotection dadrdwyles a ainsi permis d'isoler le produit
105 avec un rendement de 37% non optimisé (Schéma C&pendant I'imino-disaccharide
est toujours isolé en mélange avec 7% d’une impuret

O ..OMe
o MeOH, H, Ni Raney OH y
0Bn O 48h, 40°C N 0. ..oMe
\\N BnO OBn HOH2C \ (0] \ a
BnOH,C™ ™ 37% , OH .

3 HO OH HO OH
BnO OBn

103 105
Schéma 135 Synthése de I'imino-disaccharide5

L'étape clé de cycloaddition 1,3-dipolaire a perntiscces a un précurseur d’'imino-
disaccharide simple analogue du disaccharidé-Eél—5)-GaF (Figure 71). Cette stratégie
nous a permis d’obtenir rapidement et majoritaineimié@minosucre de configuratior
similaire a celle de I'enchainement galactofuragigsie au sein des galactanes de la paroi
mycobactérienne.

HO
OH N

. OH
< \N
HOH,C R R e HOH,C™ ™' o\ .\OMe
8 . OH 3
HO OH HO OH

HO ©OH HO TOH

Galf -p-(1—>3)-Galf
B74 105

Figure 71 : Analogie structurale entréimino-disaccharidel05 et le compos874

Dans le but de préparer des analogues plus pradsesligosaccharides naturels, nous nous
sommes intéressés, dans la suite de ces travéasyathése et I'utilisation de dipolarophiles
de configuration issus du galactofuranose.

11.2. SYNTHESE D UN ANALOGUE DU GALF-[3-(1—6)-GALF

Du fait des difficultés inattendues rencontréessdarpartie précédente pour la débenzylation
finale, I'étude a été réalisée avec les dipoladeghde configuratiorgalacto non protégeés
(Schéma 136). Pour cela, nous avons tout d’abovisaye la synthese du@®@-allyl-D-Galf
B96b a partir dup-galactopyranose commercial.
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OH OH HO
N O _OCH “O__OR
HOH,C™ ' o \ P = o
/ OH / 7~
HO OH HO OH HO OH
B96b
HO OH
O_ .OR O ~OH
pr— HO \ pr—
HO “'OH
HO OH OH
galactopyranose

Schéma 136 Rétrosynthése envisagée pour I'acces au comfiieé

Il a été difficile de mettre au point une synthéffecace du motif galactofuranosidique. Pour
commencer, nous avons appliqué les conditions asgRellet>® optimisées pour la synthése
du glucofuranose, comme décrit dans le chapitre 2edmanuscrit. Cependant, nous n’avons
pu isoler que 4,6% du galactofuranosyle d’octylessimrme d’un meélange de deux anomeres
(Schéma 137).

OH
HO
0. ~OH Octanol, Dioxane 0. .OCgH,;
' e HO \
HO “OH FeClz 16h, TA "
OH 4,6% HO OH
galactopyranose 106

Schéma 137

Nous avons alors envisageé le passage par le ditftelade diéthyle du galactose. Ce dernier a
pu étre préparé avec un rendement de 88%a coupure du dithioacétal en présence d’une
source de bromonium, la 1,3-dibromo-5,5-diméthydmntdine, dans le méthanol suivie de la
peracétylation a conduit au galactofuranoside déhyied peracétylé avec un rendement
moyen’®® Enfin, le composd08 a été obtenu, aprés la transestérification desi@sé sous
forme d’'un mélange d’anomeres en proportedf 1/3, avec un rendement global de 26%
(Schéma 1383%’

DMF, MeOH,
EtS SEt 1,3-Dibromo-
OH EtSH 5,5-dimethylhydantoin
0. OH HCI 12[0\1 OH Ac,0, 25h, TA HO
2 min, 0°C HO 45% HO O .OCH,3
—_— _—
2%12; Ol H H
OH OH 90% °c 0
107 108
26% sur 3 étapes
Schéma 138

%7Bai, Y.; Lowary, T. L.J. Org. Chem200§6 71, 9658-9671.
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Dans le but de réduire le nombre d’étapes de protedéprotection nous avons tenté une
derniere voie de synthése qui consiste en la giyatisn dub-galactose en milieu alcoolique
et en présence de chlorure de'férCette méthode nous a permis d'isoler le compi@g
sous forme d’'un mélange d’anomeéres dans des proped/3 1/2,3 avec un rendement de
34% (Schéma 139). Les deux anoméi@®x et 1083, ont pu étre séparés sur gel de silice.

OH o
MeOH HO
O wOH FeCls O__OCH,
) B —— HO \
HO "“OH 24h, 60°C 5
OH 5h, 70°C HO  ©OH
34% 108
Schéma 139

Une fois le compos@083 préparé nous avons choisi d’allyler régioséleatgnt I'alcool
primaire en position 6. La formation du dérivé ®4alibutylstannylidene en présence d’oxyde
de dibutyl étain au reflux du toluene avec didiilla azéotropique de l'eau, suivi de
I'allylation dans le DMF ne nous a pas permis désde produit attendé®® L’optimisation
des conditions nécessaires a la formation du skalemg en présence de MeOH suivie par
I'ouverture régiosélective dans le THF, nous alément conduit au dipolarophile attendu
avec un rendement de 64% (Schéma £%0Y°

HO 1.Bu,SnO, MeOH HO
O.__OCH, 4h, 70°C O.__OCH,
HO o)
/ 2.AllylBr, Bu NI, THF 7~ 3
HO  ©OH 49h, 50°C HO  ©OH
64%
1088 109

Schéma 140 Allylation sélective du galactofuranosidé8

Nous avons poursuivi cette synthése en réalisamty¢doaddition entre la nitron81 et
I'oléfine 109 (Schéma 141). Malgré des difficultés de solubitiis le toluene, nous avons
isolé un cycloadduit majoritaire. Cependant, logdalpurification, le produit traine sur gel de
silice, ce qui explique le faible rendement en pibisolé.

OCH,
o
OBn 0® HO on
N .O._OCH;, oBn 0—" ©  oH OH
BnOH,C~ "' /\/0 toluéne 110°C i
[, 7 BnOH,C~ "
Bno. ©OBn HO  ©OH 16h 2
81 109 35% BnO  ©OBn 110

Schéma 141 Synthése de l'isoxazolidiid0

%8 Baij, Y.; Lowary, T. L.J. Org. Chem20086 71, 9672-9680.
39\Wagner, D.; Verheyden, J. P. H.; Moffatt, J. &.Qrg. Chem1974 39, 24-30.
30 Mahajan, S.; Patnaik, S.; Kumar, P.; Gandhi, RGRpta, K. C.Bioorg. Med. ChenR00§ 14, 4302-4309.
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L'étude des spectres RMN a une et deux dimensigresrais d’identifier le composé isolé et
ainsi de déduire la régiosélectivité et la stériemsi@ité exo-antide I'addition sur la base des
déplacements chimiques et des interactions digsladtomme précédemment (Figure 72).

4,23-4,28 o w2 ALl we O
762  Galf VTR : -
& ¢ ! @ ;
H3 { £
i
i
2,10-2,29 . ® O o, |, '@
36,5 — 0 (@ i@ ) o &
e L & " z?gssﬁ} i
1 " ‘i
O ' -

5.0 as 4.0 35 30 F2 [ppm]

Figure 72 : Déplacements chimiques (ppm) en RNBI(Vert) et'H (Bleu) et intéractions dipolaires
observés sur le spectre NOESY pour le bicytle R=Bn et R’=CH(OBNn)CKOBN

La réduction de la liaison N-O en présence de etratacétate de cuivre a conduit au produit
111 avec un faible rendement (Schéma 142). Ce réqribaient de la solubilité partielle du
produit attendul11 en phase aqueuse. Les difficultés rencontréesdmia purification sur
gel de silice contribuent également a un rendermeyen.

La déprotection des éthers de benzyle en présenbkcéiel de Raney conduit avec succes au
composéll3attendu, malgré un faible rendement non optimise.

OCH,
o
» "'oH OH
o OH Zn, Cu(OAQ), °B"n o och
ACOH/HzO BnOH2C N (o) o 3
1h, 80°C . OH ",
30% BnO 0OBn HO OH
111
H,, Ni Raney
6 jours TA 3 40°C
35%
OH H OH
N 0 CH
HOH,C™ ™' (o] \ OCH,
[ OH 3
HO OH HO OH
113

Schéma 142 Synthése de I'imino-disaccharid&3
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L'utilisation d’un dipolarophile non protégé n’gsas contradictoire avec la cycloaddition 1,3-
dipolaire, cependant les problemes de solubilitdogent a de faibles rendements. Nous
avons alors tenté de réaliser une cycloadditiopiaiye dans I'eau en présence du dip6le-1,3
déprotége2. A notre connaissance les seuls exemples de dgditan 1,3-dipolaire réalisés
avec des nitrones dans I'eau nécessitent la préstuac additif ou d’un surfactaint*"?Dans

le cas présent ceci s’est avéré inutile puisquealées produits de départ sont solubles dans
'eau (Schéma 143).

0. ,OCH;
N =
oH O° e 5 H,0, 10 jours STOTN ,
NS o WO L0CH;  40a60°C HO | “OH
HOH,C™ W'Y+ HOH,C
2 ' 7 Ho' oM S1% '
HO ©OH OH
82 109 12

Schéma 143 Obtention de l'isoxazoliding12 via une cycloaddition 1,3-dipolaire dans I'eau

Le composé bicycliqudl12 a été synthétisé avec un rendement satisfaisabtlée Nous
n'avons pas observé le phénoméne d’accélératiofoiparencontré lorsque de telles
cycloadditions sont réalisée dans I'd4UAu contraire, la conversion est & peine compléte
apres 10 jours de réaction. Nous n'avons ceperminjugeé utile d’ajouter un additif tel que
le chlorure de lithium, compte tenu des difficultB&limination de sels apres réaction.

Le bicycle112 est obtenu sous forme d’'un seul diastéréoisomamtecant des traces d’'une
impureté non identifiable. La configuration des xi@@uveaux centres stéréogenes comme la
régiosélectivité a pu étre définie par I'étude slesctres RMN (Figure 73). Ceci confirme que
la cycloaddition a également lieu selon un mexie-anti

cin: IH—5 H-7‘ is
4,26-4,32 2 NNl e :
76,3  Galf

H-3

F1 [ppm]

2.5

2,10-2,27
37,5

3.0

25 72 [ppm)

371 Chatterjee, A.; Bhattacharya, P. B.,0rg. Chem2006 71, 345-348.
372 Molteni, G.,Heterocycle006 68, 2177-2202.
373 Gholami, M. R.; Yangjeh, A. H]. Chem. Re4.999 226-227.
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Figure 73 : Déplacements chimiques (ppm) en RNBI(Vert) et'H (Bleu) et intéractions dipolaires
observés sur le spectre Noesy pour le bicytk R=CH(OH)CHOH

Le clivage de la liaison N-O a été dans un prert@Bps réalisée, comme précédemment, en
présence de zinc et d'acétate de cuivre. Néanmamagis n’'avons pas pu isoler
convenablement le produit attendu. L’hydrogénolgse présence de Nickel de Raney a
conduit au composEl3avec un trés bon rendement de 86% (Schéma 144).

0-_,OCH;
~~0 H,, Ni Raney OH 4 OH
OH O : 16h, TA N O._OCH
HOH,c™ N HO 4 OH HOH,C™ ™ o \ :
) 86% . OH /
Ho oM HO ©OH HO ©OH
112 113

Schéma 144 Obtention de I'imino-disaccharidil3 a partir du bicyclel12

Le développement d’'une stratégie utilisant la cgdttition 1,3-dipolaire dans I'eau nous a
permis d'accéder a un imino-disaccharide en seulendeux étapes a partir des
monosaccharides avec un rendement global de 44%oimposél13 ainsi obtenu est un

analogue de disaccharide G@i(1—6)-Gaf.

La synthése d'un imino-disaccharide, analogue dwe tGal-B-(1—5)-GafF a alors été
envisagée en utilisant un@-allyl-D-galactofuranoside.

11.3. SYNTHESE D UN ANALOGUE DU GALF-[3-(1—5)-GALF

Afin de réaliser la cycloaddition en milieu aqueibnous faut tout d’abord préparer urCe-
allyl-D-galactofuranoside. Pour cela, il est essentietiidder des groupements protecteurs
pouvant étre facilement éliminés en présence didauble liaison, c’est pourquoi nous avons
opté pour l'utilisation de groupements acétate®ehet O-3 et d'un trityle en O-6.

Cette synthése nécessite dans un premier tempstkciion sélective des positions 2,3 et 6
du galactofuranosidd08 La premiere étape consiste donc a former un dgytidéne
régiosélectivement en position 5 et 6 par transéisation du diméthoxypropane (Schéma
145). Celle-ci a été réalisée en présence dunentig@acatalytique d’acide camphre
sulfonique (CSA) dans le DME? & 0°C. Une fois le dérivél14 préparé nous avons effectué
'acétylation des hydroxyles en position 2 et 3updonnerl25 Dans la foulée nous avons
déprotégeé les hydroxyles en position 5 et 6 etrabte composd16 avec un rendement de
73% sur les deux étapes. L’hydroxyle primaire estude sélectivement protégé par un
groupement trityle avec un bon rendement de §5%.

37 ee, Y. J.; Lee, B.-Y.; Jeon, H. B.; Kim, K. ®rg. Lett.2006 8, 3971-3974.
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Meo)<)Me
HO fo) Pyridine, Ac,0 fo)
HO ~O._OCH, CSA, DMF O _OCH;, 16h, TA O _OCH,4
/ 64n, 0°C 4 TA 0\)\>_7/ 98% 0\)\>j
P 61
HO  OH ° HO  ©H AcO  OAc
108 114 115
ACOH, H,0, THF HO Pyridine, TrCl HO
50°C, 7h O.__OCH;, 16h, 60°C O.__OCH,
HO \ TrO \
96% [ 89% /
AcO OAc AcO OAc
116 17

Schéma 145

L’allylation du composéll7, qui porte des groupements acido-labiles et stikbep de
migrer dans des conditions basiques, s’est reldéteate. Le premier essai d’'allylation a été
réalisé dans des conditions douces et neutres égemre de bromure d'allyle et d’oxyde
d’argent. Cette réaction a permis d'isoler le dérb/O-allylé 118 avec 23% de rendement
(Tableau 29, essai $§> L'utilisation de conditions acides avec le triatdacétimidate d’allyle
n'a conduit qu'a des traces de produit attendu Igab29, essai Zf° En dernier recours,
nous avons envisagé une substitution allyliqueapalcatalysée de type Tsuji-Trd5t>"
Cette réaction met en jeu un carbonate d'allyle guoiprésence de palladium (0) dans des
conditions neutres, va générer la formation d’'umpglexe-allyl palladium. Ce complexe
réagit alors avec l'alcool pour former un étherllgla. Ainsi nous avons pu isoler le
galactoside $3-allylé 118avec un bon rendement de 68% (Tableau 29, essai 3)

/{/
(o}
J\SE’OCHB
TrO

HO

~O__OCH;,
TrO

AcO OAc AcO OAc
117 118
Essai Conditions Rendement
1 Ag20, KI, Toluéne, AllyIBr, 28h & 60C 23%
2 Trichloroacétimidate d’allyle, TMSOTf, CH,Cl,, TA, 6h30 Traces
3 Carbonate d'allyle et de méthyle, Pd(PPh )4, THF, 4h, 65C 68%

Tableau 29 :Différents essais d®-allylation de I'alcool117

Le mécanisme actuellement admis pour cette sutistit@allyligue catalysée au palladium
passe par I'addition oxydante réversible du cartermballyle qui conduit a un premier

37> pekari, K.; Tailler, D.; Weingart, R.; Schmidt, R.,J. Org. Chem2001, 66, 7432-7442.
37®\Wessel, H.-P.; Iversen, T.; Bundle, D. R.Chem. Soc., Perkin Trans1985 2247-2250.

37" Haight, A. R.; Stoner, E. J.; Peterson, J. M.;y@roV. K.,J. Org. Chem2003 68, 8092-8096.
378 Schmidt, B.; Nave, SAdv. Synth. CataR005 348 531-537.
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complexen-allyl A. Ce complexéA est alors décarboxylé pour conduire a un intereiéli
alcoxy B qui est en équilibre avec un complexallyl du substrat alcoxyl€. L'élimination
réductrice conduit au produ-allylé et régéneére le palladium (0), comme nousémtre le
cycle catalytique suivant :

ANOR V Pd(0) N /\/OE/OR

SNOR 2~_0-_OR
Pd(0) pa0) I
o]
Elimination Addition
réductrice oxydante
Pd''L, Pd''L, Z Pd'L,
RO~ “OR CO, ~0CO,R
c >< B A
ROH ROH

Schéma 146 Mécanisme de la substitution allylique catalyséelg palladiuni”

Une fois I'éther d’allyle synthétisé, nous avonalig® la déprotection du groupement trityle
suivie de la transestérification des acétates. Nawsns ainsi obtenu le dipolarophile
déprotégd 20 avec d’excellents rendements (Schéma 147).

S S i

0 0. ocH AcOH 80% 0 0. ocH CH,Cl,/MeOH 0 0. ocH
o J\>_7, 5 reflux, 1h30 Ho \)\>_7, 3 MeONa HO J\>_7, 3
82% 2h, TA ",
AcO  OAc AcO  OAc 99% HO  ©OH
118 119 120

Schéma 147 Obtention du dipolarophil@20

Nous avons mis en réaction la nitrad82et le dipolarophilel20dans I'eau pendant 5 jours a
60°C. Le composé bicycliqu&2l a ainsi pu étre isolé avec un bon rendement de 72%.
Cependant, le compod21 est souillé par une impureté non identifiée présarhauteur de 3

a 5% (Schéma 148). La cycloaddition a eu lieu conprécédemment selon un mode
d’addition exo-antiqui a pu étre confirmé par les analyses RMN. Lrioadisaccharidd.22,
analogue du G&P(1—-5)-Gaf, a ensuite été preparé par réduction de la liaNed en
présence de Nickel de Raney.

379 Campagne, J.-M.; Prim, [Les complexes de palladium en synthése organ@N&S éd.: Paris, 2001.
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5 (/ HO . e 3OCH
OH ﬁ:® (o] o 5 H2060°C ‘//OH
HOH,C R + HO OCH, jours,
P . 72%
HO  ©OH HO' OH
82 120

H, Ni Raney

OH H HO\_
16h, TA HO N o = (o) OCH;
91% . OH /\SJ/
HO OH HO OH
122

Schéma 148 Synthése de I'imin@-disaccharidel22

La méthodologie de synthése reposant sur une @aikian 1,3-dipolaire entre une nitrone
cyclique de sucre et un sudteallylé dans des conditions classique ou en midiqueux, a
permis un acces rapide et élégant a des iminoghsaides analogues des compddéd et

B75 (Figure 74). Cette synthese est réalisée avec de Endements et un bon régio et
stéreocontréle. De plus, la réalisation de I'étegedans I'eau nous a conduits a des composeés
bicycliques originaux et analogues des motifs disaddiques présents dans les galactanes.

HO
OH ~

oH OH
R o
o) . O o O _or
- HO oH wo' ‘oM

HO OH HO “OH

Galf -p-(1—5)-Galf Galf -p-(1 —=6)-Galf
B74 B75
OH n R1 RZ
H0H2CM X OR
~_ OH .
HO OH Ho  OH

Ry =OH, R, =H, X =CH,0 113
Ry=H, Ry, = CH,OH,X=0 122

Figure 74 : Structures des composEE3 et 122 analogues des motifs Gebalf

Dans le but de préparer des analogues plus prodbassdisaccharides constituant les
galactanes nous avons ensuite envisagé la synifesgogues possédant un lien plus court
et totalement carboné.
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[Il. PREPARATION D UN IMINO-C-DISACCHARIDE

Cette approche a nécessité |'utilisation d’oléfigesidisubstituées ou trisubstituées comme
dipolarophiles (Figure 75).

HOR
WOR
PO ©OP

B215 B216
R=H — Araf
R'= CH,OH — Galf

Figure 75 : Structures envisagées du dipolaroptBi2l5 et de I'iminoC-disaccharideB216

.1. SYNTHESE D UN ANALOGUE DU GALF-[3-(1—6)-GALF

Le précurseur arabinofuranosidiqu®l a été précédemment synthétisé a I'échelle de
plusieurs grammes. C’est pourgquoi nous avons paitausynthese avec ce substrat bien que
la déprotection finale des molécules perbenzylégsiae étape délicate.

Nous avons oxydé I'alcodl01 dans des conditions classiques (Schéma *£29).cause de
problemes de stabilité au cours de la purificati@idéhyde123 obtenu a été utilisé par la
suite aprés une simple filtration sur gel de silicaddition du bromure de vinylmagnésium
sur l'aldéhyde 123 a conduit au composd24 sous forme d'un mélange de deux
diastéréoisoméres en proportion 1/2,6 avec un @otement de 719%*

/\MgBr

0 o] Ho Ho
s ~OMe pess-Martin, CH,Cl, O ..ome THF, 3h, 0°C - O ..ome O ..0Me
HO / H ==/9) + =R
P Pyridine, 4h, TA puis 16h, TA
BnO  OBn 72% BnO  OBn NH,CI BnO  ©OBn BnO  OBn
71%
101 123 ° 124a 124b

Schéma 149 Synthése du dipolarophile carboh#4

Chaque diastéréoisomere a pu étre isolé et séparéwtalement caractériseé. Cependant
aucun des essais de cristallisation de l'isomérpniteire ne nous a permis d’obtenir des
monocristaux pour une détermination de structuredif&raction des rayons X et seuls les
modeles prédictifs d’addition sur un groupemenbaeaylé avec chélation nous permettent de
faire I'hypothése que 'isomere majoritaire estcdefigurationR (Schéma 150).

30 Halim, R.; Brimble, M. A.; Merten, JQrg. Biomol. Chem2006 4, 1387-1399.
31 Kaliappan, K. P.; Kumar, NTetrahedror2005 61, 7461-7469.
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Mg
OMe
,0 OBn HO
O_.OMe Z MgBr 9 NH,CI O._.OMe
H —_— = <
| THF oBn A
BnO ©0Bn BnO ©Bn
Nu_/ﬁ i
123 124b

Schéma 150 Modéle prédictif de Cram chélaté pour I'addition dayl organomagnésien sur
I'aldéhydel23

Un essai d’addition réalisé en présence d'un adeéelewis bidendate, le bromure de
magnésium, a conduit & un résultat similaire, deeguen accord avec le modele chélaté.

La cycloaddition 1,3-dipolaire réalisée entre laarie 81 et le dipolarophilel24b a permis
I'obtention de l'isoxazolidinel25 avec un bon rendement de seulement 64% alorsaque |
conversion est totale (Schéma 151). Nous avonsg@ariune fraction de mélange contenant
des traces d'impureté non séparable et non idéatifi

OBn 9@ HO o
BnOHZCw " \)\5\_7“‘0'\"6 toluene 110°C
“ ~ 16h
1 BnO OBn
BnO OBn 4%
81 124b

Schéma 151 Synthése de la pyrrolidino-isoxazolidih2s

Cette étape régio et stéréosélective permet diisde nouveau, majoritairement le produit
d’additionexo-antj comme I'étude RMN nous I'a confirmé (Figure 76).

H-3', H-8

M i H-4

| H-7 Ha'
e TN T e T T
4,09-4,14 . 2= 2
769 Araf Ha g ' o pim g 4
OH i > !
{
. R -
2 -
2,01-2,20 —= @i
37,0 = -

5.0 a5 a0 3.5 30 F2 [ppm]

Figure 76 : Déplacements chimiques (ppm) en RNBI(Vert) et'H (Bleu) et interactions dipolaires
observés sur le spectre NOESY pour le bic}2te R=Bn et R’=CH(OBn)CKOBN
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L’ « inside alcoxy effect » est un concept proppaé Stork pour expliquer la stéréochimie de
la dihydroxylation deg-hydroxyénones®? L’équipe de Houk a ensuite développé ce concept
et I'a en particulier appliqgué au cas des cyclo@gmits 1,3 dipolaire puis il a été repris par
I'équipe de Raimondfi®338438>38638hans e cas de I'utilisation d’un alcool allyliqahiral
comme le dipolarophilel24b, c’est un bon outil de prédiction de la stéréadélge du
cycloadduit. L’hypothése développée est que damatlde transition, I'alcool allylique en C-
5’ adopte une positiomtérieure («inside») et le substituant alkyle en C-5'(furanoside)eop
pour une positioranti moins encombrée stériquement tel que nous le edatrschéma
suivant.

BnO R'

N
NN
\\/Int h /O

[ Qp—

Ext

Anti H \ o= H

Sucre H
Int = Intérieure -
Ext = Extérieure

Schéma 152 Etat de transition prédit par I' « inside alcoxyfedt » (R'=CH(OBn)CHOBN)

La configuration absolu® en C-5’ permet d’attribuer la configurati@au carbone 2. Les
résultats obtenus avec ce concept sont en accecdume approchexodu dipolarophile.

La réduction de liaison N-O en présence de ziracétate de cuivre conduit a I'obtention de
I'imino- C-disaccharide protég6 avec un bon rendement (Schéma 153).

‘\\OMe

Zinc, Cu(OAC), OBn OH
3 AcOH/H,0 N o
0Bn . BROHC Y 7 wOMe
2h, 80°C 5 OH 5
86% BnO OBn BnO OBn

126

Schéma 153 Synthése démino-C-disaccharide benzyl#6

Enfin, I'hydrogénolyse au Nickel de Raney du congposrbenzylél26 a permis d’isoler le
produit attendul27 avec un bon rendement de 68% (Schéma 154). Ceaptermiais avons
€galement observé des traces d’'une impureté que miauons pas pu seéparer du composé
127.

332 Stork, G.; Kahn, M.Tetrahedron Lett1983 24, 3951-3954,

33 Houk, K. N.; Moses, S. R.; Wu, Y.-D.; Rondan, N; Gager, V.; Schohe, R.; Fronczek, F. RAm. Chem.
S0c.1984 106, 3880-3882.

%4 Houk, K. N.; Duh, H.-Y.; Wu, Y.-D.; Moses, S. R.,Am. Chem. Sot986 108 2754-2755.

35 Annunziata, R.; Benaglia, M.; Cinquini, M.; CozEi; Raimondi, L.,). Org. Chem1995 60, 4697-4706.

3 Annunziata, R.; Benaglia, M.; Cinquini, M.; CozEi; Raimondi, L.Eur. J. Org. Chem1998 1823-1832.

37 Houk, K. N.; Paddon-Row, M. N.; Rondan, N. G.; Wi;D.; Brown, F. K.; Spellmeyer, D. C.; Metz, J.;T
Li, Y.; Loncharich, J.Sciencel986 231, 1108-1117.
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H,, Ni Raney OH G OH
W\..OMe MeOH HOH,C -\‘N .\‘o .OMe
| 48h, 40°C . OH 4
0Bn 68% HO ©OH HO OH

127
Schéma 154 O-débenzylation du précursei?6

Nous avons ainsi synthétisé un analogue prochesdoaharide G&l3-(1—6)-Gaf possédant
un iminosucre comme mime du Galon réducteur et un lien carboné mimant la liaison
glycosidiqueB-(1—6) en terme de longueur (Figure 77).

OH 5 OH OH H OH
HOHzcwo N OR HOH,C & NN .WOMe
. OH
HO OH HO OH HO OH HO OH

Galf -B-(1—=6)-Galf
B78 127

Figure 77 : Analogies structurales entre le compd2& et le composB75

L'oléfine 124b ayant conduit a de bon résultats tant en termeretelement que de
stéréosélectivité, nous avons poursuivi notre agpradiastéréosélective par la préparation
d’un dipolarophile trisubstitué en position allylig, le dérivé 3=-vinyl-Galf.

1.2. SYNTHESE D UN ANALOGUE DU GALF-[3-(1—5)-GALF

Pour terminer, nous avons souhaité synthétisernafogue d’'un disaccharide &§-(1,5)-
Galf possédant un lien carboné entre I'iminogalactitdaeposition 5 du galactofuranose. La
cycloaddition 1,3-dipolaire a été envisagée entre oléfine telle qu&96e et la nitrone82
(Schéma 155). Pour cela la synthése de I'oléfi@iée doit se faire en deux étapes, oxydation
puis addition-1,2 d’'un vinylorganométallique, atpate I'alcool117.

133 B96e 117

Schéma 155 Rétrosynthése envisagée pour la préparation dano-C-disaccharidel33

Dans un premier temps, nous avons réalisé deuativeed d’oxydation dans les conditions de
Swern qui n'ont pas conduit au produit attendu (@ai 30 essai TJ° Les différents essais
réalisés avec des oxydants au Cr (IV) ont quanixapermis d’isoler le produit attendu avec

388 Cho, J. H.; Bernard, D. L.; Sidwell, R. W.; Kefa,R.; Chu, C. K.J. Med. Chen2006 49, 1140-1148.
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des rendements faibles & corrects (Tableau 30 2s5d)*>> 2°°*%Néanmoins, une impureté
résiduelle non identifiée n'a pas pu étre sépatéeatnposél28 obtenu dans ces conditions.
Le produit étant suceptible de subir (iélimination ainsi qu’une épimérisation du carbone
asymétrique ema du carbonyle, nous nous sommes alors orientés dess conditions
d’oxydation plus douces. L'utilisation du réactié dess-Martin nous a permis d’isoler le
dérivé carbonyld28 seul mais avec un rendement infériglir_"utilisation du perruthénate
de tetrapropylammonium (TPAP) en quantité catalgiget de I'oxyde deN-
méthylmorpholine (NMO) comme co-oxydant nous a eihdux meilleurs résultaf§>%
Nous avons finalement obtenu la cétd28 puravec un bon rendement de 76%.

HO (0]
O.__OCH; [O] “O.__OCH;
TrO TrO
AcO”  OAc AcO”  OAc
117 128
. " Produit de

Essai Conditions Rendement départ 110

1 (COCl),, DMSO, Et3N, CH,Cl,,-78T Degradation

2 PCC, CH,Cl,, AcONa, tamis 4A 23% 48%

3 PCC, CH,Cl,, AcONa, tamis 4A, AcOH 39% Traces

4 PDC, CH,Cl,, Ac,0, tamis 4A 62% -

5 Dess-Martin, CH,Cl,, Pyridine 46% Traces

6 TPAP (10%), NMO, CH,Cl,, tamis 4A 76%

Tableau 30 :Différents essais d’oxydation de I'alcal7

Nous avons étudié l'addition de vinylorganométaiég sur le carbonyle du dérivig8
obtenu. Compte tenu des risquesPdélimination, nous n’avons pas réalisé cette éthgres
des conditions classiques, avec un organolithiermagnésien mais nous avons envisagé
I'utilisation d’'un réactif moins basique de typenyicérique3®? Les organocériques, de
caractére moins basique que leurs analogues maggeésu lithiens, sont frequemment
utilisés pour éviter leg-éliminations, énolisations et autres réactionolajdes®®*3%Le
réactif est générid situ par la réaction du chlorure de cérium préalablérdéashydraté et du

vinyl organomagnésien en proportions équivalentes3aC3? L'addition de la cétond28

39 | ee, J.-C.; Chang, S.-W.; Liao, C.-C.; Chi, F.-Chen, C.-S.; Wen, Y.-S.; Wang, C.-C.; Kulkarni, S5,
Puranik, R.; Liu, Y.-H.; Hung, S.-CGhem. Eur. J2004 10, 399-415.

390 Eirstner, A.; Domostoj, M. M.; Scheiper, B.,Am. Chem. So2005 127, 11620-11621.

31 ey, S. V.; Norman, J.; Griffith, W. P.; Marsde®, P.,Synthesid 994 639-666.

%21 enz, R.; Giese, BJ. Am. Chem. Sot997, 119, 2784-2794.

393 |mamoto, T.; Sugiura, Y.; Takiyama, Netrahedron Lett1984 25, 4233-4236.

394 Imamoto, T.; Takiyama, N.; Nakamura, K.; Hatajirfia, Kamiya, Y.,J. Am. Chem. Sod989 111, 4392-
4398.
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suivie d’'un traitement acide conduit alors stérémmt&ement au composiE9 avec 55% de
rendement (Schéma 156).

1. CeCI3
o = “MgBr HO \
O, _OCH; THF, -78°(.g,, 4h30 OCH,
TrO \ TrO
- 2. AcOH >
AcO OAc -78°CaTA AcO OAc
55%
128 129

Schéma 156 Addition stéréosélective du réactif vinylcérium Eucétonel28

La configuration du centre stéréogene formé ne pastétre déterminée a ce stade de la
synthese cependant les modeles de prédiction resogefient de rationnaliser la stéréochimie
de l'addition et d’envisager une configuratiS8de I'alcool 129. En effet, le cérium est un
cation tres oxophile, il peut donc activer la fooetcarbonylée par coordination, et former un
chélate avec I'oxygene ¢h Le contrdle de la diastéréosélectivité par ciatgbeut donc étre
envisagé (Schéma 15733

ce3+
OMe

e .wOBn
0[0 AcOH

0Bn g
A I & BnO  OBn

OTr 129

Nu-

Schéma 157 Modéle prédictif de Cram chélaté pour I'addition dayl organomagnésien sur la
cetonel28

Afin de réaliser la cycloaddition sur la nitro82 I'alcool 129 a été déprotégé successivement
en milieu acide puis basique conduisant au comd@déavec de tres bons rendements
(Schéma 158).

AcOH 80% Ho\ CH,Cl,/ MeOH
1h30, 70°C >/ O. .OCH MeONa
TrO HO -~ 3
71% 4h, TA
]
AcO OAc 99%
129 130 131

Schéma 158 Obtention du dipolarophilé31

Malheureusement, faute de temps nous n’avons padatiser la cycloaddition 1,3-dipolaire
et obtenir I'imino-C-disaccharide33 (Schéma 159).

3% Shigeno, K.; Sasai, H.; Shibasaki, Metrahedron Lett1992 33, 4937-4940.
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O HO
OH z@ HO}
HOHchS‘\\_? + P
HO  OH o' OH
82 131
Hy Ni Raney

133

Schéma 159 Synthése envisagée de I'imi@edisaccharidel33
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V. BILAN

Ce chapitre avait pour objectif de présenter lagaux de synthése relatifs aux analogues de
disaccharides du (FalLa stratégie employée reposant sur une cyclaaddit,3-dipolaire
nous a permis de synthétiser de maniere efficagerslianalogues disaccharidiques de
configurationp identique a celle présente dans le produit dekt@aisférases.

La cycloaddition 1,3-dipolaire avec une oléfinetperpar une charpente arabinofuranosidique
a permis la mise au point des conditions de réaatiol’'obtention de deux analogues de
disaccharides de facon stéréo et régiosélectivprémier posséde un lien oxaalk{i@5 et le
second un lien totalement carbdti#’ qui en fait un analogue proche d’'un disaccharidé-G
B-(1—5)-Gaf présent dans les galactanes de paroi mycobagtér{&théma 160). Cependant
les difficultés rencontrées lors de la déprotecfinale nous ont conduits a revoir la stratégie
choisie.

Ainsi, les dipolarophiles issus du galactofuranmseété utilisés déprotégés. La cycloaddition
1,3-dipolaire réalisée dans I'eau en présence diitnene également déprotégée s’est avérée
hautement régio- et diastéréosélective. Cette approoncise et effica@n phase agueuse a
conduit & des composés bicycliques origndil2 et 121 puis aux imino-disaccharides
possédant un lien oxaalkyld 3 et122 analogues des disaccharidesf&zdif mycobactériens
(Schéma 160). Il s’agit a notre connaissance dmigreexemple de couplage, par formation
d’une liaison carbone-carbone, de deux sucres tig@ae par une cycloaddition 1,3-dipolaire
dans l'eau.

Les six composés obtenus sont, a notre connaissksceeuls analogues d'accepteurs de
glycosides en série iminogalactofuranose-galacaofose décrits a ce jour. lls ont donc été
évalués comme inhibiteurs des Ghnsférases responsables de I'incorporation déssu
galactofuranosidiques au sein des galactanes. dsestats seront rapportés dans le chapitre
suivant.

212



La synthése d'analogues de disaccharides dfi Gal

OH 0Bn O OH OH

H
HO N o N N d
o o 0~,.0CH; BnO Ny HOH,C~ O ..OCH;
. OH ., : . e - OH 2
HO OH HO OH BnO OBn HO OH HO OH
105 l 127
OH 9;
HO N
AN
HO OH
HO O.__OCH,
Cycloaddition 1,3-dipolaire o ~—0
dans 'eau OH

OH OH
N K]
HOH,C™ ' ) <O\ ,OCH;
/[ OH L
HO  ©OH HO OH
113

Schéma 160 Structures des imino-disaccharidbtenus par cycloadditions 1,3-dipolaire
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Evaluation biologique

Dans ce chapitre nous aborderons les évaluatiamthibiiques d’'une partie des composés
synthétisés. Ces composés ont été préparés ddng ke développer des inhibiteurs des
enzymes responsables de la biosynthése des gascthes évaluations biologiques
rapportées seront successivement celles effeceigeBUDP-Gap mutase puis sur la Gal
transférase 2.

|. EVALUATION DE L'INHIBITION DE L'UDP-GALP MUTASE (UGM)
PAR LES COMPOSES SYNTHETISES

Les tests d'inhibition sur 'UGM ont été effectugar I'équipe du professeur H-w. Liu au
college de Pharmacie de I'Université du Texas atiAugls ont été réalisés, d’aprés une
procédure décrite dans la partie expérimefitaderr la mutase &scherichia Colpurifiée.

L’inhibition de la forme réduite active de I'UGM pales composés a charpente
iminogalactitol a été examinée individuellement @ilisant comme contréle positif un
inhibiteur connu : 'UDP? *°Deux types de conditions d'incubation ont étéisés. Ces
conditions different par I'ordre d’addition du cooge testé et du réducteur utilisé pour
activer 'UGM, le dithionite de sodium. Tout d’aldbpour les conditions A, l'inhibiteur est
ajouté a une solution contenant 'UGM et le dithiende sodium. Aprés 10 minutes
d’incubation a température ambiante le substrdteteyme, 'UDP-Gal, est additionné. La
réaction a alors lieu pendant 2 minutes a 37°CdiBague pour les conditions B, I'inhibiteur
est incubé en présence de 'UGM et en absenceddeteir pendant 10 minutes. Aprés cette
pré-incubation, le dithionite de sodium et 'UDPHGsont ajoutés a la réaction et le mélange
est incubé 2 minutes a 37°C.

Pour tester I'inhibition c’est la conversion inveldDP-Gal—UDP Gap qui est évaluée et la
guantité d’'UDP-Ga formé est mesurée par HPLC. La valeur de l'adiviésiduelle est
calculée en divisant le pourcentage de conversigorésence de l'inhibiteur par celui mesuré
en absence d’inhibiteur. Les résultats sont présettdns le tableau suivant.
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Activité résiduelle (%)

Inhibiteur
Conditions A”, [I]=25 mM Conditions A®, [I]=2,5 mM Conditions B, [I]=2,5 mM

( 43 61 2 -~

44 a a 52

48 -8 - 59

a < 51 80 83 50
52 & & 37

56 52 - -

L 57 A 86 43

82 65 83 50

( 87 118 88 91

88 65 A 2

89 99 66 68

B < 96 126 71 76
98 -2 72 78
99 -8 93 106

UDP 16 40 20

4non déterminée

® inhibiteur est pré-incubé avec 'UGM pendant fiin & TA et en présence de dithionite de sodium. La
réaction a lieu dans une solution tampon de phdepde potassium (80 pL, 100 mM, pH 7,5) pendanir2 an
37°C. La concentration de I'enzyme, du substrat;idkibiteur, et du dithionite de sodium sont respivement
8,2 nM, 50uM, 25 mM, et 12,5 mM.

¢ Linhibiteur est pré-incubé avec 'UGM en abseueedithionite de sodium.

Tableau 31 :Activité résiduelle de 'UGM en présence de diffésenhibiteurs potentiels

De maniére générale, les produits synthétisés dentaibles inhibiteurs de 'UGM a la
concentration relativement élevée de 25 mM queljles soient les conditions d’incubation.
En effet, les valeurs d’activités résiduelles obtnsont toutes supérieures a celle de 'UDP.
Toutefois, il est clair que les composés de coméijona présentent de meilleures inhibitions
gue leurs analogues de configuratifinge qui était assez prévisible puisque la conéitjon

a est celle du substrat naturel de I'enzyme, 'UD&tG

Il est difficile d’interpréter ces résultats compénu du peu de variations observées au niveau
de I'inhibition par rapport aux modifications sttuales réalisées. Cependant, on observe que
la présence du motif UMP tend a augmenter légerehiaativité inhibitrice qui reste tout de
méme faible. En effet, si I'on compare en sérides composéd4 et48 possédant une chaine

a 3 carbones en position pseudo-anomérique aveatalogue UMPS7 on peut noter une
diminution de l'activité résiduelle de l'ordre dea®16% a 2,5 mM. La méme observation
peut-étre faite avec les composés de configurdli@7 et 96 ou la variation est de 15%.
Néanmoins, cette variation d’activité reste léggmyrtant les travaux de Kiessling et son
équipe ont montré I'importance du motif uridine@un analogue aromatique sur la structure
de I'inhibiteur en termes de « binding » et d'iritidn.***
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Figure 78 : Structure de composés évalués comme inhibiteutsGé

L’activitt des composés testés semble donc provengjoritairement du motif
iminogalactitol.

Ceci est confirmé par le résultat obtenu avec lmedé 52 du motif 1C-allyl-1,4-
iminogalactitol. En effet, cet analogue de substliatérique est le meilleur inhibiteur de
'UGM que nous ayons synthétisé. Il présente uniwiterésiduelle de 37% contre 20% pour
le meilleur inhibiteur connu de 'UGM, 'UDP.

On peut également souligner qu’il y a une difféeeedtactivité entre le phosphonate d’éthyle
et I'acide phosphonique correspondant, comme neusdntre les couple87/89 et 98/99
pour lesquels la difference est de 23 et 28% réispacent (Figure 79). Pour augmenter
l'inhibition de la mutase il semble donc préfératepréparer un acide phosphonique plutét
gue I'ester correspondant.

o
9 HN)S
~—P-OR |
B 5
OH N,° OR OH K I8 O%\N
HOH,C~ P \Q
HORC i mfm \/
HO' OH HO  OH HO  ©H
87 R=Et 98 R= Et
89 R=H 99 R=H

Figure 79 : Structure des compos8%/89 et98/99

De fagon surprenante, le composé de configurgigui présente la meilleure inhibition est le
composé bicycliqueB9 avec 68% d’'activité résiduelle a 2,5 mM. Toutefcdsl vu des
résultats obtenus pour les compo86%t 98 il semblerait que la réduction de la liaison N-O
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et donc lintroduction d’'une fonction hydroxyle itaucune influence sur I'inhibition. Ceci
pourrait éventuellement étre confirmé avec I'évatimmdes composéd0 et 97. A ce jour,
ceux-ci n‘ont cependant pas pu étre séparés d'ommreté résiduelle empéchant leur
évaluation biologique.

La nitrone 82 concue comme sonde meécanistique n’inhibe que pedés 'UGM, ce qui
pourrait s’expliquer par une trop forte polaritélddiaison N-O'. Il serait donc préférable de
préparer des analogues ou la fonction nitrone tseeanplacée par un iminium ou un
hydroxylammonium portant un substituant de tailigilgire.

Il est intéressant de noter que le composé legrlushe du substrat natuig®, le compos®9

de configuratior3, ne présente aucune activité sur 'UGM, et cedl|gmé la présence d’'un
lien B-hydroxyphosphonate susceptible de mimer les iotier@s du pyrophosphate avec le
site actif de 'enzyme. En revanche, son analag®& ne possédant pas ce lien polaire mais
de méme configuration que le substrat naturel ptésé3% d’activité résiduelle a 2,5 mM
(Figure 80).

o B
"] “/ OR "] H/ OR
o .\\\\/\ s o 5
HOHZC)\>_7 E\Uridine HOHZCmg\Uridine
HO OH HO OH
57 99

HO 0 / 9 || .
SN WO-P-0-P—Uridine
HOH,C OH OH

Ho' on B ¢
B2
Figure 80 : Structures des analogues proct@st99 de 'UDP-Gaf B2

Les travaux récents de Pinto et son équipe surutasa ont apporté plusieurs éléments
nouveaux concernant la structure du substrat au dieisite actif de 'UGM? Ceci nous
permet de mieux appréhender les interactions falesaet donc une relation structure-
activité. En effet, la présence d'une interactiontd entre le phosphafe (Figure 80) et
larginine 174 du site actif de 'enzyme montre e importante de ce groupe et non du
phosphatea comme pouvait le suggérer l'activité de 'UMKy4(= 27+7 uM, 50.6%
d’inhibition relative a 2.5 mM similaire a celle d&/DP Ky = 1413 uM, 49.4% d’inhibition
relative & 2.5 mMJ°’ Or, les composés que nous avons synthétisés prgsguiquement le
phosphonata. De plus, cette étude montre une conformationrdu®» du pyrophosphate
dans le site actif qui ne peut pas étre correctemmemé par le lien insaturé assez rigide
présent dans n0s composés.

220



Evaluation biologique

Figure 81 : Positionnement présumé de 'UDP-Gdhans le site actif de 'UGM. Les domaines 1, 2 et
3 sont respectivement représentés en orange, bleyae. Les deux boucles flexibles sont en jaune.

Dans le but d’améliorer les propriétés du comg®sé parait nécessaire de s’attarder sur la
synthese de composé de tyB&43 pour juger de l'influence d'un lie@-cétophosphonate
comme mime du lien pyrophosphate (Figure 82). Dm&él serait intéressant de synthétiser
des analogues de typB216 pour confirmer l'importance du phosphongte dans le

« binding » et I'inhibition de 'UGM (Figure 82).

o

HO H jx HO H OH
JOH SN w10 Uridine
HOHZC)\>—7 w/\E\Uridine HOH,C X
w0 O . 0
HO ©OH

HO  ©OH
B143 B216
X = CH, CHOH, C=0
o
HO / o o
O, 1..0-P-0-P-Uridine
HOH,C OH OH
HO ©OH B «
B2

Figure 82 : Structure dys-cétophosphonatB143 et du phosphonat®216 analoguede 'UDP-Gaf
B2

En résumé, les composés testés ont de faiblestéstbur 'UGM et le meilleur inhibiteur que

nous ayons synthétisé est le composé dimérkfeCelui-ci présente 63% d’inhibition de
'enzyme a 2.5 mM. Bien que moyens, ces résula$ sncourageants, car ils concernent, a

notre connaissance, les seuls composés de typéotidels-iminosucres mimant 'UDP-Gal
ayant été synthétisés et évalués a ce jour. Ce#tatssbiologiques, corrélés aux avancées
récentes concernant le site actif de 'enzyme, aent permettre, dans le futur, la conception

et la synthése d’inhibiteurs plus efficaces.
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|l. EVALUATION DE L’INHIBITION DE LA GALF TRANSFERASE2
(GLFT2) PAR LES COMPOSES SYNTHETISES

Les composés précédents ainsi que les différenisoidisaccharides préparés ont été
également évalués en tant qu’inhibiteurs de laes&adf transférase disponible pour des
évaluations biologiques, GIfT2. J'ai pu réaliseriiim&me deux séries d’évaluations au cours
d’'un séjour au département de Chimie de l'univerdilberta, dans I'équipe du Professeur
T. Lowary, en mai 2008. L’évaluation des analogdiescepteurs de glycosyle puis celle des
analogues de donneurs de glycosyle ont été efiestandec I'aide et sous la supervision d’'une
technicienne spécialiste de ce type de tests (Szxiiém).

HO__ OH HO.
™ : <O .ubpP GIfT2 M o
Owowo + HOHC ‘ - o\/'jﬁ,o/\jjo + UDP
, " HO  ©OH .
“ [ % HO OH
HOO ©oH HO ©OH ) 52 HO  ©H "
Accepteur + Donneur __eim2 Oligosaccharide

Schéma 161 Polymérisation catalysée par la Gatansférase 2

I.1. PRINCIPE DU TEST SPECTROPHOTOMETRIQUE

Les tests enzymatiques réalisés sur la GIf2 €olireposent sur la quantité du sous-produit
UDP formé au cours de l'incorporation d’'une unitdagtofuranosidique sur I'accepteur de
glycoside synthétiquB68 catalysée par I'enzyme étudiée (Schéma 162'11)).
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Schéma 162 Cascade enzymatique utilisée pour le test speattopmétrique d’inhibition de GIfT2

L’'UDP ainsi formé va réagir avec le PEP (acide jpihas(énol)-pyruvique) en présence de
PK (pyruvate kinase) pour générer de 'UTP (uridinghosphate) ainsi qu'un pyruvate
(Schéma 162 (2)). La LDH (lactate déshydrogénaaalyse ensuite la réduction du pyruvate
en lactate en oxydant le NADH (nicotinamide adérdimaucléotide) en NAD (Schéma 162
(3)). La quantité de NADH consommé est donc praponielle a la quantité d’'UDP formé et
donc a I'activité de I'enzyme.

Le dosage spectrophotométrique consiste alors arsrelévolution de I'absorbance a 340
nm. En effet, le NADH possede deux maxima d’absonpén UV a 260 et 340 nm alors que
le NAD" ne présente qu'un maximum & 260 nm. Le suivi desbrbance a 340 nm permet
donc de suivre I'évolution de la cascade enzymatigqua diminution d’absorbance qui
indigue une consommation de NADH est alors proportelle a I'activité de la GIfT2.

Exceptés 'UDP-GdlGIfT2 et B68, les réactifs et les enzymes utilisés sont comiauexc
L’'UDP-Galf est synthétisé par la voie chimioenzymatique égeqians la premiére partie de
ce manuscrit (Schéma 163). GIfT2 est quant a #leée et surexprimée aveéc Coli. Enfin,
I'accepteurB68 est synthétisé dans I'équipe de Lowary.
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o
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B6 UDP-Gle Gle-1-Phosphate B2 HO OH
pyrophosphorylase
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2Pi PPi UDP-Glc UTP

pyrophosphorylase
Schéma 163 Synthése chimioenzymatique de 'UDP4{Gal

Avant de procéder aux tests d’'inhibition des imelagtitols synthétiques, il a été nécessaire
de s’assurer que ces composeés n’étaient pas dslbdtrdienzyme. En effet, si les composés
présentaient une activité d’accepteur ou de dontegtycosyle, les résultats obtenus seraient
faussés. Dans le cadre de I'évaluation des anasogdjaecepteurs, les tests d’activité ont donc
été réalisés en I'absence de I'accep®6®. Pour I'évaluation des analogues de donneurs ces
tests ont lieu sans UDP-GalAprés confirmation que les dérivés préparés i@atapas
substrats de I'enzyme, différents tests d’inhilitiont été réalisés a une concentration de 4
mM en inhibiteur puis en fonction de I'activité 208 1 mM. Ces tests sont réalisés avec les
enzymes PK et LDH en excés de maniere a s’assueclagréaction catalysée par GIfT2 soit
limitante. Néanmoins, pour s’assurer que l'activitést pas issue d’une inhibition de PK ou
LDH, des essais ont été realisés en multipliant yparfacteur deux les quantités de ces
enzymes. Enfin, pour confirmer la reproductibitiés mesures, chaque essai a été doublé. Les
résultats obtenus pour nos deux séries de composéprésentés ci-apres.
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11.2.

EVALUATIONS DES ANALOGUES DACCEPTEURS DE GLYCOSYLE

Le test d’activité réalisé a une concentration aeM en inhibiteur, et 3 mM d’'UDP-GaB2
montre gu’aucun des imino-disaccharides, ou biswagalactitols n’est accepteur de
glycosyle, contrairement au compd&8 (contrdle) (Figure 83).

Activité de GIfT2 en présence des analogues d'accepteurs

a une concentration de 4 mM

100
100 I
80 —
@ 60 |
=
g
% 40 |
IS 110 & 8 mM dans 100% MeOH
(@] 111 dans 50% MeOH
X
20 —
0,5 1,5
0 T |+|
= =1 3 = [ 1 = & L.
-3 -4 -4,5 T -3,5 6 T
8 115 8
-20 :
51 52 105 112 113 121 122 127 110 111 50%  100% Contrdle
Composé MeOH MeOH B68

Figure 83 : Représentation graphique de I'activité de GIfTB(g) en présence des analogues
d'accepteurs a une concentration de 4 mM et de dNPP-Galf B2. Les contrdles sont réalisés

avec 0,5 mM d’accepte 868

On notera que les composg$0 et 111 ne sont pas solubles dans I'eau, ils ont donc été

partiellement ou totalement solubilisés dans le MeO

Nous avons poursuivi I'évaluation biologique pas tests d’inhibition qui ont montré que les
analogues d’accepteurs étaient de faibles inhitstde GIfT2 (Figure 84).
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Inhibition de GIfT2 en présence des analogues d'accepteurs
a une concentration de 4 mM
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Figure 84 : Représentation graphique de I'inhibition de GIfD2Xug) en présence des analogues
d'accepteurs a une concentration de 4 mM, de 0,5dMabtepteuB68 et de 3 mM d’'UDP-G#IB2

Le composél10 partiellement benzylé inhibant 64% de l'activité GIfT2 a 8 mM semble
étre le plus actif. Néanmoins ce composé a disélieilisé dans 100% de MeOH et I'essai
avec une solution de 100% de MeOH seule montreeggait une inhibition de I'enzyme a
23%. Ceci implique que plus d’un tiers de I'acvidu composd 10 peut-étre attribuée au
solvant. De maniere similaire la faible inhibitioln composélll résulte probablement de
l'inhibition par le MeOH.

“—~n OH
0 OBn
OBnﬁ O oM BnOH,C H o O p0Me
BROH,C™ ™' g e OH /\o:>_7/
. HO ©OH Bnd  ©OBn HO OH
BnO OBn

110 111

Figure 85 : Structures des imino-disaccharidel) et 111

L’imino- C-disaccharidd 27 induit, quant & lui, une inhibition intéressanee@fT2 de I'ordre
de 36.5% a 4 mM.

Compte tenu des faibles différences d’activitéstldifficile de déduire des relations structure-
activité. Cependant, le compo%27 présentant la plus forte inhibition est I'analodeelus
proche du disaccharid®(1—6) B75 (Figure 86).ll possede un lien totalement carboné et de
taille similaire au lien glycosidique présent ddi&5. La taille et la nature du lien semble
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donc jouer un réle important dans I'inhibition. Cpourrait étre confirmé par I'étude d’autres
composés possédant un lien carboné, comme le cérhpas

HOH,C~ N\ y~=0 ~U\4OR HOH,C™ ™\ <O ..\OCH;,
. OH
HOO ©OH HO' TOH HO ©OH HO TOH

B-(1—=6)-Galf
B75 127

133

Figure 86 : Analogies structurales entre les compok&set133, et le composB75
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1.3. EVALUATIONS DES ANALOGUES DE DONNEURS DE GLYCOSYLE

Bien que nos analogues de 'UDP-Gak puissent pas étre substrats, nous avons voulu
vérifier le comportement du test en absence de elonB2. Les tests ont été réalisés a une
concentration de 4 mM et en présence d’acce@é8ra une concentration de 2 mM. Dans
'ensemble, le test est fiable sauf pour les corapd® et 88 ou on observe des activités
probablement liées a des interactions avec lesesatizymes du test (Figure 87).

Activité de GIfT2 en présence des analogues de donneurs
a une concentration de 4 mM

120
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Figure 87 : Représentation graphique de I'activité de GIfTS(@g) (ou des autres enzymes du test)
en présence des analogues de donneurs a une catoente 4 mM et de 2 mM d’acceptd2f8.
Les contrdles sont réalisés avec 0,75 mM d’'UDPtBal

Nous avons alors réalisé des tests d'inhibitiomé concentration de 4 mM en inhibiteur.
Comme le montre la figure ci-dessous les résutfatisnus sont encourageants (Figure 88).
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Inhibition de GIfT2 en présence des analogues de donneurs a une concentration

de 4 mM
120
04 mM E2mM 106,5
= 100
100 I
88,5 87,5 88,5
#1805 s T
80 73,5 —
71 !
= -
59 58
60 1 = i ol —

40

% Controle Activité

20

-11

-20

43 44 48 49 56 57 82 87 88 89 96 99 Blanc
— —— — i
—~— —~
Composé
a P B

Figure 88 : Représentation graphique de I'inhibition de GIfD2X1g) en présence des analogues de
donneurs a une concentration de 4 mM, de 2 mM djateurB68 et de 0,75 mM d’'UDP-G&B2. Le
compose37 a été testé a 4 mM et & 2 mM (bleu fonceé)

Les composéd8 et57 (Figure 89) ont montré une légere inhibition aw@st 40%. On note
donc que les composés de configuratiomu’ils possédent ou non un motif phosphonate ou
UMP, ne présentent que de faibles inhibitions.

OH E fo)
OH H .HCI HOHzcm-“‘\_ HNJ]
N g OH
HOHzC/'BJ», HO© OH P< PN
— ] [o)
YN 0
Ho”on N

48 57 HO OH

Figure 89 : Structures des composés et57

La nitrone82 n’a, quant a elle, révélé aucune inhibition deTalf

Néanmoins, trois composeés de configurafigorésentent une inhibition supérieure a 60% a 4
mM. Le composeé bicycliqu@7 inhibe a 65% I'enzyme, cependant a 2 mM cettewatbute

a 12,5%. L’analogue ouve8&3 du phosphonat87 (Figure 90) inhibe totalement GIfT2 a 4
mM. Alors que son analogu@9 possédant le motif UMP inhibe & 78%. A nouveau, la
présence du noyau uridine ne semble pas augmeémtevité sur la transférase et semble
méme ici préjudiciable a I'activité inhibitrice. Dméme, la déprotection du phosphonate
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semble diminuer l'inhibition comme le montre ledewas d’inhibition des compos¥ (65%)
et89 (12%).

—P-OR, OH H o

~ iy

H o ,\\N I!_OR

O \N’ 0R2 HOHZC/'\>_7/\I/\E 1
HOH,C™ ™\ ., OH OR,
[ HO ©OH

HO  ©OH
87 R1=R2= Et 88 R1=R2= Et
89 Ry=R,= H 98 Ry= Et, R,= Uridine

99 Ry= H, Ry= Uridine
Figure 90 : Structures des compos&&90, 98 et 99

L’inhibition encourageante induite par les deux poses38 et 99 résulte probablement de la
présence du motB-hydroxyphosphonate susceptible de mimer I'effetki@ation bidendate
du pyrophosphate avec le cation métallique divgbenobablement présent dans le site actif de
'enzyme (Figure 91).

OH OH H OR,

o (o] (o] N 1

SNl o NIjo NI o N ~
HOH,C PP °© Uridine HOH,C F"OR,

. 4O 6O o, 0

HO OH ./ HO OH  /

\M'n2+ anJr

88 R1=R2= Et

B2 99 R4=H, Ry= Uridine

Figure 91 : Chélation avec le cation métallique divalent proleaent présent dans le site actif de
GIfT2

Si cette hypothése est juste, un compdsé&tophosphonate de tyfB143 devrait s'avérer
étre un inhibiteur encore plus actif (Figure 92).

HO H
<N R
va
HOHZC "/ o 6 R2
HO OH
B143
R, = OH, OEt

R, = OH, OEt, OUridine

Figure 92 : Structure envisagée pour des inhibiteurs potentel&IfT2

Les composés8 et 99 présentant des inhibitions supérieures a 70% ainht’'dbjet d’'une
étude supplémentaire a des concentrations en faebibde 2 mM a 125 pM. Ceci nous a
permis de déterminer plus précisément les caratitgres de l'inhibition et donc I'affinité de
linhibiteur pour I'enzyme. En effet, IK4 apparent correspond & la concentration en inhibite
pour laguelle il occupe 50% des sites de I'enzyfguie 93).
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L'affinité de l'inhibiteur pour I'enzyme suit la loi d'action de masse:

ki
|I+E === I|E

k4

A I'équilibre nous avons [IE] = constante donc v4=v._,

soit ky [I1.[E] = k_1.[IE]

[11.[E]
[IE]

[P k'1 —
dou:Kdap=T—

L'inhibiteur occupe tous les site de I'enzyme lorsque [IE] est maximal soit a % Inh max
Dans le cas d'une cinétique de saturation:

a %Inh max/2, l'inhibiteur occupe 1/2 des site de I'enzyme

[E]=[E]  Soit|Kgap= [I]

Figure 93 : Détermination de la constante de dissociation appse du complexe enzyme-inhibiteur
(Kq app, E : €nzyme, | : inhibiteur, IE : complexe enzyntebiteur, %Inh max : % maximal
d’inhibition, k : constante de vitesse

Une représentation graphique hyperbolique du potage d'inhibition en fonction de la
concentration en inhibiteur a éeté realisée et petendétermination d’'urKy 5 de 1,9 mM
pour le compos@9 (Figure 94).

Inhibition de GIfT2 par le composé 99 a 2 mM d’accepteur B68, 0,75 mM
d'UDP-Galf et 0,5 pg de GIfT2
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Figure 94 : Détermination graphique de la constante de diss@riedu complexe enzyn®8-

La méme détermination graphique Ky a été effectuée avec l'inhibiteur le plus f@8 et
conduit a une constante de 0,46 mM (Figure 95)naeiere a s'assurer que l'activité de ce
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composé ne résulte pas d'interaction avec les aeticymes (PK et LDH) présentent pour le
test, I'inhibition est mesuré avec une quantitéldée de ces deux enzymes.

Inhibition de GIfT2 par le composé 88 a 2 mM d’accepteur Bé8, 0,75 mM d’'UDP-
Galfet 0,5 pg de GIfT2
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4,00 63,80 5 50 2
2,00 47,90 E 404 =
1,00 39,00 _
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| ) L] | ) L | |
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Figure 95 : Détermination graphique de la constante de diss@riedu complexe enzyng8-

Le composéd8 présenté a une affinité pour GIfT2 similaire a €alu substrat de I'enzyme
UDP-Gaf et a celle du meilleur accepteur connu a ce jbaitrisaccharid®68 (Tableau 32).
En revanche, le compo88 qui est un inhibiteur plus faible est égalemeninmaffin.

UDP-Galf Km = 380 + 60 uM™

B68 Km = 600 + 200 pM™®
88 Kg = 459 + 135 pM

99 Kg = 1949 + 628 UM

Tableau 32 :Valeurs de¥,, etKy des substrats et des inhibiteurs de GIfT2

A notre connaissance, les compo$s et 99 constituent a ce jour les deux meilleurs
inhibiteurs de GIfT2 rapportés.
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[II. CONCLUSION

L’évaluation biologique des analogues de I'UDP{Gebntenant un iminogalactitols de
configurationa ou 3 a montré que ces composeés sont de faibles inbibitee 'UGM.

Les tests enzymatiques de ces mémes analoguedJD®-Gaf sur GIfT2 donnent des
résultats plus encourageants. En effet, nous ademifieé les deux meilleurs inhibiteurs de
GIfT2. De plus, le composé8 révele une affinité pour 'enzyme du méme ordregdndeur
que celle du substrat naturel. Enfin, les iminadcharides préparés ont montré de faibles
inhibitions de GIfT2.

L’ensemble des résultats obtenus est encourage@tuyil s'agit, & notre connaissance, des
premieres évaluations de composés de type nudSeiicinosucre sur 'UGM mais
également d’analogues de donneur et d’accepteutymke iminogalactitols substitués en
position pseudo-anomérique sur GIfT2. Les inforovai obtenues en termes de relation
structure-activité et les récentes avancees réalisér le site actif de 'UGM, devraient nous
permettre de concevoir et synthétiser des inhilstele ces deux familles d’enzymes plus
efficaces.

233



Evaluation biologique

234



CONCLUSION GENERALE

235



236



Conclusion générale

Au cours de ce travail de thése nous nous somn&e#sés plus particulierement a I'un des
constituants de la paroi mycobactérienne, le gaflacinose. En effet, cet hexofuranose rare,
présent chez différents microorganismes pathogémess pas chez [I'homme, est
indispensable au développement et a la survie geslbmactéries, ce qui fait de sa biosynthese
une cible chimiothérapeutique intéressante. Sa dtom et son incorporation au sein des
galactanes de la paroi mycobactérienne résulteritaditon de deux familles d’enzymes :
'UDP-Galp mutase et les Gakransférases. Nous nous sommes alors concentréla su
synthése et I'évaluation biologique d’imil@galactosides comme inhibiteurs potentiels et/ou
sondes mécanistiques de ces deux familles d’enzymes

Nous rapportons, dans la premiere partie de ceaitraune voie d'acces efficace et
généralisable a des imi®galactofuranosides simples préparés diastérédis@eent a
partir dubD-glucose. Une méthode rapide d’obtentionNdglycosylamines protégées a aussi
été développée.

L’addition de nucléophiles silylés assistée padade Lewis sur |&l-glucofuranosylaming
conduit aprés cyclisation a une petite librairia-@thinogalactitols diversement substitués en
position pseudo-anomeérique, ceci de fagcon totaléstéréoseélective.

BhO %
\N Wy
BnO \
BnO an
BnQ Z,‘q 25 BnO Zﬁ
N N / RS Y
BnO N Bno\)\>_7 \
BnO  OBn H BnO  OBn

38
Schéma 164 Structures des iminogalactitols@-substitués synthétisés

Une étape de métathése croisée avec une oléfingorant une uridine a ensuite permis la
fonctionnalisation convergente de Il'iminogalactit8#. Nous avons ainsi synthétisé le
nucléotide-iminosucr&7, qui constitue, a notre connaissance, I'analogupluis proche de
'UDP-Galf.
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OBn Z ? T X it
N NH HOH,C™ ™" "\ NH
BnOHZC \: ;= /OJ f‘\ ", /OH | /g
/,P\o N~ ~O HO OH 20 N o
BnO OBn o o _— 0o W
34 54 s B 57 N ~
HO OH

AN
Schéma 165 Accés a un analogue de 'UDP-Gglar métathese croisée

Nous nous sommes également intéressés a I'obtediamalogues de 'UDP-Ghpossédant
un lien plus polaire et nous sommes ainsi parvenlassynthese d’'ufi-cétophosphonate et

d’'un N-acylphosphoramidate.
BnQ ﬁ
BnOHzC)\5_7 N
BnO  ©OBn
34

z z z
BnO 1 BnO | H OEt BnO |
N ,OMe NS O~ N~ g 0Et SN
BNOH,C P ome BNOH,C DI BnOH,C P
-0 o - (0] o e fo)
BnO OBn BnO OBn BnO OBn
65 75 73

Schéma 166 Différents analogue du Glapyrophosphates obtenus

Malheureusement, les différentes stratégies cloisient pas pu aboutir a la synthése des
nucléotides-iminosucres correspondants.

Nous avons ensuite développé une approche compliémeenstéréodivergente de la
précédente et permettant 'accés a des inlisgalactosides de configuratin

Dans un premier temps, la synthése de la premitgana cycliqgue galactofuranosidig@d a

été mise au point. Elle a ensuite conduid, une étape clé de cycloaddition 1,3-dipolaire, a
deux analogues de 'UDP-Gale configuratior3 avec un stéréocontrdle total.
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Schéma 167 Accés a deux analogues de 'UDP-Gaéar cycloaddition 1,3-dipolaire

Nous avons également mis a profit cette méthodelogpide et efficace pour la synthése
d’analogues des disaccharide$l—5) et 3-(1—6) présents dans les galactanes de la paroi
mycobactérienne. Ces analogues des accepteurs hidtitenrs potentiels de la Gal
Transférase 2 ont été préparés avec un excellgitt- rét stéréocontrble. Nous avons ainsi
synthétisé un imin@&-disaccharide présentant un lien totalement carleortke I'iminosucre

et le glycoside. De plus, la réalisation de la egddition 1,3-dipolaire en milieu aqueux nous
a permis de synthétiser en seulement deux étapssnino-disaccharides possédant un lien
oxaalkyle.

OH H OH OH H o
HOH,C™ ™" Oy .OCH, HOH,C~ ™" o O ..0CH,
.. OH . -, OH
HO OH HO  ©OH HO OH HO OH

127 105
OH OH OH H HO
N 0 N “_ O.__OCH
HOH,C™ ™\ o \ OCH, HOH,C~ ™ o ™Yy 3
. OH . OH 3
HO OH HO OH HO ©OH HO ©OH
113 122

Schéma 168 Structures des imino-disaccharides stéréosélectnésynthétisés

Les différents composés synthétisés au cours deacail ont pu étre évalués sur les deux
familles d’enzymes impliquées dans la biosynthese ghlactanes. Les analogues de 'UDP-
Galff évalués sur 'TUDP-Galmutase n’ont montré que de faibles inhibitionsp&wlant, les
évaluations sur la Glatransférase 2 ont donné des résultats encouragéamparticulier, le
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B-hydroxyphosphonat@&8 s’est révelé le meilleur inhibiteur de GIfT2 décii ce jour et
possede une affinité pour 'enzyme comparable & del donneur naturel.

OH H OEt

N T
HOH,C~ ™\ P-OEt
5 OH o

HO OH

88
Kq= 0,459 mM
47,9% d'inhibition & 2 mM

Schéma 169 Inhibition du compos88 sur la Gaf transférase 2
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|. GENERAL TECHNIQUES

Unless otherwise stated, all reactions requirinigydrous conditions were carried out using
oven-dried glassware under an atmosphere of drgnar§HF and dioxane were freshly
distilled from sodium/benzophenone under argonrpgoause. Dichloromethane, toluene and
acetonitrile were distilled from calcium hydrideriéthylamine was distilled from potassium
hydroxyde. All reagent-grade chemicals were obthiftem commercial suppliers (Sigma-
Aldrich, Acros) and were used as received, unléssroise stated.

Infrared spectra were recorded on a Perkin-Elmead®am 1000 PC FT-IR spectrometer as
neat films on NaCl windows.

Low-resolution mass spectra (MS) were recorded wiBerkin-Elmer Sciex API 3000 in the
electrospray ionisation (ESI) mode.

High-resolution mass spectra (HRMS) were recordéith @ Micromass ZABSpec TOF
spectrometer in the electrospray ionisation (ESdgenor with a Finnigan MAT 95 XL in the
chemical ionization (Cl) mode at the Centre Rédiate Mesures Physiques de I'Ouest
(Université de Rennes).

'H and'*C NMR spectra were recorded at 25°C on a Bruker RBX Avance (250 MHz) or
on a Bruker Avance (Il) 400 MHz or on a Bruker Aearb00 MHz spectrometer. Chemical
shifts are given in ppmdf and are referenced to the internal solvant signabb TMS as
internal standardJ values are quoted in Hertz. Proton multiplicitiesr& represented as:
singulet (s), broad singulet (br s), doublet (dplet (t), quadruplet (q), quintuplet (quint).
Carbon multiplicities were assigned by distorti@sleenhancement by polarization transfer
(DEPT) experiments. NMR peak assignments were lestted by H, H-COSY, HSQC and
when necessary, NOESYexperiment¥ NMR spectra were recoreded #® totally
decoupled ofH.

Specific rotations were measured at room tempexg20°C) in a 1 dm cell with a Perkin-
Elmer 241 or 343 polarimeter.

Analytical thin layer chromatography was performesing silica gel 60#s4 precoated plates
(Merck) with visualisation by ultraviolet light, psphomolybdate solution (2% in
H2SOJ/EtOH 1:7) and/or exposure ta Vapour. Flash chromatography was performed on
silica gel 60 (230-400 mesh) with ethyl acetateO@t) and petroleum ether (PE) as eluants
unless indicated otherwise. Column chromatograplag werformed on 100 i&reversed
phase silica gel (230-400 mesh) with water and areth(MeOH) as eluants unless indicated
otherwise.

Elementary analyses were determined on a Flash EACHNS/O apparatus with a precision
of £0.4% on carbon.
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ll. EXPERIMENTALES PROCEDURES

Octyl a,B- D-glucofuranosides 1°°

OH
|

@)
HOHzgj/S\“plw OCgH17
3 2

HO  OH

Formula: G4H2504 Mol. Wt.: 292.37

To a suspension af-glucose (20 g, 0.11 mol) in dry dioxane (15 mLl(fggshly distilled over
sodium and benzophenone), were added 1-octand@ (86, 0.17 mol, 1.5 equiv.) and iron
(111 chloride (54 g, 0.33 mol, 3 equiv.) in portis at 0°C. The brown reaction mixture was
stirred under ambient atmosphere during 16 h, hed toncentrated under reduced pressure.
The brown residue was taken in EtOAc (400 mL) dred rhixture washed with 5% aqueous
HCI to obtain a colorless organic layer. The orgatiase was washed with water, dried over
sodium sulfate, and concentrated under vacuum. rékalting yellow oily product was
purified by flash chromatography on silica gel (CH/MeOH 95/5 to 85/15) to provide
compoundl (20.9g, 65%) as a white amorphous matea#B ¢atio 1:1.7).

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) & ppm0.88 (m, 3H, CH), 1.29 (m, 10H, Cb), 1.57 (m, 2H,
OCHCH2), 3.42-3.57 (m, 2H, OB2), 3.64-3.98 (m, 3H, H6&l6b, H5), 4.06-4.40 (m, 3H,
H2, H3, H4), 5.13 (s, 0.64H, k), 5.30 (d, 0.36HJ,~ 4.3 Hz, HP).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) & ppm 14.0 CHs), 22.7 CH3), 26.0-31.9 CH,), 63.9 CH>),
64.2 CH,), 68.5 CH,), 69.2 CH>), 70.3 CH), 70.6 CH), 75.9 CH), 76.5 CH), 77.7 CH),
77.9 CH), 79.8 CH), 80.8 CH), 101.4 (C1), 107.8 (C1).

(+) MS (ESI) : m/z= 293.3 [M+HT.

TLC (CH ,Cl,/MeOH 95/5) : Rf = 0.1
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Octyl a,B-2.3.5,6-tetraO-benzyl-dD-glucofuranosides2'®®

OBn

6 O
BnOHZC/!\}/Jl”OCSHl?

3 / 2
B2

BnO OBn

Formula: GoHs5204 Mol. Wt.: 652.86

To a solution of octyl,3-D-glucofuranosided (18.6 g, 0.064 mol) in dry DMF (279 mL)
was added cautiously, in portions, NaH (60% indispersion, 18.3 g, 0.76 mol) at 0°C. The
mixture was stirred during 30 min at 0°C and thenzyl bromide (45.8 mL, 0.39 mol) was
added in portions. After stirring 15 h at room tergture, the remaining NaH was neutralized
by addition of MeOH (50 mL) and water (150 mL) &C0 The mixture was then diluted with
CH.Cl, (100 mL) and washed with 5% aqueous HCI (3x500 arlg aqueous saturated NacCl
solution (500 mL). The organic layer was dried osedium sulfate, and concentrated under
reduced pressure. Purification of the residual pebdby flash chromatography on silica gel
(PE/EtOAC 95/5) lead to octyl 2,3,5,6-tettabenzyl«, B-D-glucofuranoside® (35.68 g,
86%) as a light oily product.

'H NMR (CDCl 3, 250 MHz) & ppm 0.98 (m, 3H, ®l3), 1.34 (m, 10H, (€2)s), 1.59-1.62
(m, 2H), 3.41-3.50 (m, 1H, OCH2), 3.70-79 (m, 2H, H-6a and GECHz), 3.83- 4.182
(m, 4H, H6b, H2, H5 and H3), 4.32-4.41 (m, 1H, HAY2-4.89 (m, 8H, OB2), 5.02-5-04
(m, 1H, H1), 7.18-7.48 (M, 20H HGvrs).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) & ppm 14.1 CHs), 22.6(CHs3), 26.1-31.8 CH.), 68.2 CH.),
68.4 (QCH,CH,), 70.0 (C®), 70.1 (Cé1), 71.6 (QCH,Ph), 71.8 (@H,Ph), 72.1 (@H,Ph),
72.4 (QCH.Ph), 72.5 (@H,Ph), 72.6 (@H.Ph), 73.3 (@H.Ph), 73.5 (@H,Ph), 75.6
(C5B), 75.9 (CH), 76.7 (C4), 79.29 (CRB), 82.5 (CB), 82.6 (C), 84.3 (C21), 86.4 (CP),
100.3 (Ch), 106.9 (CP), 127.8-128.7CHars), 137.3-138.8 (Cq).

(+) MS (ESI): m/z= 675 [M+Na].

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.36
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2.3,5,6-TetraO-benzyl-D-glucofuranose 3

OBn

I .o

6

BnOHZC/S\ﬁ”OH
3 2

BnO  OBn

Formula: G4H3506 Mol. Wt.: 540.65

Octyl 2,3,5,6-tetrad>-benzyla,B-D-glucofuranoside (18.5 g, 0.028 mol) was dissolved in a
mixture of CHCOOH/ 4M HSQO, (85/15, 222 mL) and the mixture was stirred duddgmin

at 85°C. The reaction mixture was cooled down deeh diluted with CHICl, (3 x 300 mL).
The organic layer was washed successively with m@ex 300 mL), 5% aqueous sodium
bicarbonate and water. The colorless residue wefgaliby flash chromatography on silica
gel (PE/EtOAc 80/20 to 70/30) to afford the expdgbeoduct3 (12.7 g, 85%) as a colorless
oil (a/p 1:1.4).

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) d ppm 3.48 (d, 1H,J1.0r~11.9Hz, (H), 3.65-3.77 (m, 1.6H,
H6B and H6a), 3.14-4.16 (m, 3.6H, H&H H4B, H3B, H2 and H5), 4.44-4.64 (m, 7.8H,
H3a, H4a, OCH,Ph), 4.82 (dd, 1HJ~11.4Hz and)~5.5Hz, OGH,Ph), 5.24 (d, 0.59 HJ,.
ov~11.9Hz, HB), 5.48 (dd, 0.41 HJ;~4 Hz, J;0~11.1 Hz, H&X), 7.09-7.49 (m, 20H,
CHAr’s).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz)

20 : & ppm 71.4 (C6), 71.9-73.6QH.)e), 76.0 (C5), 80.2 (C4), 80.4 (C3), 81.1 (C2), 97.2
(C1), 127.6-128.7QHars), 136.8-137.0C0a,).

2B : J ppm 71.0 (C6), 71.9-73.6 QH2)s), 76.9 (C5), 78.0 (C4), 80.7 (C3), 84.0 (C2), F01.
(C1), 127.6-128.7QHars), 136.8-137.0C0a,).

(+) MS (ESI) : m/z= 558.5 [M+NH]", 563.5 [M+Na].
TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.5

IR (NaCl, cm™) 3427, 3088, 3063, 3030, 2927, 1721, 1701, 14974,14310, 1207, 1099,
1028.

246



Partie Expérimentale

1-O-Acetyl-2.3.5.6-tetraO-benzylD-glucofuranose 4

(')Bn
6 O
BnOH,C s ¢~ OAC
3 _’2
BnO OBn
Formula: GeH3507 Mol. Wt.: 582.68

To a solution of 2,3,5,6-tetr@-benzylb-glucofuranose (4.1 g, 0.0076 mol) in pyridine (13
mL) were successively added acetic anhydride (in#20.0152 mol, 2 equiv.) and DMAP
(10 mol%). The reaction mixture was stirred at ro@mperature for 2h. Pyridine was then
removed by several co-evaporation with tolueneifieation of the residual product by flash
chromatography on silica gel (toluene/acetone 9§&ie compoun@ as a colorless oil (3.89
g, 88%;a/[ ratio 1:2.3).

NOTE: By performing the benzylation and the hydsidy steps without purifying the
intermediate tetr®-benzylated octyl glucofuranoside, the yield over two steps is 71%.

The total yield of3 from D-glucose reaches thus 42% over 4 steps.

1-O-Acetyl-2.3,5,6-tetra®-benzylb-glucofuranos8&a

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) d ppm 2.18 (s, 3H, O€l3), 3.68 (dd, 1HJsa.55.6 Hz,Jsa
6b~10.6 Hz, H6a), 3.40 (dd, 1Hs.5~2 HzandJ~10.7 Hz, H6b), 4.02-4.09 (ddd, 1B 5~2.5
Hz,Jsa5~5.8 Hz etlep5s~10.5 Hz, H5), 4.09-4.22 (m, 1H, H2), 4.40-4.44 (tiH, J~3.5 Hz,
J~5.5 Hz, H3), 4.44-4.67 (m, 8H, H4, Gk, 4.70 (d, 1H,~11.3 Hz, OEl,), 6.29 (d, 1HJ1-
2~4.2 Hz, H1), 7.10-7.47 (m, 20HHars).

3C NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm 20.9 CHs), 70.7 (C6), 72.1 (OH.Ph), 72.5
(OCH,Ph), 73.1 (@H,Ph), 73.2 (@H,Ph), 76.2 (C5), 78.8 (C4), 81.2 (C3) 82.7 (C2),795.
(C1), 125.2-129.0GHxrs), 137.3 (Cq,), 137.6 (Cq,), 138.7 (Cg,), 169.9 (C=0).

(+) MS (MALDI-TOF) : m/z = 605 [M+Nal.

1-O-Acetyl-2.3,5,6-tetrad@-benzylD-glucofuranos&

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) d ppm 2.04 (s, 3H, O@l), 3.68 (dd, 1HJs2.5~5.6,Jsa.65-10.6
Hz, H6a), 3.67 (dd, 1HJ~10.7 Hz, H6b), 4.09 (s, 1H, H2), 4.09-4.22 (m, M3 and H5),
4.44-4.67 (m, 8H, H4 and @), 4.70 (d, 1HJ~11.3 Hz, OGl,), 6.16 (s, 1H, H1), 7.10-7.47
(m, 25H, GHars).
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¥C NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm 21.0 CHs), 70.9 (C6), 71.7 (OH.Ph), 71.8
(OCH3Ph), 72.4 (@H,Ph), 73.3 (@H.Ph), 76.1 (C5), 80.2 (C4), 82.2 (C3), 83.9 (C2).50
(C1), 125.2-128.9@Hars), 137.2 (Cq,), 137.7 (Cq,), 138.4 (Cg,), 138.8 (Cq,), 169.8
(C=0).

(+) MS (MALDI-TOF) : m/z = 605 [M+Nal.

IR (NaCl, cm™) 3086, 3061, 3028, 2928, 2868745, 1495, 1453, 1371, 1234, 1213, 1097,
1027, 1013.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.6
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N-Benzyloxycarbonyl-2,3,5,6-tetra©-benzyl-a.B-D-glucofuranosylamine 5

OBn
6 0]
BnOH2C 5 y lm"NHCOOCHzPh

3 2

BnO  OBn

Formula: GoH4sNO; Mol. Wt.: 673.79

In a dry flask (10 mL), under Ar, trimethylsilylifiate (962 ul, 5.32 mmol, 1 equiv.) was
added by portions to a mixture ofCtacetyl-2,3,5,6-tetr®-benzylb-glucofuranose (3.1 g,
5.32 mmol, 1 equiv.), benzyl carbamate (1.6 g, 40v@nol, 2 equiv.) and 4A molecular
sieves (2.3 g) in anhydrous dichloromethane (5.3.ribe orange mixture was stirred at
room temperature for 1 h. After quenching by addimgthylamine (2 mL), the solids were
removed by filtration over celite and washed witthye acetate, and the filtrate was
concentrated to provide a yellow oil. Purificatioh this product by flash chromatography
(toluene/acetone 99/1 containing traces @NEgave a colorless oily product (3.58 g, 85%)
as an equimolar mixture ofi and (3 anomers which could be separated by flash
chromatography (same eluant) and fully charactdrize

N-Benzyloxycarbonyl-2,3,5,6-tett@-benzyla-D-glucofuranosylaminéa

[a]?°o= + 8 (c = 0.79, CHG).

'H NMR (CDCl 3 500 MHz) & ppm 3.68 (dd, 1HJsa5~ 5.2 Hz,Jsa.65-10.5 Hz, H6a), 3.82
(d, 1H,J1.0~3.7 Hz, H2), 3.88 (dd, 1Hlsa65-10.7 Hz,Jep.5~1.2 Hz, H6b), 3.94-3.99 (m, 1H,
H5), 4.07 (d, 1HJs.4~3 Hz, H3), 4.25 (dd, 1HL.5~9.2 Hz,J3.4~3 Hz, H4), 4.36-4.55 (m, 7H,
OCH,Ph), 4.78 (d, 1HJ~11.5 Hz, O®i,Ph), 5.12 (broad s, 2H, ®GPh), 5.78-5.93 (m, 2H,
NH and H1), 7.23-7.33 (m, 25H, GH).

3C NMR (CDCl3 125 MHz) & ppm 67.0 (QCH2Ph), 71.0 (C6), 72.5 (CH.Ph), 72.8
(OCH3Ph), 73.4 (@H.Ph), 76.1 (C5), 78.3 (C4), 80.1 (C2), 80.7 (C3),68&1), 127.5-
128.7 CHars), 136.3 (Cg;), 136.9 (Cgq,), 137.7 (Cq,), 138.7 (Cg;), 138.9 (Cg,), 155.7
(C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 691.5 [M+NH]".

N-Benzyloxycarbonyl-2,3,5,6-teti@-benzyl3-D-glucofuranosylamin&f

[a]?°o= - 32 (c = 0.96, CHG).
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'H NMR (CDCl 3 500 MHz) d ppm 3.68 (dd, 1HJsa.5-5.5 Hz,Jea66-10.5 Hz, H6a), 3.86
(broad s, 1H, H2), 3.90 (d, 1H:-10.5 Hz, H6b), 4.00 (ddd, 1H45~9 Hz, Jeas-5.5 Hz, Jep-
s~1.5 Hz, H5), 4.07 (d, 1Hl.+~3.5 Hz, H3), 4.25 (dd, 1H,5-9.5 Hz,J5.+~3 Hz, H4), 4.66-
4.72 (m, 7H, OGI,Ph), 4.82 (d, 1HJ~11.5 Hz, O®I,Ph), 5.06 (d, 1HJ~12 Hz, OG,Ph),
5.13 (d, 1HJ~12 Hz, OG1,Ph), 5.66-5.72 (m, 2H, H1 and NH), 7.16-7.34 (M 26Hars).

3C NMR (CDCl3 125 MHz) J ppm 66.9 (QCH.Ph), 71.5 (C6), 71.7 (CH.Ph), 72.5
(OCH,Ph), 72.7 (@H,Ph), 73.6 (&H,Ph), 76.7 (C5), 80.6 (C4), 80.8 (C3), 84.4 (C2)186
(C1), 127.5-128.6 GHars), 136.4 (Cq,), 137.3 (Cq,), 137.4 (Cq,), 138.6 (Cq,), 139.0
(Caa), 155.0 (C=0).

(+) MS (MALDI-TOF) :m/z=696.3 [M+Na].

HRMS (ESI) CsHisNNaO;: caled : m/z = 696.2937 [M+Na], found : m/z = 696.2940
[M+Na]".

Anal. Calcd. for C4oH43NO7: C, 74.87; H, 6.43; N, 2.08. Found: C, 75.10; H66 N, 2.02;

IR (NaCl, cm™) 3415, 3062, 3030, 2925, 2863, 2358, 1730, 15035,14359, 1317, 1207,
1059.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.32 (1), 0.39 @).
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1.6-Anhydro-2,3,5-tri-O-benzylf3-D-galactofuranose 6

Formula: G7H»g0s5 Mol. Wt.: 432.51

In a dry flask (10 mL), 1>-acetyl-2,3,5,6-tetr&®-benzylb-glucofuranose4 (220 mg, 0.38
mmol) was dissolved in anhydrous dichloromethan@9(0nL) under Argon and in the
presence of 4A molecular sieves (126 mg). Benzybamate (63 mg, 0.416 mmol, 1.1
equiv.) was added and then tin (IV) chloride (3800.38 mmol, 1 equiv.) by portions. The
yellow mixture was stirred at room temperature ¥6rmin. The reaction was quenched by
adding saturated aqueous NaHJO mL), the solids were then removed by filtrattbrough
celite and washed with ethyl acetate. The filtrat®es washed with brine and dried over
sodium sulfate. Solvents were evaporated to proaiglellow oily product. After purification
by flash chromatography (toluene/acetone 99/1 auntatracesof EN), compounds (115
mg, 70%) was obtained as a colorless oil.

[a]®p= +17.1 (c = 1, CHG).

'H NMR (CDCl 3 250 MHz) d ppm3.44 (broad s, 1H, H5), 3.96 (m, 1H, H6a), 4.1, (tH,
J~3 Hz,J~13 Hz, H6b), 4.21 (m, 2H, H3 and H4), 4.52 (m, 2, OH,Ph), 5.24 (broad s,
1H, H1), 7.18-7.36 (M, 15H, Kxrs).

3C NMR (CDCl3 62.5 MHz) & ppm63.9 (C6), 70.6 (C5), 71.2 @,Ph), 72.0 (TH,Ph),
73.2 (OQCH.Ph), 76.9 (C2), 84.4 (C3), 85.6 (C4), 101.4 (C17.7-128.6 (Chs), 137.3
(Ca), 137.4 (Cgq), 138.0 (Ca).

(+) MS (ESI) : m/z= 450.5 [M+NH;] *.

IR (NaCl, cm™) 3063, 3031, 2869, 1723, 1496, 1454, 1365, 13395,18967, 1208, 1133,
1087, 1027.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.76.
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Partie Expérimentale

N-p-Toluenesulfonyl-2,3,5,6-tetra©-benzyl-a.B-D-glucofuranosylamine 8

OBnN

6 ! 4,01 9
BnOHzc/s\p»NH-S

O

3

BnO  OBn

Formula: GiH4sNO;S Mol. Wt.: 693.85

In a dry flask (10 mL), under Ar, BEtO (30.2 pL, 0.245 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of substrate te@abenzylb-glucofuranose (132 mg, 0.245 mmolp-
toluenesulfonamide (83.9 mg, 0.49 mmol, 2 equind 4A molecular sieves, in anhydrous
dichloromethane (substrate concentration 1M). Thenge mixture was stirred at room
temperature during the 12 hours. After quenchingh@yaddition of triethylamine, filtration
over Celite and rinsing with dichloromethane, tb/ent was evaporated to provide a yellow
oily product. The crude product was then purifigdflash chromatography on silica gel (9/1
PE/EtOAc). Compoun8 (119 mg, 70%) was obtained as a colorless oilaandn equimolar
mixture ofa/3 anomers.

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm 2.33 (s, 1.5H, Ch), 2.36 (s, 1.5H, CkJ, 3.04 (dd,
0.5H, J~15Hz,J~5.2Hz, H6a), 3.27-3.34 (m, 1H, H6b, H6'a), 3.5838(m, 1H, H6'D, H5),
3,82-3,85 (m, 0.5H, H5'), 3.89 (d, 0.5Bk.»~5Hz, H2'), 3.95 (s, 0.5H, H2), 3.98 (d, 0.5H,
J~5Hz, H3), 4.00-4.05 (m, 1H, H3‘, H4), 4.18 (dd5#8, J;5~9.5Hz,J43~5Hz, H4"), 4.34-
4.58 (m, 7H, O@i,Ph), 4.70 (dd, 1H}~15Hz,J~10Hz, OC4,Ph), 5.39 (d, 0.5H}.n~11Hz,
H1), 5.56-5.67 (m, 1.5H, H1‘ and NH), 7.14-7.38 (22H, CHs), 7.69 (d, 1H,J~10Hz,
CHars), 7.76 (d, 1HJ~10Hz, CHys).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm 21.6 (CH), 21.6 (CH), 70.1 (C6), 71.2 (C6), 71.9
(OCH,Ph), 72.2 (@H,Ph), 72.5 (@H,Ph), 72.6 (CH,Ph), 73.1 (@H,Ph), 73.3 (@H,Ph),
73.4 (QCH2Ph), 73.5 (@H,Ph), 75.7 (C5), 76. (C5), 78.5 (C4), 80.30 (C3)380C3), 80.8
(C2 and C4), 84.41 (C1 or C2), 84.44 (C1 or C2)08&1), 127.4-129.5 (Cks), 136.7
(Caa), 136.8 (Cgq,), 137.1 (Cg,), 137.5 (Cg,), 138.6 (Cg,), 138.66 (Cg), 138.70
(Cqa),138.8 (Caq,), 138.97 (Cg;), 139.01 (Cg;), 143.1 (Cq,), 143.2 (Cq,).

(+) MS (ESI) : m/z = 702 [M+NH]".

HRMS (ESI) C4HiNNaO;S: calcd: m/z = 716.2657M+Na]”, found : m/z = 716.2660
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3253, 3063, 3031, 2249, 1725, 1599, 1496, 14543,1R209, 1165.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.61.
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Partie Expérimentale

N-Diethylphosphoryl-2.3.5.6-tetraO-benzyl-a,B-D-glucofuranosylamine 9

OBn
Il

' o
6
3 _/2 OEt

BnO 6Bn

Formula: GgH4eNOgP Mol. Wt.: 675.75

In a dry flask (10 mL), under Ar, TMSOTf (45.8 puQ,253 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of substrate te@abenzylD-glucofuranose8 (137 mg, 0.253 mmol),
dietylphosphoramidate (77.5 mg, 0.506 mmol, 2 eguand 4A molecular sieves, in
anhydrous dichloromethane (substrate concentrdfidh The orange mixture was stirred at
room temperature during the 5 hours. After querghay the addition of triethylamine,
filtration over Celite and rinsing with dichloronfigine, the solvent was evaporated to provide
a yellow oily product. The crude product was thenfged by flash chromatography on silica
gel (PE/EtOAc 9/1 tol/1). The colorless compo@n@4 mg, 32%) was obtained as an oily
3:2 mixture ofa/3 anomers.

IH NMR (CDCl s, 400 MHz) & ppm1.26 (t, 6H,J~7.2 Hz, CH), 3.62-3.68 (m, 1H, H6a),
3.75-4.11 (m, 9H, H6b, H2, H3, H5, GEH,, NH), 4.22 (dd, 1HJ,3~3.6 andJ;s~9.6Hz,
H4), 4.39-4.62 (m, 7H, OG,Ph), 4.79 and 4.83 (2d, 185 11.6, 2 OG,Ph), 5.06 (dd, 0.4H,
Jip~7.2 and)y ny~12 Hz, H:B), 5.27-5.32 (m, 0.6H, Hj), 7.11-7.43 (m, 20H, Cﬂs)

13c NMR (CDCls, 100 MHz) J ppm 16.2-16.4 (m, Ch), 62.5-62.6 (mCH,CHs), 71.4
(OCH,Ph), 71.6 C6), 72.5 (QCH,Ph), 72.6 (@H,Ph), 72.90 (@H,Ph), 72.93 (TH,Ph),
73.57 (G@CH,Ph), 73.60 (@H,Ph), 76.1 C5), 77.4 C5), 78.1 C4), 80.3 (d,Je.p~8 Hz, C4),
80.4 C2), 80.7 C3), 80.8 C3), 84.2 (d,Jc.p~2 Hz, Cla), 85.3 (d,Jc.p~10 Hz, C2), 87.8
(C1B), 127.6-128.8 (Chs), 137.0 (C@,), 137.3 (Cq), 137.4 (Cq,), 137.8 (Cq,), 138.6
(Caa), 138.6 (Cg,), 138.95 (Cg), 138.98 (Cgp).

3P NMR (CDCl3, 162 MHz) d ppm5.51, 6.65.
(+) MS (ESI) : m/z= 676.5 [M+H], 698.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CsgHssNNaQsP: calcd :m/z = 698.2858 [M+N4d], found : m/z = 698.2843
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3385, 2981, 2927, 1724, 1454, 1269, 1097, 1027, 97

TLC (PE/EtOAc 1/1) : Rf = 0.2
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Partie Expérimentale

N-Benzyloxycarbonyl-2.3.4.6-tetra©-benzyl-a,B-D-glucopyranosylamine 16°°

Formula: GoH43NO; Mol. Wt.: 673.79

In a dry flask (10 mL), under Ar, TMSOTf (33.5 pQ,185mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of commercial 2,3,4,6-te@denzylb-glucopyranose (100 mg, 0.185
mmol), benzylcarbamate (55.9 mg, 0.37mmol, 2 ejuand 4A molecular sieves, in
anhydrous dichloromethane (substrate concentrdfidh The orange mixture was stirred at
room temperature during the 22 hours. After quergtiy the addition of triethylamine,
filtration over Celite and rinsing with dichloronmetine, the solvent was evaporated to provide
a yellow oily product. After purification by flaslthromatography (17/3 PE/EtOAc)
compoundLO (100 mg, 80%) was obtained as a colorless oil fiixture ofanomers).

'H NMR (CDCl3, 250MHz) & 3.28-3.35 (m, 0.5H), 3.41-3.82 (m, 5.5H), 4.4044(@n,
9.5H), 5.00-5.20 (m, 2H), 5.54-5.61 (m, 0.5H), 72086 (M, 25H, Chas).

13C NMR (CDCl3, 62.5MHz) & 67.2 CH,), 67.2 CH,), 68.3 CHy), 68.4 CHy), 72.7 CHy),
73.7 CHy), 74.9 CHy), 75.0 CHy), 75.1 CH,), 75.7 CH,), 75.8 CHy), 76.4 CH), 77.3
(CH), 77.9 CH), 80.4 CH), 81.9 CH), 82.1 CH), 86.0 CH), 127.5-128.6 (Chs), 136.1
(Cau), 136.2 (Cqy), 137.4 (Cgq), 137.8 (Cq), 137.9 (Cg,), 138.1 (Cgy), 138.2 (Cay),
138.3 (Cq,), 138.48 (Cg), 138.51 (Cgy), 155.6 (C=0), 156.0 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 691.5 [M+NH] *, 696.5 [M+Na]".

HRMS (ESI) CsH4sNO;Na: caled :m/z = 696.29372 [M+Nad] found : m/z = 696.2941
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3329, 3063, 3031, 2868, 1731, 1537, 1454, 123%),10828.

TLC (PE/EtOAc 8/2) : Rf = 0.4
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Partie Expérimentale

N-p-Toluenesulfonyl-2,3.4,6-tetra©-benzyl-a,B-D-glucopyranosylamine 11

Formula: G1H4sNO;S Mol. Wt.: 693.85

In a dry flask (10 mL), under Ar, BEtLO (22.8 pL, 0.185 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of commercially available ,2,8-tetra©-benzylb-glucopyranose (100
mg, 0.185 mmol)p-toluenesulfonamide (63.4 mg, 0.37 mmol, 2 equindl 4A molecular
sieves, in anhydrous dichloromethane (substrateesdration 1M). The orange mixture was
stirred at room temperature during the 8 hours.efAftjuenching by the addition of
triethylamine, filtration over Celite and rinsingitiv dichloromethane, the solvent was
evaporated to provide a yellow oily product. Affarrification by flash chromatography (4/1
PE/EtOAc) compoundll (63 mg, 49%) was obtained as a colorless oil (hikture

of anomers).

'H-NMR (CDCl 3, 250 MHz) d ppm2.31 (s, 1.5H, Ch), 2.32 (s, 1.5H, Ch, 2.90-3.02 (m,
0.5H, H6a), 3.26-3.75 (m, 5.5H, H6b, H6a’, H6b', H%', H2, H2', H3, H3, H4 and H4"),
4.27-4.53 (m, 4H, 0B,Ph), 4.62-4.90 (m, 4.5H, OGPh and H1), 5.20 (d, 0.5K;-10 Hz,
NH), 5.32-5.36 (m, 0.5H, H1), 5.51 (d, 0.503Hz, NH), 7.07-7.36 (m, 22H, Gkt), 7.72-
7.81 (m, 2H, Chs).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) & ppm 21.6 CHs), 67.4 (C6), 68.3 (C6'), 70.5CH), 72.7
(CH»), 73.5 CHy), 73.7 CHy), 75.0 CH,), 75.2 CH,), 75.8 CH>), 75.9 CH,), 76.5 (C2),
77.0 CH), 77.3 (C2), 79.7 (C1), 80.6H), 82.0 CH), 84.3 (C1), 85.7QH), 127.4-129.6
(CHars), 136.9 (Cq,), 137.4 (Cg), 137.7 (Cq,), 137.9 (Cg,), 138.0 (Cg,), 138.1 (Cgq),

138.2 (Cq,), 138.4 (Cqy), 138.5 (C,), 138.6 (Cg;), 143.4 (Cq,), 143.7 (Cy).

(+)MS (ESI): m/iz = 711.5 [M+NH]*, m/z = 716.5 [M+Na]

HRMS (ESI) C4HisNNaO;S: calcd: m/z = 716.26579 [M+Na]found: m/z = 716.2670
[M+Na]".

IR (NaCl, cm'}) 3055, 2987, 2306, 1422, 1265, 1069.
TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.68 and 0.52

255



Partie Expérimentale

N-Diethylphosphoryl-2.3.4.6-tetraO-benzyl-a,B-D-glucopyranosylamine 12

OBn H O
6 O ,~N-P-OFEt
; OEt
\\s 3 /
BnO" ‘OBn
OBn
Formula: GgH4eNOgP Mol. Wt.: 675.75

In a dry flask (10 mL), under Ar, TMSOTf (33.5 pQ,185 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of commercially available ,2,8-tetra©-benzylb-glucopyranose (100
mg, 0.185 mmol), diethylphosphoramidate (56.7 m87 Gnmol, 2 equiv.) and 4A molecular
sieves, in anhydrous dichloromethane (substrateerdration 1M). The orange mixture was
stirred at room temperature during the 8 hours.efAftjuenching by the addition of
triethylamine, filtration over Celite and rinsingitiv dichloromethane, the solvent was
evaporated to provide a yellow oily product. Affarrification by flash chromatography (1:1
PE/EtOAc) compound?2 (32 mg, 26%) as a colorless oily product. Thanomer was the
major compoundd(/[3 ratio 1:2).

'H-NMR (CDCl 3, 500 MHz) J ppm 1.19-1.29 (m, 6H, CH, 3.28 (t, 1H,J~10Hz, H2),
3.41-3.48 (m, 2H, NH, H3 or H4), 3.61-3.70 (m, 448 or H4, H5, H6), 4.03-4.10 (m, 4H,
CH,CHs), 4.33 (dt, 1H3~8.5 andlyni~11.5 Hz, H1), 4.44-4.63 (m, 3H, ®igPh), 4.70-4.92
(m, 5H, OGH,Ph), 7.15-7.35 (m, 20H, Gib).

¥%C NMR (CDCl;, 62.5MHz) J ppm 16.1 (CHs), 16.3 CHj), 62.7-62.9 (several d,
POCH,CHs), 68.7 (C6), 72.9 (OH,Ph), 75.1 (@H,Ph), 75.2 (TH,Ph), 75.8 (@H,Ph),
76.2 CH), 77.9 CH), 82.5 (d,J~9 Hz, C2), 83.8 (C1), 86.1 (d~-2 Hz, CH), 127.8-128.6
(CHars), 137.99 (Cg,), 138.04 (Cg), 138.2 (Cq,), 138.5 (Cq,).

3P NMR (CDCl3, 202 MHz) & ppm6.12.
(+) MS (ESI) : m/z= 676.5 [M+H], 698.5 [M+Nal].
IR (NaCl, cm™) 3422, 3185, 2924, 2857, 1725, 1453, 1234, 11643,10028.

TLC (PE/EtOAC 1/1) : Rf = 0.2
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Partie Expérimentale

N-Benzyloxycarbonyl-2,3,4,6-tetra©-benzyl-a,B-D-galactopyranosylamine 13

Formula: GoH43NO; Mol. Wt.: 673.79

In a dry flask (10 mL), under Ar, TMSOTf (33.5 puQ,185 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of commercial 2,3,4,6-te@denzylb-galactopyranose (100 mg, 0.185
mmol), benzylcarbamate (55.9 mg, 0.37 mmol, 2 eyuand 4A molecular sieves, in
anhydrous dichloromethane (substrate concentrdfidph The orange mixture was stirred at
room temperature during the 22 hours. After quergtiy the addition of triethylamine,
filtration over Celite and rinsing with dichloronmetine, the solvent was evaporated to provide
a yellow oily product. After purification by flasthromatography (4/1 PE/EtOAc) compound
13(60.4 mg, 48%) was obtained as a colorless odgypet (1:1 mixture of anomers).

'H-NMR (CDCl 3, 250 MHz) d ppm 3.47-3.72 (m, 4H), 3.82-4.16 (m, 2H), 4.33-4.49 (m
2H), 4.49-4.74 (m, 4H), 4.76-4.95 (m, 2H), 4.99%(in, 2.5H), 5.53-5.61 (m, 0.5H), 7.11-
7.46 (m, 25H).

13C NMR (CDCls, 62.5 MHz) & ppm 67.1 CH,), 67.2 CHy), 68.1 CH>), 68.2 CH,), 72.8
(CH,), 73.0 CH,), 73.1 CHy), 73.5 CH), 73.6 CH>), 74.1 CH,), 74.5 CH,), 74.7 CH),

74.9 CH), 75.1 CH), 75.2 CH), 77.4 CH), 78.2 CH), 82.1 CH), 83.6 CH), 127.6-128.6
(CHars), 136.2 (C@y), 136.3 (Cgy), 137.7 (Cq,), 137.9 (Cg,), 138.1 (Cgy), 138.3 (Ca),

138.4 (Cq,), 138.6 (Cg), 138.6 (Cgy), 155.8 (C=0), 156.2 (C=0).

(+)MS (ESI) : m/z= 691.5 [M+NH]*, 696.5 [M+Na].

HRMS (ESI) C4H4aNO;Na: caled :m/z = 696.29372 [M+N4d] found : m/z = 696.2944
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3415, 3063, 3030, 2869, 1731, 1522, 1454, 1265),11M43.

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.4
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Partie Expérimentale

N-p-Toluenesulfonyl-2,3,4,6-tetra©-benzyl-a,B-D-galactopyranosylamine 14

OBn o

H I
To M0
452, O
BnO ‘OBn

OBn

Formula: GiH4sNO;S Mol. Wt.: 693.85

In a dry flask (10 mL), under Ar, BEEtLO (22.8 pL, 0.185 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of commercial 2,3,4,6-te@denzylb-galactopyranose (100 mg, 0.185
mmol), p-toluenesulfonamide (63.4 mg, 0.37 mmokdiv.) and 4A molecular sieves, in
anhydrous dichloromethane (substrate concentrdfidh The orange mixture was stirred at
room temperature during the 8 hours. After querghay the addition of triethylamine,
filtration over Celite and rinsing with dichloronfigine, the solvent was evaporated to provide
a yellow oily product. After purification by flasthromatography (4:1 PE/EtOAc) compound
14 (88 mg, 69%) was obtained as a colorless oily gpeo¢ll:1 mixture of anomers).

'H-NMR (CDCl 3, 250 MHz) & ppm 2.28-2.35 (s, 3H, C¥), 3.05 (dd, 0.5HJs.65~5.3 Hz,
Jsa-65-9 Hz, H6a d1), 3.19 (dd, 0.585.6:5.5 Hz,Jsa65~9 Hz, H6a d2), 3.13-3.38 (m, 0.5H,
H6b d2), 3.44-3.52 (m, 1H, H6b d1 and H5 d2), 33547 (m, 2.5H, H4 d2, H5 d1, H2 d2, H3
d1,), 3.88-3.92 (m, 1H, H3 d2 and H4 d1), 4.06 @&H, J~5.3 Hz and}~9.5 Hz, H2 d1),
4.29-4.31 (m, 2H, OB,Ph), 4.46-4.90 (m, 6.5H, QGPh and H1, d2), 5.16 (d, 0.5810
Hz, NH, d2), 5.25 (dd, 0.5H~2.7 Hz and)~5 Hz, H1, d1), 5.49 (d, 0.5H-2.7 Hz, NH, d1),
7.05-7.37 (m, 22H, CHRls), 7.70-7.78 (m, 2H, CKs).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) & ppm 21.6 CHs), 68.1 CH,), 73.1 CHy), 73.46 CHy),
73.52 CHy), 74.76 CHy), 74.84 CH), 74.9 CH), 75.3 CH), 77.7 CH), 83.3 CH), 84.6
(CH), 127.4-129.6CHars), 137.9-138.7 (Cg), 143.3 (Cd).

(+)MS (ESI): m/z = 711.5 [M+H], m/z = 716.5 [M+N4].
IR (NaCl, cm'®) 3423, 3063, 3030, 2915, 2970, 1496, 1454, 13364,11096, 1076.

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.68 and 0.60
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Partie Expérimentale

N-Diethylphosphoryl-2.3.4.6-tetraO-benzyl-a,B-D-galactopyranosylamine 15

Formula: GgHgNOgP Mol. Wt.: 675.75

In a dry flask (10 mL), under Ar, TMSOTf (33.5 puQ,185 mmol, 1 equiv.) was added by
portions to a mixture of commercial 2,3,4,6-te@denzylb-galactopyranose (100 mg, 0.185
mmol), phosphoramidate (56.7 mg, 0.37 mmol, 2 ejjund 4A molecular sieves, in
anhydrous dichloromethane (substrate concentrdfidh The orange mixture was stirred at
room temperature during the 8 hours. After querghay the addition of triethylamine,
filtration over Celite and rinsing with dichloronmetine, the solvent was evaporated to provide
a yellow oily product. After purification by flasthromatography (1/1 PE/EtOAc) compound
15 (52 mg, 42%) was obtained as a colorless oily pecodvith the -anomer as major
compound ¢/ ratio 1:4.6).

'H-NMR (CDCl 3, 500 MHz) & ppm1.19 (t, 6H,J~7.5Hz, CH), 3.40 (t, 1HJ~11Hz, H2),

3.50-3.65 (M, 5H, H4, H3,H6 and NH), 3.92-4.09 &hi, CH,CHs; and H5), 4.30 (dt, 1H,
J~8.5Jini~11.5 Hz, H1), 4.41 (AB, 2H)~11.7Hz, OGi,Ph), 4.60 (d, 1H, OB,Ph), 4.71
(AB, 2H, J~11.5, OG1,Ph), 4.80 (d, 1H}~11Hz, OGi,Ph), 4.89 (d, 1HJ~11Hz, OGH,Ph),

4.94 (d, 1HJ~11Hz, OGH,Ph), 7.25-7.34 (m, 20H).

3C NMR (CDCls, 62.5 MHz)d ppm16.1 CHs), 16.2 CHs), 62.5-62.7 (m, POH,CHy),
68.8 (C6), 72.9QHy), 73.6 (2C,CH), 74.6 CH), 74.8 CH,), 75.4 CH,), 79.5 (d,CH), 83.8
(d, CH), 84.1 CH), 127.7-128.5 (Cls), 137.9 (Cq,), 137.26 (Cg;), 137.32 (Cg;), 137.6

(Caar).

3P NMR (CDCl3, 202 MHz) d ppm 6.26, 7.54.

(+) MS (ESI) : m/z= 676.5[M+HT, 698.5 [M+Na].

IR (NaCl, cm™) 3385, 2869, 2924, 1724, 1454, 1237, 1272, 10977.102

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.08
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allyl-1-benzyloxycarbonylamino-1-deoxy-2.3.5.6-teb-O-benzyl-D-glucitol 16

)OBn OBn NHCOOBn

. S

\/\/\/\

BnOH,C 5 > 33 T
OH OBn

Formula: GsH4oNO; Mol. Wt.: 715.87

General procedure A for Additions of Silylated Nuckophiles.

In a dry 10 mL flask, under Ar, the silylated nuagdile (1.25 mmol, 6 equiv.) was added to a
solution of N-benzyloxycarbonyl-2,3,5,6-teti@-benzyl«a,3-D-glucofuranosylamines (140
mg, 0.21 mmol) in anhydrous acetonitrile (2.1 mLhe mixture was stirred at -40°C during
15 minutes and trimethylsilyl triflate (1AL, 0.10 mmol, 0.5 equiv.) was then added by
portions to the colorless solution. The mixture wased at -40°C during 56 h, and then one
more equivalent of silylated nucleophile (0.21 mwahs added. After total conversion (16 h)
the reaction was quenched with saturated aqueotCRa (1 mL). Ethyl acetate (20 mL)
was added and the organic layer was separatededasith brine (20 mL) and dried with
sodium sulfate. The solvents were removed by ewdjoor under vacuum to afford a brown
oil which was purified by flash chromatography (&he/acetone containing traces ofN\et
99/1 to 98/2). Compount6 was obtained as colorless oil (129mg, 86%) fiEom

[a]®5=- 6 (c = 1.22, CHG).

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) J ppm2.18-2.31 (m, 2H, 8,CH=CH,), 2.56 (d, 1H,J~9 Hz,

OH), 3.55-3.59 (m, 1H, H4), 3.62-3.68 (m, 2H, HBl ai6a), 3.72 (d, 1H}~8 Hz, H2), 3.81-
3.91 (m, 3H, H1, H3, H6b), 4.22 (d, 1411 Hz, OG4,Ph), 4.29 (d, 1HJ~11.5 Hz,

OCH,Ph), 4.43-4.49 (m, 3H, G&Ph, NH), 4.63 (d, 2HJ~11.5 Hz, OEl,Ph), 4.73 (d, 1H,
J~11 Hz, OG,Ph), 4.86-4.96 (m, 3H, Q&Ph, H,=CH), 5.04 (d, 1H,J~12.5 Hz,

OCH,Ph), 5.13 (d, 1H}~9.5 Hz, O®i,Ph), 5.65-5.67 (m, 1H, €=CHj), 7.08-7.26 (m, 25H,
CHAr’s)-

13C NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm38.3 CH>CH=CH,), 51.5 (C1), 66.8 (OH,Ph), 70.87
(C5), 71.2 (C6), 71.7 (OH,Ph), 73.7 (@H,Ph), 74.7 (@H,Ph), 75.2 (@H,Ph), 78.2 (C3
and C4), 79.7 (C2), 117.€H,=CH), 127.5-128.6GQHars), 134.7 CH=CHy), 136.7 (Ca),
138.3 (Cq,), 138.4 (Cqy), 138.6 (Cg,), 156.1 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 733.5 [M+NH]*, 738.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CusHioNNaO;: caled : m/z = 738.3407 [M+Na4], found : m/z = 738.3401
[M+Na]".
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Partie Expérimentale

Anal. Calcd. for C4sH49NO7: C, 75.50; H, 6.90; N, 1.96. Found: C, 75.72; 966N, 1.84.

IR (NaCl, cm™) 3436, 3029, 3013, 2927, 2866, 1716, 1498, 14543,18316, 1097, 1060,
1027.

TLC (PE/EtOACc 80/20) : Rf = 0.22.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1€-(but-2-ynyl)-1-deoxyD-
glucitol 17

OBn OBn NHCOOB
BnOW

OH OBn

Formula: GgH49oNO; Mol. Wt.: 727.88

Using general procedure A from compoun(l96 mg, 0.291 mmol), compoudd (100 mg,
47%) was obtained as a colorless oil after putiicaby flash chromatography (Toluene/
EtOAc 80/5).

[a]*°o= -6 (c =0.71, CHCY).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm 1.71 (s, 3H, Ch), 2.30-2.57 (m, 2H, CH), 2.66 (brs,
1H, OH), 3.56-3.71 (m, 1H, H5), 3.73-3.82 (m, 1H})H3.85-3.94 (m, 3H, H6 and H3), 3.98-
4.07 (m, 1H, H1), 4.09-4.18 (m, 1H, H2), 4.23-4(#2, 2H, OGH,Ph), 4.49-5.00 (m, 7H,
OCH,Ph), 5.07-5.17 (m, 1H, Q&Ph) 5.24 (d, 1HJ1.ni9.6 Hz, NH), 7.18-7.43 (m, 25H,
CHars).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 3.6 (CH), 23.6 (CH), 51.2 (C1), 66.9 (OH,Ph),
70.5 (C4), 71.2 (C6), 71.7 @1,Ph), 73.6 (@H,Ph), 74.5 (@H,Ph), 75.36 Cajyne CHs),
75.41 (Q@CH,Ph), 76.8 CalgneCHz), 77.9 (C3), 78.2 (C5), 78.9 (C2), 127.5-1284s),
136.6 (Cq,), 138.2 (Cq,), 138.3 (Cg,), 138.7 (Cg), 155.9 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 728 [M+H[', 745.5 [M+NH]", 750.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CsH4oNNaO;: calcd :m/z = 750.34067 [M+Na], found :m/z = 750.3416
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3429, 3063, 3032, 2919, 2866, 1718, 1498, 1453418266, 1216, 1095,
1062, 1027.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.38.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allenyl-2,3,5,6-tetra-O-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1-deoxyp-glucitol
18

OH OBn

Formula: GsH47/NO; Mol. Wt.: 713.86

Using general procedure A from compown@®59 mg, 0.233 mmol), compouid@ (149 mg,
54%) was obtained as a colorless oil after putiocaby flash chromatography (PE/EtOAc
70/10 to 60/10).

[a]?°o= -1.6 € =3.14, CHCY).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) d ppm2.67 (d, 1H.J~8.8 Hz, OH), 3.57-3.97 (m, 6H, H2, H3,
H4, H5 and H6), 4.31 (d, 1H~-11.3 Hz, O®i,Ph), 4.35 (d, 1H)~11.8 Hz, OGI,Ph), 4.47-
4.65 (m, 4H, O€l,Ph and H1), 4.67-4.84 (m, 5H, ®&Ph and &,==), 4.98 (d, 1HJ~12
Hz, OCH,Ph), 5.14 (d, 1HJ~12Hz, OGH,Ph), 5.24 (g, 1HJ~5.9 Hz, CH==), 5.38 (d, 1H,
J~9.2 Hz, NH), 7.17-7.38 (m, 25H Hars).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) d ppm 50.4 (C1), 66.9 (GH,Ph), 70.9 C6), 71.7 (GCH,Ph),
73.6 (QCHPh), 74.8 (@H,Ph), 75.4 (@H,Ph), 78.0 (C5 and C4), 78.6,==), 81.5 (C2
and C3), 91.8QH==), 127.5-128.6 GHars), 136.6 (Cq,), 138.19 (Cgy), 138.21 (Ca),

138.4 (Cq,), 138.6 (Cg), 156.1 (C=0), 207.6 (=C=).

(+) MS (ESI) : m/z= 714.5 [M+H], 731.5 [M+NH]", 736.5 [M+Na].

HRMS (ESI) C4sH47NO7Na: calcd :m/z = 736.32502 [M+Na], found :m/z = 736.3260
[M+Na]”

IR (NaCl, cm™) 3432, 3063, 3031, 2926, 2867, 1958, 1719, 14985,14399, 1337, 1276,
1215, 1096, 1062, 1028.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.31.
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Partie Expérimentale

2-Benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-3,4,6,7-tetr®-benzyl-D-glycero-bD-idoheptono
nitrile 20

OBn OBn NHCOOBnN

6 4 A~ 2 -
BNOH,C™ 5 2" 1°CN
OH OBn

Formula: G3sH44N,0; Mol. Wt.: 700.82

Compound20 was obtained as a colorless oil (35.1 mg, 63%nfq53.4 mg, 0.079 mmol),
using 0.5 equiv. of trimethylsilyl triflate and afta stirring time of 56 h, using general
procedure A.

[a]?°o= -4 (c = 0.45, CHG).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) d ppm2.70 (broad s, 1H, OH), 3.57-3.61 (m, 1H, H4), 3.65
3.73 (m, 1H, H6a), 3.78-3.82 (m, 2H, H6b and H5$53d, 1H,J~7 Hz, H3), 4.03-4.05 (m,
1H, H2), 4.28 (t, 2HJ~10.5 Hz, OEi,Ph), 4.50-4.65 (m, 4H, Q4;Ph), 4.71 (AB, 2HJ~11
Hz, OCH,Ph) 4.91-4.93 (m, 1H, H1), 5.02-5.12 (m, 2H, i&€h), 5.67-5.69 (m, 1H, M),
7.14-7.32 (m, 25H, Bars).

¥%C NMR (CDCl3, 125 MHz) J ppm 43.8 (Cl1), 67.9 (OH.Ph), 70.2 (C6+C5), 71.8
(OCH,Ph), 73.7 (@H,Ph), 74.5 (@H,Ph), 75.0 (@H,Ph), 76.6 (C3), 77.6 (C4), 78.0 (C2),
118.2 CN), 127.8-130.0 CHars), 135.8 Cgar), 136.8 Cqar), 137.7 Cdar), 138.0 Caa),
138.3 Caar), 155.4 C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 719 [M+NH]".

HRMS (ESI) CsHaN2NaO;: calcd: m/z = 723.3046 [M+Na], found: m/z = 723.3041
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3427, 3033, 2253, 1726, 1149, 1455, 1271, 12155,10028.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.5.
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Partie Expérimentale

4.5,7,8-TetraO-benzyl-3-benzyloxycarbonylamino-2,3-dideoxy-1z-phenyl-D-gl ycer o-D-
ido-1-octulose 21

OBn OBn NHZ O

6 4 A2 A
BNOH,C 5 Y 3 ! Ph
OH OBn
Formula: GoHs1NOg Mol. Wt.: 793.94

This product21 was obtained as a colorless oil (200 mg, 81%) fof208 mg, 0.31mmol),
using 0.5 equiv. of trimethylsilyl triflate and aft a stirring time of 72 h using general
procedure A.

[a]®5= -3 (c = 0.69, CHG).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) d ppm 2.93 (d, 1H,J~7.5 Hz, OH), 3.01-3.05 (m, 1H,
CH,COPh), 3.19-3.26 (m, 1H,HZCOPh), 3.73-3.79 (m, 2H, H2 and H6a), 3.92-3.954H,
H6b, H5, H3 and H4), 4.33-4.49 (m, 5H, H1 andHQBh), 4.55 (broad s, 2H, GGPh),
4.70-4.77 (m, 2H, OB,Ph), 5.02 (d, 1HJ~12 Hz, OGi,Ph), 5.07 (d, 1H,J~12 Hz,
OCH,Ph), 5.43-5.47 (m, 1H, NHY.08-7.81 (m, 30H, Ckts).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) J ppm 41.5 CH,COPh), 48.3 (C1), 66.9 @H,Ph), 70.3
(C5), 71.2 (C6), 71.7 (CH.Ph), 73.6 (TH,Ph), 74.4 (TH,Ph), 75.0 (TH,Ph), 77.9 (C3
or C4), 78.3 (C2), 78.7 (C4 or C3), 127.5-128%fs), 133.3 (Cq,), 136.5 (Cq;), 138.0
(Caa), 138.3 (Cq,), 138.4 (Cq,), 138.8 (Cq,), 155.9 (C=0), 198.4 (C=0 ketone).

(+)MS (ESI) : m/z = 811.50 [M+NH]*, 817.00 [M+Nal].

HRMS (ESI) CsoHs:NNaQ; : calcd :m/z = 816.3512 [M+N4d], found : m/z = 816.3506
[M+Na]".

IR (NaCl, cm') 3850, 3686, 3645, 3020, 2400, 1423, 1215.
TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.4

265



Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1€-(2-oxocyclohexyl)-1-deoxy-
D-glucitol 22

OBn OBn NHZ O
ICRE

Formula: GgHssNOg Mol. Wt.: 771.94

Using general procedure A of silylated nucleoplatiition from compound (138.1 mg,
0.205 mmol), compound?2 (107 mg, 68%) was obtained as a colorless oil giteification
by flash chromatography (PE/EtOAc 80/20).

[a]%5= -19 (c =0.99, CHG).

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) & ppm 1.48-2.10 (m, 7H, H8, H9, H10 and H11la), 2.17-2.33
(m, 1H, H11b), 2.78-3.00 (m, 2H, OH and H7), 3.5753m, 2H, H5 and H6a), 3.77-3.90 (m,
2H, H3 and H6b), 3.92-4.06 (m, 2H, H2 and H4), 4083 (m, 1H, H1), 4.24 (d, 1H~-11
Hz, OCH,Ph), 4.31 (d, 1HJ}~11.5 Hz, O®,Ph), 4.43-4.59 (m, 4H, G&:Ph), 4.60-4.72 (m,
2H, OCH,Ph), 5.52 (d, 1HJ}~10 Hz, NH), 7.06-7.40 (M, 25H HGrs).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm 24.4 (C9), 27.8 (C10), 31.3 (C8), 42.4 (C11), 52.2
(C7), 53.5 (C1), 66.8 (OC#h), 70.0 (C4), 71.0 (C6), 72.0 (Oghh), 73.6 (OCHPh), 73.7
(OCH,Ph), 74.0 (OCHPh), 77.0 (C3), 77.3 (C2), 78.6 (C5), 127.5-128B14s), 136.8
(Caar), 138.0 (Cq,), 138.2 (Cgqr), 138.3 (Cgq,), 138.7 (Cgq;), 156.8 (C=0), 211.7 (C=0
ketone).

(+) MS (ESI) : m/z= 789.5 [M+NH]*, 795.0 [M+Na].

HRMS (ESI) CsgHsaNNaQs: caled :m/z = 794.36689 [M+Na], found :m/z= 794.3672
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3435, 3063, 3031, 2935, 2863, 1717, 1702, 14983,14510, 1072, 1028.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.1.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5,6-TetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1€-(2-oxocyclopentyl)-1-deoxy-
D-glucitol 23

OBn OBn NHZ O

Formula: G/Hs1NOg Mol. Wt.: 757.91

Using general procedure of silylated nucleophildiéah from compound (463 mg, 0.688
mmol), compound23 (367.5 mg, 70%) was obtained as a colorless oilyxture of
diasteroisomers at C7 position (ratio 2/1 d1 andod2liastereoisomers, 1 and 2 respectively)
after purification by flash chromatography (PE/E#20/20 to 40/20).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz5) 0 ppm1.22-2.42 (m, 7H, H7, H8, H9 and H10), 2.71 (bid, 1
OH), 3.59-4.05 (m, 6H, H1, H3, H4, H5 and H6), 4205 (m, 8H, OEI,Ph and H2), 5.00-
5.42 (m, 2H, O€l,Ph and NH), 7.11-7.42 (m, 25HHGrs).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 20.3 (d1, C9), 20.5 (d2, C9), 27.3 (d1, C8), 287, (
C8), 38.7 (d1, C10), 38.9 (d2, C10), 50.2 (d2, GB)9 (d1, C7), 51.2 (d1, C1), 52.3 (d2, C1),
66.9 (OCHPh), 70.3 (d1, C4), 70.7 (d2, C4), 71.0 (d2, CA)57d1, C6), 71.7 (OCHPh),
71.8 (OCHPh), 73.58 (OCKPh), 73.63 (OCkPh), 74.2 (OChKPh), 74.38 (OCLPh), 74.44
(OCH,Ph), 74.8 (OCkKPh), 77.4 (C3), 77.5 (C3), 77.9 (d1, C5), 78.1 (@3), 78.3 (d1, C2),
78.5 (d2, C2), 127.4-128.%Hars), 136.6 (Cq,), 136.7 (Cq,), 137.9 (Cq,), 138.2 (Cgq,),
138.3 (Cq,), 138.38 (Cg;), 138.40 (Cg;), 138.5 (Cg;), 138.6 (Cq,), 138.9 (Cq,), 156.3
(C=0), 156.7 (C=0), 218.9 (C11), 219.2 (C11).

(+) MS (ESI) : m/z= 775.5 [M+NH]", 780.0 [M+Na].

HRMS (ESI) C4Hs:NNaQs: calcd :m/z = 780.35124 [M+Na], found :m/z = 780.3513
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3435, 3063, 3017, 1720, 1454, 1404, 1217, 10928.10

TLC (PE/EtOAC 5/2) : Rf = 0.4.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1€-(2-oxo-84-furan-5-yl)-1-
deoxyD-glucitol 24

OBn OBn NHZ
BnO s s iz Ho

T3NS fo

OH OBn s

Formula: GegH47NOg Mol. Wt.: 757.87

Using general procedure A of silylated nucleophdielition from compouné (138 mg, 0.205
mmol), compound®4a/24b(ratio : 27/73) (81.4 mg, 52%) were obtained a®lartess oil
after purification by flash chromatography (PE/E®80/40). The isomers were separated
and both fully characterised.

(1R)-2,3,5,6-tetra@-benzyl-1-benzyloxycarbonylaminod<2-oxo-8H-furan-5-yl)-1-deoxy-
D-glucitol 24a

[a]®p= +2.5 (c = 0.52, CHG).

IH NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm 2.51 (brs, 1H, B), 3.54-3.58 (m, 1H, H5), 3.60-3.71
(m, 2H, H6a and H4), 3.80-3.94 (m, 3H, H6b, H1 &f&or H2), 4.16 (d, 1H}~7.6Hz, H2 or
H3), 4.30 (dd, 2HJ~11.5 and 3.5Hz, O&,Ph), 4.51-4.58 (m, 3H, G&Ph), 4.64 (d, 1H,
J~11.2 Hz, OEi,Ph), 4.70 (d, 1HJ~11.6 Hz, OEl,Ph), 4.78 (d, 1HJ~10.8 Hz, OEi,Ph),
4.90 (d, 1H,J1.7~8.8 Hz, H7), 4.97 (d, 1H}~12.0 Hz, OGI,Ph), 5.10 (d, 1HJ~12.0 Hz,
OCHzPh), 547 (d, 1HJ1_NH~8.8 Hz, N‘|), 6.13 (dd, 1HJ7_9~2 Hz and]8_9~6 Hz, H9), 7.17-
7.34 (M, 25H, Elars), 7.43 (dd, 1HJ7.6~1.2 Hz andls.o~5.6 Hz, H8).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm 53.7 (C1), 67.4 (CH.Ph), 69.5 (C4), 70.9 (C6), 71.8
(OCH,Ph), 73.7 (@H.,Ph), 74.3 (@H,Ph), 74.8 (@H,Ph), 76.1 (C2 or C3), 77.4 (C2 or
C3), 78.2 (C5), 82.3 (C7), 121.9 (C9), 127.7-12&Mas), 136.2 (Cq,), 137.6 (Cg,), 137.8
(Caa), 138.3 (Cg), 138.6 (Cg;), 155.6 (C8), 156.2 (Cq C=0), 172.5 (C10).

(+) MS (ESI) : m/z= 775.5 [M+NH]*, 780 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3430, 3017, 2253, 1757, 1718, 1498, 1454, 12157.102
TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.11

HRMS (ESI) CsHs7NNaQy: calcd : m/z = 780.31485 [M+N&] found : m/z = 780.3147
[M+Na]".
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Partie Expérimentale

(1R)-2,3,5,6-Tetra@-benzyl-1-benzyloxycarbonylaminod«2-oxo-H-furan-5-yl)-1-deoxy-
D-glucitol 24b

[a]®5= -61 (c =1.02, CHG).

IH NMR (CDCl 3, 500 MHz) 5ppm 2,66 (d, 1HJ~9 Hz, CH), 3.56-3.60 (m, 1H, H5), 3.66-
3.73 (m, 2H, H6a and H2 or H3), 3.80-3.85 (m, 2iprand H4), 3.88 (dJ~6.1Hz, H2 or
H3), 4.27-4.32 (m, 2H, OGPh), 4.35-4.44 (m, 2H, H1, OGPh), 4.50-4.61 (m, 4H,
OCH,Ph), 4.68 (d, 1HJ~11.5 Hz, O®I,Ph), 4.99-5.05 (m, 2H, G&Ph), 5.14 (d, 1HJ:.
NH~8.9 Hz, NH), 5.22 (brs, 1H, H7), 5.97 (dd, 1Bk~1.5 andls¢~5.5Hz, H9), 7.15-7.34 (m,
25H, O"Ar’s), 7.38 (d, 1H,J8.g"‘6 Hz, H8)

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) d ppm 52.0 (C1), 67.1 (CH.Ph), 69.7 (C4), 70.6 (C6), 71.9
(OCH,Ph), 73.6 (@H,Ph), 73.7 (@H,Ph), 73.8 (@H,Ph), 75.5 (C2 or C3), 76.0 (C2 or
C3), 78.1 (C5), 84.0 (C7), 121.6 (C9), 127.7-12&Hrs), 136.3 (Cq,), 137.3 (Cq,), 137.6
(Caa), 138.1 (Cq,), 138.5 (Cq,), 154.7 (C8), 156.4 (Cq C=0), 173.2 (C10).

(+) MS (ESI) : m/z= 775.5 [M+NH]", 780 [M+Na] .
IR (NaCl, cm™) 3435, 2868, 1759, 1724, 1498, 1217, 1091.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.03.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Diethylphosphono-2,3.5,6-tetra®-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1-deoxy-
D-glucitol 25

Formula: GeHsaNO10P Mol. Wt.: 811.90

Using general procedure of silylated nucleophildiiah from compound (99.8 mg, 0.148
mmol), compoun®5 (14 mg, 12%) was obtained as a colorless oil @iteification by flash
chromatography (Petroleum Ether/EtOAc 70/30). Thgeeted compound was obtained as a
mixture of diastereocisomers d1 and d2 (d.r : 3/1).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm 1.15 (t, 3H,J~7 Hz, CH), 1.16 (t, 3H,J~7 Hz, CH),
3.47 (d, 0.5HJ~7 Hz, OH), 3.61-3.72 (m, 2H, H6a, H6b d1 and OBi§4-4.11 (m, 7.5H,
H2, H4, H5, H6b d2 and I8CHs), 4.24 (d, 1H,J~5.0 Hz, H3), 4.29 (d, 1H}~11.6 Hz,
OCH,Ph), 4.34-4.85 (m, 8H, GGPh and H1), 4.98-5.14 (m, 2H, ®gPh), 5.50 (dd, 0.3H,
J~3.0 and 10 Hz, NH d2), 6.34 (d, 1310 Hz, NH d1), 7.14-7.38 (m, 25HHGars).

%P NMR (CDCl3, 100 MHz) d ppm(d1, d2) 21.74, 17.68.
(+) MS (ESI) : m/z= 812.5 [M+HJ, 834.5 [M+Na].

HRMS (ESI) C4eHssNNaOyoP: calcd :m/z= 834.33831 [M+Na], found :m/z= 834.3383
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3064, 3032, 2927, 1705, 1454, 1351, 1314, 12663,1P159, 1097, 1028.
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Partie Expérimentale

2.3,5,6-TetraO-benzyl-D-glucose aminalNs benzyl carbamateNg, O cyclic carbamate 26

B
BnO

noO. ,OBn
s D & 2}»\NHCOOBn
BnOH,C 0.

o

Formula: Q3H44N208 Mol. Wt.: 716.82

Using general procedure A from compoun(l57 mg, 0.233 mmol), compoué (96.5 mg,
58%) was obtained as a colorless oil after putifacaby flash chromatography (PE/EtOAc
75/25).

[a]%°o= -26 € =1.05, CHC)).

IH NMR (CDCl 3, 400 MHz) & ppm 3.64 (t, 1H,0~3.6 Hz, H2), 3.80 (dd, 1Hlsa.~4.4 and
Jsa-65-10.4 Hz, H6a), 3.88 (ddd, 1-Hgp.5~1.6, Jea5~4.4 andJ4_5~9.6 Hz, H5), 3.99 (dd, 1H,
Job-5~1.6 andlsae5-10.4 Hz, H6b), 4.09 (d, 1H,.5~3.6 Hz, H3), 4.25-4.39 (m, 3H, GGPh),
4.45-4.65 (m, 5H, OB,Ph and H4), 4.79 (d, 1H~11.6 Hz, O®i,Ph), 4.95-5.01 (m, 2H,
OCH,Ph and H1), 5.12 (d, 1H~12.4 Hz, OG,Ph), 5.86 (d, 1H}..nn ~6 Hz, NH), 6.99 (d,
1H, Juni=9.2 Hz, NH), 7.04-7.36 (M, 25H FGvs).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 61.0 (C1), 67.2 (GH,Ph), 69.1 (C6), 71.0 (C2), 71.8
(OCH,Ph), 72.0 (@H,Ph), 73.3 (@H,Ph), 73.6 (BH,Ph), 74.9 (C4), 75.6 (C5), 76.0 (C3),
127.6-128.7 CHars), 136.1 (Cq), 136.7 (Cq,), 137.0 (Cg,), 138.3 (Cq,), 138.4 (Cq),
155.5 (C=0), 157.3 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 717.5 [M+H], 734.5 [M+NH]", 739.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CssHasNoNaQs: caled :m/z = 739.29954 [M+Na], found : m/z= 739.2980
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3392, 3321, 3063, 3032, 1923, 2869, 1732, 15189,18455, 1266, 1309,
1227, 1102, 1028, 1046.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.1.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allyl-1-benzyloxycarbonylamino-1-deoxy-40-methanesulfonyl-2,3,5,6-tetra®-
benzylD-glucitol 27

OBn OBn NHCOOBN

2

i ,
BnOH,C™ 5 5 32T
OMs OBn

Formula: GeHs1NOgS Mol. Wt.: 793.96

General procedure B for mesylation

In a dry flask (10 mL), under Ar, methanesulfonilazide (8.2puL, 0.11 mmol, 2.1 equiv.)
was added by portions to a solutiondf (38 mg, 0.053 mmol) and triethylamine (Jug,
0.12 mmol, 2.2 equiv.) in anhydrous dichloromethahlee yellow mixture was stirred at
room temperature for 5 to 12 h. After total conwars(TLC monitoring), the reaction was
guenched with saturated aqueous 8H(1 mL). Ethyl acetate (20 mL) was added, the
organic layer was separated, washed with brinar(RDand dried over sodium sulfate. Then
the solvents were evaporated, thus providing aowelil which was used either without
further purification or purified on silica gel caohin (EP/EtOAc 85/15 £Et3N) affording the
mesylate intermediai@7 as a oily compound (62%).

[a]?°o= + 30 (c = 0.5, CHG).

RMN *H (CDCl3, 500 MHz) J ppm 2.18 (m, 2H, B,CH=CH,), 2.93 (s, 3H, S@H3), 3.57
(dd, 1H,J5657 Hz,Jsa-65-10.5 Hz, H6a), 3.69 (broad s, 2H, H2 and H3), 30 1H, H5),
3.85 (dd, 1HJsa.65-10.5 Hz J5.65~3 Hz, H6b), 4.02 (m, 1H, H1), 4.40 (m, 5H, Bh, NH),
4.55 (m, 2H, OE,Ph), 4.63 (d, 1HJ~11.5 Hz, OEi,Ph), 4.71 (d, 1HJ~11 Hz, OC®i,Ph),
4.93 (m, 4H, OEl,Ph, (H,=CH), 5.02 (d, 1HJ~12.5 Hz, OEi,Ph), 5.14 (m, 1H, H4), 5.66
(m, 1H, AH=CH,), 7.10-7.27 (m, 25H, Bars).

RMN C (CDCls, 125 MHz) & ppm 37.9 CH,CH=CH,), 38.7 (SGCHs), 51.0 (C1), 66.8
(OCH,Ph), 70.0 (C6), 72.0 (CH.Ph), 73.3 (@H,Ph), 75.0 (CH,Ph), 75.1 (&H,Ph), 78.6
(C3 or C2), 79.0 (C5), 80.0 (C3 or C2), 80.7 (CH)7.7 (CH€H,), 127.6-128.7 CHars),
134.5 CH=CH,), 136.5 (Cq,), 137.7 (Cq,), 137.9, (Cg,), 156.2 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z = 811.5 [M+NH] *, 816.5 [M+Nal].

HRMS (ESI) CsHsiNNaQyS: caled : m/z = 816.318PM+Na]", found : m/z = 816.3181
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3431, 3064, 3031, 2927, 2871, 1717, 1498, 14558,18343, 1264, 1212,
1174, 1091, 1053, 1028.

TLC (EP/EtOAC 80/20) : Rf = 0.64.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-tetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1€-(but-2-ynyl)-1-deoxy-4-O-
methanesulfonylb-glucitol 28

OBn OBn NHCOOB
BnOW

OMs OBn

Formula: G7H51NOgS Mol. Wt.: 805.98

Using general procedure B from compodr™d37.5 mg, 0.05 mmol), the mesylate prod2@t
(23 mg, 57%) was obtained as a colorless oil gitaification by flash chromatography
(Toluene/ EtOAc 16/0.5).

[a]?°p= +23 € =1.32, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) & ppm 1.69 (s, 3H, Ch), 2.30-2.43 (m, 2H, C), 2.99 (s, 3H,
SOZCHg), 3.65 (dd, 1HJsa65-11.2 andJsa.5~7.6 Hz, H6a), 3.79 (dd, 1H;..~3.6 and]z-3~7.6

Hz, H3), 3.88-3.92 (m, 2H, H6b and H5), 4.01 (dH, 1,.,~1.6 andl),.3~7.6 Hz, H2), 4.14-
4.20 (m, 1H, H1), 4.42-4.49 (m, 2H, ®Ph), 4.54 (dd, 2HJ}~11.2 and}~4 Hz, OCH,Ph),

4.63 (AB, 2H,J~11.6 Hz, OGi,Ph), 4.71 (d, 1HJ~11.2 Hz, OGi,Ph), 4.77 (d, 1HJ~11.2

Hz, OCH,Ph), 5.00 (d, 1HJ~12.4 Hz, O®i,Ph), 5.09-5.15 (m, 2H, NH and ®gPh), 5.21
(t, 1H, J3.4~3.2 Hz, H4) 7.16-7.37 (M, 25H HGrs).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 3.7 (CHy), 23.4 (CH), 38.9 (SGCH3), 50.6 (C1),
67.0 (QCH,Ph), 70.0 (C6), 72.2 (CH.Ph), 73.4 (@H,Ph), 75.02 CakyneCHs), 75.04
(OCH,Ph), 75.3 (@H,Ph), 78.4 (C3), 78.6CukyneCHs,), 78.8 (C5), 79.2 (C2), 80.4 (C4),
127.7-129.2 CHars), 136.6 (Cq,), 137.8 (Cq,), 138.0 (Cg;), 138.1 (Cq;), 138.2 (Cq)),
156.1 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 823.5 [M+NH]", 828.0 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3428, 3063, 3031, 2919, 2866, 1714, 1498, 14541 18172, 1070.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.5.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allenyl-2,3,5,6-tetra-O-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-1-deoxy-43-
methanesulfonylb-glucitol 29

OBn OBn NHCOOBN
IR NN

OMs OBn

Formula: GeH4gNOgS Mol. Wt.: 791.95

Using general procedure B from compodr&(50.6 mg, 0.07 mmol), the mesylate prodz2@t
(48 mg, 85%) was obtained as a colorless oil gitaification by flash chromatography
(PE/EtOAC 7/1 to 6/1).

[a]?°o= +50 € =0.54, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) & ppm2.93 (s, 3H, S@Hs), 3.63 (dd, 1HJs26~9.8 andlsa.
5~6.5 Hz, H6a), 3.80-3.92 (m, 4H, H2, H3, H5 and H6b44-4.56 (m, 2H, OB,Ph), 4.54-
4.61 (m, 4H, OE,Ph), 4.65-4.69 (m, 3H, G4:Ph and H1), 4.74-4.81 (m, 2HHz==), 4.98-
5.20 (m, 3H, OEI,Ph and CH==), 5.23-5.26 (m, 2H, H4 and NH), 7.1&7(m, 25H,
CHAr’s)-

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 38.8 (SQCHs3), 49.8 (C1), 67.0 (OH,Ph), 69.9 C6),
72.4 (QCHyPh), 73.5 (@H,Ph), 75.2 (@H,Ph), 78.64 (C2 or C3), 78.66 (C5), 78.8
(CH,==), 80.7 (C4), 80.8 (C2 or C3), 91.6€H==), 127.8-128.6 CHars), 136.6 (Cap),
137.89 (Cg,), 137.96 (Cg;), 138.01 (Cg;), 138.1 (Cg;), 156.1 (C=0), 207.7 (=C=).

(+) MS (ESI) : m/z= 809.5 [M+NH]*, 814.5 [M+Na].

IR (NaCl, cm™) 3426, 3063, 3031, 2933, 2871, 1958, 1716, 14936,18344, 1216, 1174,
1093, 1052, 1028.

TLC (PE/EtOAc 70/10) : Rf = 0.3.
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Partie Expérimentale

2-Benzyloxycarbonylamino-2-deoxy-89-methanesulfonyl-3,4,6,7-tetra®-benzylD-
glycero-D-idoheptononitrile 30

OBn OBn NHCOOBnN

6 4 ~_ 2 _~
BnOH,C" 5 "3 " 1 °CN
OMs OBn

Formula: Q4H46N2098 Mol. Wt.: 778.91

Using general procedure B from compow@l(75.9 mg, 0.108 mmol) the mesylate product
30 was isolated (74.5 mg, 88%) as colorless oil ghigification by flash chromatography
(PE/EtOAC 30/10).

[a]?°5= +10 (c = 1.16, CHG).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm 2.81 (s, 3H, BsSOy), 3.64 (dd, 1HJsa.65-5.5 Hz,Js.
6s=10 Hz, H6a), 3.75 (dd, 1Hs.6~7 Hz, Jsas-5 Hz, H6b), 3.90 (dd, 1H~4.7 Hz,J~7 Hz,
H3), 3.93-3.96 (M, 1H, H5), 4.18-4.19 (m, 1H, H2}8-4.50 (m, 2H, OB,Ph), 4.53-4.55
(m, 1H, OGH,Ph), 4.60-4.67 (m, 3H, G&Ph), 4.73-4.76 (m, 2H, QGPh), 5.02-5.10 (m,
4H, OCH,Ph, H1, H4), 5.38-5.40 (m, 1HHY, 7.24-7.36 (M, 25H, Bars).

13C NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm 38.5 CHsSOy), 43.9 (C1), 67.9 (OH,Ph), 69.2 (C6),
73.3 (QCH,Ph), 73.6 (@H.Ph), 75.3 (@H,Ph), 75.8 (@H,Ph), 77.8 (C4), 78.2 (C5), 78.3
(C3), 78.9 (C2), 118.0 (CN), 127.9-128@Hurs), 135.8 (Ca;), 136.9 (Cay), 137.2 (Cay),
137.3 (Cqy), 137.8 (Cg), 155.4 (C=0).

(+) MS (ESI): m/z = 796.5 [M+NH] *.

HRMS (ESI) CssHasNoNaQyS: calcd : m/z = 801.28217 [M+Na]found: m/z = 801.2821
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3055, 1729, 1497, 1455, 1421, 1356, 1265, 12177 11096, 1028.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.53.
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Partie Expérimentale

4.5.7,8-TetraO-benzyl-3-benzyloxycarbonylamino-2,3-dideoxy-8-methanesulfonyl-1-
C-phenyl-D-glycero-D-ido-1-octulose 31

OBn OBn NHZ O

2

6
BnOH,C s 3 71" ppy
OMs OBn

Formula: GiHsaNO10S Mol. Wt.: 872.03

Using general procedure B from compo@id200 mg, 0.252 mmol) the mesylate prodBit
was isolated (153.8 mg, 70%) as colorless oil ghterification by flash chromatography
(PE/EtOAC 80/20).

[a]®p= +16 (c = 1.05, CHG).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm 2.92-3.01 (m, 4H, S&H; and GH,COPh), 3.23 (dd,
1H, J~6.3 and 16.8 Hz, I8,COPh), 3.60-3.66 (m, 1H, H6a), 3.79-3.91 (m, 3HpHE3 and
H2), 3.97-4.06 (m, 1H, H5), 4.43-4.70 (m, 9H, HH&CH,Ph), 5.03 (s, 2H, OB,Ph), 5.25
(broad s, 1H, H4), 5.37 (d, 18;9.25 Hz, NH)7.14-7.41 (m, 27H, Cks), 7.51 (dd, 1HJ)~7

and 7.3 Hz, Cls), 7.80 (d, 2H,J~7.5 Hz CHys).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) 6 ppm 38.9 (SGCH5), 40.9 CH,COPh), 48.7 (C1), 66.9
(OCH,Ph), 69.6 (C6), 72.3 (CH.Ph), 73.4 (@H,Ph), 74.8 (CH,Ph), 74.9 (TH,Ph), 77.7
(C3 or C2), 78.2 (C5), 79.2 (C3 or C2), 81.6 (CB7.7-128.6 CHars), 133.3 CHars), 136.6
(Caa), 137.6 (Cq,), 156.1 (C=0), 198.1 (C=0 ketone).

IR (NaCl, Cm'l) 3434, 1715, 1497, 1453, 1340, 1173, 1069.
(+)MS (ESI) : m/z = 894.50 [M+Nal.
HRMS (ESI) Cs:Hs4NO;0S: calcd m/z= 872.3468 [M+H], found :m/z= 872.3465 [M+H].

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.5
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-509-methanesulfonyl-1C-(2-
oxocyclohexyl)-1-deoxyd-glucitol 32

OBn OBn NHZ O
Bno.e Lo o2

Formula: GgHssNO10S Mol. Wt.: 850.03

Using general procedure B from compoutzl(649 mg, 0.841 mmol), the mesylate product
32 was isolated (223.1 mg, 32%) as colorless oilr gitgification by flash chromatography
(PE/EtOAC 80/20).

'H NMR (CDCl 3, 250 MHz) & ppm 1.42-1.88 (m, 7H, H8, H9, H10, H11a), 2.0022(th,
1H, H11b), 2.83-2.95 (m, 1H, H7), 3.00 (s, 3H, @), 3.56-3.78 (M, 3H, H6, H3), 3.91-
4.01 (m, 2H, H1 and H2), 4.15-4.23 (m, 1H, H5),944174 (m, 8H, OE,Ph), 4.99-5.08 (m,
2H, OCH,Ph), 5.19 (d, 1HJ~6.3 Hz, H4), 5.56 (d, 1H}.\=9.7 Hz, NH), 7.18-7.35 (m,
25H, CHars)-

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) dppm 24.7 (C9), 28.1 (C10), 32.3 (C8), 39.2 {(SH), 42.5
(C11), 51.0 (C7), 53.7 (C1), 66.8 @BI,Ph), 69.4 (C6), 72.9 (CH.Ph), 73.4 (&CH,Ph), 74.0
(OCH,Ph), 74.7 (@H,Ph), 76.2 (C5), 77.4 (C2 or C3), 78.2 (C3 or CB.28(C4), 127.8-
128.8 CHars), 136.7 (Cq;), 137.5 (Cg,), 137.8 (Cgq,), 138.0 (Cq,), 138.2 (Cg:), 156.9
(C=0), 213.9 (C=0 ketone).

(+) MS (ESI) : m/z= 850.5 [M+HT , 867.5 [M+NH] .

HRMS (ESI) CsgHssNNaOyg: calcd : m/z = 872.34444 [M+Nad] found : m/z = 872.3435
[M+Na]". CsgHssKNO1¢: caled :m/z= 888.31838 [M+K], found :m/z= 888.3226 [M+K].

IR (NaCl, cm™) 3433, 3019, 2937, 2866, 1717, 1505, 1454, 1355 ,1P173, 1070.

TLC (PE/EtOAC 8/2) : Rf = 0.56
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-1-benzyloxycarbonylamino-509-methanesulfonyl-1C-(2-
oxocyclopentyl)-1-deoxyd-glucitol 33

OBn OBn NHZ O
- - H

Formula: GgHsaNO10S Mol. Wt.: 836.00

Using general procedure B from compol®81(127 mg, 0.186 mmol) mesylate intermediate
33 was isolated (103 mg, 73%) as a colorless oil gfteification by flash chromatography
(PE/EtOACc 70/30). Compour@B was obtained as a 55/45 mixture of diastereoissraeC7
position, d1 and d2 for diasterecisomers 1 andgatively.

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) d ppm 1.55-2.34 (m, 7H, H8, H9, H10 and H7), 3.013(4,
CHsSQ, d1), 3.05 (s, 3H, Ck60, d2), 3.61-3.68 (m, 1H, H6a), 3.82 (d, 0.45H3.5 Hz, H2
d1), 3.83 (d, 0.55H}~3.5 Hz, H2 d2), 3.88-3.91 (m, 2H, H6b, H3), 3.9973(m, 0.55H, H5
d2), 4.05-4.10 (m, 0.45H, H5 d1), 4.26-4.31 (m, H1), 4.39-4.49 (m, 3H, Od,Ph), 4.55
(d, 0.55H,J~11.5 Hz, OGi,Ph d1), 4.58 (d, 0.45H~12 Hz, O®i,Ph d2), 4.63-4.67 (m, 2H,
OCH,Ph), 4.70-4.75 (m, 1H, Q&Ph), 4.87 (d, 0.55HJ~11.5 Hz, OGi,Ph d1), 4.95 (d,
0.45H,J~12 Hz, OG®i,Ph d2), 5.05 (AB, 1HJ~12.5 Hz, OEi,Ph), 5.10 (d, 0.5H}~12.5 Hz,
OCH,Ph), 5.16 (d, 0.5H}~12 Hz, O®,Ph), 5.19-5.23 (m, 1H, H4), 5.53 (d, 1#,x+~10
Hz, NH), 7.16-7.37 (m, 25H, i€ars).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) dppm 20.4 (C9 d2), 20.5 (C9 d1), 27.1 (C8 d2), TS d1),
38.7 (C10 d1), 38.8HsSO; d1), 38.9 CH3SO: d2), 39.1 (C10 d2), 49.3 (C1), 50.2 (C1),
51.4 (C7), 51.9 (C7), 67.0 @1,Ph), 67.1 (@H,Ph), 69.8 (C6 d2), 70.1 (C6 d1), 71.8
(OCH,Ph), 72.2 (@H,Ph), 73.3 (@H,Ph), 73.3 (@H,Ph), 74.4 (TH,Ph), 74.8 (CH,Ph),
75.0 (OQCH.,Ph), 75.2 (@H,Ph), 77.4 (C3), 77.7 (C3), 78.3 (C5), 78.4 (C5).77&2), 78.9
(C2), 80.7 (C4), 81.9 (C4), 127.6-128®Hurs), 131.0 CHars), 136.5 (Cg,), 136.6 (Cay),
137.7 (Cqv), 137.7 (Ca), 137.8 (Ca), 137.9 (Cq,), 138.2 (Cq;), 138.3 (Cq;), 138.4
(Caa), 156.4 (C=0 d1), 156.8 (C=0 d2), 218.7 (C=0 @1p.2 (C=0 d2).

(+) MS (ESI) : m/z= 853.5 [M+NH] ", 859.0 [M+Na] .

HRMS (ESI) CygHsaNNaOyoS: caled :m/z = 858.32879 [M+Na] found :m/z = 858.3270
[M+Na]". CsgHssKNO10S: calcd m/z= 874.30273 [M+K], found :m/z= 874.3031 [M+K].

IR (NaCl, cm™) 1717, 1657, 1627, 1497, 1453, 1355, 1340, 12163,11770.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.45.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allyl- N-benzyloxycarbonyl-1.4-dideoxy-1.4-imino-2,3,5,6-tm- O-benzyl-D-
galactitol 34

OBn C‘IOOBn

6 4\\N 1,
BnOH,C 5 Y\~

3 2

BnO  ©OBn

Formula: GsH47NOg Mol. Wt.: 697.86

General procedure C for the cyclisation step.

Purified methanesulfonyl derivative7 (142 mg, 0.18 mmol) was dissolved in anhydrous
THF (1.8 mL) andBuOK (50.3 mg, 0.45 mmol, 2.5 equiv.) was addede Tfixture was
stirred overnight. After total conversion (TLC mtmring) the reaction was quenched with
saturated aqueous NEI (1 mL). Ethyl acetate (20 mL) was added, theaarg layer was
separated, washed with brine (20 mL) and dried sedium sulfate. Then the solvents were
evaporated, providing a yellow oil which was pwdiby flash chromatography (PE/EtOAc
containing tracesof gl 70/10) Compoun@4 was obtained as a colorless oil (55%).

Note: Using crude mesylate derivative and thenisgtibn procedure (2.5 equiv. BuOK)
compound34was obtained in 70% yield over two steps.

[a]®p= + 7 (c = 0.73, CHG).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm 2.38-2.45 (m, 1H, 8,CH=CH,), 2.65 (broad s, 1H,
CH,CH=CH,), 3.62-3.64 (m, 1H, H6a), 3.74-3.77 (m, 1H, H&Y7-4.01 (m, 1H, H5), 4.12
(dd, 1H,J2.5~3 Hz,J,.1~6.5 Hz, H2), 4.21-4.24 (m, 1H, H1), 4.26 (t, 1H3 Hz, H3), 4.30-
4.32 (m, 1H, H4), 4.46 (d, 1H~12 Hz,OCHPh), 4.51 (d, 1HJ~12 Hz,OCH,Ph), 4.53-
4.74 (m, 6H, OE,Ph), 4.94-4.96 (m, 1H, &;=CH), 5.01-5.05 (m, 1H, Od;Ph), 5.10 (d,
1H, J~12 Hz, OG1,Ph), 5.17 (d, 1HJ~12 Hz, OCG4,Ph), 5.75-5.86 (m, 1H, i€=CH,), 7.27-
7.42 (m, 25H, EGlars).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm 35.2 CH.CH=CH,), 62.2-62.9 (C1), 66.2 (C4), 68.1
(OCH,Ph), 72.7 (C6), 73.3 (CH.Ph), 73.7 (@H,Ph), 74.3 (@H,Ph), 74.5 (TH,Ph), 79.6
(C5), 82.6 (C3), 83.9 (C2), 117.4 (CBH,), 128.8-131.0 CHars), 134.6 (Cg,), 135.1
(Caa), 137.7 CH=CH,), 139.9 (Cq,), 139.8 (Cq,), 140.2 (Cgq,), 140.4 (Cgq,), 140.7
(Caa), 158.0 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 715.5 [M+NH]".

HRMS (ESI) CyssHs7NNaGs: calcd : m/z = 720.3301 [M+Na], found: m/z = 720.3296
[M+Na]".
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Partie Expérimentale

Anal. Calcd. for C4sH4/NOg: C, 77.45; H, 6.79; N, 2.01. Found: C, 77.80; 886N, 2.09.

IR (NaCl, cm™) 3359, 3064, 3032, 2929, 2867, 2450, 1953, 16997,14854, 1402, 1352,
1097, 1070, 1028.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.59.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5,6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1-C-(but-2-ynyl)-1.4-dideoxy-1.4-
imino-D-galactitol 35.

OBn (FOOBn

6 N .
BNOH,C 5 3" Ny T

3 2

BnO  ©OBn

CHs

Formula: GegH47NOg Mol. Wt.: 709.87

Following general procedure C, compow2fl(30.1 mg, 0.037 mmol) was submitted to the
cyclisation step to provide compou838 (16.2 mg, 63%) as a colorless oil after purificati
by flash chromatography (PE/EtOAc 90/10).

[a]®°o= +1.5 € =1.42, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) J ppm 1.70 (s, 3H, @3-Cauynd, 2.28-2.35 (m, 1H, Bra-
Calkynd, 2.53-2.91 (m, 1H, B2b-Cajynd, 3.37-3.66 (m, 2H, H6), 3.85-3.97 (m, 1H, H5), 4.00-
4.10 (m, 2H, H2 and H3), 4.18-4.31 (m, 2H, H1 art),H.37-4.70 (m, 8H, Od,Ph), 5.04-
5.20 (m, 2H, O@,Ph), 7.10-7.34 (m, 25H,Kxs).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 3.7 (CH), 19.0-20.3 (Ch), 60.5-61.9 (C1), 65.1 (C4),
67.2 (OCH,Ph), 71.4 (@H,Ph), 71.5-71.8 (C6), 73.1 @H.Ph), 73.2 (TH,Ph), 73.4
(OCHPh), 76.4 CakyneCHs), 77.4 CayneCHy), 77.6 (C5), 80.8-81.0 (C2 or C3), 81.6-82.8
(C2 or C3), 127.6-128.6CHars), 136.9 (Cq,), 137.9 (Cg,), 138.1 (Cq,), 138.4 (Cq,),
138.8 (Cq), 156.8 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 733.0 [M+Na].

HRMS (ESI) CsHs7NNaQs: calcd :m/z = 732.33011 [M+Na], found :m/z = 732.3313
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3424, 2921, 2861, 1695, 1454, 1403, 1353, 1098),10027.

TLC (PE/EtOAc 9/1) : Rf = 0.73.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allenyl-2,3,5,6-tetra-O-benzylN-benzyloxycarbonyl-1.4-dideoxy-1.4-iminoe-
galactitol 36

oBn COOBnN

|

6 N

BnOHZC I l“\\\x
3 2

BnO  OBn

Formula: GsH4sNOg Mol. Wt.: 695.84

Compound29 (50 mg, 0.063 mmol) was submitted to general mtoce C to afford
compound36 (33.8 mg, 77%) as a colorless oil after purifioatby flash chromatography
(PE/ EtOAC 90/10).

[a]?°o= +28 € =0.61, CHCY).

'H NMR (CDCl 5, 400 MHz) & ppm3.54-3.75 (m, 2H, H6), 3.95-4.05 (m, 2H, H2 and H5)
4.07-4.20 (m, 2H, H3 and H4), 4.37-4.85 (m, 11H,HPRN, GH,== and H1), 4.98-5.28 (m,
3H, OCH,Ph and E€l==), 7.18-7.35 (M, 25H, Bars).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 60.0 (C1), 63.5 (C4), 67.4 @,Ph), 72.1 (C6 or
OCH,Ph), 72.2 (C6 or OH.Ph), 73.3 (@H,Ph), 73.4 (@H,Ph), 75.8-76.1QH,==), 77.7
(C5), 81.9-82.1 (C3), 82.9-83.1 (C2), 88CHE==), 127.6-128.5CHrs), 136.6 (Cg;), 137.8
(Caar), 138.2 (Cq,), 138.5 (Cq,), 138.7 (Cq;), 156.1 (C=0), 209.3 (=C=).

(+) MS (ESI) : m/z= 696.5 [M+H], 714 [M+NH{]".

HRMS (ESI) CssH4sNNaQs: calcd :m/z = 718.31446 [M+Na], found :m/z = 718.3143
[M+Na]" (0 ppm).

IR (NaCl, cm™) 3415, 2929, 2867, 1957, 1702, 1497, 1454, 140531867, 1097.

TLC (PE/EtOAc 80/10) : Rf = 0.34.
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Partie Expérimentale

N-Benzyloxycarbonylamino-2,5-dideoxy-2.5-imino-3,4,8-tetra-O-benzyl-D-glycer o-D-
glucoheptononitrile 37

OBn (‘:OOBH
N =N

4N R—

6
BnOH 2C 5

3 2

BnO //OBn

Formula: Q3H42N206 Mol. Wt.: 682.80

Compound37 was obtained from purified mesylated intermed2€173 mg, 0.222 mmol)
using cyclisation general procedure C, 1 equivatéfBuOK and 24 hours of stirring. After
purification by flash chromatography (PE/EtOAc &9/lcompound37 was isolated as
colorless oil (100.7 mg, 67%).

Note: Using general procedure of cyclisation stepnfcrude compoun80, the producB7
was obtained in 69% vyield (3steps).

[a]*?°o= +17 (c = 0.66, CHG).

'H NMR (Acetone-ds, 500 MHz) ppm 3.65-3.67 (m, 1H, H6a), 3.71-3.73 (m, 1H, H6b),
4.05 (broad s, 1H, H5), 4.30-4.31 (m, 2H, H3 and,HM#43-4.50 (m, 3H, OB,Ph and H2),
4.52 (broad s, 2H, Od;Ph), 4.63-4.78 (m, 3H, G4;Ph), 4.77 (d, 1H}~11.8 Hz, OCEi,Ph),
5.11 (very broad s, 2H, Q€;Ph), 5.30 (broad s, 1H, H1), 7.21-7.42 (m, 25Hafs).

3C NMR (Acetoneds, 125 MHz) d ppm 53.9-54.2 (C1), 66.0 (C4), 69.0 @BI,Ph), 72.3-
72.6 (C6), 73.0 (GH.Ph), 74.3 (CH,Ph), 74.6 (@H,Ph), 78.5 (C5), 82.7-82.9 (C2), 83.7-
83.8 (C3), 117.8 (CN)128.9-130.3 CHars), 138.2 (C4qr), 139.1 (Cqg,), 139.7 (Cq,), 140.3
(Caar), 140.5 (Cd).

(+) MS (ESI) : m/z= 700.5 [M+NH]".

HRMS (ESI) CasH4oNoNaGQs: caled : m/z = 705.2941 [M+N4d], found : m/z = 705.2944
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3055, 2987, 2306, 1715, 1454, 1421, 1265, 109%.102

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.71.
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Partie Expérimentale

4.5,7,8-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonylamino-2,3,6-trideoxy-3.6-imino-1€-phenyl-
D-glycero-D-gluco-1-octulose 38

w
N

5 (@]
BnO  ©OBn

Formula: GoH4oNO; Mol. Wt.: 775.93

Compound38 was obtained as a colorless oil (285 mg, 21%) froesylate intermediatgl
(314 mg, 0.368 mmol) according to the general ptape C and after purification by flash
chromatography (PE/EtOAc 90/10 to 85/15). One esjaivt of ' BUOK was used and it was
stirred for 18h at room temperature.

Note: When the crude mesylate intermediate was #tdahto the cyclisation step without
further purification, compoun88was obtained in 40% vyield over 2 steps.

[a]®5= -2 (c = 0.73, CHG).

'H NMR (Acetone-ds, 500 MHz) d ppm 3.15-3.21 (m, 1H, 8,COPh), 3.34-3.72 (m, 2H,
H6a + GH,COPh), 3.71 (broad s, 1H, H6b), 3.98-4.10 (m, 1B),4.21-4.28 (m, 3H, H3, H2
+ OCH,Ph), 4.39-4.45 (m, 3H, QGPh + H4), 4.54-4.65 (m, 4H, GGPh), 4.70-4.89 (m,
2H, OCH,Ph + H1), 5.13 (broad s, 2H, ®GPh), 6.87-7.58 (M, 30H, Kus).

13C NMR (Acetoneds, 125 MHz) & ppm 39.9 (broad sCH,COPh), 59.9-60.4 (C1), 66.5
(C4), 68.0 (@H,Ph), 72.4-72.6 (C6), 73.9 (@,Ph), 73.9 (CCH,Ph), 74.37 (TH,Ph),
74.40 (GCH,Ph), 79.3 (C5), 82.3 (C3), 83.4-83.5 (C2), 127.8:23CHars), 134.4-134.8
(CHars), 138.7 (Cq,), 138.9 (Cq,), 139.3 (Cq,), 140.0 (Cgq,), 140.2 (Cq,), 140.7 (Cq,),
157.6 (C=0), 199.9 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 794.0 [M+NH]".

HRMS (ESI) CsgHsoNNaO;: calcd : m/z = 798.3407 [M+Na], found: m/z = 798.3410
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3400, 3063, 3032, 2927, 2867, 1699, 1685, 14533,14851, 1317, 1266,
1094, 1071, 1027.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.58.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1,4-imino-1=-(2-0X0-
cyclohexyl)D-galactitol 39

Formula: GgHsiNO; Mol. Wit.: 753.92

Using general procedure C of cyclisation step camdd®9 was obtained from its mesylate
intermediate32 (184 mg, 0.228 mmol) as a colorless oil (61.5 n@$pBafter purification by
flash chromatography (PE/EtOAc 80/20).

Note: Using general procedure of cyclisation stepnfcrude32, compound39 (36%) was
obtained as a colorless oil after purification lagh chromatography (PE/ EtOAc 80/20).

[a]?°p= +31 (c =0.94, CHG).

'H NMR (C,D¢SO, 353 K, 250 MHz)d ppm1.11-1.65 (m, 4H, H9, H8 or H10), 1.67-2.31
(m, 4H, H11, H8 or H10), 2.69-2.81 (m, 1H, H7),8379 (m, 3H, H6 and H5), 4.02-4.17
(m, 2H, H3 and H2), 4.28-4.39 (m, 2H, H4 andi}Eh), 4.39-4.56 (m, 6H, G&Ph), 4.60-
4.74 (m, 2H, OEl,Ph and H1), 4.96-5.11 (m, 2H, GPh), 7.16-7.35 (M, 25H, Kxrs).

13C NMR (C,DeSO, 353 K, 62.5 MHz)d ppm 24.1 (C9), 27.8 (C8 or C10)31.3 (C8 or
C10), 41.5 (C11), 50.3 (C7), 58.6 (C1), 63.9 (@®BH,0 (QCH,Ph), 70.2 (@H,Ph or C6),
70.6 (QCH,Ph or C6), 70.7 (OH.Ph or C6), 71.9 (OH,Ph or C6), 72.2 (OH.Ph or C6),
72.2 (OCHPh or C6), 77.8 (C5), 82.1 (C3 or C2), 82.6 (C30@), 126.7-127.8QHars),
136.4 (Cq,), 137.5 (Cay), 137.7 (Cg), 137.9 (Cg,), 138.2 (Cg,), 156.3 (C=0), 210.5
(C12).

(+) MS (ESI) : m/z= 754.5 [M+H], 771.5 [M+NH]".
HRMS (ESI) C4gHs:NO7: calcd :m/z= 754.3744 [M+H], found :m/z= 754.3757 [M+H].
IR (NaCl, cm™) 3063, 3031, 2935, 2862, 1703, 1453, 1402, 135107,1R13, 1093, 1027.

TLC (PE/EtOAC 8/2) : Rf = 0.6
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1,4-imino-1=-(2-0x0-
cyclopentyl)-D-galactitol 40

oBn ¢OOBN o

6 N H
BNOH,C 55" Mo 10

7
3 /2

=

8
BnO OBn

Formula: G/H4oNO; Mol. Wt.: 739.89

General procedure C was applied to intermed2®e(83 mg, 0.099 mmol) to afford
compound40 as a colorless oil (18.3 mg, 25%). Expected comdowas obtained after
purification by flash chromatography (PE/EtOAc 8D2as a 67/33 mixture of
diastereoisomers at C7 position (d1 and d2 respdyg}idiastereoisomers.

'H NMR (Acetone-ds, 500 MHz) & ppm1.52-2.15 (m, 6H, H8, H9 and H10), 2.32-2.40 (m,
1H, H7), 3.52 (dd, 0.76Hlsa-65~11 andJsa5~5.5 Hz, H64a, d1), 3.61 (dd, 0.348.65-11 and
Jsa-5~5 Hz, H6a, d2), 3.72 (dd, 0.768a65-11 andlsp5~3 Hz, H6b, d1), 3.77 (dd, 0.34bBk,.
eb~11 andlgys~3 Hz, H6b, d2), 4.02-4.06 (m, 1H, H5), 4.07 (&3H, J~6 Hz, H2, d1), 4.16-
4.27 (m, 1.35H, H3 and H2 d2), 4.36-4.52 (m, 5H,H®h, H1 and H4), 4.54-4.66 (m, 4H,
OCH,Ph), 4.69-4.80 (m, 1H, G&Ph), 4.97 (d, 0.7HJ~13 Hz, OC®,Ph), 5.00-5.11 (m,
1.3H, OMH,Ph), 7.24-7.44 (m, 25H,Krs).

13C NMR (Acetoneds, 125 MHz) & ppm21.4 (C9, d1), 21.5 (C9, d2p6.7 (C8, d1), 28.4
(C8, d2), 37.5 (C10, d1), 38.9 (C10, d2), 49.0-4&Z), 62.0-62.3 (C1), 66.5 (C4), 67.3
(OCH,Ph), 67.4 (OCKPh or C6), 71.5 (OCHPh or C6), 71.6 (OCHPh or C6), 71.68
(OCH,Ph), 71.74 (OCHKPh), 72.8 (OCHPh), 73.0 (OCkLPh), 73.3 (OCHPh), 73.7
(OCH,Ph), 73.7 (OCKPh), 79.1 (C5, d2), 79.2 (C5, d1), 80.3-80.5 (13, 80.58-80.63 (C3,
d2), 84.2-84.6 (C2), 128.0-129.@Hars), 138.0 (Cg,), 138.4 (Cg,), 138.89 (Cg), 138.90
(Caar), 139.3 (Cqgy), 139.6 (Cg,), 140.3 (Cq,), 157.5 (C=0). C=0 of cyclopentane was
hidden by solvent C=0 signal.

(+) MS (ESI) : m/z= 762.0 [M+Na].

HRMS (ESI) C4H4oNNaO;: calcd :m/z = 762.34067 [M+Na], found :m/z = 762.3416
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3019, 2401, 1727, 1720, 1701, 1454, 1406, 135B5,12093, 1071, 1028.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.52.
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Partie Expérimentale

(1R)-1.4-Dideoxy-1.4-imino-1€-propyl-2.3.5.6-tetra-O-benzyl-D-galactitol 41

oBn H

6 \\N \7
BnOHZC/! TN

3 2

BnO 0Bn

Formula: G7H43NO4 Mol. Wt.: 565.74

Compound34 (39 mg, 0.056 mmol) and triethylamine (&) were dissolved in ethanol
(0.5mL). The flask was submitted to 3 freeze-puhmpat cycles and palladium on charcoal
(10% Pd on C, 0.1 equiv.) was added under argoe. mixture was then placed under
hydrogen atmosphere. After a stirring time of 1.&tloom temperature, the palladium were
removed by filtration on celite and washed withhiittomethane. Evaporation of the solvents
provided a colorless oily product. NMR spectra loé trude residue matched the expected
structure and showed it did not need any furtheifipation. Compoundtl was obtained as a
colorless oil (31.2 mg, 99%).

[a]®5= -33 (c = 0.91, CHG).

'H NMR (Acetone-ds, 500 MHz) d ppm 0.91 (t, 3H,J~7.4 Hz, Gi3), 1.29-1.46 (m, 2H,
CH,CHs), 1.50-1.57 (m, 1H, Bo,CH,CHa), 1.59-1.67 (m, 1H, BoCH,CHs), 2.97 (dt, 1H,),.
cro~7 Hz,J1.0~4 Hz, H1), 3.14 (t, 1H}~4 Hz, H4), 3.72-3.74 (m, 2H, H6), 3.81 (d, 1Hlo~4
Hz, H2), 3.81-3.81 (m, 1H, H5), 3.92 (d, 1B44~4.5 Hz, H3), 4.18-4.25 (m, 0.5H, NH),
4.45-4.55 (m, 5H, OB,Ph), 4.60-4.66 (m, 2H, G&Ph), 4.76 (d, 1HJ~11.7 Hz, OG,Ph),
7.21-7.37 (M, 20H, K).

13C NMR (Acetoneds, 125 MHz) & ppm 15.7 CHs), 22.1 CH,CHs), 32.7 CH2CH,CHy),
63.9 (C1), 68.8 (C4), 72.3CH,OPh), 73.3 CH,OPh), 74.1 CH,OPh), 74.5 (C6), 74.7
(CH,OPh), 79.7 (C5), 86.4 (C2), 86.9 (C3), 129.1-13@MArs), 130.6 CHa/), 133.0 CHa/),
140.76 (Cg;), 140.80 (Cgq,), 140.84 (Cg), 141.0 (Cq,).

(+) MS (ESI) : m/z= 566.5 [M+HT.
HRMS (ESI) C3/H44NOy: calcd :m/z=566.3270 [M+H] found :m/z= 566.3266 [M+H].
IR (NaCl, cm™) 3055, 2864, 1612, 1454, 1420, 1265, 1108.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.35.
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Partie Expérimentale

2.5-Dideoxy-2,5-imino-3.4.6,7-tetrdd-benzyl-D-glycer o-D-glucoheptononitrile 42

oBn H
N, F

6 8 R
BnOH ZC%mL
3 A

BnO ‘0Bn

N

N

Formula: GsH3zgN>O4 Mol. Wt.: 548.67

Compound37 (12 mg, 0.018 mmol) and triethylamine (&) were dissolved in ethanol
(0.2mL). The flask was submitted to 3 freeze-puhmpat cycles and palladium on charcoal
(10% Pd on C, 0.1 equiv.) was added under argoe. fixture was then placed under
hydrogen atmosphere. After a stirring time of 3thr@m temperature, the solids were
removed by filtration on celite and washed withhiittomethane. Evaporation of the solvents
provided a colorless oily product. NMR spectra lod trude residue matched the expected
structure and showed it did not need any furtheifipation. The producté2 (9.5 mg, 99%)
was obtained as a colorless oil.

[a]®5= -7 (c = 0.81, CHG).

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) d ppm3.09 (t, 1H,J~5.3 Hz, H4), 3.54-3.61 (m, 2H, H6), 3.68
(dd, 1H,J5.6~10 Hz,J4.5~5 Hz, H5), 3.81 (dd, 1Hl3.4~5 Hz,J>.5~3.2 Hz, H3), 3.90 (d, 1H};.
,~5.2 Hz, H1), 4.00 (dd, 1H.5~3.1 Hz,J;..~5.2 Hz, H2), 4.21 (d, 1HI~11.7 Hz, OEi,Ph),
4.33 (d, 1HJ~11.7 Hz, O®i,Ph ), 4.40 (s, 1H, O&,Ph), 4.43 (d, 1H}~11.7 Hz, OEi,Ph),
4.50 (d, 1HJ~11.8 Hz, OEl,Ph), 4.57 (d, 1H}~11.8 Hz, OE,Ph), 4.66 (d, 1H}~11.5 Hz,
OCH,Ph), 7.10-7.31 (m, 20H,Kxs).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm51.4 (C1), 65.0 (C4), 71.1 (C6), 72.3GB.Ph), 72.6
(OCH,Ph), 73.1 (@H,Ph), 73.6 (TH,Ph), 77.3 (C5), 83.4 (C2), 83.9 (C3), 118.0 (CN),
127.8-128.7CHars), 137.1 (Cq,), 137.7 (Cq,), 138.1 (Cq,), 138.3 (Cq,).

(+) MS (ESI) : m/z= 550.0 [M+H]".

HRMS (ESI) CssHagNoNaQy: caled : m/z = 571.2573 [M+Na], found : m/z = 571.2572
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3019, 2927, 2401, 1729, 1602, 1455, 1215, 1096.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.7
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Allyl-1.4-dideoxy-1,4-imino-D-galactitol 43

oH H
6/' 4 N 1 \7 9
HOH,C 5™ V' N\=
3 /2 8
HO  OH
Formula: GH17NO, Mol. Wt.: 203.12

General debenzylation procedure D

To a solution of benzylated compou#8 (134 mg, 0.19 mmol, 1 equiv.) in dry @El,(0.01
M) was added at C a 1 M BClisolution in hexane (11.5 equiv.). The medium wasest
overnight at CC, and then the solid formed was dissolved by addif MeOH and water (5
mL, 20/1). The solution was quickly filtered thrdugn-exchange resin (Dowex 1X8, OH-
form) which was then washed with MeOH (20 mL x Adawvater (10 mL). After solvent
evaporation, purification of the crude product Hgsh chromatography on silica gel
(CH,CI/MeOH 7/3 to 3/2) provided compoud@ (12.7 mg, 33%) as a brown oily product.

[a]%5= - 30 (c = 1.21, MeOH).

'H NMR (CD 30D, 500 MHz) & ppm2.48-2.54 (m, 1H, allyl-8,), 2.60-2.66 (m, 1H, allyl-
CHy), 3.37 (dd, 1HJ,5-8 andJs.~2.5 Hz, H4), 3.57 (td, 1H];.>~3 and 7.5 Hz, H1), 3.65
(dd, 1H,Js.65-5 andJsaes-11.5 Hz, H6a), 3.72 (dd, 1Hs.c5~4.5 andJsass-11.5 Hz, H6D),
3.85-3.90 (M, 1H, H5), 3.98 (dd, 1Bbs~1 andJdy.»~3 Hz, H2), 4.08 (dd, 1HL.s~1 andJs.
~2.5 Hz, H3), 5.18 (dd, 1H~1.5 and 10 Hz, =BaHb), 5.27 (dd, 1HJ~1.5 and 17 Hz,
=CHaHb), 5.84-5.92 (m, 1H, =CH).

13C NMR (CD50D, 125 MHz) & ppm31.5 CH.CH=), 63.1 (C1), 64.8 (C6), 70.3 (C4), 71.7
(C5), 77.0 (C2), 78.8 (C3), 119.0GH-), 134.5 (<<H).

(+) MS (ESI) : m/z = 204.0 [M+H]

HRMS (ESI) CoH1NO; calcd:miz = 204.1236 [M+H], found :miz = 204.1239 [M+H].
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Partie Expérimentale

(1R)-1.4-Dideoxy-1.4-imino-1€-propyl- D-galactitol 44

OH H .HCI
I N7
6 N W
HOH,C ™55 )y >
3 ,/2
HO  OH
Formula: GH>CINO4 Mol. Wt.: 241.71

According to the general procedure D. Compodad122 mg, 0.216 mmol, 1 equiv.) was
submitted to reaction with a Bolution (1 M) in hexane (216 pL, 10 equiv.) to \pde
compound44. The medium was stirred overnight at©, and then the solid formed was
dissolved by addition of MeOH and water (5 mL, 30Akere added to the mixture and the
solution concentrated under reduced pressure.i¢airdn by Ggreverse phase silica gel
chromatography (bD/MeOH 1:0 to 9:1) afforded pure compoudd (25 mg, 64%) as a
brown hydrochloride salt.

[a]%°5= -25 (c = 1.09, MeOH).

'H NMR (CD3OD, 500 MHz) & ppm 0.998 (t, 3HJ~7.5 Hz, Gi3), 1.40-1.51 (m, 2H,
CH,CH,CHs), 1.59-1.66 (m, 1H, Bo,CH,CHa), 1.70-1.77 (m, 1H, B,CH,CHs), 3.17 (dd,
1H, Ji.5~6 andJss~3 Hz, H4), 3.31-3.34 (m, 1H, H1), 3.60 (dd, 1Hs:6 andeass-11.5
Hz, H6a), 3.66 (dd, 1HJs.65~4.5 andJsass-11.5 Hz, H6b), 3.83 (ddd, 1Hs.c~4.5, Js.5~5
andJs.es-6Hz, H5), 3.88 (dd, 1H).,~3.5 andJ,.3~0.7 Hz, H2), 3.99 (m, 1H, H3).

13C NMR (CD30D, 62.5 MHz) J 14.5 CHs), 21.0 CH,), 30.2 CH>), 63.0 (C1), 65.0 (C6),
69.4 (C4), 72.4 (C5), 77.8 (C2), 80.5 (C3).

(+) MS (ESI) : m/z = 206.5 [M+H], 228.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CoH20NO,: caled: m/z = 206.1392 [M+H] found :m/z= 206.1394 [M+H].

290



Partie Expérimentale

1.4-Bis[(1R)-2.3.,5.6-tetraO-benzylN-benzyloxycarbonyl-1.4-dideoxy-1,4-imino>-
galactit-1-yl]-2-butene 45

O. _0Bn
OBn Y~
s ] BnO. O

N
BnOHZC 5
A vty
BnO OBn ; \/\’CHZOBH

BnO OBn

Formula: QgHgoNzOlZ Mol. Wt.: 1367.66

A solution 0f34 (209 mg, 0.299 mmol) in dry GBI, (3.5 mL) was submitted to 3 freeze-

pump-thaw cycles and placed under Ar atmospheren Hoveyda-Grubbs catalyst (9.4 mg,

5 mol%) was added and the 3 freeze-pump-thaw-agyotes were repeated. The green
reaction medium was stirred overnight at 40°C dmoh tthe brown residue was concentrated
under reduced pressure. Purification by flash clatography (PE/EtOAc 85/15) provided

compound45 (108.1 mg, 53%) as a green oily product.

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm 2.17-2.31 (m, 2H, B,CH=), 2.37-2.77 (m, 2H,
CH,CH=), 3.39-3.68 (m, 4H, H6), 3.84-3.96 (m, 4H, H]), 3.99-4.14 (m, 4H, H1, H3),
4.20 (dd, 2H,J~2.4 and 6.8 Hz, H4), 4.28-4.56 (m, 14H, @), 4.58-4.70 (m, 2H,
OCH,Ph), 4.97-5.13 (m, 4H, G&Ph), 5.39-5.50 (M, 2H, 18=), 7.16-7.29 (M, 50H, Bars).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) & ppm 27.7 CH»CH=), 32.4, CH,CH=), 60.6-61.6 (C1),
64.1 (C4), 64.4 (C4), 67.06 (C6), 67.10 (C6), 7(CEH,Ph), 71.6 (TH,Ph), 72.0-72.1
(OCH,Ph), 72.4 (@H,Ph), 73.15 (G@H,Ph), 73.21 (TH,Ph), 73.3 (@H.Ph), 77.4 (C5),
77.9 (C5), 80.8 (C3), 81.1-81.2 (C3), 82.3-82.8)(A27.5-128.5CHars), 129.1 (CHCH=),
129.2 (CHCH=), 136.82 (Cg), 136.84 (Cg,), 137.8 (Cq,), 138.1 (Cq), 138.2 (Cay),
138.4 (Cq,), 138.7 (Ca), 138.8 (Cg,), 156.8 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 1385.0 [M+NH] *.

HRMS (ESI) CggHooNoNaOy2: caled :m/z= 1389.63915 [M+N4d] found :m/z= 1389.63915
[M+Na]".

Anal. Calcd. for CsgHgoN2O12: C, 77.28; H, 6.63; N, 2.05. Found: C, 77.06; 656N, 1.98.
IR (NaCl, cm‘l) 3442, 3052, 3031, 1695, 1454, 1403, 1265, 10969.10

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.63.
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(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1.4-dideoxy-1€-(3-diethylphosphono-
2-propen-1-vl)-1,4-iminoD-galactitol 46

OBn C‘:OOBn

a N1
ro”
n ~
Jo—

o

6
BnOH,C 5

3 /2
BnO OB

Formula: GgHseNOgP Mol. Wt.: 833.94

To a solution 0f34 (172.4 mg, 0.248 mmol, 1 equiv.) in dry &, (4.1 mL) was added
dropwise commercially available diethyl vinylphosplate (76.8.L, 0.495 mmol, 2 equiv.).
The flask was submitted to 3 freeze-pump-thaw cyaled placed under Ar atmosphere. Then
Hoveyda-Grubbs catalyst (7.8 mg, 5 mol%) was adaledl the 3 freeze-pump-thaw-argon
cycles were repeated. The reaction mixture wasedtiior 12 h at 40°C, then another addition
of Hoveyda-Grubbs catalyst (7.8 mg, 5 mol%) wasfopmed. After an additional stirring
time of 12h at 40°C, the reaction mixture was coitreged under reduced pressure. Excess of
diethyl vinylphosphonate was removed by coevapomatvith toluene. Purification of the
brown residueby chromatography (&H,/MeOH 99/1) afforded compourd6 (154.9 mg,
75%) as a brown oily product. Notdyy coupling constants were measured ofi'R:
decoupled spectrum.

[a]?°o= +6 (c = 0.68, CHG).

IH NMR (CD6SO, 353 K, 400 MHz)d ppm 1.22 (t, 6H,J~7 Hz, (H3), 2.48-2.53 (m, 1H,
CH,CH=CH), 2.58-2.66 (m, 1H, I&,CH=CH), 3.57 (dd, 1HJs.6~5.9 HZz, Jsa.c~10.9 Hz,
H6a), 3.70 (dd, 1HJs.c~2.8 Hz,Jsaes~10.9 Hz, H6b), 3.87 (m, 1H, H5), 3.92 (quint, 4H,
J~7.1 Hz, G4,CHy), 4.09-4.13 (m, 1H, H2), 4.16-4.19 (m, 2H, H3, H4Y9 (q, 1HJ~7.2
Hz, H1), 4.43-4.68 (m, 8H, Q&Ph), 5.09 (broad s, 2H, GGPh), 5.61-5.70 (dd, 1Hkch.
ch=—17 Hz,Jyr~21.3 Hz, P@J:CH), 6.58-6.71 (ddt, 1H)cHo-cH=—~6.6 HZ,J-cH.ch=—17 Hz,
Jup~21.8 Hz, PCH=@)), 7.28-7.37 (M, 25H, Bars).

13C NMR (C2D6SO, 353 K, 125 MHz)d ppm 16.5 (d,Jc.-~6.3 Hz, CHg), 34.2 (d,J~21.6
Hz, CH,CH=CHP), 59.8 (C1), 61.4 (dc.~5 Hz,CHCH,0), 64.4 (C2), 66.9 (OH.Ph), 71.4
(OCH,Ph), 71.8 (C6), 72.4 (CH,Ph), 72.9 (@H,Ph), 73.1 (TH,Ph), 78.2 (C5), 81.9 (C3
or C4), 82.5 (C3 or C4), 118.8 @PI=CHy, Jc p~186 Hz measured in CD{}| 127.7-128.7
(CHars), 138.3 (Cgq;), 138.8 (Cg:), 138.9 (Cg,), 139.0 (Cq,), 139.7 (Cg,), 150.0
(CH,CH=CH), 156.4 (C=0).

3P NMR (202MHz, CDCly) J 18.25.
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(+) MS (ESI): m/z= 835 [M+H]", 856 [M+Na]".

HRMS (ESI) CyoHseNNaQyP: calcd :m/z = 856.3590 [M+Nad], found : m/z = 856.3583
[M+Na]".

Anal. Calcd. for C4gHs¢NOgP: C, 70.57; H, 6.77; N, 1.68. Found: C, 70.15; HO6N, 1.71.

IR (NaCl, cm™) 3063, 3031, 2981, 2867, 1701, 1454, 1402, 13587,12247, 1216, 1099,
1059, 1027.

TLC (CH »Cl,/MeOH 9/1) : Rf = 0.9.
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(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1,4-imino-1E-(1-propen-
1-yl)-D-galactitol 47

OBn QOOBn

\\N 1. \\7\/9

8

6 4
BnOH,C 5
3 2

BnO  ©OBn

Formula: GsH47NOg Mol. Wt.: 697.86

Hoveyda's catalyst (8 mg, 10%) was added to a isoludf compound34 (88.7 mg, 0.127
mmol) in methanol. The mixture was stirred for 18th60°C and the solvent was then
removed under reduced pressure. Purification oitasigel (PE/EtOAc 7:1) afforded
compound47 as a green oily product (61 mg, 69%).

[a]*°o=-30 € = 1.35, CHCY).

'H NMR (Acetone-ds, 250 MHz) & ppm 1.58 (d, 3H,Jcrss~5 Hz, CH), 3.64 (dd, 1H,Js.
65~6.5 andlsas5-11 Hz, H6a), 3.77 (dd, 1Hs.6~3 andJsass-11 Hz, HEb), 4.03-4.11 (m, 2H,
H5 and H2), 4.17-4.21 (m, 1H, H4), 4.24-4.27 (m, H3), 4.43-4.79 (m, 9H, OG2Ph and
H1), 5.02-5.16 (m, 2H,082Ph), 5.51-5.73 (m, 2H, H7+H8), 7.29-7.36 (M, 26Hars).

13C NMR (Acetoneds, 62.5 MHz) & ppm18.0 (CH), 63.1 (C1), 64.4 (C4), 67.2 (,Ph),
72.2 (QCH,Ph), 72.5 (@H,Ph), 72.7 (C6), 73.6 (CH,Ph), 73.7 (@H,Ph), 78.9 (C5), 82.9
(C3), 84.2 (C2), 128.1-129.Tars and CHCH=CH), 138.1 (CHCH=CH), 139.2 (Cg,),
139.5 (Cqy), 139.7 (Cgy), 134.0 (Cg), 156.6 (C=0).

HRMS (ESI) C4sH47NNaQs: calcd :m/z= 720.33011 [M+Na], found :m/z = 720.3305
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3435, 3089, 3063, 3032, 2933, 2866, 1699, 1493418405, 1352, 1266,
1095, 1073, 1028, 967.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.6.
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(1R)-1.4-Dideoxy-1.4-imino-1€-(1-propen-1-yl)D-galactitol 48

H .HCI
OH T . .

6 4 \\N 1w
HOH,C 5 N N

8
3

/2
HO OH

Formula: GH1gCINO4 Mol. Wt.: 239.70

Compound48 was obtained from compoundl7 (55 mg, 0.079 mmol) using the general
debenzylation procedure D. Purification by C18-regephase silica gel chromatography
(H.O/MeOH 1:0 to 9:1) afforded the hydrochlorisi@t48 (15 mg, 79%) as a brown foam.

[a]%5= -32 € = 0.69, MeOH).

'H NMR (CD 0D, 500 MHz) & ppm 1.81 (dd, 3HJcrs~1.5 and 6.5 Hz, C#), 3.41 (dd,
1H, J3_4~2.5 and]4_5~8 Hz, H4), 3.65 (dd, 1Hls.6s4.5 Hz an(ﬂea.eb‘*ll.S Hz, H6a), 3.73 (dd,
1H, Js.6t~4 Hz andJsa.e5-11.5 Hz, H6b), 3.87-3.90 (m, 1H, H5), 3.94 (dd, 14~2.5 andJ,.
+0.8 Hz, H3), 4.09-4.11 (m, 2H, H2 and H1), 5.78d#H, J;.7~9, Jere~1.5 andl,.¢~15.5
Hz, H7), 6.04-6.10 (m, 1H, H8).

13C NMR (CD3OD, 62.5 MHz) d ppm 18.4 (CH), 64.7 (C6), 65.7 (C1), 70.1 (C4), 71.6
(C5), 78.5 (C2), 78.9 (C3), 122.2 (§EH=CH), 136.7 (CHCH=CH).

(+) MS (ESI): m/z = 204.5 [M+H], 226.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CgH1gNO;, : calcd:m/z= 204.12358 [M+H]; found :m/z= 204.1233 [M+H].
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(1R)-1.4-Dideoxy-1C-(3-diethylphosphono-2-propen-1-yl)-1.4-imina>-galactitol 49

O
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a N1
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o ©oH Pl
o °\

. HCl
HOH,C s
H

Formula: GsH>7CINO;P Mol. Wt.: 375.78

Compound49 was obtained from benzylated compowt&i(220 mg, 0.263 mmol, 1 equiv.)
according to procedure D. Purification by C18-reeephase silica gel ¢&/MeOH 1/0 to
9/1) afforded hydrochloride sa® (98.8 mg, 74%) as a colorless foam product.

[a]®5 = -20 € =1.46, MeOH).

'H NMR (CD3OD, 500 MHz)d ppm 1.33 (t, 6H,J~7 Hz, Gis), 2.74-2.80 (m, 1H,
CH,CH=CH), 2.85-2.91 (m, 1H, l§,CH=CH), 3.44-3.48 (m, 1H, H4), 3.66 (dd, 1H¢+4.5
Hz, Jsast-11.5 Hz, H6a), 3.71-3.77 (m, 2H, H1 and H6b), 338 (m, 1H, H5), 4.01 (d, 1H,
J~2.5 Hz, H2), 4.06-4.13 (M, 5H, H3 antigHs), 6.02 (dd, 1H,)-cr.ci~17 Hz,Ju.p~20.8
Hz, PGH=CH), 6.75 (ddt, 1HJcr-cri-~7 Hz,J-ch-ch—~17 Hz,Ju.p~21.5 Hz, PCH=E)).

13 NMR (CDsOD, 125 MHz) J ppm 16.6 (d, J~6.1 Hz, CHs), 31.4 (d,J~23.7 Hz
CH,CH=CHP), 62.1 (C1), 63.6 (d~5.8 Hz, CHCH.0), 64.7 (C6), 71.0 (C4), 71.5 (C5),
76.9 (C2), 78.1 (C3), 121.8 (#:186.5 Hz PCH=CH}), 148.9 (dJ~5.3 HzCH,CH=CH).

3P NMR (CD50D, 202 MHz) & ppm17.84 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 340.5 [M+H], 362.5 [M+Na].

HRMS (ESI) Ci3H26NNaO;P: calcd :m/z = 362.13446 [M+Na] found : m/z = 362.1340
[M+Na]".

Anal. Calcd. for C13H>7CINO/P+2H,0O: C, 39.65; H, 7.42; N, 3.56; Cl, 9.00. Found: C,
39.75;: H, 6.94; N, 3.4; Cl, 9.66.
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(1R)-1.4-Dideoxy-1C-(3-phosphono-2-propen-1-yl)-1,4-imina-galactitol 50

ou
.HBr
HOHzé/ﬁ;‘m \_
VA _OH
HO H 2o
o)

Formula: GH1sBrNO;P Mol. Wt.: 364.13

Preparation of free phosphonic acids procedure E.

To a solution of ethyl phosphona48® (0.05 mmol, 20 mg, 1 equiv.) in dry MeCN (0.1 M)
was added BrSiMg(81.5 pL, 10 equiv.) at room temperature. The amxtwas stirred for
64h. The mixture was then diluted with MeOH (15 ndnd concentrated under reduced
pressure. The dilution and evaporation processes vepeated twice. The residue was then
taken up with water and the mixture extracted v@tH,Cl, to remove traces of less polar
organic compounds. The aqueous phase was coneehtiahder reduced pressure.
Chromatography of the crude product on C18-revepdasbe silica gel (30/MeOH 1/0 to
8/2) provided phosphonic actd as a brown foam (10.7 mg, 59%).

'H NMR (CD50OD, 400 MHz) & ppm 2.70-2.77 (m, 1H, B,CH=CH), 2.81-2.89 (m, 1H,
CH,CH=CH), 3.47 (dd, 1HJs..~2.4 andJ.s-8.8 Hz, H4), 3.67 (dd, 1Hls.c<8 Hz, Jea
e~11.6 Hz, H6a), 3.70-3.77 (m, 2H, H1 and H6b), B (M, 1H, H5), 4.04 (d, 1Hj.
~2.1Hz H2), 4.13 (d, 1H]3..~2.4 Hz, H3), 6.01-6.11 (m, 1H, PECH), 6.54-6.70 (m, 1H,
PCH=CH).

3C NMR (CD30D, 100 MHz) & ppm 31.1 (d,J~23 Hz CH,CH=CHP), 62.3 C1), 64.6
(C6), 70.7 C4), 71.5 C5), 76.7 C2), 78.1 C3), 117.5 (RH=CH,), 144.7 (CHCH=CH).

3P NMR (CD50D, 162 MHz) & ppm14.54 (s).
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1.4-Bis-[(1R)-1.4-dideoxy-1.4-iminob-galactit-1-yl]-2-butene 51

OH H 2HCI
6 4 N_1 N
HOH,C75 ™\ N\ H
)M TN
HO  ©OH CH,OH
HO  OH
Formula: GeH3,CloN,Og Mol. Wt.: 451.34

Compounds1 was obtained from compourd (196 mg, 0.143 mmol) following the general
procedure DCompoundbl hydrochloride salt (62 mg, 96 %) was obtained hgerMfoam and
as a mixture of Z/E isomers (1/1.86) after purifica on reverse silica gel g@/MeOH 9/1).

'H NMR (CD30D, 250 MHz) J ppm 2.48-2.83 (m, 4H, B,CH=), 3.40-3.53 (m, 2H, H4),
3.57-3.81 (m, 6H, H1, H6), 3.86-3.94 (m, 2H, H5R&4.07 (m, 2H, H2), 4.07-4.18 (m, 2H,
H3), 5.63-5.69 (m, 0.7H, CH=, Z isomer), 5.71-5(80 1.3H, CH=, E isomer).

13C NMR (CD30D, 62.5 MHz) & ppm 24.9 CH,CH=, Z), 29.9 CH,CH=, E), 63.3 (C1, 2),
63.3 (C1, E), 64.6 (C6); 70.6 (C4, E), 70.6 (C4,7).45 (C5, Z), 71.49 (C5, E), 76.6 (C2, Z),
76.7 (C2, E), 78.2 (C3, E), 78.3 (C3, Z), 128.5 (CH), 130.0 (CH=, E).

(+) MS (ESI) : m/z= 379.5 [M+H]".

HRMS (ESI) CieHagNoNaQs: caled :m/z = 401.18999 [M+Na], found :m/z= 401.1898
[M+Na]".
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1.4-Bis-[(1R)-1,4-dideoxy-1.4-iminob-qgalactit-1-yl]-butane 52

OH H .2HCI
6 s JN_1
HOH,C s ™\ 5™\ H
)M N
HO  OH CH,OH
HO  OH
Formula: GeH34CloN,Og Mol. Wt.: 453.36

To a solution of the hydrochloride salt of deprééechomodimebl (47.5 mg, 0.106 mmol)

in EtOH (1.3 mL) was added palladium on charco@P4120 mg, 0.106 mmol). The mixture
was stirred overnight under hydrogen atmosphereerAifitration on Millipore system, the

solvents were removed under reduced pressure.idatioh of the crude product by flash
chromatography on C18-reversed phase silica gg&fAeOH 1.0 to 7:3) provided colorless
oily 52 as its hydrochloride salt (32.4 mg, 67%).

[a]®5 = -34 € = 1.03, MeOH).

IH NMR (CD 30D, 400 MHz) & ppm1.50-1.60 (m, 4H, B,), 1.80-1.99 (m, 4H, B,), 3.45
(dd, 2H,J3.4"‘2.3 and]4_5~8.4 Hz, H4), 3.61 (dt, 2H],1_2~2.9 andJl.CH2~7.8 Hz, Hl), 3.66 (dd,
2H, J5.6a"‘5.8 andJea-6b~11.7 Hz, H6a), 3.74 (dd, 2H5-6b~4 andJea-6b~ll.7 Hz, H6b), 3.86-
3.90 (m, 2H, H5), 4.03 (d, 2H:-2.5 Hz, H2), 4.11 (d, 2Hi~1.5 Hz, H3).

13C NMR (CD30OD, 62.5 MHz) & ppm 26.3 CH>), 27.2 CH,), 63.6 (C1), 64.6 (C6), 70.4
(C4), 71.6 (C5), 76.7 (C2), 78.4 (C3).

(+) MS (ESI) : m/z= 381.5 [M+H].

HRMS (ESI) CigH33N20g : calcd :m/z = 381.22369 [M+H]; found : m/z = 381.2239
[M+H] "
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Ethyl vinylphosphonyl chloride 53

Formula: GHgCIOP Mol. Wt.: 154.53

To a solution of diethyl vinylphosphonate (3jdlZ, 2.44 mmol) in dry CKHCl, (10 mL) was
added oxalyl chloride (23QL, 2.68 mmol, 1.1 equiy.under Ar atmosphere. After stirring
overnight at room temperature, the mixture wasestiat 35°C for 24 h and then concentrated
under reduced pressure. Ethyl vinylphosphonyl atids3 was obtained with a conversion of
94% (H NMR integration) as a colorless oily product.

This compound was used without further purificatioecause it was particularly air and
moisture sensitive.

RMN H (CDCls, 250 MHz)& ppm 1.42 (t, 3HJ~7.25 Hz, G1sCH,), 4.23-4.45 (m, 2H,
CH,0), 6.08-6.42 (M, 3H, B=CH,, CH=CH,).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz) & ppm 16.0 (d,Je.r~7.23 Hz, CH), 63.7 (d,Jc.p~7.23 Hz,
OCHy), 128.7 (dJc.p~171.48 HzCH=CH,), 136.3 (d Jo.p~1.8 Hz, CHEH),).

TLC (CH »Cl,/MeOH 90/10) :Rf = 0.16.
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5'-[(Ethoxy)(viny)phosphoryl]-2’,3’- O-isopropylideneuridine 54

Formula: GeH23N,OsP Mol. Wt.: 402.34

To a solution of ethyl vinylphosphonyl chlorid (340 mg, 2.2 mmol) in dry Ci€l, (11
mL) under Ar atmosphere were added 2CBisopropylideneuridine (940 mg, 3.30 mmol, 1.5
equiv.) and BN (618pL, 4.39 mmol, 2 equiv.). The purple mixture wasrstl for 36 hours
at 35°C, then the reaction was quenched by addatgrf2 mL). CompounB4 was extracted
with CH,CI; (3 x 40 mL), the organic layers were combined anelddover NaSO,, and the
solvent was evaporated under reduced pressurepimkdoam thus obtained was purified by
flash chromatography (GEIl,/MeOH 99/1 to 96/4). Compour¥4 was obtained as a white
foam (540 mg, 61% from commercially available dytlinylphosphonate) and as a 1/1
mixture of P-stereoisomers (d1 and d2).

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) & ppm 1.22-1.27 (m, 6H, 85 isopropylidene + 85CH,0),
1.48 (s, 3H, €3 isopropylidene), 4.08 (quint, 1H~7.5 Hz, CHCH,O d1 and d2), .4.09
(quint, 1H,J~7.5 Hz, CHCH,0 d1 and d2), 4.24-4.29 (m, 2H, H5"), 4.32-4.40 {H, H4"),
4.77-4.80 (m, 1H, H3’), 4.86 (dd, 1H;.3~6.25 Hz andl;.»~2 Hz, H2’ d1 and d2), 5.64 (d,
1H, J5».~8 Hz, H5"), 5.73 (dd, 1H}~4.75 Hz andl;.»~2 Hz, H1’ d1 and d2), 5.87-6.39 (m,
3H, CH,=CHP + CH=CHP d1 and d2), 7.39 (t, 1Hg.¢~8.25 Hz, H6” d1 and d2), 10.44
(broad s, 1H, NH).

¥%C NMR (CDCl;s, 62.5 MHz) J ppm 16.0, 16.1 CHs, d1 and d2); 26.0 GHs
isopropylidene), 26.9 (Clisopropylidene); 62.2, 62.3 (GBH,O d1 and d2); 64.89-65.03
(m, C5’ d1 and d2); 80.5, 80.6 (C3’ d1 and d2)2884.3 (C2’ d1 and d2); 85.3 (@5p~11.3
Hz, C4’ d1), 85.5 (dJcp~11.3 Hz, C4’ d2); 93.4, 93.7 (C1’' d1 and d2); 20202.3 (C5”,
dl and d2), 114.15, 114.18 (Cq isopropylidene,riLd®?); 124.8 (dJcp~183 Hz, EH=CH,
d1), 124.9 (dJcp~183 Hz, EH=CH, d2), 136.4 (PCHEH,), 141.8, 141.9 (C6”, d1 and d2),
150.13, 150.15 (C2”, d1 and d2), 163.7 (C4").

3P NMR (CDClj3, 202 MHz) d ppm17.83 (s), 18.0 (S).

(+) MS (ESI) : m/z= 420.0 [M+NH]".
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HRMS (ESI) : CieH2aNoNaQsP caled :m/z = 425.1090 [M+Nad], found :m/z = 425.1092
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3466, 3169, 3057, 2989, 2940, 1694, 1633, 14573,18871, 1235, 1159,
1067, 1019.

TLC (CHCI/MeOH 7/1) : Rf = 0.71.
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(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-{1-[(ethy])(2’.3’- O-
isopropylideneuridin-5-y)phosphonol-1-propen-3-yl}1,4-imino-D-galactitol 55

OBn COOBnN o

Formula: GgHesNzO14P Mol. Wt.: 1072.14

To a solution 034 (115 mg, 0.165 mmol) in dry G&l, (2.75 mL) was added compoubd
(133 mg, 0.33 mmol, 2 equiv.). The flask was thebnsitted to 3 freeze-pump-thaw cycles
and placed under Ar atmosphere. Then Hoveyda-Grehbayst (5.2 mg, 5 mol %) was
added and the 3 freeze-pump-thaw-argon cycles wegreated. The reaction medium was
stirred for 24 hours at 40°C, then a second additibHoveyda-Grubbs catalyst (5.2 mg, 5
mol %) was performed. After 20h stirring time at°@0Q the reaction medium was
concentrated under reduced pressure. The browdueesvas dried by co-evaporation with
toluene. Purification by flash chromatography ¢CH/MeOH 99/1 to 98/2) provided
compound5 (107.5 mg, 61%) as a brown oily product (1:1 migtaf P-stereoisomers).

'H NMR (C,D6SO, 353 K, 500 MHz) J ppm1.22 (t, 3H,J~6.3 Hz, OCHCH3 d1), 1.24 (t,
3H, J~6.3 Hz, OCHCH; d2), 1.34 (s, 3H, B3 isopropylidene), 1.54 (s, 3H, Hz
isopropylidene), 2.48-2.53 (m, 1HHCH=CHP), 2.61-2.68 (m, 1H, FLECH=CHP), 3.58
(dd, Js5.65~5.77 Hz,J6a-65-10.9 Hz, 1H, H6a), 3.69 (dds.e5~3.24 Hz,Jsa-65-10.9 Hz, 1H,
H6b), 3.88-3.94 (m, 1H, H5), 3.93-4.00 (m, 2H, IBCH;3), 4.08-4.13 (m, 2H, H3 + H5"),
4.16-4.20 (m, 2H, H2 + H4), 4.22 (q, 18%.4~4.5 Hz, H4"), 4.27-4.33 (m, 1H, H1), 4.46 (d,
1H, J~5.1 Hz, O®,Ph), 4.50-4.59 (m, 6H, G&:Ph), 4.66 (d, 1H)~11.6 Hz, OEi,Ph), 4.82
(dd, 1H,J3.4~4 Hz J}.3~6.4 Hz, H3’), 5.01-5.04 (m, 1H, H2"), 5.10 (brosd2H, OCG1,Ph),
5.61 (d, 1H,Js.¢-~8 Hz, H5"), 5.66-5.74 (m, 1H, CH#{P), 5.86-5.87 (m, 1H, H1’), 6.62-
6.76 (m, 1H, G=CHP), 7.27-7.39 (m, 25H,Ks), 7.64 (dd, 1HJs.¢~8 Hz, H6” d1 and
d2).

13C NMR (C,D6SO, 353 K, 125 MHz)d ppm 16.28 CHs), 16.32 CHs): 25.6 CHs
isopropylidene), 27.3GH3 isopropylidene); 34.1 (d)cp~22.1 Hz,CH,CH=CHP); 59.66,
59.71 (C-1, d1 and d2); 61.66, 61.710K}CHgs, d1 and d2); 64.26, 64.31 (C2, d1 and d2);
64.96, 65.00 (C5, d1 and d2); 66.8GB.Ph); 71.2, 71.5, 72.3, 72.7, 72.9 (C6 and 4
OCH2Ph); 78.0 (C5); 81.1 (C3’); 81.8 (C4); 82.3 (C3B.8B (C2); 85.2 (m, C4’); 92.65,

303



Partie Expérimentale

92.68 (C-1', d1 and d2): 102.3 (C5’); 113.8 (Cqpisspylidene); 118.5 (dJc.r~185.6 Hz,
CH=CHP), 118.6 (dJc.~~185.6 Hz, CHEHP):; 127.5-128.5QHurs); 137.1 (Ca,), 138.0
(Cau), 138.5 (Cg), 138.7 (Cgq), 138.9 (Cg); 142.4 (C6"); 150.6 (dJc.p~21.6 Hz,
CH=CHP); 156.2 (C=0); 163.2 (C=0).

3P NMR (CDCl3, 202 MHz) d ppm17.94 (s), 18.01 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 1095.5 [M+Nal.

HRMS (ESI) CsgHseN3NaO4P: calcd :m/z= 1094.4180 [M+N4d] found :m/z= 1094.4175
[M+Na]".

Anal. Calcd. for CsgHesN3014P: C, 66.09; H, 6.20; N, 3.92. Found: C, 66.07; F06.N,
3.79.

IR (NaCl, cm™) 3032, 2988, 2935, 2249, 1695, 1455, 1266, 12153,11605, 1068, 1028.

TLC (CH Cl/MeOH 9/1) : Rf = 0.31.
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(1R)-1.4-Dideoxy-1C-{1-[(ethyD)(uridin-5-yphosphono]-1-propen-3-yl}-1.4-imino-D-
galactitol 56

OH H . e}
HOH,C 534\_7

/”/ r‘JO‘/ )\

5 OJ

4 1

IL/2

HO OH

Formula: GgH33CIN3;O1P Mol. Wt.: 573.92

To a solution 065 (149 mg, 0.139 mmol) in dry GEl, (2.5 mL) was added B&(862 pl,
735 mmol, 100 equiv.) at 0°C under argon atmosphEne reaction medium was stirred
overnight at 0°C, then it was diluted by additionGH,Cl, (2.5 mL) and the solid formed
during the reaction was dissolved (twice) by additof MeOH and a few drops of water. The
reaction mixture was then concentrated under retlyressure. Purification of the crude
product by flash chromatography on C18-reversed@lsdica gel (HO/MeOH 1/0 to 8/2)
provided compouné6 as its hydrochloride salt (62.6 mg, 78%) as a wlugen (1:1 mixture
of P-stereoisomers).

'H NMR (CD30OD, 500 MHz) d ppm 1.34 (t, 3HJ~7.1 Hz, OCHCHs, d1), 1.35 (t, 3H,
J~7.1 Hz, OCHCHj3, d2), 2.73-2.96 (m, 2H, l,CH=CHP), 3.48 (dd, 1HJ)3.4~2.5 andJ,.
5~8.5 Hz, H4), 3.67 (dd, 1H.65s4.5 andlsae5-11.5 Hz, H6a), 3.72-3.80 (m, 2H, H1, H6D),
3.86-3.92 (m, 1H, H5), 4.00-4.04 (m, 1H, H2), 4486 (m, 8H, OE,CH;, H3, H2’, H4’
and H5’), 5.72 (dd, 1HJ)s.s~8.0 and 1 Hz, H5"), 5.83 (dd, 1H;.»~4.0 Hz,J;.~6.0 Hz,
H1' d1 and d2), 6.02-6.13 (m, 1H, CHH®), 6.76-6.87 (m, 1H,I@=CHP), 7.72 (dd, 1H]s.
6~8.0 andly.¢~6.5Hz, H6” d1 and d2).

3C NMR (CDsOD, 125 MHz) J ppm 16.6, 16.7GHs, d1 and d2); 31.4 (dlc.p~23.3 Hz,
CH,CH=CHP); 61.9 (C1); 64.0, 64.1 @M,CHs, d1 and d2); 64.7 (C6); 66.2-66.3 (m, C5’);
70.9 (C4 and C3'); 71.5 (C5); 74.96, 74.99 (CZ,ahd d2); 76.8 (C3); 78.1 (C2); 83.5, 83.6
(C4, d1 and d2); 91.7, 91.9 (C1’, d1 and d2); ®02C5"); 121.0 (d,Jc.~~185.6 Hz,
CH=CHP), 121.1 (dJc.p~185.6 Hz, CHEHP); 142.5, 142.6 (C-6", d1 and d2); 149.9-150.0
(m, CH=CHP); 152.2 (C=0), 166.0 (C=0).

3P NMR (CD50D, 202 MHz) 518.42 (s), 18.59 (s).

(+) MS (ESI) : m/z= 538.0 [M+H]".
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HRMS (ES|) CooHa3Nz01,P: calcd :m/z = 538.1802 [M+H], found : m/z = 538.1800
[M+H]". CyoH3oNaNaOpP: calcd :m/z = 560.1621 [M+Na], found : m/z = 560.1622
[M+Na]".

Anal. Calcd. for CogH33CIN3O1oP+2H,0O: C, 39.38; H, 6.11; N, 6.89; CI, 5.81. Found: C,
39.27: H, 6.29; N, 6.53; Cl, 5.80.
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(1R)-1.4-Dideoxy-1C-{1-[(uridin-5-yl)phosphonol-1-propen-3-yl}-1.4-imino-D-galactitol
57

('DH H HBr o)
6 4\\\N 1
HOHzcm‘ - HN ‘5"
3 2
l"/ /OH "
HO  OoH  P{] O%N °
Sond)
/2

3}

HO OH

Formula: GgH>9BrN3;O15P Mol. Wt.: 590.31

Using general procedure for obtention of free phosjc acid, the reaction mixture was
stirred over week-end to afford bromhydr&te(8 mg, 36%) as a white foam, frabé (21.9
mg, 0.038 mmol).

[a]%5= -2 (€ =0.49, MeOH).

'H NMR (CD30D, 400 MHz) & ppm 2.58-2.80 (m, 2H, l&;CH=CHP), 3.42 (dd, 1HJs.
~2.4 Hz,d1.5~8.4 Hz, H4), 3.62-3.77 (m, 3H, H1 and H6), 3.8863(m, 1H, H5), 3.98-4.12
(m, 5H, H2, H5', H4 and H3), 4.19-4.23 (m, 2H, K2d H3), 5.79 (d, 1HJs.~8 Hz,
H5"), 5.89-6.01 (m, 2H, H1 and CH#{), 6.36-6.50 (m, 1H, I8=CHP), 8.01 (d, 1HJs-
6&~8 Hz, H6").

3C NMR (CD30D, 100 MHz) dppm 31.4 (dJc.p~21.6 Hz,CH,CH=CHP), 62.8 (C1), 64.5
(d, Je.p~4.6 Hz, C5), 64.7 (m, C6), 70.7 (C4), 71.5 (C3 @2"), 71.7 (C5), 75.6 (C2’ or
C3), 77.0 (C2), 78.3 (C3), 85.1 (dzp~8.2 Hz, C4’), 90.0 (C1’), 103.0 (C5"), 128.4 (i,
p~175 Hz, CHEHP), 142.1 CH=CHP), 142.6 (C6"), 152.6 (C=0), 166.2 (C=0).

3P NMR (CD50D, 162 MHz) & ppm12.05 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 510.5 [M+H]', 532.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CigH2gN3NaO,P: caled :m/z= 532.13083 [M+Nad], found :m/z= 538.1306
[M+Na]".
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(1R)-1-C-(2-oxoethy)N-benzyloxycarbonyl-1.4-dideoxy-1.,4-imino-2.3.5,6-t@- O-
benzylD-galactitol 60

OBn (FOOBI‘]

6 N 7
BnOHzc)s N 71-““\fo
sy /2 °®
“oBn"

BnO

Formula: G4H4sNO; Mol. Wt.: 699.83

To a solution of allylic compound4 (3.06 mg, 4.395 mmol) in a solution of dioxann& an
water (30/15 mL) were added 2,6-Lutidine (9412 8.79 mmol), Os@in 'BuOH (1.5 mL),
and then Nal®(2.8 g, 13.19 mmol). The brown mixture was stirBédat room temperature
and then water was added to the white mixture.ddsred product was extracted with ethyl
acetate. Solid N&,0Os wasaddedo the combined organic layers to provide a yelsmhution,
which was dried over sodium sulfate. After solvertporation, purification on silica gel
(PE/EtOAC 6/1 to 4/1) afforded the desired alden§@€2.8 g, 91%) as colorless oil.

[a]?°o=- 2 € = 0.63, CHG)).

H NMR (CDCl 5, 400 MHz) 8 ppm 2.68 (dd, 1H}~8.6 and 17.3 Hz, H7a), 2.85 (brs, 1H,
H7b), 3.58 (dd, 1HJs.65.1 andlsa.ss~10.1Hz, H6a), 3.67-3.72 (m, 1H, H6b), 3.87-3.97 (M
1H, H5), 4.19-4.23 (m, 2H, H2 and H3), 4.33 (d, Thls~7.4Hz, H4), 4.39-4.49 (m, 3H,
OCH,Ph), 4.53-4.71 (m, 6H, Q&Ph and H1), 5.07-5.17 (m, 2H, BigPh), 7.25-7.39 (m,
25H, O"Ar’s), 9.68 (S, 1H, H8)

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) d ppm 44.8 (C7), 51.5-58.2 (C1), 65.4 (C4), 67.£KPh),
71.8 (C6 or @H,Ph), 71.9-72.1 (C6 or CH,Ph), 73.1 (TH,Ph), 73.2 (TH,Ph), 73.7
(OCH,Ph), 78.3 (C5), 81.7 (C2 or C3), 82.9-83.1 (C2 &),(128.2-129.2 Hars), 138.0
(Caa), 138.7 (C@,), 139.3 (Cg,), 139.5 (Cg,), 139.8 (Cg,), 156.7-157.0 (C=0), 201.4
(CHO).

(+) MS (ESI) : m/z= 700.0 [M+H], 722.0 [M+Na].
HRMS (ESI) C44H46NO-: calcd :m/z= 700.3274 [M+H], found :m/z= 700.3275 [M+H].

IR (NaCl, cm™) 3063, 3030, 2921, 2865, 1719, 1702, 1496, 145@4,14352, 1308, 1266,
1243, 1210, 1132, 1095, 1073, 1049, 1028.

TLC (PE/EtOACc 8/2) : Rf = 0.32.
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(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(3-dimethyl-
phosphono-2-hydroxy-propyl)-1.4-iminob-galactitol 62a and 62b

OBn QOOBn OBn QOOBn
6 N 7 9 6 N 7 9
BnOH,C s \" *““\;“/\P/OMe BnOH,C s ™" N2 __OMe
y—2 OH (n)\owle y—? OH E\OMe
BnO OBn BnO OBn
Formula: GHssNO10P Mol. Wt.: 823.91

To a solution of aldehyd&7 (225 mg, 0.322 mmol) in THF (5 mL) was added;B&O (187
pL, 1.61 mmol). After 15 min at room temperature,pie-stirred solution of methyl
dimethylphosphonate (175uL, 1.61 mmol) and BuL8K2.in THF, 701 pL, 1.61 mmol) in
THF at -78°C was added. After 3 hours at -78°C, ribection mixture was quenched by
adding NHCI saturated agueous solution and warmed up to rteonperature. The desired
compound was extracted by EtOAc, washed with baimeé dried over sodium sulfate. After
solvent evaporation, purification on silica gel ({CH/EtOAc 1/1 to 1/2) afforded the desired
compound6 (132 mg, 50%) as a colorless oil mixture of dissdesomers .

(1R)-2,3,5,6-Tetra@-benzylN-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-L-(3-dimethyl-phosphono-
(2R)-2-hydroxy-propyl)-1 ,4-imina3-galactitol62a

[a]®p=+ 3 €= 1.2, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHZ) d ppm 1.45-2.04 (m, 5H, H7, H9 and OH), 3.36-3.82 @i,
H6, H5 and OEls), 3.83-4.07 (M, 4H, H8, H4, H2 and H3), 4.16-4(68 8H, OGH,Ph and
H1), 4.56-4.76 (m, 1H, O&,Ph), 4.88-5.10 (M, 2H, Q&Ph), 7.05-7.30 (M, 25H, Krs).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) dppm 33.2 (dJc.p~132.5 Hz, C9), 37.1 (dc.~14.5 Hz, C7),
52.3 (d,Jc.p~6.4 Hz, QCH3), 52.4 (d,Jc.7~6.4 Hz, GCH3), 57.5-57.9 (C1), 63.3 (C8), 65.2-
65.4 (C4), 67.6 (OH,Ph), 72.1 (C6 or OH.Ph), 72.5 (C6 or OH.Ph), 73.4 (C6 or
OCH,Ph), 73.5-73.6 (C6 or CH,Ph), 77.8 (C5), 81.4-81.9 (C2 or C3), 82.4-82.9 ¢CL3),
127.5-128.8 CHars), 136.3-136.4 (Cg), 137.6 (Cgq,), 138.1 (Cq,), 138.2 (Cq,), 138.4
(Caar), 156.80-156.83 (C=0).

3P NMR (CDCl3, 162 MHz) dppm 32.67 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 824.5 [M+HJ, 846.5 [M+Nal].
HRMS (ESI) C47Hs5NO;oP: calcd m/z= 824.3564 [M+H], found :m/z= 824.3584 [M+H].

TLC (CH -Cl/EtOAc 1/1) : Rf = 0.2.
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(1R)-2,3,5,6-Tetra@-benzylN-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-C-(3-dimethyl-phosphono-
(29-2-hydroxy-propyl)-1,4-imina3-galactitol62b

[a]®p= + 15 € = 1.12, CHGJ).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) d ppm 1.26-1.64 (m, 5H, H7, H9 and OH), 3.15-3.72 @i,
H6, H5 and OEls), 3.93-4.12 (m, 4H, H8, H4, H2 and H3), 4.22-4(6% 9H, OGH,Ph and
H1), 5.07 (AB, 2H,~11.8 Hz, O®i,Ph), 7.20-7.40 (M, 25H, kGxs).

3P NMR (CDCl3, 162 MHz) dppm 32.37 (s).

TLC (CH CI,/EtOAc 1/1) : Rf = 0.3.

IR (NaCl, cm™) 3399, 2924, 2854, 1722, 1681, 1454, 1411, 13586,18215, 1096, 1065,
1029.
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(1R)-2.3.5,6-TetraO-benzyl-1,4-dideoxy-1€-(3-dimethylphosphono-2-hydroxy-propyl)-
1.4-imino-D-galactitol 63

OBn H
BNOH,C 54" \/\ ,LOMe
? wj F\OMe
BnO
Formula: GgH4sNOgP Mol. Wt.: 689.77

Following general procedure C, compousizh (51.4 mg, 0.06 mmol) and triethylamine (2
puL) were dissolved in ethanol (0.5mL). The flask wagomitted to 3 freeze-pump-thaw
cycles and palladium on charcoal (10% Pd on C,e@uiv.) was added under argon. The
mixture was then placed under hydrogen atmospl#dter a stirring time of 2 h at room
temperature, the palladium was removed by filtration millipore and washed with
dichloromethane. Evaporation of the solvents predid colorless oily product. NMR spectra
of the crude residue matched the expected strueinueshowed it did not need any further
purification. Compoun®4 (40.9 mg, 99%) was obtained as a colorless oil.

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm 1.55-1.97 (m, 4H, H7 and H9), 3.12-3.15 (m, PH

and H4), 3.57-3.76 (m, 11H, @3, H2, H3, H5 and H6), 4.07-4.12 (m, 1H, H8), 4.28%%
(m, 3H, OGH,Ph), 4.39-4.46 (m, 4H, Q&Ph), 4.13 (d, 1HJ~11.6 Hz, OEi,Ph), 7.13-7.26
(m, 20H, GHars).

3C NMR (CDCl3, 100 MHz) dppm 35.6 (d,J~137.8 Hz, C9), 36.2 (d~12.7 Hz, C7), 52.3
(d, J~6.5 Hz, GCHs), 52.6 (d,J~6.3 Hz, GCHs), 61.8 (C1), 66.9 (C4), 67.0 (-3 Hz, C8),
70.9 (QCH2Ph), 71.9 (C6), 72.2 (CH2Ph), 73.0 (@H,Ph), 73.6 (@H,Ph), 76.0 (C5), 83.7
(C2 or C3), 84.6 (C2 or C3), 127.6-128CHxs), 137.9 (Cg;), 138.0 (Cq,), 138.1 (Cgq,),
138.3 (Cqy),

%P NMR (CDCl3,162 MHz) dppm 31.94 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 690.5 [M+H], 712.5 [M+Na].

TLC (CH ,CI/EtOAC 6/1) : Rf = 0.13.
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Dimethyl (2S,4aR,5S,6S,7S)-5.6-dibenzyloxy-7-[(1S)-1,2-dibenzyloxyethyl]-1-oxo0-hexa-
hydropyrrolo-[1,2-c]-[1,3]loxazin-3-methylphosphonat 64

2
O 0 ;s OMe
OBnT\I/ I/AE\OMe
AR o O
BnOH,C™ 8™ 74a 4
6 57
BnO OBn
Formula: GgH4eNOgP Mol. Wt.: 715.77

To a solution of crudé&3 (40.9 mg, 0.06 mmol) in dichloromethane (1 mL) everdded

carbonyldiimidazole (10.1 mg, 0.09 mmol) and DMAED (mol%, 0.1 mg). The reaction
mixture was stirred overnight. Purification on ciligel (CHCI,/EtOAc 6:1 to 0/1) afforded
compound4 (19 mg, 45%) as a colorless oil.

[a]®p= + 3 € = 1.08, CHCJ)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) ppm 1.75-2.30 (m, 4H, H4 and &P, 3.30 (dd, 1HJs.04~8.4
Hz andJoa.os~11.0 Hz, H9a), 3.47 (dd, 1Hg.es~2.4 Hz andloaos-11.0 Hz, HOb), 3.65-3.83
(m, 8H, OGHs, H4a, and H5), 4.07 (d, 1KHe+~5.5 Hz, H7), 4.09-4.58 (m, 8H, ®3Ph, H6
and H3), 4.75 (AB, 2H}~11.4 Hz, OGI,Ph), 4.87 (ddd, 1HJs.c05-2.4,J7.6~5.4 andls.es~8.0
Hz, H9), 7.10-7.33 (M, 20H, Hxrs).

3P NMR (CDCl3, 162 MHz) dppm 28.33 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 716.5 [M+H], 738.5 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3016, 2927, 2856, 1715, 1454, 1267, 1216, 10961.10

TLC (CH ,CI,/EtOAc 6/1) : Rf = 0.28.
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(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(3-dimethyl-
phosphono-2-oxo-propyl)-1,4-iminob-galactitol 65

OBn COOBN
6 ' N 7
BnOH,C 5 %" 71 5 2 OMe
3y /2 /P\OM
%, /
o’ o o °Me
Formula: G/HsoNO P Mol. Wt.: 821.89

To a solution of diastereomeric mixture of compo®2d 70 mg, 0.085 mmol) in Ci€l, (1
mL) were added 4 A molecular sieves (83 mg), PCTn(g, 0.153 mmol) and then AcONa
(28 mg, 0.34 mmol). The reaction mixture was dtirdehours at room temperature and then
filtered over celite. Purification by flash chroragtaphy on silica gel (toluene/acetone 3/1 to
2/1) afforded desired compoufé (33.6 mg, 48%) as a colorless ail.

Note: Compounds5 (378 mg, 50%) may be synthesized from correspagndidehyde60
(640 mg, 0.92 mmol) without purification of the alo| 62.

[a]®?°o= - 24 €= 0.67, CHC)).

'H NMR (Acetone-ds, 400 MHz) dppm 2.81-2.93 (m, 2H, H7), 2.99-3.27 (m, 2H, HO}7-
3.75 (m, 8H, H6 and Od3), 3.84-3.94 (brs, 1H, H5), 4.10-4.21 (m, 2H, H2I &#3), 4.27-
4.40 (m, 2H, OE,Ph and H4), 4.41-4.77 (m, 8H, ®&Ph and H1), 5.10 (brs, 2H, GiGPh),
7.18-7.45 (m, 25H, Bars).

13C NMR (Acetone-ds, 100 MHz) & ppm 41.7 (dJ~127Hz, C9), 44.4-45.1 (C7), 52.96 (d,
J~6.2 Hz, CH), 53.02 (d,J~6.2 Hz, CH), 58.3-58.9 (C1), 65.5 (C4), 67.3 (BI,Ph), 71.7
(OCH,Ph), 71.9-72.4 (C6), 73.3 @1,Ph), 73.3 (@H,Ph), 73.7 (@H,Ph), 78.2 (C5), 81.7
(C2 or C3), 82.2-83.4 (C2 or C3), 128.2-129CHfs), 138.1 (Cg), 138.8 (Cgy), 139.3
(Caa), 139.3 (Cg), 139.9 (Cg;), 156.7 (C=0), 201.3 (C8).

3P NMR (Acetoneds, 162 MHz) dppm 22.49 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 822.5 [M+H], 844.5 [M+Na].

Anal. Calcd for C4oHs:NO1oP H,O: C, 67.21; H, 6.48; N, 1.67. found: C, 67.16; FB&.N,
1.73.

IR (NaCl, cm™) 3418, 3062, 3033, 2955, 2927, 2855, 1716, 14933,18407, 1267, 1096,
1029.

TLC (CH CI,/EtOAC 6/1) : Rf = 0.55.
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(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(2-ox0-4-phenylbut-
3-enyl)-1.4-iminoD-galactitol 67

OBn (‘ZOOBn

6 7
BnOH,C s 4 *““%/@
sy /2 N

o’  oB® ©

Formula: GoHs1NO; Mol. Wt.: 801.96

To a solution of compoun®5 (102 mg, 0.124 mmol) in THF (0.6 mL) were added
benzaldehyde (0.05 mL, 0.496 mmol) and the€®; (89 mg, 0.64 mmol) in water (0.6 mL).
The reaction mixture was stirred 48 hours at roemperature. The desired compound was
extracted with EtOAc. Organic layers were washeth saturated aqueous NEl solution,
brine, dried over N&O, and concentrated under vacuum. Purification byshfla
chromatography on silica gel (hexane/EtOAc 85/If)rded the desired compou®d (74.9
mg, 75%) as a yellow oil.

[a]?°o=-37 € = 1.29, CHCJ).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) dppm 2.70 (dd, 1H}~10 and 17.2 Hz, H7a), 2.83-2.94 (m, 1H,
H7b), 3.21-3.71 (m, 2H, H6), 3.77-3.91 (brs, 1H,)H%95-4.07 (m, 1H, H2 or H3), 4.14-
4.55 (m, 9H, OE,Ph, H2 or H3 and H4), 4.58-4.83 (m, 2H, Bfh and H1), 5.10-5.25

(brs, 2H, O®,Ph), 6.38.6.61 (m, 1H, H9), 7.06-7.52 (m, 31H, DA CHars).

13c NMR (DMSO, 353 K, 62.5 MHz) J ppm 40.0-42.0 (C7), 57.3 (C1), 64.0 (C4), 65.9
(OCH,Ph), 70.2 (@H,Ph), 70.5 (C6), 71.6 (CH,Ph), 72.1 (2 @H,Ph), 77.0 (C5), 80.5 (C2
or C3), 81.4 (C2 or C3), 126.2 (C9), 127.8-12%Bi4), 134.1 (Cq,), 136.5 (Cqy), 137.1
(Caw), 137.7 (Cg;), 138.0 (Cg;), 138.1 (Cg,), 141.0 (C10), 155.2 (C=0), 197.5 (C8).

(+) MS (ESI) : m/z= 802.5 [M+H], 824.5 [M+Nal.
HRMS (ESI) Cs:Hs:NO-: calcd :m/z= 802.3744 [M+H], found :m/z= 802.3731 [M+H].
IR (NaCl, cm'l) 3399, 3064, 3033, 1694, 1610, 1452, 1402, 13483,18268, 1067, 1026.

TLC (CH ,Cl,/EtOAc 1/1) : Rf = 0.32.
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Partie Expérimentale

N-Benzyloxycarbonylamino-2,3,6-trideoxy-3.6-imino-4,7,8-tetra-O-benzyl-D-glycero-D-
glucooctonic acid 68

OBn (FOOBI‘]

6 4\\N 1 \\7
BnOH,C 5 ™ 7 YOH
3 / 2

Bno’  oBY

Formula: G4H4sNOg Mol. Wt.: 715.83

To a solution of TEMPO in dichloromethane (1.13 ril6 10° M) were added aldehyds
(244 mg, 0.35 mmol) and a solution of KBr in €N (9 uL, 0.5 M). At 0°C a pre-stirred
solution of Ca(OCh (60 mg, 0.419 mmol) and solid NaHg(38.2 mg, 1.05 mmol) in water
(600 pL) was added dropwise. The yellow mixture waged one hour at 0°C. Because
Ca(OCl} was not dry, an excess was added. Two hours wesressary to have a complete
reaction. After solvent evaporation, an agueoustsw of HCI 1N was added until pH=1.

The desired product was extracted with dichoromretha&Combined organic layers were
washed with HCI 1N and water. Then they were dogdr sodium sulfate. After solvent
evaporation, purification on silica gel (toluené®ic 8/1 + 4 drops of AcOH) afforded the
desired aci®b8 (129 mg, 52%) as light yellow oil.

[a]*°o=-9 (c = 1.14, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) d ppm 2.42-2.74 (m, 1H, H7a), 2.96-3.14 (m, 1H, H736-

3.65 (M, 2H, H6), 3.94 (s, 1H, H5), 4.00 (s, 1H, 413H2), 4.09 (d, 1HJ}~4.4 Hz, H3 or H2),
4.17-4.72 (m, 10H, Od,Ph, H4 and H1), 5.02-5.21 (m, 2H, €@g&h), 7.11-7.31 (m, 25H,
CHAI’YS)-

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) d ppm 34.9-34.5 (C7), 56.7-58.4 (C1), 64.3-64.7 (&%).4
(OCH,Ph), 71.2-71.5 (C6), 72.5 @,Ph), 72.6 (&H,Ph), 73.1 (@H,Ph), 73.4 (TH,Ph),
77.4 (C5), 80.6 (C2 and C3), 81.6-82.7 (C2 and @2).7-128.5 CHars), 136.5 (Caq,),
137.2 (Cq,), 137.9 (Cgq,), 138.2 (Cq,), 156.35-156.41 (C=0), 176.9-178.2 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 716.5 [M+H], 738.5 [M+Na].
HRMS (ESI) C44H46NOg: calcd :m/z= 716.3223 [M+H], found :m/z= 716.3212 [M+H].

IR (NaCl, cm™) 3415, 3089, 3064, 3032, 2927, 2861, 1702, 14963,18407, 1353, 1313,
1210, 1093.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.2.
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Partie Expérimentale

N-Benzyloxycarbonylamino-2,3,6-trideoxy-3.6-imino-4,7,8-tetra-O-benzyl-D-glycero-D-
glucooctononitrile 69

OBn (FOOBI‘]

6 /‘ 4 \\N 1 \7
BnOH,C 5 ™ o
wz \\\N

BnO OBn

Formula: G4H44N20g Mol. Wt.: 696.83

To a solution of aldehydeéO (80 mg, 0.114 mmol) in THF (1.14 mL) were added3R mg,
0.126 mmol) and a 30% aqueous solution ofsNt® uL). The brown mixture was stirred
1h30 at room temperature without decoloration. THe®, 35% (2 puL) was added and the
reaction mixture was stirred overnight at room terapure. The desired product was
extracted with dichloromethane. Combined organyeia were washed with brine and dried
over sodium sulfate. After solvent evaporation,ifpzation on silica gel (toluene/EtOAc
8/0.5) afforded nitrilés9 (40 mg, 50%) as colorless oil.

[a]?°o= -4 (c = 1.04, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) d ppm 2.08-2.23 (m, 1H, H7a), 2.50-2.89 (m, 1H, HZ33-

3.69 (m, 2H, H6), 3.77 (brs, 1H, H5), 3.97-4.10 @Hl, H3 and H2), 4.21 (d, 1K:-6.19 Hz,

H4), 4.29-4.49 (m, 8H, O&,Ph and H1), 4.56-4.73 (m, 1H, ®gPh), 5.03-5.21 (m, 2H,
OCH,Ph), 7.15-7.45 (m, 25H, Kxrs).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) § ppm 17.5-18.1 (C7), 56.7-58.5 (C1), 64.9-65.4 (@).5-
67.9 (QCH,Ph), 71.1-72.2 (C6 and @,Ph), 72.8 (@H,Ph), 73.2 (@H.Ph), 73.5
(OCH,Ph), 80.6 (C5), 81.4-81.9 (C2 or C3), 82.2-82.8 (€L 3), 118.3 (C8), 127.7-128.6
(CHars), 136.3 (Cg), 137.0 (Cg), 137.6 (Cqy), 138.2 (Cg;), 156.0-156.8 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 697.5 [M+H], 719.5 [M+Na].
HRMS (ESI) C44H4sN20s: calcd :m/z= 697.3278 [M+H], found :m/z= 697.3279 [M+H].

IR (NaCl, cm™) 3063, 3031, 2250, 1704, 1497, 1454, 1403, 135@6,12210, 1128, 1097,
1072, 1028.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.6.
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-(2-Oxoethy)-N-benzyloxycarbonyl-1.4-dideoxy-1.4-imino-2,3,5,6-tm- O-
benzylD-galactitol oxime 70

OBn (FOOBH
7
"Ne=N

BnO OBn

a1,

6
BnOH,C” 5

Formula: G4H4eN,0O- Mol. Wt.: 714.85

To a solution of aldehydé0 (169.6 mg, 0.243 mg) in methanol (1.43 mL) wereleat
pyridine (0.72 mL) and then NS@H.HCI (25 mg, 0.364 mmol). The reaction mixtureswa
stirred overnight at room temperature. After sotvewaporation, the desired compound was
extracted with EtOAc. The organic layers were wdsWwéh water, dried over N&O, and
concentrated under vacuum. Purification on silieh(@oluene/EtOAc 8/1 to 8/1.5) afforded
the desired oxim&0 (120.2 mg, 69%) as a colorless oily mixture of riskis (34/66)
isomers.

'H NMR (Acetone-ds, 400 MHz) d ppm 2.45-2.52 (m, 0.34H, H7a trans), 2.67-2.82 1,
H7b cis et H7atrans), 3.00 (brs, 1.6H, H7kis and OH), 3.56-3.82 (m, 2H, H6), 3.94-4.04
(m, 1H, H5), 4.13-4.23 (m, 1H, H2 or H3), 4.24-4(38, 2H, H4 and H2 or H3), 4.41-4.76
(m, 9H, OCHPh and H1), 5.09-5.18 (m, 2H, Ogth), 6.86 (brs, 0.4H, CH=MNis), 7.22-
7.45 (m, 25.6H, Bars + CH=Ntrans).

13C NMR (Acetone-ds, 100 MHz) Jd ppm 26.8 (C7trans), 30.6 (C7cis), 58.7-59.2 (C1),
59.5-60.3 (C1), 64.9 (C#tans), 65.2 (C4cis), 67.4 (CCH,Phcis), 67.5 (CCH,Phtrang), 71.9
(C6 or QCH,Ph), 72.1 (C6 or OH,Ph), 72.3 (C6 or OH,Ph), 72.3 (@H,Ph), 72.9
(OCH,Ph), 73.0 (@H,Ph), 73.3 (TH,Ph), 73.4 (@H,Ph), 73.6 (@H,Ph), 78.5 (C3rans),
78.6 (C5 cis), 81.8 (C2 or C3), 82.1 (C2 or C3),8823.4 (C2 or C3), 128.0-130.2Klars),
137.9 (Cq,), 137.9 (Cq,), 138.8 (Cqg,), 138.8 (Cq,), 139.29 (Cqg;), 139.32 (Cg;), 139.48
(Coar), 139.50 (Cgr), 139.75 (Cgr), 139.81 (Cg;), 149.0 (C=Ntrans), 149.1 (C=Ncis),
157.1 (C=Cxis), 157.2 (C=Qrans).

(+) MS (ESI) : m/z= 715.5 [M+H], 737.5 [M+Na].
HRMS (ESI) C44H47N-07: calcd :m/z= 715.3383 [M+H], found :m/z= 715.3369 [M+H].

IR (NaCl, cm™) 3382, 3063, 3031, 2925, 2866, 1699, 1454, 14033,18311, 1266, 1211,
1097, 1028.

TLC (toluene/EtOAc 8/1) : Rf = 0.3 €is) and 0.2 ffans).
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Partie Expérimentale

(1R)-1-C-Carboxamidomethyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1,4-imino-2,3,5,6-tm@-
O-benzylD-galactitol 71

OBn (FOOBI‘]

6 4\\N 1 \\7
BnOH,C 5> 7 \>7/NH2
3 / 2

Bno’  oBY

Formula: G4H46N20; Mol. Wt.: 714.85

The oxime70(120.2 mg, 0.168 mmol) was introduced in a sctiamaer argon atmosphere.
Then toluene (340 pL) and [Ir(Cp*)&4 (3.3 mg, 4.2 18 mmol) were added. The reaction
was stirred overnight at 110°C. After reaction mmet warmed up to room temperature,
filtration on Millipore and evaporation of dichlarethane afforded desired crude compound.
Purification on silica gel (CyCI/EtOAc 7/1 to 3/1) afforded the amidéa (80.7 mg, 67%) as

a yellow oll.

Note: Amide71 (289.5 mg, 73%) was obtained from correspondinigtajde60 (391 mg,
0.559 mmol) without purification of oxime intermatk.

[a]®p= + 22 €= 1.12, CHC)).

'H NMR (Acetone-ds, 400 MHz) J ppm 2.50-2.56 (m, 1H, H7a), 2.88 (d, 18+4.4Hz,
H7b), 3.52-3.73 (m, 2H, H6), 3.93 (brs, 1H, H514(brs, 1H, H3), 4.24 (d, 1H;-4.8 Hz,
H2), 4.32 (d, 1HJ~6.9 Hz, H4), 4.38-4.69 (m, 9H, OGPh and H1), 5.07-5.15 (m, 2H,
OCH,Ph), 6.17 (brs, 1H, NH), 6.53 (brs, 1H, NH), 7.28377(m, 25H, Elars).

13C NMR (Acetoneds, 100 MHz) & ppm 35.2-38.2 (C7), 58.9-59.9 (C1), 65.5 (C4).267.
(OCH,Ph), 71.6 (C6 or OH,Ph), 72.1-72.6 (C6 or CH,Ph), 73.3 (@H,Ph), 73.5
(OCH,Ph), 73.6 (@H,Ph), 78.6 (C5), 81.7 (C2), 82.9-83.5 (C3), 128.2:12CHars), 138.1
(Caar), 139.0 (Cr), 139.3 (Cy), 139.5 (Cg,), 139.7 (Cgy), 157.0 (C=0), 173.5 (CONdH

(+) MS (ESI) : m/z= 715.5 [M+H], 737.5 [M+Na].
HRMS (ESI) Ca4H47N2O7: caled :m/z= 715.3383 [M+H], found :m/z= 715.3384 [M+H].

IR (NaCl, cm™) 3469, 3350, 3058, 3022, 2945, 2863, 1670, 1682416454, 1405, 1352,
1313, 1266, 1210, 1098, 1027.

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.04.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(N-dibenzyl-
phosphono-carboxamidomethyl)-1,4-iminob-galactitol 72

OBn C‘:OOBH
6 N 7 H
BnOH 2C/! AN ;;\\\\W/N\ /OBn
3 'f,/z O }/D\OBH
BnO OBn O
Formula: Q3H59N2010P Mol. Wt.: 975.07

To a solution of acetamidél (92.7 mg, 0.130 mmol, 1 equiv.) in @EN (2 mL) was added
tetrazole (27.3 mg, 0.39 mmol, 3 equiv.). After Bftstirring at 40°C!'BUOOH (59 pL, 0.65
mmol) was added. The mixture was stirred one morg At room temperature. The organic
layers were extracted with GBI, (20 mL) and washed with brine (20 mL), dried over
NaSO, and concentrated under vacuum. Purification oicasijel (CHCI/EtOAcC 18/1 +
€Et;N) afforded desired colorless oily compou#zi(46 mg, 36%).

[a]®°o= + 35 € = 1.8, CHCY)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) d ppm 2.00-2.17 (m, 1H, H7a), 2.31-2.60 (m, 1H, HZ&Y3-
3.88 (m, 3H, H6 and H5), 3.75-4.01 (m, 3H, H3, H&l &H4), 4.28 (d, 1HJ~10.8 Hz,
OCH,Ph), 4.37-4.54 (m, 6H, Q&:Ph), 4.57-4.66 (m, 1H, H1), 4.71-5.12 (m, 8H, kBeh
and NH), 7.25-7.37 (m, 35H,HGys).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) J ppm 36.8-38.2 (C7), 56.1-57.4 (C1), 63.3-63.7 (@&4).8
(OCH,Ph), 69.0-69.2 (OH.Ph), 72.0-72.2 (C6 or CH,Ph), 72.6 (C6 or OH,Ph), 73.4-73.6
(C6 or GCH,Ph), 74.1-74.4 (C6 or CH,Ph), 77.4 (C5), 81.7 (C2 or C3), 81.9-83.0 (C2 or
C3), 127.7-128.7 GHars), 136.0 (Cgq;), 136.1 (Cq,), 137.3 (Cgq,), 137.8 (Cq,), 138.4
(Caa), 138.6 (Cg,), 156.3 (C=0), 172.7 (d~3 Hz, CONH).

3P NMR (Acetoneds, 162 MHz) dppm -2.12 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 975.5 [M+H], 997.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CsgHeoN2O10P: caled :m/z = 975.3986 [M+H], found : m/z = 975.3970
[M+H]".

IR (NaCl, cm™) 3019, 1705, 1455, 1216, 1095, 1026.

TLC (CH CI,/EtOAC 18/2) : Rf = 0.56.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(N-diethyl-
phosphono-carboxamidomethyl)-1,4-iminob-galactitol 73

OBn COOBn
BnOHZC 5 N_ OEt
3J Wf
BnO OBn
Formula: Q3H55N2010P Mol. Wt.: 850.93

To a solution of acetamidél (105 mg, 0.146 mmol, 1 equiv.) in THF (1.5 mL)}&8°C was
added dropwise a solution of butyllithium 2.2M (A&, 0.146 mmol, 1 equiv.). After 45
minutes of stirring at -78°C, diethylchlorophosghi84.5 pL, 0.58 mmol, 4 equiv.) was
added. The mixture was stirred eigth more hoursoam temperature. The organic layers
were extracted with EtOAc (20 mL) and washed waktugted aqueous solution of NH
(20 mL) and then brine (20 mL), dried over ;8@, and concentrated under vacuum.
Purification on silica gel (CHCI/EtOAc 5/1 + eEtzN) afforded desired colorless oily
compound’3 (44 mg, 35%).

[a]®°o= + 18 € = 0.6, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) 5ppm 1.10-1.28 (m, 6H, OGBHs3), 1.96 (brs, 1H, H7a), 2.02-
2.15 (m, 1H, H7b), 3.32-3.63 (m, 2H, H6), 3.66-3.(8, 1H, H5), 3.87-4.07 (m, 7H,
OCH,CHs, H3, H2 and H4), 4.23-4.54 (m, 9H, GgPh), 4.64-4.80 (m, 1H, H1), 4.89-5.17
(m, 2H, OGH,Ph and NH), 7.31-7.06 (M, 25HHGrs).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm 16.8-16.3 (m, C#), 36.5-38.1 (C7), 55.9-57.5 (C1),
63.6-63.8 (C4 and CH,CHs), 67.7 (QCH,Ph), 71.96-71.99 (C6 or @H,Ph), 72.6 (C6 or
OCH,Ph), 73.46-73.50 (C6 or@,Ph), 73.9-74.3 (C6 or CH,Ph), 77.4 (C5), 81.5 (C2 or
C3), 82.1-82.6 (C2 or C3), 127.7-128@Hprs), 136.3 (Cgy), 137.4 (Cq,), 137.8 (Cay),
138.4-138.6 (Cg), 156.3 (C=0), 172.5 (d~2.5 Hz, CONH).

3P NMR (Acetoneds, 162 MHz) dppm 12.62 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 851.5 [M+HJ, 873.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CysHseN2010P: caled :m/z = 851.3673 [M+H], found : m/z = 851.3676
[M+H] "

IR (NaCl, cm™) 2918, 2851, 1716, 1453, 1260, 1169, 1025.

TLC (CH ,Cl,/EtOAc 5/1) : Rf = 0.109.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5,6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(2-hydroxyethyl)-1,4-
imino-D-qgalactitol 74

OBn COOBN
6/‘ 4\N 1 !
BnOH,C s " 7"“\\/OH
3 ”2 8

BnO OBn

Formula: G4H47/NO; Mol. Wt.: 701.85

To a solution of aldehydé0 (302 mg, 0.432 mmol) in a solution of dichlororneeth and
methanol (6/3 mL), at -78°C was added NaBiE@4 mg, 0.864 mmol). The mixture was
allowed to warm up to room temperature. After 3lsahie excess of NaBHvas quenched by
adding saturated aqueous solution of J8H The desired product was extracted with
dichloromethane and the combined organic layerse waashed with brine and dried over
sodium sulfate. After solvent evaporation, purifica on silica gel (CHCI/EtOAc 16/1)
afforded desired alcoh@¥4 (204 mg, 67%) as colorless oil.

[a]?°p= + 22 € = 1.05, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) Sppm 1.56-1.75 (m, 2H, H7), 3.50-3.59 (m, 4H, H@l &8),
3.75 (brs, 1H, H5), 3.82-3.99 (m, 3H, H4, H3, H2)12-4.30 (m, 3H, OB,Ph), 4.37-4.69
(m, 6H, OGH,Ph and H1), 5.07 (AB, 2H~12.0 Hz, O®i,Ph), 7.22-7.33 (M, 25H, KGars).

13 NMR (CDCl3, 100 MHz) J ppm 31.6 (C7), 56.2 (C1), 58.6 (C8), 62.5 (C4),168
(OCH,Ph), 72.5 (C6 or OH,Ph), 72.7 (C6 or OH.Ph), 72.8 (C6 or OH,Ph), 73.4
(OCH,Ph), 77.7 (C5), 82.6-82.7 (C2 and C3), 127.6-12&Rars), 135.9 (Cq), 137.6
(Caa), 138.1 (Cg,), 138.3 (Cg;), 157.7 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 702.5 [M+H], 724.5 [M+Na].
HRMS (ESI) C44H4gNO7: calcd :m/z= 702.3431 [M+H], found :m/z= 702.3434 [M+H].

IR (NaCl, cm™) 3448, 3064, 3032, 2938, 2870, 1721, 1675, 14934,18410, 1355, 1271,
1210, 1107, 1069, 1027.

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.24.
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Partie Expérimentale

(1R)-2.3.5.6-TetraO-benzyl-N-benzyloxycarbonyl-1,4-dideoxy-1€-(N-diethyl-
phosphoramidocarbonyloxyethyl)-1,4-iminob-galactitol 75

OBn COOBN
6 Ny 7
N 1 \
BnOH,C 5" "\ _o M og
A N,
3 /2 T p-OEt
1/

~

BnO OBn 0] o

Formula: GgHsN,O1/P Mol. Wt.: 880.96

To a solution of alcohor4 (82.5 mg, 0.118 mmol) in Gigl, (0.6 mL) at 0°C was added
diethylphosphonate isocyanate (18 pL, 0.118 mmafler 2 hours, 0.5 more équiv. of
diethylphosphonate isocyanate (9 pL, 0.059 mmoly wdded. Then the reaction mixture
warmed up to room temperature, and the reactiort teenompletion after 1h stirring. The
reaction was quenched by adding water, and therdéseed compound was extracted by
EtOAc. After solvent evaporation, purification omrica gel (CHCI,/EtOAc 8/1 to 4/1)
afforded desired compour’® (87 mg, 84%) as a colorless oil.

Note: Compound5 (965.6 mg, 88%) was obtained from aldehg@g875 mg, 1.25 mmol)
without purification of alcohol intermediate.

[a]®°o= + 16 € = 2.54, CHC)).

'H NMR (Acetone-ds, 400 MHz) & ppm 1.25 (t, 6HJ~7.06 Hz, CH), 1.89-1.99 (m, 1H,
H7a), 2.09-2.22 (m, 1H, H7b), 3.56-3.79 (m, 2H, HEP0-3.95 (brs, 1H, H5), 4.05-4.30 (m,
9H, H4, H3, H2, H8 and O&>,CHs), 4.33-4.63 (m, 8H, OB,Ph and H1), 4.72 (d, 1K-11.5
Hz, OCH,Ph), 5.12 (brs, 2H, O&;Ph), 7.23-7.43 (m, 25H, Krs), 8.20 (d, 1HJ~8.4 Hz,
NH).

13C NMR (Acetoneds, 100 MHz) & ppm 16.5 (d,J~6.81 Hz, CH3), 29.3 (C7), 57.5-58.6
(C1), 63.98 (@H,), 64.03 (@CH,), 64.3 (QCH,), 64.7 (QCH,), 67.5 (C4), 72.1 (C6 or
OCH,Ph), 72.7 (C6 or OH,Ph), 73.5 (@H,Ph), 73.7 (@H,Ph), 78.5 (C5), 82.1 (C2 or C3),
82.8-83.4 (C2 or C3), 128.1-129.2Hars), 138.0 (Cay), 138.9 (Cg,), 139.4 (Cg;), 139.5
(Caur), 139.7 (Cg;), 154.3 (d,J~5.21 Hz, C=0), 157.3 (C=0).

3P NMR (162 MHz, Aceton)dppm -2.51 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 881.5 [M+H], 903.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CsgHsgN,O11P: calcd :m/z = 881.3778 [M+H], found : m/z = 881.3761
[M+H] "
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Partie Expérimentale

IR (NaCl, cm™) 3399, 3064, 3033, 2984, 2868, 1738, 1701, 14935,18403, 1353, 1307,
1267, 1210, 1097, 1061, 1029.

TLC (CH »,Cl,/EtOAc 12/1) : Rf = 0.16.
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Partie Expérimentale

(E,Z2)-2,3,5,6-TetraO-benzyl-aldehydo-D-glucoseO-(t-butyldiphenylsilyl)oxime 79

BnO, OH 0si('Bu)Ph
L
BnOH,C >3—2F
BnO OBn
Formula: GoHssNOgSi Mol. Wt.: 794.06

To a solution of 2,3,5,6-tet@-benzylb-glucofuranos8 (14.56 g, 29.1 mmol) in dry toluene
(10 mL/g) (freshly distilled over CaHwere added MgS£)3.3 g), O-{-butyldiphenylsilyl)-
hydroxylaming14.56 g, 53.8 mmol, 1.85 equiv.) and a catalytant of PPTS (pyridinium
ptoluenesulfonate). The reaction mixture was stifigdLh at 110°C and cooled down to r.t.
The solids were removed by filtration and waterQ(1iL) was added. The filtrate was
extracted with ChLCl, (3 x 100 mL) and the organic layers were dried WSO then
fillered and concentrated under reduced pressuhe rBsulting colorless residue was
submitted to flash chromatography on silica gel /B8Ac 95/5 to 80/20) to afford
compound79 (20.2 g, 94%) as a colorless oil. T& NMR spectra indicate the presence of a
E/Zisomersmixture trangcis ~4:1 ratio).

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) dppm 1.11 (s, 2.2HBu cis), 1.12 (s, 6.8HBu trans), 2.54 (d,
0.8H, J4-0~8.5 Hz, OHtrans), 2.95 (d, 0.2HJ4.0~6.9 Hz, OHcis), 3.82-3.65 (m, 0.8H, H5
trang), 3.66-3.73 (m, 1H, H6lmans + H5cis), 3.75-3.76 (m, 0.2H, H6as), 3.83 (dd, 1HJsa-
eb~10.3 andls.¢s~2.6 Hz, H6btrans andcis), 3.90-3.97 (m, 1H, H4), 3.99 (dd, 0.88,5~6.5
and J; ,~0.8 Hz, H3trany), 4.09 (br d, 0.2HJ,.5~6.5 Hz, H3cis), 4.27-4.34 (m, 3.4H,
OCHyPh + H2trang), 4.42 (d, 0.2H,)~11.2 Hz, OG,Phcis), 4.50-4.54 (m, 3H, O&,Ph),
4.64-4.69 (m, 2H, OB,Ph), 4.80 (d, 0.2HJ~11.2 Hz, O®,Phcis), 5.38 (t, 0.2HJ,.5~6.6
Hz, H2 cis), 7.12-7.36 (m, 26.2H, I&s and HZis), 7.67-7.72 (m, 4H, Bars), 7.83 (d,
0.8H,J~8.3 Hz, Hitrans).

13C NMR (CDCl3, 125 MHz) d ppm 26.8 Bu trans), 26.9 (Bu cis), 69.6 (C4trans), 69.6
(C6 cis), 69.9 (Cé6trang), 70.1 (C4cis), 70.6 (ACH2Ph trang), 71.4 (GCH2Ph cis), 71.6
(OCH2Phtrans), 72.0 (GCH2Phcis), 72.5 (C2cis), 73.1 (GCH2Phcis), 73.1 (ACH2Ph trans),
73.2 (QCH2Phtrans), 74.2 (QCH2Phcis), 76.3 (C2rany), 76.6 (C3trans), 77.0 (C3is), 77.5
(CScis), 77.7 (CHtrang), 127.2-128.2QHars), 129.4 CHars trans), 129.5 CHays cis), 132.7
(2Caur cis), 133.0 (Cqgr trang), 133.1 (Car trans), 135.1 CHars Cis), 135.2 CHars CiS),

135.2 (2CHars transg), 137.1 (Cgq; cis), 137.2 (Cqg, trang), 137.6 (Cqg, trans), 137.8 (Cq;

cis), 137.9 (Cq, trans), 138.0 (Cg, cis), 138.1 (2Cqg;), 153.9 (Clirans), 154.9 (Clcis).
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Partie Expérimentale

HRMS (ESI) CsoHssNOgSi: caled :m/z = 816.3696 [M+Na], found : m/z = 816.3691
[M+Na]".

Anal. Calcd for CsoHssNOgSI: C, 75.63; H, 6.98; N, 1.76.Found: C, 75.49; HI7N, 1.77.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.70.
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Partie Expérimentale

(E,Z2)-2,3,5,6-TetraO-benzyl-4-O-methanesulfonylaldehydo-D-glucose O-(t-butyl-
diphenylsilyl)oxime 80

BnO OMs = OSi(‘Bu)Ph,

1
5>5 4 3 2 N
BnOH 2C

BnO  OBn

Formula: GiHs7NOgSSi Mol. Wt.: 872.15

To a solution of oxim&9 (4 g, 5 mmol) in dry CBCl, (60 mL) was added dropwise St
(906 pL, 0.065 mol, 1.3 equiv.) at r.t. The mixture wasred for 30 min at r.t. and then
methanesulfonyl chloride (508L, 0.065 mol, 1.3 equiv.) was added. After havirggei
stirred for 16h at r.t., the reaction mixture wamaentrated under reduced pressure. The
residue was submitted to flash chromatography dicasgel (PE/EtOAc 85/15) which
afforded mesylat80 (3.83 g, 88%) as a colorless syrigd mixture).

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) ppm 1.13 (s, 7.3HBu trans), 1.15 (s, 1.7HBu cis), 2.86 (s,
2.4H, SQCHj5 trang), 2.88 (s, 0.6H, S§TH; cis), 3.45-3.47 (m, 1H, H6a), 3.59-3.63 (m,
1.8H, H5trans + H6b), 3.73 (dt, 0.2HJ)5.s~6 andJ;s~1.9 Hz, H5cis), 3.85 (dd, 0.8H,);.
4~7.6 andJ,3~3.6 Hz, H3trang), 4.11 (m, 1.8H, O8,Ph, H2trans H3cis), 4.23-4.33 (m,
3H, OCH,Ph), 4.38-4.49 (m, 2.8H, QGPh), 4.58 (2d, 0.4HJ~11.7 andJ~11.5 Hz,
OCH,Ph), 4.80 (2d, 1H]~11.06, OG®,Ph), 5.00 (dd, 0.2Hl,3~5.6 andJ; »~2.7 Hz, HZcis),
5.26 (dd, 0.8H,J:.4~7.6 andlss~2.3 Hz, H4trans), 5.37 (dd, 0.2HJ~8.3 and 2 Hz, H4is),
7.09-7.38 (m, 26H, H1, @ars), 7.67-7.72(m, 4H, Bars).

13C NMR (CDCl3, 125 MHz) dppm 26.9 'Bu trans), 25.2 (Bu cis), 38.7 (SGCH,; cis), 38.8
(SOCH; trang) , 68.1 (Cétrans), 68.8 (CCH.Ph or Cécis), 70.5 (ACH.Phtrans), 71.0 (C2
cis), 71.8 (CCH,Ph or Cé6cis), 72.1 (CCH.Ph trang), 72.2 (CCH,Ph or C6cis), 72.9
(OCH2Ph or Cécis), 73.0 (GCH.Ph trans), 75.0 (GCH.Ph trang), 75.1 (C2trans), 75.4
(OCHzPhcis), 76.4 (C5trans), 76.9 (C5cis), 77.3 (C3cis), 78.3 (C3trans), 82.5 (C4trans),
82.6 (C4cis), 129.9-127.4 QHars), 132.7 (Cq cis), 132.8 (Cg cis), 133.0 (Cg trans),
133.1 (Cgq, trans), 135.3 CHar cis), 135.4 CHar cis), 135.5 CHar trans), 135.5 CHar
trang), 136.2 (Cg cis), 136.6 (Cg trans), 137.1 (Cqg cis), 137.2 (Cqg trans), 137.5 (Cgq
trang), 137.5 (Cq trans), 137.6 (Cq cis), 137.7 (Cg cis), 154.0 (Cltrans), 155.5 (Clcis).

HRMS (ESI) Cs:Hs5/NNaGsSSi: calcd :m/z= 894.3472 [M+Na], found :m/z= 894.3480
[M+Na]".
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Partie Expérimentale

Anal. Calcd. for Cs1Hs7/NOgSSI.HO: C, 68.81; H, 6.68; N, 1.57. Found: C, 69.27; H,76.
N, 1.57.

IR (NaCl, cm™) 3065, 3029, 2931, 2858, 1605, 1496, 1471, 1453714358, 1175, 1114,
1069, 912.

TLC (PE/EtOAc 80/20) : Rf = 0.57.
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Partie Expérimentale

Internal  nitrone  of 2.3.5.6-tetra-O-benzyl-4-deoxy-4-hydroxylaminoal dehydo-D-
galactose [(&, 4S, 5S5)-3,4-dibenzyloxy-5-[(15)-1,2-dibenzyloxyethyl]-1-pyrroline N-
oxide] 81

0oBn O
4

6 ! aaN_;
BnOH2C/53‘\ 7
3 2

BnO OBn

Formula: G4H3sNOsg Mol. Wt.: 537.65

Oxime 80 (1.49 g, 1.71 mmol) as a mixture &,Zisomers was dissolved in dry
tetrahydrofuran (9.7 mL). 4 A Molecular sieves (5Tg) and tetrabutylammonium
triphenyldifluorosilicate (1.10 g, 2.05 mmol, 1.2uiv.) were added and the mixture was
stirred for 45 min at reflux temperature. The s®here then removed by filtration and the
filtrate was concentrated. Pure nitrd8ie (584 mg, 63%) was obtained as a white solid after
purification by flash chromatography on silica getOAc/PE 40/60 to 50/50).

[a]®p= + 43 € = 1.0, MeOH).

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) dppm 3.78-3.79 (m, 2H, H6), 4.20-4.21 (m, 1H, HAPR5-4.26

(m, 1H, H3), 4.28-4.31 (m, 1H, H5), 4.41-4.52 (nk, OCH,Ph), 4.56 (t, 1HJ)~1.6 Hz,

H2), 4.67 (d, 1HJ~11.5 Hz, OGi,Bn), 4.82 (d, 1HJ~12 Hz, O®i,Bn), 6.85 (br s, 1H, H1),
7.22-7.31 (m, 20H, Bars).

¥C NMR (CDCls, 125 MHz) J ppm 70.2 (C6), 71.5 (CH,Ph), 71.6 (@H,Ph), 73.0
(OCH.Ph), 73.3 (@H,Ph), 75.0 (C5), 78.8 (C4), 79.9 (C3), 82.9 (C2)7.52128.5 CHpys),
133.0 (C1), 137.1 (Gg), 137.8 (Cgy), 138.2 (Cgqy).

(+) MS (MALDI-TOF) : m/z= 539 [M+HTJ".

HRMS (ESI) CssHzsNNaQs: caled :m/z = 560.2413 [M+Na], found : m/z = 560.2411
[M+Na]".

IR (NaCl, cm'l) 3425, 3031, 2867, 1577, 1273, 1096, 1028.
Anal. Calcd. for C34H3sNOs: C, 75.95; H, 6.56; N, 2.61. Found: C, 75.62; HO618, 2.51.

TLC (CH CI/MeOH 9/1) : Rf = 0.22.
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Partie Expérimentale

Internal nitrone of 4-deoxy-4-hydroxylamino-aldehydo-D-galactose [(&, 4S, 55)-3,4-
dihydroxy-5-[(1S)-1,2-dihydroxyethyl]-1-pyrroline N-oxide] 82

Formula: GH1:NOs Mol. Wt.: 177.16

To a solution of benzylated nitrorgl (185 mg, 0.344 mmol) in dry GBI, (4 mL) was
added at 0 °C a 1 M Bgkbolution in hexane (4.47 mL, 4.47 mmol, 13 equiVhe medium
was stirred overnight at 0 °C. Then the solid fadnaas dissolved by addition of MeOH and
water (10 mL, 20/1) and concentrated under redymredsure, those steps were repeated
twice. The brown reaction mixture was then filtchtéhrough anionic resin. After
concentration, purification on silica gel (gE,/MeOH 8/2) afforded compoung? (40 mg,
66%) as yellow oil.

[a]?°o= +33 € =0.92, MeOH).

'H NMR (CD30D, 400MHz) & ppm 3.37-3.85 (m, 2H, H6), 3.95-3.98 (m, 1H, HAD04
4.03 (m, 1H, H5), 4.17-4.19 (m 1H, H3), 4.54-4.8% (H, H2), 7.15 (s, 1H, H1).

13 NMR (CD30D, 100MHz) & ppm 54.3 C6), 62.1 C5), 68.0 C3), 68.4 C2), 71.9 C4),
130.7 C1).

(+) MS (ESI): m/z= 178.0 [M+H]", 200 [M+Na]".

Anal. Calcd. for C¢H11NOs, 0.5H,0: C, 38.71; H, 6.50; N, 7.52. Found: C, 38.87; H26.
N, 7.48.

TLC (CH »Cl/MeOH 95/05) : Rf = 0.10.
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Partie Expérimentale

Diethyl (2S,38S,4S,5S,6S)-4.5-dibenzyloxy-6-[(1S)-1,2-dibenzyloxyethyl]-hexahydro-
pyrrolo-[1.2-bl-isoxazole-2-methylphosphonate 83

Q
SR
C')Bn 0—2 o “—

8 3

BnOH,C”” (

4
BnO OBn
Formula: GiHsoNOgP Mol. Wt.: 715.81

To a solution of nitron81 (200 mg, 372 umol) in tetrachloroethylene (1.5 migs added
diethyl allylphosphonat81 (133 mg, 745 pmol, 2 equiv.). The mixture was stirovernight
at 90 °C. After evaporation of the solvent, the crude mmgt was submitted to flash
chromatography on silica gel (EtOAc/PE 40/60 to36%/which afforded cycloaddition
product84 (234 mg, 327 pumol, 88%) as a slightly yellow oil.

[a]®p= + 11.4 (c = 1.0, MeOH).

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm 1.29 (t, 3H,J~6.5, OCH2E13), 1.30 (t, 3H,J~6.5,
OCH2CH3), 1.93 (ddd, 1HJ~9, 15.0 and 18.5 Hz, GiP), 2.14-2.22 (m, 2H, H3 CHygP),
2.33 (ddd, 1HJ~3.5, 6 and 12.5, K3, 3.31 (dd, 1HJs.6~7.0 andls.7~1.0 Hz, H6), 3.74 (m,
1H, H3a), 3.79-3.83 (m, 3H, H7 and H8), 3.89 (t, TH6.0 Hz, H4), 4.03-4.10 (m, 5H,
OCH2CH3, H5), 4.28-4.33 (m, 1H, H2), 4.35 (d, 1412.0 Hz, O®I2Ph), 4.51-4.58 (m,
6H, OCH2Ph),4.79 (d, 1H,J ~12.0 Hz, OGI2Ph), 7.21-7.33 (M, 20H,HGs),

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) § ppm 16.3 (d,Jc7~5.9 Hz, OCHCHa), 30.0 (d,Jc~138.8
Hz, CHP), 41.1 (dJc p~4.6 Hz, C3), 61.6 (dlc p~6.3 Hz, QH,CHy), 61.7 (dJcp~6.3 Hz,
OCH,CHs), 67.7 (C3a), 69.9 (C6), 70.5 (C2), 71.9 (2GSHRPh or C8), 72.5 (OH.Ph or
C8), 72.9 (@H,Ph or C8), 73.3 (OH,Ph or C8), 76.3 (C7), 81.9 (C5), 87.5 (C4), 127.3-
128.4 CHars), 137.7 (Cq,), 138.0 (Cq,), 138.4 (Cg;), 138.6 (Cq;).

3P NMR (CDCl3, 202 MHz) d ppm26.69 (s).

IR (NaCl, cm™) 3086, 3061, 3029, 2979, 2907, 2866, 1496, 14531,18365, 1251, 1209,
1158, 1098, 1055, 1027.

(+) MS (ESI): m/z= 716.5 [M+H]", 738.5 [M+NaJ".

HRMS (ESI) C41HsiNOsP: calcd m/z= 716.3352 [M+H], found :m/z= 716.3349 [M+H].
C41HsoNNaGsP : calcd m/z= [M+Na]": 738.3172, foundm/z= 738.3176 [M+Nal.
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Partie Expérimentale

Anal. Calcd for C41HsgNOgP. HO: C, 67.11; H, 7.14; N, 1.91. found: C, 67.21; H,Z7.N,
1.84.

TLC (PE/EtOAc 35/65) : Rf = 0.21.
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Partie Expérimentale

(1S)-2.3,5,6-TetraO-benzyl-1,4-dideoxy-1€-[(2S)-3-diethoxyphosphoryl-2-hydroxy-
propvyl)]-1.4-imino-D-galactitol 85

oBn H ;
6 N 8 _0O
BNOH,C ® ™\ 7 P
3 /2 OH o
BnO OBn T
Formula: GiHs,NOgP Mol. Wt.: 717.83

Zinc dust (379.6 mg, 5.8 mmol, 11.5 equiv.) waseadtb a solution of copper (ll) acetate
(1.2 mg) in glacial acetic acid (6 mL) under argd@mosphere and the mixture was stirred at
r.t. for 10 min until the colour disappeared. Compib84 (361 mg, 0.5 mmol) in glacial acid
acetic (9 mL) and water (3.6 mL) were added suceglysand the reaction mixture was
heated at 70°C for 1 h. After cooling to r.t., EDT#odium salt, 1.2 g) was added and the
mixture was stirred for 10 min, then made alkalinepH 10 by addition of 3N aqueous
NaOH. The resulting solution was extracted withooblorm (3 x 50 mL) and the combined
organic phases were concentrated under reducesupeed he crude product was purified by
flash chromatography on silica gel (100% EtOAc #19EtOAc/MeOH) to afford the desired
galactitol85 (345.5 mg, 96%) as a colorless liquid.

[a]*°o= - 26 (c = 0.64, MeOH).

'H NMR (CDCl 3, 500 MHz) dppm 1.29 (t, 3HJ~3.5 Hz, OCHCH5), 1.30 (t, 3HJ~3.5 Hz,
OCH,CHg3), 1.68 (m, 1H, HZ), 1.88-2.11 (m, 3H, H¥ .H9), 3.27 (dd, 1H}s.s~6 andls.s~6.4
Hz, H4), 3.50 (m, 1H, H1), 3.58-3.65 (M, 2H, H6)733.75 (M, 1H, H5), 3.81 (t, 1H,.
+~3.5 Hz, H2), 3.88 (dd, 1Hp.5~3.0 andls.s~6 Hz, H3), 4.05-4.15 (m, 4H, GGCHy), 4.24-
4.27 (m, 1H, H8), 4.40 (d, 1H~11.5 Hz, O®i,Ph), 4.38 (d, 1H}~11.5 Hz, OG,Ph), 4.47-
4.55 (m, 5H, O€l,Ph), 4.72 (d, 1H}~11.5 Hz, O®I,Ph), 7.27-7.32 (M, 20H, Kxrs).

13C NMR (CDCl3, 125 MHz) d ppm 16.4 (d,Jc 5.9 Hz, OCHCH3), 33.5 (d,Jc »~135.8
Hz, C9), 37.3 (dJcp 10.4 Hz, C7), 59.4 (C1), 61.5 (d,~6.48 Hz, @H,CHs), 61.7 (d,
Jc 7~6.48 Hz, @H,CHs),63.0 (C4), 65.6 (C8), 71.7 @,Ph or C6), 71.80 (OH,Ph or C6),
72.0 (QCH,Ph or C6), 73.0 (OH,Ph or C6), 73.5 (OH,Ph or C6), 75.8 (C5), 85. 5 (C3),
88.8 (C2), 127.6-127.4 (G¥), 138.0 (Cqy).

3P NMR (CDCl3, 202 MHz). dppm 29.16 (s).
(+) MS (ESI): m/z= 718.5 [M+H]".

HRMS (ESI) C41Hs3NOgP : calcd m/z= 718.3509 [M+H], found :m/z= 718.3522 [M+H].
C41Hs,NNaGQsP caled m/z= 740.3328 [M+Nad], found :m/z= 740.3328 [M+Nal].
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Partie Expérimentale

Anal. Calcd for C41Hso:NOgP.H-O: C, 66.92; H, 7.40; N, 1.90. Found: C, 66.64; 307 N,
1.95.

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.15.
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Partie Expérimentale

Diethyl (2S, 3aS, 4S, 5S, 6S)-4,5-dihydroxy-6-[(1S)-1,2-dihydroxyethyllhexahydro-
pvyrrolo[1,2-blisoxazole-2-methylphosphonate 87

Formula: G3H>7CINOgP Mol. Wt.: 391.78

To a solution of compouné4 (100 mg, 0.139 mmol, 1 equiv.) in dichloromethaBen(L)
was added at 0°C a solution of 1M B@ hexane (3.28 mL, 32.8 mmol, 23.5 equiv.). After
stirring overnight at 0°C. The solid crude produas dissolved with MeOH (20 mL) and
concentrated, then it was washed with MeOH (20 idu)taining few drops of water and
evaporation was performed. Purification of the eruttydrochloride salt by flash
chromatography on C18-reversed phase silica geDfMleOH 1/0 to 8/2) provided the
orange oily compound? (50 mg, 91%).

[a]*5= + 6.3 (c = 0.76, MeOH).

IH NMR (CDs0OD, 500 MHz) :d ppm 1.33 (t, 6H.J~7.0 Hz, G4sCH,), 2.29-2.47 (m, 3H,
CH,P, H3.), 2.79-2.83 (ddd, 1H}~2 Hz J~5 Hz andJ~13 Hz, H3), 3.61-3.64 (dd, 1H}..

ga~6 Hz anngA.83~11.5 Hz, HSA), 3.67-3.70 (dd, 1H; 80~5.5 Hz anngA-85~11.5 Hz,
H8B), 3.82 (m, 1H, H6), 3.95 (m, 1H, H7), 4.07-4(t, 6H, G4,CHa, H4 et H5), 4.23 (m,
1H, H3a), 4.92-4.99 (m, 1H, H2).

13C NMR (CD30D, 125 MHz) :5ppm 16.7 (dJc.p~6.2 Hz,CH3CHy), 29.2 (d,Jc.p~140 Hz,
CH2P), 38.6 (dJo.r~7.5 Hz, C3), 64.1 (TCH,CH; et C8), 68.3 (C7), 73.9 (C3a), 76.3 (C4 or
C5), 77.3 (C2), 78.6 (C4 or C5), 79.7 (C6).

3P RMN (CD30OD, 202 MHz) :dppm25.19 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 356.00 [M+H] , 378.5 [M+Na] .

HRMS (ESI) CisHoNNaGsP : caled :m/z = 378.1294 [M+Nal], found : m/z = 78.1290
[M+Na]". CiaH26KNOgP calcd m/z= 394.1033 [M+K], found :m/z= 394.1004 [M+K].
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Partie Expérimentale

(1S)-1.4-Dideoxy-1-[(B)-3-diethoxyphosphoryl-2-hydroxypropyl)]-1.4-imino-D-
galactitol 88

HCI
o b
6 4\ 1 8 H/O
HOH,C™® P
3 .2 OH o
HO  OH T

Formula: G3H>9CINOgP Mol. Wt.: 393.80

To a solution of phosphona8s (110 mg, 0.154 mmol) in dry GBI, (3 mL) was added at
0°C a 1M BC} solution in hexane (1.8 mL, 1.8 mmol, 12 equitfhe medium was stirred
overnight at 0°C, and then the solid formed wasalieed by addition of MeOH (20 mL) and
a few drops of water. The reaction mixture was thencentrated under reduced pressure.
Purification of the crude product by flash chrongaephy on C18-reversed phase silica gel
(H,O/MeOH 1/0 to 7/3) provided the colorless oily caupd 88 as its hydrochloride salt
(52.7 mg, 87 %).

[a]%5= - 30 (c = 0.82, MeOH).

'H NMR (CD30D, 250 MHz) ppm 1.34 (t, 6HJ)~7.1Hz, GH3), 2.05-2.12, (m, 4H, H9 and
H7), 3.46-3.58 (m, 2H, H4 and H1), 3.62-3.76 (m, 26), 3.86 (dd, 1HJ,.3~6.7 andJ,.
~8.2 Hz, H2), 3.95 (g, 1H~4 Hz, H5), 4.19-4.03 (m, 5H, H3H3CHs), 4.31-4.20 (m, 1H,
H8).

13C NMR (CD30D, 62.5 MHz) 6ppm16.7 (d,Jc #~6 Hz, POCHCHs), 34.1 (d Jc ~137 Hz,
C9), 37.9 (d,Jcp~10.6 Hz, C7), 60.7 (C1), 63.4 (decr~6.6 Hz, P@H,CHs), 63.5 (d,
Je~6.4 Hz, P@H,CHs), 64.8 (d,Jc~2.3 Hz, C8), 65.0 (C4), 65.2 (C6), 69.0 (C5), 76.8
(C3), 79.1 (C2).

3P NMR (CD50D, 202 MHz) dppm28.19 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 358.5 [M+H] , 380.0 [M+Na] .

HRMS (ESI) Ci3H29NOgP : calcd m/z= 358.1631 [M+H], found :m/z= 358.1629 [M+H].
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Partie Expérimentale

(2S, 3aS, 4S, 5S, 69)-4,5-dihydroxy-6-[(1S)-1,2-dihydroxylhexahydro-pyrrolo[1,2-
blisoxazole-2-methylphosphonic acid 89

Formula: GH1sBrNOsP Mol. Wt. : 380.13

To a solution of compoun@7 (70 mg, 0.197 mmol, 1 equiv.) in acetonitrile (2 )nkere
added 10 equivalents of BrSiM@60uL, 1, 97 mmol, 10 equiv.). The reaction mixture was
stirred during 4h. The mixture was then dilutednwWeOH (15 mL) and concentrated under
reduced pressure. The dilution and evaporationgsses were repeated twice. The residue
was then taken up with water and the mixture esgchavith CHCl, to remove traces of less
polar organic compounds. The aqueous phase wasmwated under reduced pressure.
Chromatography of the crude product on C18-revepdeabe silica gel (3/MeOH 1/0 to
8/2) provided compoun89 (46 mg, 61%) as a dark brown oily bromhydrate.

IH NMR (CD 0D, 500 MHz) & ppm 2.18-2.10 (m, 1H, >aP), 2.32 (ddd, 1H}~5.5,J~15
and J~20 Hz, GH,gP), 2.42 (td, 1HJ~9 andJs;a.3s~13.5 Hz, H3), 2.84 (dd, 1HJ~3.5 and
Jsa35~13 Hz, H%), 3.65 (dd, 1HJ7;.52~6 anngA_gB~11.5 Hz, Ha), 3.71 (dd, 1HJ;.6g~5.5
andJsage~11.5 Hz, Hg), 3.80-3.78 (m, 1H, H6), 3.97-3.94 (m, 1H, H7)9%4.07 (m, 2H,
H4 et H5), 4.18 (m, 1H, H3a), 4.96 (m, 1H, H2).

¥C NMR (CD30D, 62.5 MHz) & ppm 31.2 (dJc.p~135 Hz,CH2P), 38.6 (dJc.p~5.7 Hz,
C3), 63.9 (C8), 68.2 (C7), 73.5 (C3a), 76.0 (CLB}, 76.4 (C6), 78.5 (C4 or C5), 80.1 (C2).

3P RMN (CD50OD, 202 MHz) dppm 20.99 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 300.00 [M+HJ, 322.00 [M+Na] .

HRMS (ESI) CoHigNNaQysP : caled :m/z = 322.0668 [M+Na]. found : m/z = 322.0668
[M+Na]".
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(1S)-1.4-Dideoxy-1-[(5)-3-phosphono-2-hydroxypropy]-1,4-iminob-galactitol 90

.HBr
oH H . O

6 /' 4N s I
HOH,C® R-OH
3% /2 OH OH

HO OH

Formula: GH»1BrNOsP Mol. Wt.: 382.14

To a solution of phosphonad8 (78 mg, 0.2 mmol) in dry MeCN (3 mL) was added iBt&
(0.264 mL, 2 mmol, 10 equiv.) at room temperatditee mixture was stirred for 2 days. the
mixture was then diluted with MeOH (15 mL) and cenitated under reduced pressure. The
dilution and evaporation processes were repeatax.tWhe residue was then taken up with
water and the mixture extracted with &H, to remove traces of less polar organic
compounds. The aqueous phase was concentratedreddeed pressure. Chromatography of
the crude product on C18-reversed phase silica(lggD/MeOH 1/0 to 8/2) provided
compound0 (70 mg, 92 %) as a white foam.

[a]%°o= -9 (¢ =1.27, MeOH).

'H NMR (CD3;0OD, 500 MHz) §2.04-2.10 (m, 3H, H9 and K7 2.17-2.23, (m, 1H, HJ,
3.49-3.52 (dd, 1HJ1.7~4 andJ,~8 Hz, H1), 3.56-3.58 (m, 1H, H4), 3.67 (dd, sles~4 and
Joass-11.5 Hz, HE), 3.73 (dd, 1HJs.c-4 andJsaes11.5 Hz, HE), 3.88-3.92 (dd, 1H,.
+~6.5 andJy.~8 Hz, H2), 3.96 (dd, 1HJs.s~4.5 andlss~8.5 Hz, H5), 4.06-4.09 (dd, 1H;.
+~7 andJs..~7.5 Hz, H3), 4.28-4.22 (m, 1H, H8).

13C NMR (CD30D, 125 MHz) d 36.2 (d,Jcp 135 Hz, C9), 37.7 (djcp 8.8 Hz, C7), 60.9
(C1), 64.9, 65.2, 65.3 (C6, C4 and C8), 69.0 (Z6)8 (C3), 79.0 (C2).

3P NMR (CD50D, 202 MHz) 3 25.29 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 302.50 [M+H].

HRMS (ESI) CoH»1NOgP : calcd m/z= 302.1005 [M+H], found :m/z= 302.0995 [M+H].
CoHoo0NNaGsP : calcd m/z= 324.0824 [M+Na], found :m/z= 324.0814 [M+Nal.
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Ethyl allylphosphonyl chloride 92

Formula: GH1c,CIO-P Mol. Wt.: 168.56

Fresh diethyl allylphosphonat@l (582 mg, 3.27 mmol) was allowed to react with okaly
chloride (421pL, 4.09 mmol, 1.5 equiv.) in anhydrous &, (13 mL) under argon
atmosphere for 20h at room temperature and thena28h0°C. The conversion can be
monitored by TLC (eluant: EtOAc containing a fewops of AcCOH): for this purpose the
bottom of the TLC plate spotted with the reactiomtore was dipped into water containing a
few drops of triethylamine and dried before develept. When TLC showed no more
starting material, the solvent was removed undeluwm along with the excess oxalyl
chloride. Crude compourf22 was obtained with a total conversion.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) J ppm 1.27-1.36 (m, 3H, OGEHs), 2.89 (dd, 2H Jcrpn
ch—~6.9 and Ju.p—~21.4 Hz, GlP), 4.12-4.33 (m, 2H, OGCHs), 5.21-5.31 (m, 2H,
CH=CH,), 5.66-5.80 (m, 1H, B=CHy).

(+) MS (ESI): m/z= 169.0 [M+H].

TLC (PE/EtOAc 70/30) : Rf = 0.16.
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Ethyl (2’,3'- O-isopropylidene-uridin-5’-yl) allylphosphonate 93

o)
5"& NH
e 4 NJ&\ o
~/ R0 o
o « v
s %

Formula: G7H2sN,OsP Mol. Wt.: 416.36

Crude residu®2 was dissolved in anhydrous &, (13 mL) and 2,’3'O-isopropylidene-
uridine (2 g, 7.04 mmol, 2.15 equiv.) and trietmyiae (1.01uL, 7.19 mmol, 2.2 equiv.) were
added. The reaction mixture was stirred at 40°C3forand at r.t. for 2 d. Subsequently, the
resulting emulsion was treated with water and tngeaus phase was extracted with,CH.
The organic layer was dried (p&0,) and concentrated to afford the crude phosphd®@@te
which was purified by flash chromatography on ailigel (98/2 CHCI,/EtOAC). This
provided the expected product (816 mg) as a mixtdire*-diastereoisomers in 54% yield
over 2 steps from diethyl allylphosphonéte

Note: All signals belong to both diastereocisomemsless indicated otherwise. d1,
d2=diastereomer 1 and 2

'H NMR (250 MHz, CDCl3) dppm 1.31 (t, 3H, OCKCH3), 1.32 (t, 3H, OCKCH3), 1.35
and 1.57 (2s, 2x3H, CMg 2.67 (dd, 2HJcrorcn—7.3 anddy s~22.0 Hz, G1,P), 4.14-4.25
(m, 2H, OGH,CHs), 4.28-4.30 (m, 2H, 2H5’), 4.32-4.37 (m, 1H, H42,82-4.86 (m, 1H,
H3"), 4.90-4.94 (m, 1H, H2"), 5.19-5.28 (m, 2H, CEH,), 5.72-5.85 (m, 3H, H1’, H5,
CH=CHy), 7.38 (d, 1HJsa5~8.15 Hz, H6a), 7.43 (d, 1Hgn.5~8.18 Hz, H6"h), 10.00 (br
s, 1H, H3).

13C NMR (62.5 MHz, CDCL) J ppm 16.3 (POCbCHs3), 16.4 (POCHCH3), 25.2 (Mey),
27.0 (Mey), 31.4 (d,Jc~138.2 Hz, CHP) and 31.5 (dJcp~138.4 Hz, CHP), 62.4 (d,
Je.~6.3 Hz, P@H,CHs), 62.5, (d,Jcp~6.7 Hz, P@H,CHz), 65.1 (C5), 65.2 (C5'), 80.6
(C3"), 84.3 (C2'), 84.4 (C2’), 85.4-85.6 (m, C493.8 (C1’), 93.9 (C1’), 102.4 (C5"), 102.5
(C5), 114.4 CMep), 114.5 CMey), 120.1, 120.2, 120.4, 120.5 ¢f each line is given; 2d,
CH=CH,), 126.7, 126.8, 126.9, 127.00 ¢f each line is given; 2d;H=CH,), 141.7 (C6"),
141.8 (C6"), 150.1 (C2"), 163.5 (C4").

31p NMR (202 MHz, CDCk) dppm 27.88 (s, 0.5P), 27.62 (s, 0.5P).
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IR (NaCl, cm™) 3610, 3170, 2998, 2818, 1690, 1458, 1420, 13766,12257, 1166, 1062,
1032.

(+) MS (ESI): m/z= 417 [M+HTJ".

HRMS (ESI) Cy7H2sNoNaQsP : calcd :m/z= 439.1246 [M+Na], found :m/z= 439.1248
[M+Na]".

TLC (CH Cl,/MeOH 98/2) : Rf = 0.4.
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Ethyl (2',3'- O-isopropylidene-uridin-5’-yl) (2S, 3aS, 4S, 5S, 6S)-4,5-dibenzyloxy-6-[(15)-
1.2-dibenzyloxyethyllhexahydropyrrolo[1,2-blisoxazte-2-methylphosphonate 94

o

Formula: QlHeoNgolgp Mol. Wt.: 954.01

Ethyl (2’,3'-O-isopropylidene-uridin-5’-yl) allylphosphonat83 (470 mg, 1.13 mmol, 2
equiv.) was added to a solution of nitro8# (305 mg, 0.56 mmol) in tetrachloroethylene
(2.25 mL). The mixture was stirred for 16h at 8G2@ for 2h at 90°C. After concentration,
the crude product was purified by flash chromatplyeon silica gel (EtOAc/MeOH, 100/0 to
95/10) to provide cycloaddudt (425.5 mg, 80%) as a colorless oil and as a nextdiP*-
diastereoisomers.

Note: All signals belong to both diastereocisomemsless indicated otherwise. d1,
d2=diastereomer 1 and 2

'H NMR (CDCl 3 500 MHz) d ppm 1.27 and 1.30 (2t, 38;+7.5 andJ~7 Hz, (HsCH,O, d1
and d2), 1.32 and 1.3 (2s, 3HME&,, d1 and d2), 1.54 and 1.55 (s, 3HVI&, d1 and d2),
1.94-2.03 (m, 1H, CkKP), 2.10-2.23 (m, 2H, G#P, H3), 2.29-2.36 (m, 1H, HJ, 3.34 (br d,
1H,J 7.7 Hz, H6), 3.72-3.77 (m, 1H, H3a), 3.78-3.82 @&H, H7 and H8), 3.94 and 3.96 (2t,
1H, J~5.7 Hz, H4), 4.04-4.27 (m, 6H, H4’, 2H5’, H5, GIgCH3), 4.36-4.38 (m, 1H, H2,
OCH,Ph), 4.39 and 4.44 (2d, 1B12 Hz, OCHPh, d1 and d2), 4.48-4.57 (m, 6H, O{PH),
4.73 and 4.76 (2d, 1H~11 Hz, OCHPh, d1 and d2), 4.82 (dd, 0.584;,~3.7 and),.3~6.4
Hz, H3' d1 or d2), 4.85 (dd, 1Hj3.4~3.8 andJ,.3~6.3 Hz, H3’, d1 or d2), 4.95 (dd, 0.5H,
Jo.3~6.5,J2.1~2.0 Hz, H2’, d1 or d2), 4.97 (dd, 0.58$;3~6.4,J,.1-~1.7 Hz, H2’, d1 or d2),
5.52 (br s, 0.5H, H1"), 5.61 (br s, 0.5H, H1’), 5.6nd 5.67 (dd, 0.5HI~1.8, J5-.c-~8.0 Hz,
H5”, d1 and d2), 7.14 (d, 0.5Hs-.4~8.0 Hz, H6”, d1 or d2), 7.2-7.35 (m, 20.5H{%s and
H6”), 8.60 and 8.85 (br s, 1H, NH, d1 and d2).

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) d ppm 16.35 and 16.4@CH;CH,O, d1 and d2), 25.25 and
25.31, 27.08 and 27.12 g&,, d1 and d2), 30.1 (dcp 139 Hz, CHP, d1 and d2), 41.2 (d,
Jecp 6 Hz) and 41.4 (dJcp 6.6 Hz) (C3”, d1 and d2), 62.0 (& r 6.2 Hz) and 62.3 (dlcp
6.4 Hz) (OCH,CHgs, d1 and d2), 64.8 (dicp 6.2 Hz) and 65.1 (dlcp 5.9 Hz) (C5’, d1 and
d2), 67.7 and 67.8 (C3a, d1 and d2), 69.8 and 7.3 and 70.5 (C6,C2, d1 and d2), 71.8
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(C8 or ACH,Ph), 71.7 (C8 or OH,Ph), 71.9 (C8 or OH,Ph), 72.5 (C8 or OH,Ph), 72.95
(C8 or ACH,Ph), 73.01 (C8 or OH,Ph), 73.27 (C8 or OH,Ph), 73.3 (C8 or OH,Ph), 76.3
and 76.4 (C7, d1 and d2), 80.6 and 80.8 (C3’, diLd#), 81.8 and 82.1 (C5, d1 and d2), 84.1
and 84.2 (C2’, d1 and d2), 85.5 and 86.1 (6.6 Hz, C4’, d1 and d2), 87.4 (C4), 94.4 and
95.2 (C1’, d1 and d2), 102.6 (C5”), 114.4 and 1X€M8e,, d1 and d2), 127.4-128.4 (GH),
137.75 (Cgq,), 137.81 (Cg;), 137.9 (Cq,), 138.4 (Cq;), 138.5 (Cq;), 138.56 (Cg;), 138.62
(Caar), 142.2 and 142.4 (C6”, d1 and d2), 149.9 (C28R.9 and 163.9 (C4”, d1 and d2).

3P NMR (202 MHz, CDCk) dppm 27.51 (s), 27.81 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 954.5 [M+H].

HRMS (ESI) CsiHgoN3sNaOisP : caled :m/z= 976.3762 [M+Nal], found :m/z= 976.3753
[M+Na]". Cs1HgoKN3013P : calcd m/z= 992.3501 [M+K], found :m/z= 992.3521 [M+K].

Anal. Calcd for Cs51HggN3O13P: C ,64.21; H, 6.34; N, 4.40. Found: C, 64.32; H,46.N,
4.60.

IR (NaCl) 3463, 3055, 3033, 2986, 2935, 2869, 1695, 16337,18455, 1422, 1382, 1266,
1214, 1158, 1093, 1069, 1027.

TLC (EtOAC) : Rf=0.2.
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(19)-2,3,5,6-TetraO-benzyl-1,4-dideoxy-1€-{(2S)-3-[(ethy)(2',3’-O-isopropylidene
uridin-5-y)phosphoryl]-2-hydroxypropyl)}-1.4-imin o-D-galactitol 95

o}
5"‘ NH
on 4 e N/&O
6 I AN 8 E,/O& (0)
BnOHzcm ; N4
3 /2 (@) 3\ / o
BnO  OBn T 5 o
N
Formula: Q1H62N3013P Mol. Wt.: 956.02

Zinc dust (64.3 mg, 1.05 mmol) was added to a swiubf copper (ll) acetate (0.3 mg) in
glacial acetic acid (3 mL) under argon and the arixtwas stirred at r.t. for 10 min until the
colour disappeared. Compoufd (200 mg, 0.209 mmol) in glacial acid acetic (4.2)nahd
water (1.8 mL) were added successively and thdiozamixture was heated at 70°C for 1 h.
After cooling to r.t., EDTA (sodium salt, 500 mgpsradded and the mixture was stirred for
10 min, then made alkaline to pH 10 by additior2dfagueous NaOH. The resulting solution
was extracted with chloroform (3x100 mL) and thembmed organic phases were
concentrated under reduced pressure. The crudeugrotvas purified by flash
chromatography on silica gel (100% EtOAc to EtOAeMH 99/1) to afford the desired
galactitol 95 (137.1 mg, 68%) as a colorless foam and as a aparable mixture oP*-
diastereoisomers.

Note: All signals belong to both diastereocisomemsless indicated otherwise. d1,
d2=diastereomer 1 and 2

'H NMR (CDCl3 500 MHz) d ppm 1.3-1.26 (m, 6H, OGiEH; and QVle,), 1.54 (s, 3H,
CMey), 1.59-1.66 (m, 1H, Hy), 1.83-1.90 (m, 1H, Hsj, 1.92-2.10 (m, 2H, B,P), 3.26-3.30
(m, 1H, H4), 3.43-3.48 (m, 1H, H1), 3.57-3.65 (rHl, H6), 3.71-3.75 (m, 1H, H5), 3.80-3.82
(m, 1H, H2), 3.88 (m, 1H, H3), 4.05-4.14 (m, 2H, I&XCH3), 4.17-4.32 (m, 4H, H8, H4’ and
H5’), 4.37-4.50 (m, 7H, OB,Ph), 4.72 (d, 1HJ~11.5 Hz, OGi,Ph), 4.85-4.97 (m, 1H, H3’),
4.88-4.92 (m, 1H, H2’), 5.63-5.71 (m, 2H, H1' an®™ 7.24-7.33 (m, 21H, Bars and
H6").

3C NMR (CDCl3, 125 MHz) dppm16.5 and 16.6 (OHsCH,, d1 and d2), 25.5 and 27.3
(CMe,, d1 and d2), 33.9 (dc.p~136 Hz, C9), 37.8-37.5 (m, C7), 59.4 and 59.5 land
d2), 62.1 (dJc.p~6.25 Hz) and 62.3 (dc.p~6.2 Hz) (G1,CH3, d1 and d2), 63.0 (C4), 64.8
(d, Jc.p~6 Hz) and 64.7 (dJc.p~6 Hz ) (C5’, d1 and d2), 65.5 (C8), 71.7 (C6 orkREh),
71.8 (C6 or O€El,Ph), 71.9 (C6 or OB,Ph), 72.1 (OE,Ph), 73.0 (OE,Ph), 73.6
(OCH4Ph), 75.8 and 75.9 (C5, d1 and d2), 80.7 and &88 (1 and d2), 84.4 and 84.5 (C2’,
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d1 and d2), 85.5-85.7 (m, C4’, C3), 88.6 and 882, (d1 and d2), 94.0 and 94.4 (C1’, d1 and
d2), 102.6 and 102.7 (C5", d1 and d2), 114.5 andl6L.ICMe,, d1 and d2), 127.7-128.5
(CHars), 138.1 (Cq,), 138.2 (Cqg,), 138.3 (Cq;), 141.9 and 142.2 (C6", d1 and d2), 150.0-
150.1 (C2"), 163.0 and 163.1 (C4”, d1 and d2).

3P NMR (CDCl3, 202MHz) dppm 30.11 (s), 31.71 (S).
(+) MS (ESI) : m/z= 978.5 [M+Nal].

HRMS (ESI) CsiHeoN3NaOysP : caled :m/z= 978.3918 [M+Nal], found :m/z= 978.3959
[M+Na]". Cs51Hg3N2013P : calcd m/z= 956.4099 [M+H], found :m/z= 956.4108 [M+H].

Anal. Calcd for C51HgoN3013P: C, 64.07; H, 6.54. Found: C, 64.13; H, 6.85.

IR (NaCl, cm™) 3474, 3054, 3033, 2986, 2908, 2868, 1695, 16586,15497, 1455, 1422,
1383, 1265, 1215, 1158, 1070, 1028.

TLC (EtOAc) : Rf = 0.35.
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Ethyl  (2',3'- O-isopropylidene-uridin-5’-yN(2S, 3aS, 4S, 5S,  69)-6-[(1S)-1,2-
dihydroxyethyllhexahydropyrrolo[1,2-blisoxazole-2-nmethylphosphonate 96

O
.HCI 5--‘ NH
9 5' 6" /g
\\\‘P*O~\ o N ©
: 2
OH 97: o 4-<_\/4
8 /' 6N 3( 32
HOH,C" 7 . 3a HO OH
[ 4
HO  OH
Formula: QOH330|N3013P Mol. Wt.: 589.91

To a solution ocompound94 (349 mg, 0.366 mmoln dichloromethane (4 mLyas added
at 0°C a solution of BGin hexane (2.35 mL, 20 mmol, 1M). The brown mixturas stirred
overnight at 0°C. After 3 cycles of dilution in MelQ(20 mL) with some drop of water and
evaporation, chromatography of the crude product GiB-reversed phase silica gel
(H.O/MeOH 1/0 to 8/2) providefl6 as a white foam (150 mg, 74%) and as a mixturé*ef
diastereoisomers.

Note: Compoun®6 was obtained with 11% vyield (6 mg) from compo@4d101 mg, 0.105
mmol, 1 equiv.) as free base using filtration osibaesin (Dowex 1x8) before purification on
C18-reversed phase silica gel,®iMeOH 1/0 to 7/3). NMR data of free base: All st
belong to both diastereoisomers unless indicateeraise. d1, d2=diastereomer 1 and 2

'H NMR (CD50OD, 500 MHz) & ppm 1.34 (t, 3HJ~7Hz, (H3), 2.06-2.14 (m, 1H, HJ,
2.27 (dd, 2HJ~6.5 and 18.5 Hz, I8,P), 2.37-2.40 (m, 1H, H3, 3.04 (d, 1HJ~8.5 Hz, H6),
3.46 (t, 1H,J~7.5 Hz, H3), 3.66-3.65 (M, 2H, H8), 3.71-3.77 @Hl, H4 and H7), 3.84-3.88
(m, 1H, H5), 4.12-4.37 (m, 8H, ®GCH,, H2', H3", H4', H5" and H2), 5.73 (dJs-¢"~8 Hz)
and 5.74 (dJs-e~8 Hz) (1H, H5”, d1 and d2), 5.83-5.84 (m, 1H, HT’)71 (d,Js.¢~8 Hz)
and 7.73 (dJs-¢~8 Hz) (1H, H6”, d1 and d2).

13C NMR (CD30D, 125 MHz) dppm 16.6 and 16.7CHs, d1 and d2), 29.4 (dc.p~140 Hz)
and 29.5 (dJc.p~140 Hz) CH,P, d1 and d2), 42.0-42.1 (m, C3, d1 and d2), 64,.0~6. 5
Hz) and 63.8 (dJ~6.25 Hz) CH,CHgs, d1 and d2), 65.4 and 65.5 (C8, d1 and d2), 66.4 (
1H, J~6.5 Hz, C5’), 69.6 and 69.7 (C3a, d1 and d2), {03), 71.1, 71.2, 71.3 and 71.4 (C2,
C7, d1 and d2), 71.8 and 71.9 (C6, d1 and d2), @4d874.9 (C2’, d1 and d2), 75.9 and 75.9
(C5, d1 and d2), 81.8 and 81.9 (C4, d1 and d2§-83.7 (m, C4’), 91.9 (C1’), 102.9 (C5"),
142.7 and 142.8 (C6”, d1 and d2), 152.2 (C2"), 0§E.4").

3P NMR (CD50D, 202 MHz) dppm 29.04 (s)29.53 (s).
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(+) MS (ESI) : m/z= 554.5 [M+H].

HRMS (ESI) CyoH3N30:3P : calcd :m/z = 554.1751 [M+H], found : m/z = 554.1768
[M+H] ™.
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(2’3’- O-isopropylidene-uridin-5’-y(2 S, 3aS, 4S, 5S, 6S)-6-[(1S)-1,2-
dihydroxyethyllhexahydropyrrolo-[1,2-b]-isoxazole-22methylphosphonate 97

Formula: QstgBrNg,OlgP Mol. Wt.: 606.31

To a solution of phosphona@s (108 mg, 0.183 mmol) in dry MeCN (2 mL) was added
BrSiMe; (0.280 mL, 1.83 mmol, 10 equiv.) at room tempamtihe mixture was stirred for
5 days; the mixture was then diluted with MeOH ¢h&) and concentrated under reduced
pressure. The dilution and evaporation processes vepeated twice. The residue was then
taken up with water and the mixture extracted v@tH,Cl, to remove traces of less polar
organic compounds. The aqueous phase was coneehtiatder reduced pressure.
Chromatography of the crude product on C18-revepdeabe silica gel (3#/MeOH 1/0 to
8/2) provided compouné6 (90 mg, 81%) as a white foam.

[a]®5= + 5 € = 1.29, MeOH).

IH NMR (CD 30D, 500 MHz) dppm 2.36-2.56 (m, 3H, &P, H3.), 2.87-2.91 (m, 1H, HJ,
3.68 (dd, 1H,J7.84~6 anngA_gB~11.5 Hz, Ha), 3.73 (dd, 1HJ7.8g~5 anngA_85~11.5 Hz,
H8s), 3.88 (dd, 1HJs.~~7.5 andJs.s~4.5 Hz, H6), 4.00 (dd, 1Hls.~8 andJ;.s~4.5 Hz, H7),
4.12-4.36 (m, 9H, H5, H4, H3a, H2, H2’, H3’, H4'&R5’), 5.76 (d, 1HJ5.6-~8 Hz, H5"),
5.86 (d, 2HJ1.»~4.5 Hz, H1"), 7.79 (d, 1Hls-¢~8 Hz, H6").

13C NMR (CD30D, 125 MHz) & ppm30.0 (d,Jc.p~139 Hz,CH,P), 38.6 (dJcp~7.5 Hz,
C3), 63.9 (C8), 66.1 (dlc.p~5.5 Hz, C5'), 68.3 (C3 or C3a), 70.9 (C3 or C38,87(C7),
74.8 (C2), 76.3 (C5), 77.1 (C2 or C4), 78.4 (CZ3ah), 79.9 (C6), 83.7 (dep~6.6 Hz, C4),
91.4 (C5%), 103.0 (C1’), 142.8 (C6“), 152.2 (C2166.0 (C4“).

P NMR (CD30D, 202 MHz) dppm 23.74 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 526.5 [M+H].

HRMS (ES|) C18H29N3013P : calcd :m/z = 526.1438 [M"‘H], found : m/z = 526.1431
[M+H] "
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Partie Expérimentale

(19)-1,4-Dideoxy-1C-{(2S)-3-[(ethyl)(uridin-5’-yl)phosphoryl]-2-hydroxyprop yI)]-1,4-
imino-D-galactitol 98

O

y N
7" \‘ 1 i 8 N 9 (@) 5I 06 N/go
6 4. -~
HOH,C® P \4.( M
2

y—2  OH O sy
HO  OH \\HO\ OH

Formula: GoH3sCIN3;O13P Mol. Wt.: 591.93

To a solution otompoundd5 (283 mg, 0.296 mmoih dicloromethane (6 mLyas added at
0°C a solution of BGlin hexane (3.5 mL, 35 mmol, 1M). The brown mixtuvas stirred
overnight at 0°C. After 3 cycles of dilution in MelQ(20 mL) with some drop of water and
evaporation, chromatography of the crude product @iB-reversed phase silica gel
(H2O/MeOH 1/0 to 9/1) provide@l8 as a white foam (146 mg, 78%) and as a mixture*ef
diastereoisomers.

Note: All signals belong to both diastereocisomemsless indicated otherwise. d1,
d2=diastereomer 1 and 2

'H NMR (CD 30D, 500 MHz) J1.34 (t,J~7.06 Hz) and 1.35 (8~7.05 Hz) (3H, OChCHa),
2.05-2.24 (m, 4H, H7 and H9), 3.51 (dd, 1Hs~4 andJ;.4~7.5 Hz, H4, d1 and d2), 3.55
(ddd, 1H,J~8 and 5 Hz, H8), 3.67 (dd, 1654 andJsa-e5~11.5 Hz, HQ), 3.72 (dd, 1HJs.
eb~4 andJsae5-11.5 Hz, H@), 3.85-3.89 (m, 1H, H2), 3.95 (q, 1Bk4 Hz, H5), 4.07 (t, 1H,
J3.4~7.5 Hz, H3), 4.12-4.37 (m, 8H, H2’, H3’, H4’, H341, and OEi,CHg), 5.74 and 5.75
(2d, 1H,J56~8Hz, H5”, d1 and d2), 5.84 and 5.85 (2d, I+4.5 Hz, H1’, d1 and d2), 7.73
and 7.75 (2d, 1H]s.¢~8 Hz, H6”, d1 and d2).

13C NMR (CD3OD, 62.5MHz) & 16.7 and 16.8QHs, d1 and d2), 33.0 and 34.9 @cp
137Hz, C9), 38.4 (d] c.p 12 Hz, C7), 60.6 (C8), 63.7 (d,c-p 6.5 Hz) and 63.9 (dl c.r 6.8
Hz) (OCH,CHs), 64.6 and 64.7 (C1 or C4), 64.9 (C1 or C4), q&f), 66.2-66.4 (m, C5'),
69.0 (C5), 70.9 (C2’ or C3"), 74.8 and 74.9 (C2'G8’), 76.7 (C3), 79.2 (C2), 83.6 and 83.7
(C4’, d1 and d2), 91.6-91.7 (C1’), 103.0 (C5"), 1A2C6"), 150.2 (C2”), 166.0 (C4").

%P NMR (CD50D, 202MHz) 529.68 (s), 30.07 (S).
(+) MS (ESI) : m/z= 556.5 [M+H], 578.5 [M+Na] .

HRMS (ESI) CoH3sN30:13P : calcd :m/z = 556.1907 [M+H], found : m/z = 556.1906
[M+H] "
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Partie Expérimentale

Anal. Calcd for CooH43CIN3O17P: C, 36.18; H, 6.53; N, 6.33; Cl, 5.34; P, 4.66. kauC,
35.72; H, 6.13; N, 6.00; Cl, 5.39; P, 4.29.
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Partie Expérimentale

(1S)-1.4-Dideoxy-1€-{(2S)-3-[(uridin-5’-y)phosphono]-2-hydroxypropy)}-1.,4 -imino-D-
galactitol 99

O

.HBr 5 NH
0
N H/O O N
6 4\ 1
HOH,C ™5 \/
3 2 OH OH

Formula: Q3H3lBI'N30]_3P Mol. Wt.: 608.33

To a solution of phosphona®8 (65 mg, 0.109 mmol) in dry MeCN (3 mL) was added
BrSiMe; (0.145 mL, 1.1 mmol) at room temperature. The arixtwas stirred for 3 days; the
mixture was then diluted with MeOH (15 mL) and cenitated under reduced pressure. The
dilution and evaporation processes were repeatext.tWwhe residue was then taken up with
water and the mixture extracted with &H, to remove traces of less polar organic
compounds. The aqueous phase was concentratedreddeed pressure. Chromatography of
the crude product on C18-reversed phase silica(igegD/MeOH 1/0 to 9/1) provided
compound9 (66.3 mg, 99%) as a purple foam.

[a]%°o= - 15 € = 1.62, MeOH).

'H NMR (CD30OD, 500 MHz) & 2.04-2.17 (m, 4H, H7, H9), 3.48-3.51 (m, 1H, Ha)54-
3.58 (m, 1H, H8), 3.66 (dd, 1Hs.cs~4 andJsaes-11.5 Hz, HE), 3.72 (dd, 1HJs.e5~4.5 and
Joas5-11.5 Hz, H§), 3.88 (dd, 1H,J 6.5 and 8.5 Hz, H2), 3.94-3.96 (m, 1H, H5), 4.0884
(m, 1H, H3), 4.11-4.32 (m, 6H, H1, H2’, H3’, H4 &H5’), 5.70 (d, 1HJs-6~8 Hz, H5”),
5.87 (d, 1HJ~4.5 Hz, H1’), 7.79 (d, 1Hls-¢~8Hz, H6").

13C NMR (CD30D, 62.5 MHz) ¢ 34.9 (d,Jc.-~138 Hz, C9), 38.0 (dlc.-~11 Hz, C7), 60.8
(C8), 65.0 (C4 or C1), 65.1 (C4 or C1), 65.2 (@H,7 (d,Jc.p 5.7 Hz, C5’), 68.9 (C5), 71.0
(C3'or C2’), 75.1 (C2’ or C3), 76.8 (C3), 79.1 2%, 83.9 (d,Jcp 7 Hz, C4), 91.3 (C1),

102.9 (C5"), 142.6 (C6"), 152.3 (C2"), 166.1 (C4").

3p NMR (CDs0OD, 202 MHz) 527.64 (s).
(+) MS (ESI) : m/z= 528.5 [M+H], 550.5 [M+Na] .

HRMS (ESI) CigH3:BrNsO13P: calcd :m/z = 528.1594 [M+H], found : m/z = 528.1600
[M+H] "
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Partie Expérimentale

Methyl 5-O-allyl-2,3-di-O-benzylf3-L -arabinofuranoside 102

©)

5
\/\()//"u4 1..OMe
3; /2

BnO OBn

Formula: G3zH»50s5 Mol. Wt.: 384.47

To a solution of methyl-2,8-benzylf-L-arabinofuranosidd01°*? (266 mg, 0.77 mmol) in
dimethylformamide (25 mL) were added sodium hydridé mg, 1.16 mmol, 1.5 equiv.).
After a stirring time of 30 minutes allyl bromideagradded (8fl, 1.0 mmol, 1.3 equiv.). The
mixture was stirred overnight and then quenchedduding ice and water. Organic layer was
extracted with toluene, washed with brine, watet #en dried over sodium sulfate. Solvents
were evaporated and after purification on silicd @RE/EtOAc 9/1) corresponding allyl
derivativel02 (253 mg, 85%) was obtained as a colorless oil.

[a]%°o= -64 € =1.20, CHC)).

IH NMR (CDCl3, 250 MHz) & ppm 3.39 (s, 3H, O8s), 3.51-3.63 (m, 2H, H5), 3.87 (dd,
1H, J,.3~2.8 andJ;.4~6.5 Hz, H3), 3.99 (dd, 1H;.,~1.0 andJ),.3~2.9 Hz, H2), 4.01 (id, 2H,
Jere-cre=~1.3 andJcre-cr=—~5.7 Hz, G,CH=), 4.14-4.22 (m, 1H, H4), 4.44-4.62 (m, 4H,
OCHzPh), 4,94 (S, 1H, Hl), 517 (ddd, lH‘sz.Csz‘*l.Z,J:CHZa.CHZb:"‘Z.? andJ=CH2?CH=~10.4
Hz, G‘|2a:CH), 5.40 (ddd, 1H,JcHe-cH=~1.5, J:CHZ?CH%;B.Z and 'J=CH2b-CH=~17-3 Hz,
Csz:CH), 5.89 (tdd, 1HJchecH=~5.6, J-cHeacH=—10.4 andJ:CHZUCH:~17.2 Hz, CH:CH),
7.27-7.35 (m, 10H, Bars).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) dppm 55.0 (CH), 70.0 (GCH,Ph), 72.0 (C5), 72.2 (CH,Ph),
72.5 CH,CH=), 80.9 (C4), 83.6 (C3), 88.2 (C2), 107.4 (C07.3 CH,=CH), 127.9-128.5
(CHars), 134.7 (CH=CH), 137.6 (Cq;), 138.0 (Cg,).

(+) MS (ESI) : m/z= 407.5 [M+Na];
Anal. Calcd. for C,3H,¢0s5: C, 71.85; H, 7.34. Found: C, 71.55; H, 7.34.
IR (NaCl, cm'l) 3397, 2913, 2868, 1723, 1455, 1268, 1106, 10687.10

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.67.
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Partie Expérimentale

Methyl 5-0-2,3-di-O-benzyl-{(2S, 3aS, 4S, 5S, 69)-4,5-dibenzyloxy-6-[(15)-1,2-
dibenzyloxyethyllhexahydropyrrolo-[1,2-b]-isoxazol2-yImethyl}-B-L -arabinofuranoside
103

2‘\\\970
oBn O ~4Olr ,OMe
8/' 6N 3 . ,
BnOH,C 7 ™ d 3p—/2
5/ BnO ‘OBn
BnO OBn
Formula: G/HegsNO1g Mol. Wt.: 922.11

To a solution ofO-allylated compound (619 mg, 1.60 mmol, 1.6 equiv.joluene (16 mL)
was added nitrone (535 mg, 0.99 mmol). The mixtues stirredwas stirred overnight at
110°C. The brown mixture was then concentrated @ndication on silica gel (PE/EtOAc
4/1 to 3/1) afforded cylcoadduct product (451.4 Af6) as a yellow oil.

[a]%5= -8 (€ =4.46, CHC)).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) dppm 2.14 (t, 2HJ~7.9 Hz, H3), 3.33 (dd, 1H~2.0 and 7.6
Hz, H-6), 3.36 (s, 3H, Oy), 3.51-3.58 (m, 2H, H9), 3.62-3.63 (m, 2H, H5")63 (dd, 1H,
J~2.0 and 7.6 Hz, H3a), 3.80-3.85 (m, 4H, H7, H8))H3.88 (dd, 1H,J~5.1 Hz, H4), 3.97
(dd, 1H,J~1.0 and 2.8 Hz, H2’), 4.05 (dd, 1K:5.1 and 7.4 Hz, H5), 4.12-4.16 (m, 1H,
H4), 4.21-4.27 (m, 1H, H2), 4.36 (d, 1H~11.6 Hz, OGI,Ph), 4.44-4.57 (m, 10H,
OCH,Ph), 4.79 (d, 1H}~11.8 Hz, OGI,Ph), 4.90 (s, 1H, H1’), 7.19-7.34 (m, 30HHGs).

13C NMR (100 MHz, CDCls) & ppm 37.3 (C3), 55.0 (3 70.3 (C3a), 71.6 (C6), 71.9
(OCH,), 72.0 (QCH,), 72.1 (GCHy), 72.26 (GCH,), 72.31 (GCH,), 72.5 (GCH.Ph), 73.1
(OCH,Ph), 73.5 (C2), 75.5 (C3'), 82.8 (C4’), 83.59 (C83.59 (C7), 87.3 (C4), 88.2 (C2),
107.3 (C1), 127.5-128.60Hars), 137.6 (C@,), 137.9 (Cq,), 138.2 (Cay), 138.7 (Cay),
138.9 (Cq,).

(+) MS (ESI) : m/z= 922.5 [M+HT, 944.5 [M+Na].
Anal. Calcd. for C57Hg3NO1g: C, 74.24; H, 6.89; N, 1.52. Found: C, 74.56; 816N, 1.54.
IR (NaCl, cm‘l) 3018, 2401, 1496, 1455, 1216, 1100, 1027.

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.4.
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Partie Expérimentale

Methyl 5-0O-[(29)-2-hydroxy-3-((1R)-1,4-dideoxy-1,4-imino-2,3,5,6-tetradd-benzylD-
galactit-1-yD)-propyll -2,3-di-O-benzyl3-L -arabinofuranoside 104

oBn H
. J\I 7 .o 5 . O
BnOH,C s ™" 7 7 "0 Ty wOMe
3)—/2 OH 5) /2
BnO  OBn BnO  OBn
Formula: G/HesNO1g Mol. Wt.: 924.13

To a solution of Zinc (85 mg, 1.3 mmol, 11.5 equim acetic acid (1.4 mL) was added
copper acetate (0.3 mg, 0.002 mmol, 1.8 equiv.g Mixture was stirred 10 minutes at room
temperature, then a solution of bicyclic compodr@8 (104.4 mg, 0.113 mmol) in acetic
acid/water (2/0.8 mL) was added dropwise. The mtuas stirred during 1h30 at 80°C and
then EDTA (271 mg) was added. After 20 min at rotamperature aqueous solution of
NaOH was added, to the green mixture, until pH 209lhe organic layers were extracted
with CH,ClI,, dried over Ng50O,. The yellow mixture was then concentrated andfigation

on silica gel (PE/EtOAc 1/1) afforded prodd€4 (79.3 mg, 76%) as a yellow oil.

[a]?°5= -30 € =0.59, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm 1.50-1.56 (m, 1H, H7a), 1.65-1.72 (m, 1H, HZ)8
(dd, 1H,J~3.5 and 5.8 Hz, H4), 3.25 (s, 3H, B¢, 3.38-3.44 (m, 3H, H9 and H1), 3.51-3.60
(M, 4H, H5', H6), 3.67-3.70 (m, 2H, H2 and H3), B:3.81 (m, 2H, H5 and H3’), 3.89-3.91
(m, 2H,J~0.9, 2.8 Hz, H2' and H8), 4.07-4.11 (m, 1H, H4)28-4.51 (m, 11H, OB,Ph),
4.65 (d, 1HJ~11.5 Hz, OGI,Ph), 4.82 (s, 1H, H1"), 7.18-7.26 (M, 30H:%s).

13 NMR (CDCls, 100 MHz) 6 ppm 33.7 (C7), 55.0 (G 59.4 (C1), 63.06 (C1 and C4),
68.9 (C8), 71.4 (C6 or C3), 71.7 (C6 or C3), 72(@CH,Ph), 72.11 (@H,Ph), 72.3
(OCH,Ph), 73.2 (@H,Ph), 73.6 (@H,Ph), 75.1 (C9), 76.0 (C5), 81.0 (C4’), 83.7 (CB83,7
(C5'), 88.2 (C2'), 89.2 (C2), 107.3 (C1’), 127.9818 (CHars), 137.6 (Ca), 137.9 (Ca),
138.18 (Cq), 138.23 (Cg), 138.4 (Cqy).

(+) MS (ESI) : m/z= 924.5 [M+H]".
Anal. Calcd. for Cs7HeaNO1o: C, 74.08; H, 7.09; N, 1.52. Found: C, 74.10; 47N, 1.54.
IR (NaCl, cm™) 3329, 3063, 3030, 2865, 2921, 1496, 1454, 10983.10

TLC (PE/EtOACc 7/3) : Rf = 0.03.
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Partie Expérimentale

Methyl 5-O-[(2S)-2-hydroxy-3-((1R)-1,4-dideoxy-1,4-iminob-galactit-1-y)-propyl] -B-L -
arabinofuranoside 105

OH H
° 4 \"\l s 2 201
HOH,C s \\ﬂ\ow‘\\\OMe
3)—/2  OH 3y /o
HO //OH HO //OH

Formula: Q5H29NO]_0MO|. Wit.: 383.39

To a solution of bicyclic compountD3 (108 mg, 0.117 mmol) in MeOH (1 mL) was added
Raney Ni (=300 mg). The mixture was stirred 24 HGRC then more Raney Ni (~600 mg)
was added. The discolored mixture was stirredwagdtduring 48 hours at 40°C. The black
mixture was then filtered through Millipore and \Wwad with water. The colorless mixture
was then concentrated and purification on silich (§#HCls/MeOH/H,O 9/4/0.6) afforded
productl05(16.7 mg, 37 %) as a colorless oil.

[a]?°o= -72 € =0.54, BO).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) dppm 1.65 (ddd, 1H]~3.6, 8, and 10.4 Hz, H7a), 1.731.81 (m,
1H, H7b), 2.97 (dd, 1H}~4.8 and 7.6 Hz, H4), 3.10-3.17 (m, 1H, H1), 3.863H, OCy),
3.46-3.57 (m, 3H, H9 and H5'a), 3.60-3.66 (M, 3HBbH H6a and H2), 3.67-3.72 (m, 2H,
H6b and H3), 3.84-3.94 (m, 4H, H8, H5, H2' and H3)97-4.011 (m, 1H, H4), 4.76 (d,
1H, J;»~1.6 Hz, H1).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) ppm 37.9 (C7), 55.3 (G} 59.7 (C1), 63.9 (C4), 65.4 (C5'),
69.1 (C8), 72.4 (C6), 72.5 (C3), 77.1 (C9), 79.2'(6r C3'), 79.4 (C5), 82.6 (C2), 83.4
(C2'or C3"), 84.1 (C4’), 110.7 (C1).

(+) MS (ESI) : m/z= 384.0 [M+HT, 406.0 [M+Na].

HRMS (ESI) C1sH30NOso: calcd :m/z= 384.1870 [M+H], found :m/z= 384.1870 [M+H].
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Partie Expérimentale

Methyl B-D-galactofuranoside 108*

OH

HO\G)SB“\\ELOCH?,
3y /2

HO OH

Formula: GH1404 Mol. Wt.: 194.18

To a solution of D-galactose (5 g, 0.028 mol) in e (154 mL) was added iron (Il1)
chloride (4.49 g, 0.028 mol, 1equiv.). The reactoirture was stirred 24 h at 60°C and then
5h at 70°C. After stirred the orange mixture atmo@mperature for 1 h, NaHG@20 g) in
water (600 mL) was added. The brown precipitate stiaied 45 min at room temperature and
then filtrated on celite. The filtrate was then centrated under reduced pressure to provide a
white solide. Purification by flash chromatographysilica gel (CHCI,/MeOH 5/2) afforded
desired compounti08(1.8 g, 33.6%) as a colorless ail.

[a]*?°5 = - 90 € =0.9, MeOH).

'H NMR (CD 30D, 400 MHz) & ppm 3.36 (s, 3H, OC$), 3.60-3.65 (m, 2H, H6), 3.69-3.73
(m, 1H, H5), 3.90-3.93 (M, 2H, H2 and H4), 4.00, (tid, J~6.3 and 3.7 Hz, H3), 4.75 (d, 1H,
J1-2~1.6 Hz, Hl).

13C NMR (CD30D, 100 MHz) 5ppm 55.3 (@H3), 64.5 (C6), 72.5 (C5), 78.8 (C3), 83.2 (C2
ou C4), 84.4 (C2 ou C4), 110.5 (C1).

(+) MS (ESI) : m/z= 217.0 [M+Na].

TLC (CH »Cl,/MeOH 5/2) : Rf = 0.5.

355



Partie Expérimentale

Methy! 6-O-allyl- B-D-galactofuranoside 108°°

OH
0L a0 LiocH,

3 /2

HO OH

Formula: GoH1505 Mol.Wt. : 234.25

Compoundl08 (494 mg, 2.55 mmol) was dissolved in MeOH (30 milip butyl oxide (1.27

g, 5.09 mmol, 2 equiv.) was then added and theiogamixture was stirred 4h at 70°C. After
concentration under reduced pressure, the whit@ f@as dissolved in THF (3.5 mL). After
the addition of tetrabutylammonium iodide (940 B4 mmol, 1 equiv.) and allyloromide
(488 pL, 5.61 mmol, 2 equiv.) the mixture was stirovernight at room temperature. To lead
to the reaction completion the mixture was themexdi 48 hours at 50°C. After concentration
under reduced pressure, purification by flash clatmgraphy on silica gel (PE/EtOAc 4/1 and
then 2/1) afforded desired compout@d (381.4 mg, 64 %) as a yellow oil.

[a]?°5 could not be measured because of saritethe product

IH NMR (CD30OD, 400 MHZz) & ppm 3.36 (s, 3H, OCH, 3.54 (dd, 1HJs.c:~8.4 andJea.
6b~10 Hz, H6a), 3.55 (dd, 1His.6:~9.6 andJsae~10 Hz, H6b),3.83-3.87 (m 1H, H5), 3.90-
3.92 (m, 2H, H2 and H4), 4.00-4.05 (m, 3H, H3 attbCH=), 4.76 (d, 1HJ,~1.6 Hz, H1),
5.17 (ddd, 1H1J=CH2a-CH2~1-61'J=CH2a-CH2b=~3-2 and.J=CH2?CH=~1O.4 Hz, C"Zla:), 5.30 (ddd, 1H,
J=CH2b—CH2"’1-6,J=CH2aCH2b="‘3-2 and]=CH2t,CH=~17.2 Hz, CHb:), 5.88-5.98 (m, 1H, CH:).

13 NMR (CD3OD, 100 MHz) d ppm 55.3 (@Hs3), 70.4 (C5), 72.6 (C6), 73.ZH,CH=),
78.6 (C3), 83.2 (C2 or C4), 84.5 (C2 or C4), 14T5), 117.2 CH,=), 136.1 CH=).

(+) MS (ESI) : m/z= 252.5 [M+NH]".

HRMS (ESI) CigHigNaQs: calcd :m/z = 257.1001 [M+Na], found : m/z = 257.1014
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3345, 2925, 1683, 1624, 1449, 1106, 1033, 1073, 93

TLC (CH ,Cl,/MeOH/EtsN 5/1/0.2 ) :Rf = 0.7.

3% Sjlvia, I.; Dumitru Petru, |.Proceeding of the Romanian Academy, Seri26®} 6, 3-6.
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Partie Expérimentale

Methyl-6-O-{(2S, 3aS, 4S, 55, 65)-4,5-dibenzyloxy-6-[(15)-1,2-dibenzyloxyethyl]
hexahydropyrrolo-[1,2-b]-isoxazol-2-yImethyl}3-D-galactofuranoside 110

OH

\/!. +.0_1,0Me

HO OH

Formula: G4Hs3NOq4 Mol. Wt.: 771.89

To a solution ofO-allylated compoundl09 (135.2 mg, 0.577 mmol, 1.2 equiv.) in
tetrachloroethylene (2 mL) was added nitrone (258c¢y 0.481 mmol). The mixture was

stirred overnight at 90°C. The brown mixture waantltoncentrated and purification on silica
gel (CHCIl,/MeOH 99.5/0.5 to 98/2) afforded cycloadduct pradii0 (136.9 mg, 37%) as a

brown oil.

[a]?°o= -10 € =1.46, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) d ppm 2.10-2.16 (m, 1H, H3, 2.22-2.29 (m, 1H, Hg, 3.10
(d, 1H, Js.04~10.5 Hz, OH), 3.35 (s, 3H, @), 3.37 (brs, 1H, H6), 3.61-3.64 (m, 3H, H9
and H6}), 3.66 (dd, 1HJs5.64~3.6 andJsass~10.2 Hz, H62), 3.71-3.75 (m, 1H, H3a), 3.79
(m, 3H, H7 and H8), 3.89 (dd, 1K,5~5.2 Hz, H4), 3.93-3.99 (m, 1H, H3’, H4’ and H5),
4.04 (dd, 1H,J;5~5.2 andJs.¢~7.3 Hz, H5), 4.06 (brs, 1H, H2"), 4.23-4.31 (m,,3#2 and
OCH,Ph), 4.44-4.60 (m, 7H, G&Ph and OH), 4.76 (d, 1H~11.8 Hz, O®i,Ph), 4.86 (s,
1H, H1), 7.18-7.37 (M, 20H, &as).

13C NMR (CDCl35, 100 MHz) dppm 36.5 (C3), 55.0 (G} 68.1 (C3a), 70.3 (C5'),70.6 (C6),
71.4 (C8), 72.0 (C9), 72.1 @M,Ph), 72.5 (@H,Ph), 73.1 (TH,Ph), 73.46 (CH,-Ph or
C6’), 73.51 (@H,Ph or C6’), 76.1 (C2 or C7), 76.3 (C2 or C7), 78(88’ or C4’ or C2),
78.93 (C3’ or C4’ or C2’), 83.1 (C5), 87.0 (C3’ 64'), 87.3 (C4), 109.9 (C1’), 127.6-128.6
(CHars), 137.9 (Cq,), 138.1 (Cq,), 138.6 (Cq;).

(+) MS (ESI) : m/z= 772.5 [M+H], 794.5 [M+Na].
Anal. Calcd. for C44Hs53NO¢1: C, 68.46; H, 6.92; N, 1.81. Found: C, 68.38; 7T N, 1.77.
IR (NaCl, cm™) 3418, 2916, 2870, 1454, 1101, 1028.

TLC (EtOAC/PE 4/1) : Rf = 0.2.
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Partie Expérimentale

Methyl 6-0O-[(29)-2-hydroxy-3-((1R)-1,4-dideoxy-1,4-imino-2,3,5,6-tetradd-benzylD-
galactit-1-yD)-propyll -B-D-galactofuranoside 111

OBn lj

Formula: G4HssNO14 Mol. Wt.: 773.91

To a solution of Zinc (45.5 mg, 0.69 mmol, 11.5igquin acetic acid (0.75 mL) was added
copper acetate (0.16 mg, 0.0012 mmol, 0.02 equihg¢ mixture was stirred 10minutes at
room temperature, then a solution of bicyclic coomub110 (57.6 mg, 0.06 mmol) in acetic
acid/water (1.06/0.43 mL) was added dropwise. Theure was stirred during 1h30 at 80°C
and then EDTA (144 mg) was added. After 20 minoair temperature aqueous, solution of
NaOH (2N) was added to the brown mixture, until @b12. The organic layers were
extracted with CHCI,, dried over NgSO,. The yellow mixture was then concentrated and
purification on silica gel (CkCl,/MeOH 25/1) afforded productll (17 mg, 29 %) as a
colorless oil.

[a]?°0 = -49 € =0.59, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) d ppm 1.54-1.70 (m, 2H, H7), 3.18 (dd, 18,5~4.4 andJs.
4~5.2 Hz, H4), 3.36 (s, 3H, O%), 3.38-3.42 (m, 1H, H1), 3.43-3.49 (m, 2H, H96®3.63
(m, 4H, H6’, H6), 3.67-3.71 (dd, 1H,45~4.5 andJs¢~4.7 Hz, H5), 3.80 (m, 1H, H2), 3.89
(dd, 1H,J;.5~3.8 andJ;4~5.4 Hz, H3), 3.88-4.02 (m, 4H, H5’, H8, H4’and H34.06 (s, 1H,
H2"), 4.37-4.54 (m, 7H, OB,Ph), 4.72 (d, 1HJ~11.5 Hz, OEi,Ph), 4.87 (s, 1H, H1), 7.24-
7.35 (m, 20H, Elars).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) 5 ppm 33.0 (C7), 55.1 (G} 59.7 (C1), 62.9 (C4), 69.1 (C8),
70.3 (C5'), 71.4 (C6 or C6’), 72.0 (@i,Ph), 72.2 (@H,Ph), 72.9 (TH,Ph), 73.1
(OCH,Ph), 73.7 (C6 or C6'), 75.4 (C9), 75.7 (C5), 783+ (or C3'), 79.0 (C2’), 85.3 (C3),
87.3 (C4’ or C3"), 87.9 (C2), 109.8 (C1’), 127.8818 (CHars), 138.0 (Cq,), 138.06 (Ca),
138.09 (Cg;), 138.2 (Cgqy).

(+) MS (ESI) : m/z= 774 [M+ H[', 797 [M+Na].

Anal. Calcd. for C44Hs5sNO;1. 0.5H,0: C, 67.50; H, 7.21; N, 1.79. Found: C, 67.60; K27
N, 1.74.

IR (NaCl, cm™) 3423, 1647, 1454, 1216, 1098, 1028.

TLC (CH ,Cl,/MeOH 5/0.2) : Rf = 0.23.

358



Partie Expérimentale

Methyl 6-O-{(2S, 3aS, 4S, 5S, 6S)-4,5-dihydroxy-6-[(1S)-1,2-dihydroxyethyllhexahydro-
pyrrolo-[1.2-b]l-isoxazol-2-yImethyl}-B-D-galactofuranoside 112

HOHZC%_/

7

HO OH

Formula: GeH29NO11 Mol. Wt.: 411.40

To a solution ofO-allylated compound 09 (190 mg, 0.81 mmol, 1.7 equiv.) in water (5 mL)
was added debenzylated nitrdk(85.7 mg, 0.48 mmol). The mixture was stirred aeek
at 60°C. The yellow mixture was then concentratedl gurification on silica gel
(CHCIx/MeOH 9/1 to 5/2) afforded cycloadduct produdt? (100 mg, 51 %) as slightly
yellow oil.

[a]?°o= -3 € = 0.5, HO).

'H NMR (CD30D, 400 MHz) Sppm 2.13-2.20 (m, 1H, H3, 2.22-2.27 (ddd, 1H}~2.6, 5.7
and 12.2 Hz, Hg), 3.05 (dd, 1HJs.¢~2.0 andls.7~8.9 Hz, H6), 3.36 (s, 3H, OG), 3.42-3.49
(m, 1H, H3a), 3.56-3.75 (m, 7H, H9, H8, H7 and HB&)78 (t, 1H,J~7.2 Hz, H4), 3.83-3.93
(M, 4H, H3', H2’ and H5' and H5), 4.00 (dd, 1B+3.5 and 6.2 Hz, H4’), 4.26-4.32 (m, 1H,
H2), 4.76 (dd, 1HJ;.»~1.4 Hz, H1').

13C NMR (CD3OD, 100 MHz) d ppm 37.5 (C3), 55.3 (CHi 65.5 (C9), 69.4 (C3a ), 70.6
(C5'), 71.2 (C7), 72.0 (C6), 72.3 (C6’ or C8), 7406’ or C8), 76.3 (C2 or C3’), 76.4 (C2 or
C3'), 78.8 (C4’), 81.7 (C4), 83.2 (C5 or C2’), 8432’ or C5), 110.4 (C1).

(+) MS (ESI) : m/z= 412 [M+HT', 434 [M+Na].
HRMS (ESI) C16H30NO1 1 calcd :m/z= 412.1819 [M+H], found :m/z= 412.1833 [M+H].

TLC (CH >Cl/MeOH 9/1) : Rf = 0.06.
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Partie Expérimentale

Methyl 6-0O-[(2S5)-2-hydroxy-3-((1R)-1,4-dideoxy-1,4-iminob-galactit-1-y|)-propyl] -B-D-
galactofuranoside 113

OH H
o 4\\\N ] 8 o
HOH,C 5 -
s)—/2  OH
HO  OH

Formula: GeH31NO11 Mol. Wt.: 413.42

To a solution of cycloaddudtl2 (22 mg, 0.054 mmol) in water (0.5 mL), was addech&/
Ni (~20 mg wet). The mixture was stirred overniglitroom temperature. Filtration over
celite and concentration under reduced pressuoedaifi crude compountll3 Purification
on silica gel (CHGIMeOH/H,O 70/50/1) and then on C18-silica,®) afforded the desired
compoundl13(19.1 mg, 86%) as a colorless oil.

[a]®5= -50 € =0.41, HO).

'H NMR (CD50OD, 400 MHz) Sppm 1.67-1.74 (ddd, 1H~3.6, 8.4 and 14.4 Hz, H7a), 1.78-
1.87 (m, 1H, H7b), 3.04 (dd, 1Ks.4~4.4 andlss~7.6 Hz, H4), 3.17-3.22 (m, 1H, H1), 3.36
(s, 3H, OCH), 3.48-3.50 (m, 2H, H9), 3.55-3.76 (m, 6H, H2, #& and H5), 3.85-3.96 (m,
5H, H3, H8, H2, H5'and H3"), 4.00 (dd, 1H~4 and 6 Hz, H4), 4.76 (d, 1H;.»~1.6 Hz,
H1).

13C NMR (CD30D, 100 MHz) d ppm 37.4 (C7), 55.3 (CHs), 50.9 (C1), 64.0 (C4), 65.4
(C6), 69.0 (C8), 70.9 (C5'), 72.1 (C5), 73.9 (C&$.7 (C9), 78.9 (C4’), 79.0 (C3), 82.2 (C2),
83.3 (C2’ or C3'), 84.8 (C2'or C3), 110.5 (C1’).

(+) MS (ESI) : m/z= 414 [M+HT', 436 [M+Na].
HRMS (ESI) C16H3:NO; 1 caled :m/z= 414.1975 [M+H], found :m/z= 414.1980 [M+H].

TLC (CHCI 3/MeOH/H,0 7/5/1) :Rf = 0.05.
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Partie Expérimentale

Methyl 5,6-O-isopropylidene-8-b-galactofuranoside 114%’

#O
Oe 4O L.OCH;,
3 JZ

’/

Formula: GoH180s Mol. Wt.: 234.25

To a solution of compound08 (116.7 mg, 0.60 mmol) in DMF (4 mL) were added-2,2
dimethoxypropane (0.148 mL, 1.2 mmol, 2 equiv.) #meh camphorsulfonic acid (1.3 mg,
5.6 10° mmol). The reaction mixture was stirred 24 hour)%C and then 24h at room
temperature. After concentration under reduced spres purification by flash
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 1/1E{:N) afforded the desired compoudd4
(71.3 mg, 51 %) as a colorless oil.

[a]%5= -10 € =0.78, MeOH).

'H NMR (CD 30D, 400 MHz) 5ppm 1.36 (S, 3H, CHsoprop, 1.41 (S, 3H, Chlisoprod, 3.37 (S,
3H, OCH;), 3.81-3.84 (m, 2H, H3 and H4), 3.89-3.93 (m, 212, and H6a), 4.06 (dd, 1Hs.
6b~6.4 andlsa.c5-8.4 Hz, H6b), 4.21-4.26 (m, 1H, H5), 4.76 (d, Jid~1.6 Hz, H1).

*C NMR (CD30D, 100 MHz) d ppm 25.7 (CHisoprop, 26.7 (CH isoprop, 55.3 (QCH3), 66.4
(C6), 77.6 (C5), 79.3 (C3), 83.4 (C2), 84.7 (CA0F (C1), 110.7 (Coprop-

(+) MS (ESI) : m/z= 252.0 [M+NH]*, 257.5 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3426, 2987, 2925, 1685, 1455, 1373, 1260, 121%56,11056.

TLC (EtOAC/PE 2/1) : Rf = 0.26.

%7Rao, A. S.; Roy, NCarbohydr. Resl977, 59, 393-401.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetyl-5,60-isopropylidenef8-D-galactofuranoside 115

0]

O 4\\\0314OCH3
3 2

AcO OAcC

Formula: G4H»,05 Mol. Wt.: 318.32

To a solution of compountil4 (60.3 mg, 0.257 mmol) in pyridine (1.5 mL) was eddcetic
anhydride (0.97 mL, 1.03 mmol, 4 equiv.). Then, rids&ction mixture was stirred overnight at
room temperature. After three coevaporations withluene, purification by flash
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 8/ZE{;N) afforded the desired compoudd5
(80.95 mg, 98%) as a colorless oil.

[a]%5= -58 € =0.56, MeOH).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) 5ppm 1.38 (S, 3H, CHsoprog, 1.44 (S, 3H, Chlisoprop, 2.10 (S,
3H, CH; oad, 2.11 (s, 3H, Chload, 3.41 (s, 3H, OCH), 3.86 (dd, 1HJs.656.4 andlsa.c5~8.4
Hz, H6a), 4.05-4.10 (m, 2H, H4 and Héb), 4.34 (d, Js.c~6 Hz, H5), 4.94 (s, 1H, H1), 5.01
(d, 1H,J.5~1.2 Hz, H2), 5.03-5.04 (m, 1H, H3).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) ppm 20.86 (Chload, 20.93 (CH oad, 25.3 (CH isoprop), 26.4
(CHs isoprog, 55.1 (GCHs3), 66.6 (C6), 75.5 (C5), 77.1 (C4), 81.7 (C2), 8CB), 106.8 (C1),
110.0 (CGsoprop, 169.8 (C=0), 170.2 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 319 [M+H[', 336.5 [M+NH]", 341.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CyHxNaQs: caled : m/z = 341.1212 [M+Na], found : m/z = 341.1219
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3375, 1685, 1623, 1437, 1239, 1044, 906.

TLC (EtOAC/PE 3/7) : Rf = 0.47.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetylf3-D-galactofuranoside 116

OH

HO\G/ZWOCH?,
3 2

AcO OAc

Formula: GiH1s0s Mol. Wt.: 278.26

Compoundl115 (28.5 mg, 0.09 mmol) was dissolved in 50% Acetid aolution (2.45 mL,
AcOH:H,O:THF 3:2:1). The reaction mixture was stirred th58°C. After concentration
under reduced pressure, purification by flash clatography on silica gel (PE/EtOAc 1/1)
afforded the desired compoud6 (23.9 mg, 96 %) as a colorless oll.

Note: This compound may be obtained from compoiibd (699 mg, 2.86 mmol) without
purification of isopropylidene diacetat#l5 The two-steps sequence afforded desired
compound in 81% vyield (590 mg).

[a]%°o=-99 € =1.73, MeOH).

'H NMR (CD 30D, 400 MHz) dppm 2.07 (s, 6H, C¥bad, 3.37 (s, 3H, OCH, 3.62 (d, 2H,
Js.6~6.4 Hz, H6), 3.81 (dt, 1H5.6~6.4 andls.s~2.8 Hz, H5), 4.13 (dd, 1Ha..~6 andly.s~2.8
Hz, H4), 4.93 (s, 1H, H1), 4.97 (d, 1Bbs~2 Hz, H2), 5.20 (dd, 1Hks~6 ands~1.6 Hz,
H3).

¥C NMR (CD30OD, 100 MHz) & ppm 20.6 (CH oad, 54.9 (GCH3), 64.1 (C6), 71.8 (C5),
78.5 (C3), 83.0 (C2), 83.2 (C4), 107.9 (C1), 11CZ0), 172.0 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 296.0 [M+NH]*, 301.0 [M+Na].

HRMS (ESI) Ci;HigNaQs: calcd : m/z = 301.0899 [M+Na], found : m/z = 301.0905
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3448, 2937, 2837, 1742, 1438, 1373, 1239, 11087,10044, 990.

TLC (EtOAC/PE 3/7) : Rf = 0.11.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetyl-6-O-triphenylmethyl- 3-D-galactofuranoside 117

3 2

OH
Ph
Ph\rov! 4\\\Ojl,OCH3
D

AcO OAc

Formula: GoH320s Mol. Wt.: 520.57

Compound 116 (101.7 mg, 0.37 mmol) was dissolved in pyridine5(ImL) and
triphenylmethylchoride (156 mg, 0.56 mmol, 1.5 eguvas added. The reaction mixture was
stirred 16h at 60°C. After concentration under wedl pressure, purification by flash
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 4/1) affardkesired compountil7 (132.2 mg, 69
%) as a colorless oil.

[a]%5= -35 € =0.76, MeOH).

'H NMR (CD 30D, 400 MHz) & ppm 2.02 (s, 3H, Cibad, 2.03 (s, 3H, Chload, 3.21-3.30
(m, 2H, H6), 3.33 (s, 3H, OGH 3.91 (dt, 1H,Js.6~6.4 andls.s~2.8 Hz, H5), 4.28 (dd, 1Hs.
~6 anddss=2.8 Hz, H4), 4.89 (s, 1H, H1), 4.98 (d, 1Hg~1.6 Hz, H2), 5.20 (dd, 1Hs.4~6
andJ,.s~1.6 Hz, H3), 7.20-7.30 (M, 9H HGvs), 7.38-7.48 (M, 6H, Bars).

13C NMR (CD30OD, 100 MHz) & ppm 20.6 (CH oad, 20.7 (CH oad, 55.0 (Q@CHs3), 65.7
(C6), 70.0 (C5), 78.5 (C3), 83.16 (C2), 83.22 (C28,0 (Cq), 107.8 (C1), 128.Tlars),
128.8 CHars), 129.8 CHars), 145.3 (Cgy), 171.6 (C=0), 172.0 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 539.0 [M+NH,]*, 543.5 [M+Na].
Anal. Calcd. for C3gH3,0g: C, 69.22; H, 6.20. Found: C, 69.53; H, 6.60.
IR (NaCl, cm‘l) 3508, 2933, 1732, 1493, 1449, 1372, 1107, 1064.

TLC (EtOAC/PE 3/7) : Rf = 0.43.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetyl-5-0-allyl-6-O-triphenylmethyl- B-D-galactofuranoside 118

-

Ph

Ph \}/0 64O\ 1. OCH;
Ph 2
AcO OAc
Formula: GsH3505 Mol. Wt.: 560.63

Compoundl117 (92.3 mg, 0.177 mmol) was dissolved in toluen® fhL) then silver oxide
(82.2 mg, 0.354 mmol, 2 equiv.), potassium iodig@ g, 0.354 mmol, 2 equiv.) and allyl
bromide (46.2 pL, 0.531 mmol) were added. The reachixture was stirred 4 days at 80°C.
After filtration through a celite pad and concetntma under reduced vacuum, purification by
flash chromatography on silica gel (PE/EtOAc 9ffpraled desired compountil8 (23 mg,
23 %).

A solution of compound.17 (100 mg, 0.19 mmol) in THF was submitted to 3 Zeepump-
thaw cycles and placed under Ar atmosphere. ThéRRg), (5.5 mg, 2.5 mol%) and then
methyl allyl carbonate (64.4 pL, 0.57 mmol, 3 equivere added. The reaction mixture was
stirred 3h at 65°C, and then 2 equivalents of metlyl carbonate (43 pL, 0.38 mmol) were
added. The crude mixture was then concentratedruadaced pressure and purified by flash
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 9/1). Debsicompoundl18 was obtained as a
colorless oil (73.1 mg, 68 %).

[a]®5= -32 € =0.76, CHCY).

4 NMR (CDCl 3, 400 MHz) & ppm 2.05 (s, 3H, Cioad, 2.09 (s, 3H, Chload, 3.30 (dd,
1H, Jsa-65-9.2 andls.65~6.4 Hz, H6a), 3.33 (s, 3H, OGK 3.42 (dd, 1HJsa-65-9.2 andls.¢~6
Hz, H6b), 3.68 (ddd, 1Hl;.5~9.2 ,J5.65~6 andJs¢s~6.4 Hz, H5), 4.03-4.08 (ddt, 1kb+1.2, 6
and 12.8 Hz, €,CH=), 4.18-4.24 (m, 2H, B,CH= and H4), 4.89 (s, 1H, H1), 5.02 (d, 1H,
Jp.5~1.6 Hz, H2), 5.12-5.15 (m, 1H,H3=), 5.20 (dd, 1H.)s.4~6 anddy.s~1.6 Hz, H3), 5.25
(ddd, 1H,J=crrcr~1.6, J=croncra=—3.2 andI=cpmcr=—~17.2 Hz, ®Gop=), 5.89 (ddt, 1HJcn.-
CH=~61 ‘J=CH2?CH=~1O-4 andJ=CH2t,CH=~17.2 Hz, (H:), 7.23-7.31 (m, 9H, BAr’s)a 7.43-7.45
(m, 6H, Hars).

*C NMR (CDCl3, 100 MHz) dppm 21.0 (CHoad), 21.1 (CH oad, 54.9 (CCH3), 63.1 (CB6),
72.8 (QCH,CH=), 76.4 (C5), 77.0 (C3), 81.6 (C4), 82.2 (CZ},18(Cq), 106.5 (C1), 117.4
(CH,=), 127.2 CHars), 128.0 CHars), 128.8 CHars), 134.9 CH=), 144.1 (Cg,), 170.2
(C=0), 170.4 (C=0).
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Partie Expérimentale

(+) MS (ESI) : m/z= 578.5 [M+NH,]", 583.5 [M+Na].
Anal. Calcd. for C33H3¢0g: C, 70.70; H, 6.47. Found: C, 70.50; H, 6.70.
IR (NaCl, cm™) 3059, 2930, 1743, 1491, 1449, 1371, 1241, 11065.10

TLC (PE/EtOAC 8/2) : Rf = 0.76.

366



Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetyl-5-O-allyl-B-D-galactofuranoside 119

ﬁ

0

HO s 4\\\0314OCH3
3 /2

“,

AcO OAc

Formula: G4H»,05 Mol. Wt.: 318.32

Compound118 (89.9 mg, 0.160 mmol) was dissolved in 80% acatid (824 uL). The
reaction mixture was stirred 1h30 at 70°C. Aftediidn of 5 mL of water, organic layer was
extracted with EtOAc, and then washed with an agseolution of sodium
hydrogenocarbonate and water. The organic layers dreed over sodium sulfate and solvent
were evaporated. Purification by flash chromatolgyapn silica gel (PE/EtOAc 6/4) afforded
desired compountl19(36.5 mg, 72 %) as a colorless oil.

[a]®5= -64 € =0.62, CHCY).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) Sppm 2.10 (s, 6H, Cibad, 3.39 (s, 3H, OCH), 3.72-3.81 (m,
3H, H6 and H5), 4.18-4.27 (m, 3HHaCH= and H4), 4.95 (s, 1H, H1), 5.03 (d, 1Hs~1.6
Hz, H2), 5.23-5.30 (M, 2H, .= and H3), 5.33 (ddd, 1Hcrcr~1.6, croecr~2.8 and
J-chew-cr="~17.2 Hz, CHQb:), 5.89 (ddt, 1HJcHe-cH=~6, J=cHeacH=—10.4 andJ:CHwCH;l?.Z Hz,
CH=).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm 20.95 (Chload, 20.97 (CH oad, 55.0 (QCH3), 62.1
(C6), 72.5 (@H,CH=), 77.1 (C3), 77.6 (C5), 81.8 (C4), 82.5 (CT)BT (C1), 117.6GH,=),
134.7 CH=), 170.1 (C=0), 170.4 (C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 336.0 [M+NH]*, 341.0 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3400, 2925, 1739, 1644, 1371, 1232, 1108.

TLC (PE/EtOAc 8/2) : Rf = 0.14.
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Partie Expérimentale

Methyl 5-O-allyl- 3-D-galactofuranoside 120

N

0
HO\G/!.,j\\Oj,OCHS
3 .

N

A\

HO OH

Formula: GoH180s Mol. Wt.: 234.25

To a solution of compountil9 (35 mg, 0.11 mmol) in MeOH/CJEI, (1/1 2 mL) was added
few drops of a solution of MeONa until pH 9-10. Tieaction mixture was stirred 2h at room
temperature. After an addition of few drops of Ac®blvent evaporation afford yellow crude
product. Purification by flash chromatography dicaigel (PE/EtOAc 1/4) afforded desired
compoundl20(25.5 mg, 99 %) as a colorless oil.

[a]?°o= -107 € =0.46, CHC})).

14 NMR (CD 30D, 400 MHz) & ppm 3.36 (s, 3H, OC#} 3.51-3.59 (m, 1H, H5), 3.71 (d,
2H, 5.6 Hz, H6), 3.91-3.96 (M, 3H, H2, H3 and H4),644128 (m, 2H, E,CH=), 4.73 (d,
1H, J1.~2 Hz, H1), 5.15-5.18 (M, 1H,HG:=), 5.31 (ddd, 1H-croncre~1.6, Jochamcr~3.2
andJ=CHZE,CH=~17.2 Hz, (Hzt):), 5.98 (ddt, 1HJcHe-cH=~6, J=cHeach=—10.4 andJ=CH2t,CH=~17.2
Hz, CH=).

13C NMR (CD30D, 100 MHz) 5ppm 55.37 (@Hs), 62.5 (C6), 73.5 (OH,CH=), 78.7 (C5),
80.3 (C4), 83.4 (C3), 84.0 (C2), 110.3 (C1), 11TH,=), 136.3 CH=).

(+) MS (ESI) : m/z= 252 [M+NH,]*, 257 [M+Na].
Anal. Calcd. for C1gH1806: C, 51.27; H, 7.75. Found: C, 51.39; H, 7.91.
IR (NaCl, cm‘l) 3384, 2922, 2851, 2361, 1652, 1455, 1427, 11085,110022.

TLC (PE/EtOAc 2/8) : Rf = 0.4.
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Partie Expérimentale

Methyl 5-O-{(2S, 3aS, 4S, 5S, 69)-4,5-dihydroxy-6-[(1S)-1,2-dihydroxyethyllhexa-
hydropyrrolo-[1,2-bl-isoxazole-2-yImethyl}8-D-galactofuranoside 121

HO 7 . 3a

Formula: GeH29NO11 Mol. Wt.: 411.40

To a solution of nitron&2 (47 mg, 0, 26 mmol, 1.6 equiv.) in water (3 mLaswadded ®-
allyl-B-D galactofuranoside (99.6 mg, 0.42 mmol). The mxtwas stirred 5 days at 60°C
and was then concentrated under reduced pressunefic®ion on silica gel
(CHCIl3/MeOH/H,O 7/4/0.1) afforded desired compoubdl (77.3 mg, 72%) as a colorless
oil.

[a]?°p= -22 € =0.55, MeOH).

'H NMR (CD 30D, 400 MHz) Sppm 2.12-2.20 (m, 1H, H3A), 2.27 (ddd, 1H2.3, 5.6 and
12.2 Hz, H3B), 3.08 (dd, 1H~2.3 and 8.8 Hz, H6), 3.35 (s, 3H, OgH3.44-3.49 (m, 1H,
H3a), 3.60 (dd, 1H}~5.5 and 9.8 Hz, H5'), 3.61-3.66 (m, 6H, H7, H98, &hd H6"), 3.78 (t,
1H, J~7.3 Hz, H4), 3.87-3.97 (m, 4H, H2’, H3, H5 and )93.99-4.01 (dd, 1H}~3.3 and
6.3 Hz, H4'), 4.29-4.35 (m, 1H, H2), 4.75 (d, 14,»~1.2 Hz, H1)).

13C NMR (CD30D, 100 MHz) dppm 37.3 (C3), 55.3 (CH3), 62.6 (C6’ or C8), 65.2 (C6’ or
C8), 69.4 (C3a), 71.2 (C7), 72.1 (C6), 72.8 (CHAT(C5), 76.7 (C2), 78.8 (C4’), 81.6 (C4),
81.7 (C5), 83.1 (C2"), 84.4 (C3’), 110.3 (C1).

(+) MS (ESI) : m/z= 412 [M+HT', 434 [M+Na].
HRMS (ESI) C16H30NO1 1 calcd :m/z= 412.1819 [M+H], found :m/z= 412.1832 [M+H].

TLC (CHCI s/MeOH/H,0 7/4/0.6) :Rf = 0.33.
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Partie Expérimentale

Methyl 5-C-[(2S)-2-hydroxy-3-(1-(R)-1,4-dideoxy-1,4-iminob-galactit-1-y|)-propyll- B-D-
galactofuranoside 122

Ho H O~
7 -
HOs./5 4\\\N 1 s 9 o 5 4-\\\0 1' OCH3
3 ’/2 OH 3 ;2'
HO OH HO  OH
Formula: GeH31NO11 Mol. Wt.: 413.42

To a solution of cycloaddud21 (18.6 mg, 0, 045 mmol) in water (0.5 mL), was atiBaney
Ni (~20 mg wet). The mixture was stirred overnigiitroom temperature. Filtration over
celite and concentration under reduced pressucedafirude compoundi22 Purification on
silica gel (CHCYMeOH/H,O 7/4/0.6) and then on C18-silica 4B) afforded desired
compoundl22 (17 mg, 91%) as a colorless oil.

[a]®p= -45 € =0.49, HO).

'H NMR (CD 0D, 400 MHz) dppm 1.78-1.92 (m, 2H, H7), 3.18 (dd, 1H4.4 and 7.2 Hz,
H4), 3.28-3.33 (m, 1H, H1), 3.36 (s, 3H, OgH3.81-3.2 (m, 9H, H2, HY, H6, H6’, H5 and
H3’ or H4’), 3.92-3.98 (m, 5H, H3, H8, H2, H5'artd3’ or H4"), 4.75 (d, 1HJ;.»~1.2 Hz,
H1).

13 NMR (CD30D, 100 MHz) d ppm 36.5 (C7), 55.2 (CH3), 60.3 (C1), 62.5 (C6’ or C6),
64.2 (C4), 65.3 (C6 or C6’), 69.2 (C8), 71.2 (CBj,8 (C9), 78.4 (C3), 79.0 (C2 or 3’ or 4’
or 5", 81.4 (C2), 82.1 (C3' or 4'), 83.5 (C2’ ot 8r 4’ or 5'), 84.4 (C2 or 3’ or 4’ or 5),
110.4 (C1).

(+) MS (ESI) : m/z= 414 [M+HT, 436 [M+Na].
HRMS (ESI) C1eH3:NO1 1 caled :m/z= 414.1975 [M+H], found :m/z= 414.1995 [M+H].

TLC (CHCI s/MeOH/H,0 7/4/0.6) :Rf = 0.06.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-di-O-benzylf3-L -arabinopentadialdofuranoside 123

O

s Os0Me
3 2

BnO OBn

Formula: GoH2,05 Mol. Wt.: 342.39

To a solution of methyl-2,8®-benzylarabinofuranosidd01 (167 mg, 0.485 mmol) in
dichloromethane (13.6 mL) were added pyridine (@.62L) and then Dess-martin
periodinane (416 mg, 0.97 mmol, 2 equiv.). The orxtwas stirred during 4 hours at room
temperature and the quenched by adding saturatezbag solution of ammonium chloride.
Organic layer was extracted with diethyl ether, ek with brine and dried over sodium
sulfate. Solvents were evaporated and after patia on silica gel (PE/EtOAc 6/4) aldehyde
123(120 mg, 72%) was obtained as a colorless oll.

[a]®5= -21 € =1.20, CHCY).

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) d ppm 3.34 (s, 3H, O3), 3.90 (d, 1HJy.5~1 Hz, H2), 3.95
(m, 1H, J,.~1.2 andJs4~4.1 Hz, H3), 4.32 (s, 2H, OGHh), 4.40 (dd, 1HJ)4.5~1.2 andJs.
+~4.1 Hz, H4), 450 (q, 2H}~12.2 Hz, OCHPh), 4.99 (s, 1H, H1), 7.14-7.26 (m, 10H,
CHars), 9.55 (d, 1HJ45~1.2 Hz, H5).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) ppm 55.5 (CH), 71.8 (GCH,Ph), 72.2 (@H,Ph), 83.3 (C3),
85.8 (C2), 87.4 (C4), 108.4 (C1), 127.9-128@fs), 137.0 (Cg,), 137.1 (Cg,), 200.5
(C5).

(+) MS (ESI) : m/z= 365.5 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3449, 2929, 1655, 1455, 1267, 1112, 1051, 948.

TLC (PE/EtOAc 1/1) : Rf = 0.3.
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Partie Expérimentale

Methyl (5R or S)-2,3-di-O-benzyl-5-C-vinyl- B-L -arabinofuranoside 124

OH

401 0Me
‘ 3 /2
“

BnO OBn

Formula: GoH260s5 Mol. Wt.: 370.44

To a solution of methyl-2,8®-benzylarabinofuranosidd.01 (230 mg, 0.67 mmol) in
dichloromethane (18 mL) were added pyridine (0.86 and then Dess-martin periodinane
(430 mg, 1.00 mmol, 1.5 equiv.). The mixture wasesd during 5 hours at room temperature
and the quenched by adding saturated aqueousaohftammonium chloride. Organic layer
was extracted with diethyl ether washed with bramel dried over sodium sulfate. Solvents
were evaporated and after filtration on silica @t/ EtOAc 6/4) corresponding aldehyde was
obtained.

To a solution of aldehydd23 in THF (3.34 mL) was added, at 0°C, a solution of
vinylmagnesium bromide (2 mL, 1M in THF). Afterrsing 3 hours at 0°C and one night at
room temperature, the reaction was quenched byngdsaturated aqueous solution of
ammonium chloride. Organic layer was extracted iyl acetate washed with brine and
dried over sodium sulfate. Solvents were evaporated after purification on silica gel
afforded compound.24 (130 mg, 52% 2 steps) as a mixture of 2 diasteomoers (ratio :
0.28/0.72).

Methyl (59)-2,3-di-O-benzyl-5C-vinyl-B-L-arabinofuranosidé&24a

[a]%°p= -74 € =2.02, CHC)).

IH NMR (CDCl 3, 250 MHz) dppm 2.43 (brs, 1H, OH), 3.39 (s, 3H, B, 3.94 (d, 1HJ~1
Hz, H2), 3.97-3. 99 (m, 1H, H3), 4.14 (dd, 1H.5~3.2 andl;.,~4.8 Hz, H4), 4.37-4.44 (m,
1H, H5), 4.44-4.49 (m, 4H, OGRh), 4.97 (s, 1H, H1), 5.21 (dt, 1Hscrmcre~1.7 and
J-cheacH=—~10.6 Hz, CH2a:CH), 5.40 (dd, 1H, J-creacha="1.7 and J—chewcH="—17.2 Hz,
Csz:CH), 5.82 (ddd, 1HJ5.c=~5.1, J-cHeach=—10.6 andJ:CHZbCH;l?.Z Hz, CH:CH)
7.26-7.37 (m, 10H, Bars).

13C NMR (CDCl3, 62.5 MHz) ppm 55.0 (CH), 71.7 (GCH,Ph), 71.8 (C5), 72.2 (CH,Ph),
81.2 (C3), 85.8 (C4), 86.7 (C2), 107.6 (C1), 11@H,=CH), 128.0-128.6 Hprs), 135.8
(CH,=CH), 137.3 (Cg\), 137.8 (Cq).

(+) MS (ESI) : m/z= 393.5 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3443, 2930, 2112, 1665, 1454, 1391, 1109.
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Partie Expérimentale

TLC (PE/EtOAc 8/2) : Rf = 0.34.

Methyl (5R)-2,3-di-O-benzyl-5C-vinyl-3-L-arabinofuranosidé24b

[a]?°o= -77 € =0.87, CHC)).

14 NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm 2.36 (d, 1HJs.0n~6.6 Hz OH), 3.36 (s, 3H, OG),
3.96-3.98 (M, 2H, H2 and H3), 4.05 (dd, Tkls~4.4 andls 4~5.6 Hz, H4), 4.13-4.18 (M, 1H,
H5), 4.45-4.58 (m, 4H, OCi®h), 4.95 (s, 1H, H1), 5.17 (dt, 1BLcrpech=~1.4 andI-cp.
cH=—10.5 Hz, CHZa:CH), 5.32 (d, 1H,)-creche=—1.4 andJ:CHZUCH;l?.Z Hz, G'thCH),
5.88 (ddd, 1HJ5.c=~5.7, J=cHeach=—10.6 andJ:CHmCH;l?.l Hz, CH:CH) 7.23-7.37 (m,
10H, CHars).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) dppm 54.9 (CH), 71.9 (GCH.Ph), 72.3 (TH,Ph),72.6 (C5),
83.2 (C2 or C3), 84.6 (C4), 87.3 (C2 or C3), 10fA), 116.5 CH,=CH), 128.0-128.5
(CHars), 137.1 (CH=CH), 137.3 (Cgq,), 137.6 (Cgq\).

(+) MS (ESI) : m/z= 393.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CyHaeNaQs: caled : m/z = 393.1678 [M+Na], found : m/z = 393.1687
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3457, 2916, 2869, 2601, 1645, 1497, 1455, 13684,11047.

TLC (PE/EtOAC 8/2) : Rf = 0.26.
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Partie Expérimentale

Methyl-(59)-2,3-di-O-benzyl-5-C-{(2S, 3a&S, 4S, 5S, 6S)-4,5-dibenzyloxy-6-[16)-1,2-
dibenzyloxyethyllhexahydropyrrolo-[1,2-b]-isoxazol2-yI}-B-L -arabinofuranoside 125

OH

OBn O % ! 4.0, 1.0Me
|

3

6.\ ~

8
BnOH,C 7" Y% BnO ‘OBn

5 /4

3 [ 2

7

BnO OBn

Formula: QGHGJ_NO]_Q Mol. Wt.: 908.08

To a solution of vinyl alcohol compourdi®4 (178 mg, 0.48 mmol, 1.2 equiv.) in toluene (6.4
mL) was added nitrone (215 mg, 0.40 mmol). The omxtwas stirred overnight at 110°C.
The brown mixture was then concentrated and patiba on silica gel (PE/EtOAc 4/1, 3/1 to
7/3) afforded cycloadduct produt®5(232 mg, 64%) as a yellow oil.

[a]?°o=-10 € =1.57, CHC)).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz) d ppm 2.01-2.07 (m, 1H, H3, 2.13-2.20 (m, 1H, Hg, 2.50
(d, 1H,Js.01~7.1 Hz, OH), 3.25 (s, 3H, O®), 3.27 (d, 1HJ~7.3 Hz, H6), 3.47-3.54 (m, 1H,
H5’), 3.61-3.54 (m, 1H, H3a), 3.70-2.76 (m, 3H, HB8), 3.82 (t, 1HJ~5.4 Hz, H4), 3.88
(dd, 1H,J~1.6 and 2.8 Hz, H2"), 3.92 (dd, 1B3.1 and 6.4 Hz, H4'), 3.98-4.02 (m, 2H, H7
and H5), 4.09-4.14 (m, 1H, H2), 4.27 (d, 1¥11.5 Hz, OGL,Ph), 4.38-4.50 (m, 10H,
OCH.Ph), 4.71 (d, 1H}~11.8 Hz, OGI,Ph), 4.83 (s, 1H, H1"), 7.11-7.29 (m, 30HI%s).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) J ppm 37.0 (C3), 55.0 (G)}f 68.0 (C3a), 70.3 (C6), 71.9
(C5"), 71.98 (C8), 72.01 (CH,Ph), 72.1 (@H,Ph), 72.5 (TH,Ph), 72.6 (TH,Ph), 73.2
(OCH,Ph), 73.5 (@H,Ph), 76.6 (C3’), 76.9 (C2), 83.0 (C4"), 83.2 (C5Q@T), 83.3 (C5 or
C7), 87.6 (C4 or C2’), 87.6 (C4 or C2'), 107.4 (L1127.6-128.6 CHars), 137.5 (Cay),
137.8 (Cq,), 137.9 (Cq,), 138.1 (Cq,), 138.6 (Cq;), 138.7 (Cq,).

(+) MS (ESI) : m/z= 908.5 [M+H].
Anal. Calcd. for Cs¢Hg1NO1g: C, 74.07; H, 6.77; N, 1.54. Found: C, 74.24; HO6 N, 1.53.
IR (NaCl, cm'l) 3340, 3063, 3030, 2909, 2867, 1496, 1454, 13633,11028.

TLC (PE/EtOAc 7/3) : Rf = 0.4.
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Partie Expérimentale

Methyl 2.,3,9,10,12.13-hex®-benzyl-7.8,11-trideoxy-8,11-iminoa-D-threo-L -gal acto-D-
qulo-trideco-1,4-furanoside 126

2

Bno’ OBn BnO  OBn

Formula: GeHesNO1g Mol. Wt.: 910.10

To a solution of Zinc (188 mg, 2.88 mmol, 11 equm acetic acid (3.1 mL) was added
copper acetate (0.64 mg, 4.8*1Gmol, 0.18 equiv.). The mixture was stirred 10 uérs at
room temperature, then a solution of bicyt®5 (232 mg, 0.26 mmol) in acetic acid/water
(4.4/1.8 mL) was added dropwise. The mixture wasest during 1h30 at 80°C and then
EDTA (640 mg) was added. After 20 min at room terapge aqueous solution of NaOH
was added, to the green mixture, until pH 10-12e Binganic layers were extracted with
CHCl,, dried over NgSOy. The yellow mixture was then concentrated andfigation on
silica gel (PE/EtOAc 1/1) afforded produk26 (200.2 mg, 86%) as a yellow oil.

[a]?°o= -30 € =0.85, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz;) dppm 1.50-1.56 (m, 4H, H7 and OH), 2.34 (dd, 3+8.2 and
6.4 Hz, H4), 3.32 (s, 3H, G&), 3.37-3.44 (m, 1H, H1), 3.54 (dd, 1B};5~3.2 and 4.4 Hz,
H5"), 3.60-3.68 (m, 2H, H6), 3.74-3.79 (m, 2H, H2daH3), 3.86-3.92 (m, 2H, H5 and H8),
3.96 (dd, 1HJ,-3~2.8 andJ;.»~0.8 Hz, H2"),4.10 (dd, 1H]3.4~6.8 andl,.3~2.8 Hz, H3),
4.17 (dd, 1H,J3.4~6.8 andJ,;.5~2.8 Hz, H4"),4.38 (dd, 2HJ~13.2 and 12 Hz, O@,Ph),
4.44-4.61 (m, 9H, OB,Ph), 4.73 (d, 1HJ~11.6 Hz, OEi,Ph), 4.93 (s, 1H, H1), 7.21-7.37
(m, 30H, CGHars).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) dppm 34.5 (C7), 55.0 (G} 59.5 (C1), 63.0 (C4), 71.1 (C8),
71.7 (C6 or @H,Ph), 72.0 (C6 or OH,Ph), 72.06 (C6 or OH,Ph), 72.11 (C6 or OH,Ph),
72.3 (C5), 72.6 (@H.Ph), 73.1 (TH,Ph), 75.5 (@H,Ph), 75.9 (C3), 82.3 (C4"), 83.4
(C3"), 85.6 (C5), 87.8 (C2’), 89.1 (C2), 107.5 (§1127.7-128.5CH,rs), 137.5 (Cq,), 137.9
(Caoar), 138.06 (Cg;), 138.14 (Cg;), 138.2 (Cq,), 138.3 (Cq,).

(+) MS (ESI) : m/z= 910.5[M+HT, 932.5 [M+Na].
Anal. Calcd. for Cs¢HgsNO1g: C, 73.90; H, 6.98; N, 1.54. Found: C, 73.99; HO7 N, 1.53.
IR (NaCl, cm‘l) 3329, 3063, 3028, 3009, 2907, 2864, 1496, 14533,18216, 1099, 1073.

TLC (PE/EtOAc 1/1) : Rf = 0.16.
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Partie Expérimentale

Methyl 7,8,11-trideoxy-8,11-imino&-D-threo-L -gal acto-D-qulo-trideco-1,4-furanoside
127

(')H H OH

\
HOHzé A aoN_1 is . + 0. 1.\OMe
3 (/2 OHMZ

HO OH HO OH

Formula: G4H>7NO1g Mol. Wt.: 369.36

To a solution of compounti26 (99 mg, 0.109 mmol) in MeOH (1 mL) was added RaNey
(=300 mg). The mixture was stirred 24 hours at 4@%€h more Raney Ni (~600 mg) was
added. The discolored mixture was stirred duringhd@rs at 40°C. The black mixture was
then filtered through Millipore and washed with eatThe light yellow mixture was then
concentrated and purification on reversed phassgsiel (water) afforded produtl7 (27.5
mg, 68%) as a colorless oil.

[a]%5= -56 € =1.46, HO).

'H NMR (CD30D, 400 MHz) dppm 1.71-1.79 (m, 1H, H7a), 1.86-1.95 (m, 1H, HZo8
(dd, 1H,J3.0~4.4 andlss=7.2 Hz, H4), 3.13-3.18 (m, 1H, H1), 3.37 (s, 8CH>), 3.53-3.72
(m, 5H, H6, H2, H3 and H5), 3.88-3.94 (m, 3H, H& and H2"), 4.02-4.07 (m, 2H, H3’ and
H4%), 4.78 (d, 1H,J;.»~0.8 Hz, H1).

13C NMR (CD30D, 100 MHz) dppm 37.4 (C7), 55.4 (C§) 60.1 (C1), 63.9 (C4), 65.4 (C6),
71.3 (C8), 72.5 (C3), 74.6 (C5)), 79.1 (C3’ or G47R.5 (C5), 82.7 (C2), 83.1 (C2)), 84.5
(C3' or C4), 110.6 (C1)).

(+) MS (ESI) : m/z= 370 [M+H]', 392 [M+Na].

HRMS (ESI) C14H2gNOs0: caled :m/z= 370.1713 [M+H], found :m/z= 370.1714 [M+H].
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-di-O-acetyl-6-O-triphenylmethyl- B-L -arabino-hexo-5-ulo-1,4-furanoside 128

0
Ph

Ph. 0.6 ~4.:0.1.0CH;
Lok

AcO OAc

Formula: GoH3¢0s Mol. Wt.: 518.55

To a solution of alcohdl17 (135.7 mg, 0.26 mmol) in dichloromethane (2.6 mias added

4 angstrom molecular sieves (600 mg), NMO (61 m§2 0nmol, 2 equiv.) and TPAP (9.1
mg, 0.026 mmol, 0.1 equiv.). After stirring for durs at room temperature, the reaction
mixture was filtered through celite and the fileavas concentrated. Purification by flash
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 85/15) afémt coupound.28 as a colorless oill
(102 mg, 76%).

[a]?°o= -35 € =1, CHC}).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) dppm 1.94 (s, 3H, Ckbac), 2.04 (s, 3H, Ckload, 3.37 (s, 3H,
OCH), 4.03 and 4.12 (2d, 2H0;-18 Hz, H6), 4.69 (d, 1HL3~4.4 Hz, H4), 4.91 (s, 1H, H1),
4.95 (d, 1H,J,.5~0.8 Hz, H2), 5.14-5.16 (m, 1H, H3), 7.25-7.34 @R, CHars), 7.45-7.47
(m, 6H, CHyrs).

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) ppm 20.8 (CHoad, 20.9 (CH oad, 55.5 (GCH3), 68.1 (C6),
77.5 (C3), 80.2 (C2), 84.5 (C4), 87.7 (Cq), 10TA) 127.5 CHars), 128.2 CHars), 128.7
(CHars), 143.3 (Cg,), 169.5 (C=0), 169.9 (C=0), 202.6 (C5).

(+) MS (ESI) : m/z= 541.5 [M+Na].

HRMS (ESI) CsgHzoNaQs: calcd : m/z = 541.1838 [M+Nal], found : m/z = 541.1835
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3422, 1745, 1641, 1491, 1449, 1372, 1217, 11121.10

TLC (CH ,Cl,/MeOH 8/2) : Rf = 0.4.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetyl-6-O-triphenylmethyl-5- C-vinyl- a-L -altrofuranoside 129

Formula: GoH3405 Mol. Wt.: 546,61

To a solution of CeGl7H,O (445 mg, 1.19 mmol, 6.3 equiv., dried overnightler high
vacuum) in THF (2.5 mL) was added dropwise at -78°Golution of vinyl magnesium
bromide. The mixture was stirred at -78°C for 4 fiscand a solution of ketor#28 (100 mg,
0.19 mmol) in THF (1 mL) was added. After stirrifag 2 hours at -78°C, 144 puL of AcOH
was added. The reaction mixture was allowed to wapnto room temperature. The organic
layer was extracted with EtOAc, washed with NaHG@turated aqueous solution twice and
then with water and brine. Organic layers wereddoger NaSO, and concentrated under
reduced pressure. Purification by flash chromatggyaon silica gel (PE/EtOAc 8/2) afforded
coupoundl29as a colorless oil (58.5 mg, 55%).

[a]?°o= -47 € =0.51, CHC)).

'H NMR (CDCl 3, 400 MHz) ppm 2.01 (s, 3H, Ckbad), 2.05 (s, 3H, Chload, 3.10 (d, 1H,
Joa-6~9.2 Hz, H6a), 3.26 (d, 1Hlaen~9.2 Hz, H6b), 3.34 (s, 3H, @G), 4.41 (d, 1HJs.
4~5.2 Hz, H4), 4.80 (s, 1H, H1), 4.95 (s, 1H, H2),0(d, 1H,Js.4~5.2 Hz, H3), 5.27 (dd, 1H,
J=ctpacHa=~1.2 andJ-cyp.cn=—~10.8 Hz, CH2a=), 551 (dd, 1H,J=creacHa=—1.6 andJ=cp
cH=—17.2 Hz, ®lp=), 5.86 (dd, 1HJ)-cr.cn=—10.8 andl-cr-cy=—17.6 Hz, Gi=), 7.20-7.30
(M, 9H, CHys), 7.41-7.44 (m, 6H, Bars).

*C NMR (100 MHz, CDCls) dppm 20.8 (CHoad), 21.2 (CH oad, 54.9 (CCHs), 67.1 (C6),
75.2 (C3), 76.6 (C5), 81.9 (C2), 83.8 (C4), 86.8])(CL06.5 (C1), 117.0QH,=), 127.2
(CHars), 128.0 CHars), 128.9 CHars), 136.8 (&=), 143.8 (Cg,), 169.8 (C=0), 170.6
(C=0).

(+) MS (ESI) : m/z= 569.0 [M+Na].
IR (NaCl, cm™) 3432, 2925, 2360, 1745, 1449, 1239, 1110.

TLC (PE/EtOAc 8/2) : Rf = 0.15.
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Partie Expérimentale

Methyl 2,3-O-acetyl-5-C-vinyl- a-L -altrofuranoside 130

\

HO,
HO 4O 1u0CH;

6
3 [2
&

AcO OAc

Formula: G3sH»qOs Mol. Wt.: 304,29

Compound129 (52.9 mg, 0.094 mmol) was dissolved in 80% acatid (484 uL). The
reaction mixture was stirred 1h30 at 70°C. Aftediidn of 5 mL of water, organic layer was
extracted with EtOAc, and washed with aqueous soluf sodium hydrogenocarbonate and
then water. Organic layers were dried over sodiwifate and solvent was evaporated.
Purification by flash chromatography on silica g@E/EtOAc 1/1) afforded desired
compoundl30(20.3 mg, 71 %) as a colorless oil.

[a]%°o= -40 € =1.04, CHC)).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) dppm 2.06 (s, 3H, Ckbad, 2.12 (s, 3H, Chload, 3.39 (s, 3H,
OCHs), 3.52 (d, 1HJsaet-11.2 Hz, H6a), 3.59 (s, 1H, OH), 3.68 (d, Tkhes-10.8 Hz, H6D),
4.16 (d, 1H,Js.s~4.8 Hz, H4), 4.91 (s, 1H, H1), 4.97 (d, 18,~4.8 Hz, H3), 5.10 (s, 1H,
H2), 5.34 (dd, 1H,J=creacHz=—1.6 andJ=CH2&CH=~10.8 Hz, (HZa:), 5.57 (dd, 1H,J=cre-
CH2b=~l.6 andJ=CH2bCH=~17.2 Hz, (H2b:), 5.93 (dd, 1H,J=CH2?CH="‘1O.8 andJ=CH2bCH=~17.2
Hz, CH=).

*C NMR (100 MHz, CDCls) dppm 20.8 (CHoa), 21.2 (CH oad, 54.9 (CCHs), 66.7 (CB6),
75.7 (C5), 77.3(C3), 81.7 (C2), 84.8 (C4), 106.2)(C117.3 CH,=), 136.8 (&i=), 169.8
(C=0), 171.9 (C=0).

IR (NaCl, cm')) 3423, 2090, 2360, 1655, 1638.

TLC (PE/EtOAc 1/1) : Rf = 0.13.

379



Partie Expérimentale

Methyl 5-C-vinyl-a-L -altrofuranoside 131

Formula: GH150s Mol. Wt.: 220,22

To a solution of compound30 (17 mg, 0.059 mmol) in MeOH/CEI, (1/1, 2 mL) was
added few drops of a solution of MeONa until pH®-The reaction mixture was stirred 4h at
room temperature. After addition of few drops oif0%¢, solvent evaporation afforded yellow
crude product. Purification by flash chromatograpity silica gel (CHCIl,/MeOH 9/1)
afforded desired compourd1 (14.1 mg, 99 %) as a colorless oil.

[a]*°o= -86 € =0.68, CHC)).

IH NMR (CD 30D, 400 MHz) 5ppm 3.35 (s, 3H, OC$} 3.53 (d, 1HJsact-11.2 Hz, H6a),
3.60 (d, 1HJsa-65~11.2 Hz, H6b), 3.93 (dd, 1RH;.,~1.6 and),.3~3.2 Hz, H2), 3.96 (d, 1H.
4~6.4 Hz, H4), 4.06 (dd, 1H,.3~3.2 and);.4~6.4Hz, H3), 4.72 (d, 1H};.,~1.2 Hz, H1), 5.25
(dd, 1H,J=CHza-Csz="‘1-6 andJ=CHZ&CH=~11.2 Hz, CHZa:)a 5.45 (dd, 1H,J=CH2a.CH2b="‘1.6 and
J-che-chH=—17.6 Hz, Glzb:), 5.99 (dd, 1HJ-cHeacH=—11.2 andJ:CHwCH;l?.G Hz, $|:)

13C NMR (CD50OD, 100 MHz) d ppm 55.1 (@Hs), 67.4 (C6), 77.0 (C5), 78.3 (C3), 83.5
(C2), 86.4 (C4), 110.1 (C1), 116 CH»=), 139.7 (E&i=).

(+) MS (ESI) : m/z= 243.0 [M+Na].

HRMS (ESI) CgHigNaQs: calcd : m/z = 243.0845 [M+Na], found : m/z = 243.0859
[M+Na]".

IR (NaCl, cm™) 3388, 2926, 1103, 1018.

TLC (CH CIl/MeOH 9/1) : Rf = 0.24.
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[Il. INHIBITION ASSAY OFIMINOGALACTITOL DERIVATIVES FOR
UDP-GALACTOPYRANOSEMUTASE FROMESCHERICHIA COLI

Enzyme: UDP-galactopyranose mutase (UGM) was purified bjowang the previous
report®

Inhibition assay: The inhibition of the active form of UGM (UGMredy bhe iminogalactitol
derivatives was examined individually, along witte tknown inhibitor UDP as the positive
control}®® % The residual activity was calculated by dividirtge tconversion (%) in the
presence of each inhibitor versus that in the alssehthe inhibitor.

Two incubation conditions differing in the order afldition of the tested compound and
sodium dithionite (a reductant to reduce UGM) wemgployed.

Condition A: UGM (4.7 pg/mL) was dissolved in 30 pL of 100 mMtgssium phosphate
buffer (pH 7.5) and reduced by the addition of 10qi freshly prepared sodium dithionite
solution (100 mM) in the same buffer. The inhibiteas pre-incubated with UGMred for 10
min at room temperature. After that, 20 pL of UDBKG0.2 mM) was added as a substrate.
The total volume of the reaction mixture was 804ard the concentrations of UGM, UDP-
Galf, inhibitor, and sodium dithionite in the reactionxture were 8.2 nM, 50 uM, 25 mM,
and 12.5 mM, respectively. Samples containing 2\ fimstead of 25 mM) inhibitor were
also examined under the identical conditions. Timeyme reaction was carried out at 37 °C
for 2 min and the resulting mixture was immediatibzen by liquid nitrogen to terminate
the reaction. The reaction mixture was analyze#iBiC using C18 column (Microsorb-MV,
Varian, 4.6 x 250 nm). A solution of 50 mM potassiphosphate buffer (pH 7.0) containing
2.5 mM tetrabutylammonium hydrogen sulfate (TBAH&s used as mobile phase A and
50% acetonitrile in the same buffer containing 24 TBAHS was used as mobile phase B.
The sample was eluted isocronically with mobilegghA containing 4% mobile phase’8.
The detector was set at 262 nm and the flow rae W85 mL/min. Under these conditions,
UDP-Gap and UDP-Gdlwere eluted at 18.2 and 22.4 min, respectively.

Condition B: UGM (4.7 pg/mL) and the inhibitor were incubated3 pL of 100 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.5) for 10 minoatnr temperature. To this solution was
then added 10 pL of sodium dithionite (100 mM) &tduL of UDP-G4dl (0.2 mM). The
reaction was carried out and analyzed following ithentical procedure as described for
Condition A.

However, complications were noted during the anglg$ 98, 99, and57, because of the
overlapping of the substrate and/or product peaitls those of impurities in the samples.
Thus, the inhibitor concentration was reduced 5or2M in order to minimize the interference
of impurity peaks.

3% Meynial, I.; Paquet, V.; Combes, Apal. Chem1995 67, 1627-1631.
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V. INHIBITION ASSAY OFIMINOGALACTITOL DERIVATIVES FOR
GALACTOFURANOSYLTRANSFERASEZ (GLFT2)

IV.1. CHEMOENZYMATIC SYNTHESIS OFUDP-GALF

Principle: "°
0]
HO galactose-1-phosphate OH HN%
' © 0 0 O uridyltransférase 0 o) O %\
Va . WOl o N .\\\O\H/O n_0 @) N
HOH,C I?@ HOH,C 7 PP 0]
| |
> 0 \ ., OH OH
HO  OH HO  OH S
B6 UDP-Glc Glc-1-Phosphate B2 HO OH
pyrophosphorylase
inorganique .
opj —organau PPi  UDPGIc UTP

pyrophosphorylase

Production and immobilization of galactose-1-ph@phuridyltransferase (GalPUT) and
glucose-1-phosphate uridyltransferase (GalU) weradem according to the reported
procedurd? To set up the reaction UTP (24.4 mg, 40 pumol) @issolved in cold MQ
(MilliQ water) and Gdi1-P B6 (40.8 mg, 44 umol), and HEPES buffer (50 mM, pHv&)e
added. HEPES buffer contained Mg@10 mM) and KCI (5 mM). Then GalU(15 pL, 19
mg/mL), inorganic pyrophosphorylase (15 uL, 0.2%sipl) and immolilized GalPUT (0.8
mL) were added. The reaction was initiated by aaldlibf UDP-Glc (3 pL of 50 mM UDP-
Glc, 0.15 pumol). The reaction mixture was flushathwitrogen and reaction is incubated at
room temperature with gentle reaction overnight monitoring of the reaction was made by
HPLC of the spin filtered (Amicon YM10) solution érthe reaction was stopped when the
UTP peak is absent, after one night. Immobilizezlyares were removed by filtration on BD
column cartridge. To remove inorganic pyrophosp®tand other large molecular weight
molecules, the filtrate was filtered on a MillipoAamicon Ultra-15 centrifugal filter 10K
MWCO. Centrifugation was made at 4°C for 20 mid300 rpm. Then filtrates were applied
to a Sephadex G-15 filtration column to remove ssali2 containing fractions were
concentrated at 25°C under reduced pressure. éairiin was achieved using preparative
HPLC on preparative reverse phase C18 column Phemexn Because the retention time of
UTP is closed to that A2, the reaction mixture is loaded on C18 colummractions of 3 to

4 mL. The fraction containing desired compow#iwere then concentrated and lyophilized.
CompoundB2 was obtained as a white solid (around 40 pg) hed stored under dessication
at -80°C.
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IV.2. ACCEPTORANALOG INHIBITION STUDIES OFGLFT2 USING A
COUPLED SPECTROPHOTOMETRIGASSAY

Spectrophotometric assays were performed in 38dtamicrotitre plate wells containing 50
mM MOPS, pH 7.6, 50 mM KCI, 20 mM Mg&l1.1 mM NADH , 3.5 mM PEP, 7.5 U
pyruvate kinase (PK, EC 2.7.1.40), and 16.8 U tactleehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27).
MOPS at pH 7.6, was added as a 20-fold stock solutKCl, MgC}, acceptor and acceptor
analogs were dissolved in de-ionized distilled wét&Q). All other assay components were
prepared in 50 mM MOPS, pH 7.6, with the exceptdrPEP, which, owing to its acidity,
was buffered in 250 mM MOPS, pH 7.6. Stock solwiai NADH, PEP, PK, LDH, and
native donor were made fresh on the day of useadingblutions were stored on ice. The
donor UDP-GdIB2 was at a final concentration of 3 mM and that afegptorB68 at itsKy,

of 0.5 mM. Addition of 1 ug of GIfT2 to thB68 assay mixture initiated the reaction, bringing
the final volume to 40 uL. When performed, twentycrograms of GIfT2 was added to
initiate the reaction whe®68was the acceptor. Reactions were incubated atGand
monitored at 340 nm at 10-15 sec intervals usirgpactra Max 340PC microplate reader.
The velocities were expressed as a percentageamfiteol rate in the absence of inhibitor.

On the first day of use, acceptor analogs werensated in filtered MQ to give a 32 mM
stock, and were initially screened for acceptoivédgtie in the absence oB68, will the
transferase process the acceptor analog by addiagrasidue(s) to it. If the analogs showed
less than 20 % of acceptor activity w68, the samples were then screened at 4 mM for
their ability to inhibit GIfT2 activity at a finaconcentration of 0.5 mMB68 (Level 1).
Compounds which showed greater than 50 % inhibittere re-tested at 2 mM or less (Level
2), depending on the degree of inhibition at 4 ndvice the % inhibition could be accurately
determined, the assays were repeated at 2x linkmgyme levels in order to rule out
inhibition of the linking enzyme(s) by the acceptmmalog (Level 2 at 2x LE). Unused
portions of reconstituted acceptor analogs aredtat 4C.

“Acceptor check” assays were not routinely perfadras they were for donor analogs, unless
it was noted that the initial absorbance valuetlier reaction was consistently lower than the
initial absorbance of the control. If such is tlese, an acceptor check would be run i.e. an
assay mixture is prepared which contains all coreptsexcept the transferase. The main
purpose of this check was to detect impurities sasgckUDP that could potentially be shuttled
through the linking enzyme reactions and thus gfatsely high reaction velocities
independent of GIfT2 activity.
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IV.3. DONORANALOG INHIBITION STUDIES OFGLFT2 USING A
COUPLED SPECTROPHOTOMETRIGASSAY

Spectrophotometric assays were performed in 38d¢amcrotitre plate wells containing 50
mM MOPS, pH 7.6, 50 mM KCI, 20 mM Mg&l1.1 mM NADH , 3.5 mM PEP, 7.5 U
pyruvate kinase (PK, EC 2.7.1.40), and 16.8 U tactleehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27).
MOPS at pH 7.6, was added as a 20-fold stock solutKCl, MgCh, acceptor, and inhibitors
were dissolved in de-ionized distilled water (M@l other assay components were prepared
in 50 mM MOPS, pH 7.6, with the exception of PEHakhowing to its acidity, was buffered
in 250 mM MOPS, pH 7.6. Stock solutions of NADHER®, PK, LDH, and native donor were
made fresh on the day of use and all solutions wened on ice. The donor UDP-GRBR
was at 0.75 mM, and that of the acce@68 at 2.0 mM. Addition of 0.5 ug of GIfT2 to the
trisaccharideB68 assay mixture initiated the reaction, bringing fimal volume to 40 uL.
When performed, 20 micrograms of GIfT2 was addethittate theB68 reaction. Reactions
were incubated at 37T and monitored at 340 nm at 10-15 sec intervalgyus Spectra Max
340PC microplate reader. The velocities were eggesis a percentage of a control rate in
the absence of inhibitor

One the first day of use, donor analogs were rditatesd in filtered MQ to give a 32 mM
stock. Each donor analog was pre-screened at 4 mBl “donor check” assay i.e. B68
trisaccharide assay mixture which contained athas®mponents except the transferase. The
main purpose of this donor check was to detect mtips such as UDP that could potentially
be shuttled through the linking enzyme reactiors thns give falsely high reaction velocities
independent of GIfT2 activity.

Analogs were initially screened in duplicate airelf concentration of 4 mM. Compounds
which showed greater than 50 % inhibition wereestdd at 2 mM or less, depending on the
degree of inhibition. Once the % inhibition could &ccurately determined, the assays were
repeated at 2x linking enzyme levels in order te ut inhibition of the linking enzyme(s)
by the analog. Compounds which showed 25 % ordefse control activity in the inhibition
screen were titrated to obtairiKa value. Unused portions of donor analogs were dtate20

°C.
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L ISTE RECAPITULATIVE DES PRODUITS SYNTHETISES

Liste des produits synthétisés avec NS (page de la premiére apparition dans la partie

résultat-discussion/dans la partie expérimentale)
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CONCEPTION ET SYNTHESE D’'IMINO -C-GALACTO FURANOSIDES
COMME INHIBITEURS DE LA BIOSYNTHESE DES GALACTANES
MYCOBACTERIENS

Résumé

Dans le contexte de la recherche de moléculeseactigissant spécifiguement sur des microorganipaiesgenes te

que lesmycobactéries, la biosynthése du galactofuranosdf) constitue une cible chimiothérapeuticintéressante.

Notre approche consiste a concevoir et synthélisgiminosucres originaux comme inhibiteurs pogéhtt/ou sonde
mécanistiques des enzymes mises e : 'UDP-Galp mutase (UGM) et les (alransférases (GIfT). Pour cela nc
avons dévieppé deux approches stéréodivergentes conduisies emin-C-galactosides originat

Nous avons mis au point une méthodologie perforenbasée su’addition de nucléophiles silylés, assistée pade
de Lewis, sur unél-glucosylamine protégée qui ermis la synthése d’une petite librairie dérivésa-1,4-didésoxy-|
1,4-iminoD-galactitols substitués en positior-1. L'utilisation de séquences synthétiques convesge notammer
une meétathese croisée, nous a ensuite conduits arddogues de 'UL-Galff possédant un squelette iminosu
diversement lié a I'UridineMonoPhosphi

D'autre part, la cycloaddition 1@polaire entre un phosphonate fonctionnalisé ee unitrone cyclique d
configurationb-galactoa conduit régioet stéréosélectivement asbxazolidine, analogue de I'Ul-Galf et précurseu
d’'UMP-B-1,4iminogalactitol. Cette approche concise et efficaoermet également ['obtention d’analog
disaccharidiques du GaEn effet, nous avons constaté gu’une nitronetpalyoxylée non protégéréagit facilement
dans I'eau, avec des oléfines de sucre pour canduicycloadduit correspondant, précurseur d’i-disaccharide.
L’évaluation biologique de ces composés comme itéhits de 'UGM et de GIfT2 a montré qu'un analogie
'UDP-Galf préente une activité intéressante de Gl

Mots Clés: UGM, GIfT2, UDP-G§l Iminogalactitol, Imin-disaccharide, Cycloaddition -dipolaire, Métathess
croisée

DESIGNING AND SYNTHESIZING IMINO -C-GALACTO FURANOSIDES
AS INHIBITORS OF MYCOBACTERIA L GALACTAN BIOSYNTHESIS

Abstract

In the context of the search for active moleculest twould act specifically on pathogenic microoigars such a
mycobacteria galactofuranose biosynthesis has become a chalpmew drug target. Our approach consist
designing and synthesizing original iminosugargs toald act as mechanistic probes and/or inhibitdithe enzymeg
involved: UDP-Ggb mutase (UGM) and Gf transferases (GIfT). Consequently, we investigabeal stereodiverger
approaches to iminG-galactosides.

We developed a methodology basedthe LewisAcid mediated addition of silylated nucleophiles@mprotectecN-
glucosylamine which lead to-1-C-sibstituted 1,4-dideoxy-1,4-iminb-galactitol derivatives with a diversity
functionalized groups at C-1 positidfollowing convergent synthetic sequences sucha@s-metathesis reactions w
then synthesized iminosugar-based UG&f mimics linked to WP by structurally various tethe

On the other hand, 1@polar cycloaddition of functionalized phosphonafith aD-galactc-configured cyclic nitrong
provided an isoxazolidingvith high regi- and stereoselectivity. This bicyclic compouis an original UDP-G4l
analog and a precursor @inked 1,4iminogalactito-UMP conjugatesThis methodology also provided a concise
convergent approach to various f=@disaccharide mimics. We alsound that unprotected polyhydroxylated nitrc
reacted readily, in water, with sugars olefins tovjle the corresponding cycloadducts imino-disaccharides
precursors.

Biological evaluation of these compounds as paéirthibitors of UGM and GIfT2 shovd that one UDP-Géahnalog
exhibitedinteresting activity toward GIfT
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Key words: Iminogalactitol, UDP-GRIUGM, GIfT2, iminc-disaccharides, 1,8ipolar cycloaddition, cro-metathesis
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