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I-1. Les protéoglycanes

Les protéoglycanes (PGs) sont des macromolécudesplexes composées d’une
protéine porteuse ocore proteinsur laquelle sont greffées de facon covalentectietnes
polysaccharidiques, les glycosaminoglycanes (GA@s), I'intermédiaire d’'une zone de
liaison tétrasaccharidique, commune & une grangeritéade GAGS (Figure 1)

Zone de liaison

Squelette peptidique

Figure 1 : Protéoglycane schématisé

Les protéoglycanes présentent une grande diversitéculaire liée a I'hétérogénéité
de la protéine porteuse et a la grande diversiséctiaines des GAGs mais également a leur
localisation extracellulaire, membranaire ou ingthdaire! Ces variabilités expliquent
limportance des PGs dans de nombreux processusighdbyiques et pathologiques. Leurs
réles dans les processus biologiques sont vargzsonnaissance, croissance et différentiation
cellulaire, maintien de [Iintégrité structurale dessus cognitifs, infections virales et
bactériennes notammelt. lls sont également impliqués dans de nombreusdadiea
comme larthrose, l'athérosclérose, la maladie dh&imer, des maladies génétiques ou
certains cancer¥’®

I-1.1. La protéine porteuse owcore protein

La partie protéiqgue des PGs détermine leur lomiidis et leur distribution dans la
cellule, via sa taille et sa nature. Il existe une protéindgusie propre a chaque famille de
PGs, dont la taille varie de 10 a plus de 500 KI@s.structures de ces protéines sont uniques
mais il semble que le motif « Ser-Gly-X-Gly », ouest un acide aminé quelconque, soit
commun a de nombreuses séquences protéiques,eardiduL-Serine comme site potentiel
d’accroche des GAGS

! Kjellen, L., Lindahl, U.Annu. Rev. Biochenl991, 60, 443-475

2 perdersen, L. C., Tsuchida, K., Kitagawa, H., $aga, K., Darden, T. A., Nigishi, MJ, Biol. Chem.200Q
275, 34580-34585

% Sugahara, K., Mikami, T., Uyama, T., Mizuguchi, Somura, K., Kitagawa, HGurrent Opinion Struct. Big.
2003 13, 612-620

* Wegrowski, Y., Maquart, F.-XGrit. Rev. Oncol. Hematql2004 49, 259-268

® Praillet, C., Lortat-Jacob, H., Grimaud, J.-Aedecine/science$998 14, 421-428

® Thése de Catherine Bui, Université Henry Poindsefcy 1,2009
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[-1.2. La zone de liaison

Sur ce résidu-Sérine est greffée la zone de liaison des PGée-Ciebst constituée de
guatre unités saccharidigues, bixylose, deuxd-galactoses et un acideglucuronique ©-
GlcA-B-(1—3)-D-Gal$-(1—3)-D-Galf3-(1—4)-D-Xyl-B-O-) (Figure 2) Elle initie la
polymérisation des GAGs et est commune a la majadientre eux, excepté l'acide
hyaluronique qui n’est pas lié a une protéine.

HO OH HO OH
OH
. COsNa o) (o} o Hw\ .
o o
HMO o o g
HO HO HO
Acide D-Glucuronique D-Galactose D-Galactose D-Xylose

Figure 2 : Zone de liaison des PGs

De nombreuses études ont montré que cette zohaigtn pouvait étre modifiée en
diverses positioné/oir chapitre 1-3.3. Orientation de la biosynthgse

[-1.3. Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes sont des chaines polyaadafues linéaires, le plus
souvent composées d'un motif disaccharidique répétirmé d'une hexosamineDf{
glucosamine @-GIcN) ou D-galactosamineD-GalN)) et d’'un acide uronique (acides
glucuronique B-GIcA) ou L-iduronique (-IdoA)).”® Le nombre de ces unités répétitives
varie de 5 (dans le sulfate de kératane) a pl&aeé (pour I'acide hyaluronique).

Les GAGs se difféerencient par leur hexosamineort ainsi répartis en deux grandes
familles : les glucosaminoglycanes si I'hexosamiest |la D-glucosamine et les
galactosaminoglycanes qui possederb-lgalactosamine mais ils peuvent aussi étre séparés
en quatre classes : (I) I'acide hyaluronique (H@),’héparine (Hep) / le sulfate d’héparane
(HS), (ll) le sulfate de chondroitine (CS) et derrdatane (DS) et enfin (IV) le sulfate de
kératane (KSJ. Ci-dessous sont présentées les formes majoritdiess différents GAGs

(Figure 3.

" Lindhardt, R. J., Toida, TAcc. Chem. Re2004 37, 431-438

8 Lindahl, U., H66k, M.Ann. Rev. Biochenil97§ 47, 385-417

® Mende, M., Bednarek, C., Wawryszyn, M., Sauter,B&skup, M. B., Schepers, U., Brase, Shem. Rey.
2016 116, 8193-8255
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Les glucosammoglycane

Héparine (Hep)

[0-(1—4)-L-1dOA- a-(1—4)-
D-GlcN-a-(1—4)],

NS

AcHN
Acide Hyaluronique (HA)

[B-(1—4)-D-GlcA-B-(1—3)-
D-GIcNAc-B-(1—4)],

Les galactosaminoglycanes

‘0,80 OH
o
o
OH AcHN
-OQC O O?{
XO OR

Sulfate de Dermatane (DS)

[0-(1—4)-L-IdOA- a-(1—3)-
D-GalNAc-a-(1—4)],

R=Hou SO:;_

OR
COy
?éo 0 o o]
HO RO
RO R'HN 5

Sulfate d'Héparane (HS)

[0-(1—4)-D-GlcA-B-(1—4)-
D-GlcN-a-(1—4)],

?i
(0]
RO

AcHN

Sulfate de Kératane (KS)

[B-(1—4)-D-GIcNAC-B-
(1—3)-D-Gal-p-(1—4)],

OrR OR
COy
?go 0 0
RO 0 03¢
RO AcHN

Sulfate de Chondroitine (CS)

[B-(1—4)-D-GlcA-B-(1—3)-
D-GalNAc-g-(1—-4)],

= Ac ou SOz

Figure 3 : Structures des différentes unités disabaridiques des GAGs

L'HA a la particularité de ne pas étre lié a unet@ine et le KS ne posséde pas

d’acide uronique. Les CS, HA et KS possédent unfrdistaccharidique répétitif unique alors
gue les DS, Hep et HS possedent a la foispd€8cA et desL-lIdOA. Les GAGs peuvent
également étre acétylés ou non sur I'amine et/tfatés (N- ou O-sulfonations). L'ensemble

de ces modifications détermine la localisation défgrents GAGs. Par exemple les KS se
retrouvent dans le cartilage ou la cornée alorslgsieddS se retrouvent dans la peau et les
tendons notammef(Tableau 1y
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Tableau 1 : Exemples de localisation des GAGs

GAGs Exemples de localisation
HA Peau, humeur vitrée, cordon ombilical, cartilage
CS Cartilage, cornée, o0s, peau, paroi artérielle
DS Peau, valve du cceur, tendon, paroi artérielle
HS Poumon, paroi artérielle
Hep Foie, poumon, peau, muqueuses intestinales
KS Cartilage, cornée, disques vertébraux

[-1.4. Deux exemples de maladies liées aux PGs

Comme indiqué précédemment, les PGs ont une sati@ain variée et sont impliqués
dans divers processus physiologiques et patholegidLes paragraphes qui vont suivre vont
traiter deux exemples de maladies dans lesquatesrapliqués les PGs.

L’arthrose est la maladie articulaire la plus trégte et touche environ 70% de la
population francaise de plus de 65 &hElle se caractérise par la dégradation progreskive
cartilage et s’accompagne donc de douleurs pemsistaux articulations. Les articulations
les plus touchées, pour les personnes agées de/bmas, sont la colonne vertébrale (70-
75%), les doigts (60%), le genou (30%) et les hascfil0%) mais toutes les autres
articulations peuvent étre touchées, méme si ctlplas raré® Les principaux facteurs de
risque conduisant a cette maladie sont I'age, tahsuige pondérale, les traumatismes et des
facteurs hormonaux, les femmes étant plus toudéetes homme¥.

Les PGs sont des composants majeurs du cartikages I'eau et les fibres de
collagénes. Ces protéoglycanes sont de deux typmsx de haut poids moléculaire
(aggrécane) et ceux de plus petit poids molécu(di¢eorine, biglycane..’} Les aggrécanes
contribuent a I'’hydrophilie de la matrice extraoldire du cartilage et sont intégrés dans le
réseau formé par les fibres de collagene. Les Gpr&sents dans I'aggrécane sont le sulfate
de chondroitine, qui est majoritaire et principad@mnsulfaté en position 6 et 4, avec un
rapport C6S/C4S grand, et le sulfate de kératane.

Dans le processus arthrosique, il y a un déségeilisynthese-dégradation de
l'aggrécane, ce qui induit des modifications quatities et qualitatives des P&Ssll a
notamment été montré que le rapport C6S/C4S dirtimvac I'aggravation de I'arthrosé.
Ces différentes modifications entrainent un dommégeéseau des fibres de collagéne et
conduisent donc progressivement a la dégradatiaradilage.

Les protéoglycanes sont également impliqués déiiésethts cancers, comme celui du
pancréas, du sein ou encore du poumon. Les casoetdiés a un dysfonctionnement des
mécanismes de régulation de notre organisme ebquant la prolifération de cellules de
maniére anarchigue. Ces maladies touchent aussildsehommes que les femmes, quelque
soit leur age. En France, on estime que 3 milldagpersonnes de 15 ans et plus, en vie en

19\www.inserm.frithematiques/physiopathologie-metimoé-nutrition/dossiers-d-information/arthrose
M \www.vulgaris-medical.com

2 public.larhumatologie.fr/grandes-maladies/arthrose

3 pertuiset, E.Rev. Rhum2002 69, 157-170

14 Ccaterson, B., Flannery, C. R., Hugues, C. E.|d,it. B.,Matrix Biology, 200Q 19, 333-344
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2008, ont eu un cancer au cours de leur vie. Lasera les plus courants sont ceux de la
prostate, du sein, du célon-rectum et celui du pmutm

Les protéoglycanes et notamment le sulfate d’lspajouent un réle dans le cantfer.
Celui-ci est présent a la surface de nombreusédely compris les cellules tumorales. Le
HS semble étre un signal pour réguler la croissaacprolifération et la migration de ces
cellules. 1l semble également impliqué dans la di@gmation des cellules en cellules
cancéreuses et dans la régulation des métastases.

Dans le cas du cancer du poumon, les HS préselassarface des cellules sont
surexprimés. Ces changements pourraient augmentaghal permettant la croissance des
cellules cancéreuses. En effet, les résidus salfdés HS sont nécessaires pour activer le
récepteur du facteur de croissance, FGFR (fibroglasvth factor receptor), et permettent la
stabilisation du complexe ligand-réceptélr.

On comprend donc bien I'importance des PGs damprecessus biologiques et les
pathologies. Il est donc crucial de comprendreidsymthese de ces PGs, et notamment les
mécanismes des differentes enzymes impliquées dangrocessus, qui pourraient alors
devenir de potentielles cibles thérapeutiques.

I-2. La biosynthese des protéoglycanes

La diversité moléculaire des PGs est générée ausabe leur biosynthese. Cette
derniére fait intervenir de nombreuses enzyfhext débute, comme pour les autres
glycoprotéines, par la formation de la protéinetguase dans le réticulum endoplasmique
(RE). Les chaines glycosidiques sont ensuite fosni&ms le RE et dans I'appareil de Golgi,
avec l'accroche des différentes unités de la zomdialson sur la protéine porteuse et
I'élongation des chaines de GAGs.

La biosynthése de cette amorce tétrasaccharidie|fi@it par additions successives des
différents monosaccharides qui la composent ettdépar le transfert d’ub-xylose sur le
résiduL-sérine par I'action de la-xylosyltransférase (XyIT-1)? Les deuxp-galactoses sont
ensuite ajoutés par action successive de deux tgajdtcansférases, 184GalT-7 et la
B3GalT-62°2! L'acide glucuronique est ensuite ajouté une glucuronyltransférase (GIcAT-
1)* (Schéma 1)

!5 http://lwww.e-cancer.fr/

16 sasisekharan, R., Shriver, Z., Venkataram, G.ajéarasami, UNat. Rev. CanceR002 2, 521-528

" Raman, K., Kuberan, BGurr. Chem. Biol.201Q 4, 20-31

8 Sugahara, K., Kitagawa, HCurr. Opin. Struct. Bio|.200Q 10, 518-527

9 Gétting, C., Kuhn, J., Zahn, R., Brinkmann, T.e#siek, K.,J. Mol. Biol, 2000 304, 417-528

2 Almeida, R., Levery, S. B., Mandel, U., Kresse, Bchwientek, T., Bennett, E. P., Clausen, H.Biol.
Chem, 1999 274, 26165-26171

% Bai, X., Zhou, D., Brown, J. R., Crawford, B. Elennet, T., Esko, J. DJ, Biol. Chem.2001, 276, 48186-
48195

2 Kitagawa, H., Tone, Y., Tamura, J.-l., NeumannVK, Ogawa, T., Oka, S., Kawasaki, T., SugaharaJK.
Biol. Chem, 1998 273 6615-6618
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Schéma 1 : Biosynthése des PGs

L’orientation de la biosynthése des GAGs se faitlparansfert du cinquieme motif
saccharidique sur la zone de liaison. Si le suamsféré est |&l-acétylD-galactosamineDt
GalNAc), la biosynthése s'orientera vers les CS/@Sec l'action de la N-
acétylgalatosylaminyltransférase  (CSGalNAcT-1). clian des exostosin-like O-
glycosyltransférases (EXTL2/EXTL3) avec l'additiate la N-acétylb-glucosamine ©f-
GIcNACc) conduira aux HS/Hep. Ces deux enzymes setétaillées dans le chapitre I-3. Les
enzymes de bifurcation.

La polymérisation des différentes chaines de GA&dait ensuite par I'action de
différentes enzyme¥. La GICAT-Il et la GalNACT-II ainsi que différentesynthases de
sulfate de chondroitine (ChSy), qui utilisent uiacteur, le chondroitin polymerizing factor
(ChPF), permettent I'élongation des chaines de GS/Pour les Hep/HS il s’agit de
différentes exostoses EXT1 et EXT2 qui ont desvdét de GICAT-II et de 'EXTLL et
I'EXTL3 qui jouent ici le role de GIcNACT-If? Par ailleurs, différentes épimérases, afin
d’obtenir les deux type d'acidesD-glucuronique ou L-iduronique), et différentes
sulfotransférasés (O- et N-sulfotransférases, 4- et 6-sulfotransférases)essiires a la
sulfatation de chaque position, permettent d’accade GAGs finaux, qui peuvent également
étre acétylés ou non sur I'amine.

Au cours de la biosynthese, des modifications dpes de la zone de liaison
(phosphorylation de la position 2 du xylose et/adfagation des positions 4 ou 6 des
galactoses) peuvent avoir lieu et influencer deitbsynthésgVoir chapitre 1-3.3. Orientation
de la biosynthese)

Les différentes modifications biochimiques de tme de liaison influencent donc
I'activité des différentes enzymes de la biosyrnghdes PGs, au niveau de la formation de

% Busse, M., Feta, A., Presto, J., Wilén, M., GragniM., Kjellén, L., Kusche-Gullberg, MJ. Biol. Chem.
2007, 282, 32802-32810
2 Habuchi, O.Biochim. Biophys. Act200Q 1474 115-127
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cette zone de liaison mais également au niveai¢ldadation des chaines polysaccharidiques
et probablement aussi de I'orientation de la sysghéers les CS/DS ou les Hep/HS.

I-3. Les enzymes de bifurcation

Comme indiqué dans le chapitre précédent, I'orieoriade la biosynthese se fait lors
de l'ajout du cinquiéme motif saccharidique et faitervenir différentes enzymes: la
CSGalNACT-1 qui mene aux CS/DS ou les EXTL2/EXTLBup aller vers les Hep/HS
(Schéma 2)Mais il n'existe que peu de données sur ces eagyans la littérature.

Hep/HS
OH
~ ‘O o
HO
AcHN 1
I
CO,Na
5 0
HO -7
HO OH / HO
o
--0 -
AcHN
CS/DS

Schéma 2 : Les enzymes de bifurcation

[-3.1. La CSGalNACcT-1

L’orientation de la biosynthese vers les CS/DSastepar le transfert d’'un résidn-
acétylgalactosamin®-GalNAc a partir de I'UDP3-GalNAc via l'action de la CSN-
acétylgalactosaminyltransférase (CSGalNAcT-1). plication de cette enzyme a été
montrée en 1999 par I'équipe de Sugaftagai a réalisé la premiére réaction de transfem d’
D-GalNAc avec une liaisop-1,4 sur la zone de liaison liee a-thrombomoduline.

Cette enzyme fait partie de la famille des glytioagsférases (GTs). Ces enzymes
catalysent le transfert d'un monosaccharide, activgoritairement par un groupement
phosphaté (comme l'uracyldiphosphate UDP), surmp&cule accepteur possédant, le plus
souvent, un groupement hydroxyle, mais aussi qesldois un nucléophile azoté, sulfuré ou
carboné&® Certaines GTs utilisent des ions divalents commiaateurs lors des réactions
enzymatiques (M ou M¢f*).%°

% Nadanaka, S., Kitagawa, H., Goto, F., Tamura,, Néumann, K. W., Ogawa, T., Sugahara,Blachem. J.
1999 340, 353-357
% Lairson, L. L., Henrissat, B., Davies, G. J., Wéith, S. G.Annu. Rev. Biochegr2008 77, 521-555
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Deux types de mécanismes existent pour les GTe; awersion ou rétention de
configuration du carbone anomérique du sucre darfiéfiLe mécanisme d'inversion de
configuration est un mécanisme de typ2,3jui passe par un état de transition de type « io
oxocarbénium » et qui est catalysé par une baseugmente la nucléophilie du groupement
attaquant. Le mécanisme de rétention de configuragst, quant a lui, encore controversé
aujourd’hui. La premiére possibilité est un mécar@sde double déplacement avec la
formation d’'un intermédiaire covalent entre un désde I'enzyme et le sucre. La seconde
possibilité est un mécanisme de typ@ &ns lequel il y a une interaction entre le gerapnt
phosphate et I'accepteur nucléophile, avec la ftiomal’un ion oxocarbéniurfSchéma 3)

Mécanisme d'inversion de configuration

GT GT GT
Oﬁ) Oﬁ) o)
e do
(0] .0 OH
o H‘/ 60(9 I—\1 o
|
Hob/ ¥ o< 7 HOX W\ O~ - HO/N\//A/O
Accepteur \ Accepteur SAccepteur
]
. 2 150 , o
RO\P 0 rRo_ 0 RQ\P/O
AN P.
 No® o No© o’ No®
Mécanisme de double déplacement
GT GT GT
HO~N f‘iNu@ HOWNU HO~ :Nu@
) _— \j ~— —_—
RVO\P/O /‘H—O\ RO\ /Oe T O—Accepteur
ZZASNC) -8° Accepteur P. B
o O o No©
Mécanisme de type Sni
GT GT GT GT
o] 80® O® Q
N N N
€] N o )
le) 0 O O@ do (@)
I-'if\ ol F\Pﬂo\p/ Accepteur/o\ “Accepteur
oo RIS oo o0
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N, rRoO” N\
_PR (0]
RO\
o

Schéma 3 : Mécanismes possibles pour les GTs

7 Breton, C., Fournel-Gigleux, S., Palcic, M. Myrr. Opin. Struc. Bio].2012 22, 540-549
2 Ardévol, A., Iglesias-Fernandez, J., Rojas-Ceevall V., Rovira, C.Biochem. Soc. Tran®2016 44, 51-60
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La CSGalNAcT-1, glycosyltransférase qui nous ig8e plus particulierement,
catalyse le transfert do-GalNAc sur I'hydroxyle en position 4 de I'acideuglronique de la
zone de liaison, en suivant le mécanisme d’inverd configuration.

[-3.2. EXTL2 et TEXTL3

La biosynthése des chaines de GAGs s’oriente lgsrlep/HS lorsque le résidvt
aceétylglucosamin®-GIcNAc est transféré sur I'acide glucuronique dezbne de liaison a
partir de 'TUDPb-GIcNAc.

La N-acétylglucosaminyltransférase | (GICNACT-I) futellizyme initialement
identifiée pour catalyser cette réaction €lQuelques années plus tard, il a été montré que les
glycosyltransférases impliquées dans la biosyntbdeseHep/HS étaient fortement associées a
une famille de génes nommeés exostoses (EXT) eud leomologues EXTL (EXT-like)
découverts par la suité3! Ces génes font parti d’'une famille de « suppressae tumeurs ».

En 1999, I'équipe de Sugahara a montré que le dgEXEL2 encodait unea-1,4-N-
acétylnexosaminyltransférase du méme nom, capabkeadsférer dep-GalNAc et desD-
GIcNAc sur la zone de liaison des protéoglycalidsa structure cristallographique de cette
enzyme, issue de la souris, a été résolue en 2008tte étude a montré un mécanisme de
rétention de configuration, suivant probablemeiiage type Si.>* A notre connaissance, la
structure cristallographique de I'enzyme humainest’toujours pas résolue. L'équipe de
Sugahara a également observé des résultats imgresavec les EXTL1 et EXTL3.En
effet, TEXTL3 montre une activité dd-acétylglucosaminyltransférase | et Il (GICNACTtl e
GIcNACT-II), qui permet respectivement le transfeli premierD-GICNAc et celui des
suivants, et est donc impliqgué dans l'initiationl'étongation des chaines de Hep/HS. En
revanche, 'lEXTL1 ne montre qu’une activité de GAalN-1l et n’est donc impligué que dans
I'élongation des chaines.

Ainsi les deux enzymes connues a ce jour poufeinia synthese des chaines

d’Hep/HS sont 'EXTL2, qui peut transférer desGalNAc et desD-GIcNAc, et 'EXTL3,
qui permet également I'élongation de cette chatn&AGs®

[-3.3. Orientation de la biosynthése

Bien que les enzymes permettant d’accéder augrdiffs types de chaines de GAGs,
les CS/DS et les Hep/HS, soient relativement comraugourd’hui, le ou les mécanisme(s)

2 Fritz, T. A., Lugemwa, F. N., Sarkar, A. K., EskoD.,J. Biol. Chem.1994 269 300-307

¥ wise, C. A, Clines, G. A., Massa, H., Trask, BLbvett, M.,Genome Res1997, 7, 10-16

3L van Hul, W., Wuyts, W., Hendrickx, J., Speleman, Wauters, J., De Boulle, K., Van Roy, N., Boss#t
Willems, P. J.Genomics1998 47, 230-237

¥ Kitagawa, H., Shimakawa, H., Sugahara,X Biol. Chem.1999 274, 13933-13937

% pedersen, L. C., Dong, J., Taniguchi, F., Kitagaiia Krahn, J. M., Pedersen, L. G., SugaharaNigishi,
M., J. Biol. Chem.2003 278 14420-14428

3 Kim, B.-T., Kitagawa, H., Tamura, J.-l., Saito, Kushe-Gullberg, M., Lindahl, U., Sugahara, Rrpc. Nat.
Acad. SciU.S.A.,2001, 98, 7176-7181

% Busse-Wicher, M., Wicher, K. B., Kusche-Gullbelty, Matrix Biology, 2014 35, 25-33
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qui oriente(nt) la biosynthése vers I'un ou l'autlype de GAGs est encore incertain. En plus
des GTs impliquées, deux grands types de modiicatbiochimiques sur la zone de liaison
semblent avoir une influence sur certaines enzyeda biosynthése mais leur réle n’est pas
encore bien déterminé sur les enzymes de bifurtafiiigure 4)

Sulfatations Phosphorylation

BN | e
HO OH HO OH HN
CO,Na OH
HO 0 o) o)
HO HO HO ° HN.
GlcA Gal-2 Gal-1

Xyl
N 4 N ot N 4
GIcAT-1 B3GalT-6 B4GalT-7 XylT-1

Figure 4 : Biosynthése de la zone de liaison

La premiére modification est la@phosphorylation dip-xylose. Cette modification
a été observée pour la premiére fois au cours deéea quatre-vingt sur des sulfates de
chondroitine et sur des sulfates d’hépar&rnieé.En 2008, il a été montré que laCe-
phosphorylation dub-xylose augmentait I'activité de la GICAT-1, comai@vement au
composé non phosphoryié.Cette modification semble également avoir un imEazg la
B4GalT-7 puisque le xylose phosphorylé inhibe létéi de celle-c?® De plus, il a été
observé gue la B-phosphorylation dn-xylose avait également un effet sur la CSGalNACT-
1. En effet, cette enzyme en présence de la zoaisien phosphorylée ou non transférerait
de maniére préférentielle le tétrasaccharide phargjdi*®

La seconde modification est la sulfatation destjpos 4 et/ou 6 d'un ou des deox
galactoses de la zone de liaison. Ces sulfatatiohété observées sur des CS par I'équipe de
K. Sugahard>*?**3*En revanche, elles sont absentes sur les chaliep/HS. Ces différentes
sulfatations impactent directement l'activité dé&sl@AT-1. En effet, le composg-Gal$-1,3-
D-Gal(6S)p-OMP (MP : 4-méthoxyphényl) est meilleur substraie de disaccharide non
sulfaté. En revanche, aucune activité de cettereazya été observée en présence de sulfates
sur la position 4 du Gal-1 ou les positions 4 odusGal-2>°** De plus, il a été observé

% 0Oegema, T. R., Kraft, E. L., Jourdian, G. W., éaien, T. R.J. Biol. Chem.1984 259 1720-1726

3" Fransson, L.-A., Silveberg, I., Carlstedt,Jl. Biol. Chem.1985 260, 14722-14726

% Tone, Y., Pederson, L. C., Yamamoto, T., IzumikaWa Kitagawa, H., Nishihara, J., Tamura, J.-legiéhi,
M., Sugahara, K.J. Biol. Chem.2008 283 16801-16807

% Gulberti, S., Lattard, V., Frondeur, M., JacqujnktC., Mulliert, G., Netter, P., Magdalou, J.,Z2ine, M.,
Fournel-Gigleux, SThe Scientific World Journg2005 5, 510-514

0 |lzumikawa, T., Sato, B., Mikami, T., Tamura, J.igarashi, M., Kitagawa, HJ. Biol. Chem.2015 290,
5438-5448

“l Sugahara, K., Yamashima, I., De Waard, P., VarbétR, H., Vliegenthart, J. F. Gl, Biol. Chem.1988
263 10168-10174

“2yamada, S., Oyama, M., Yuki, Y., Kato, K., Sugaha¢., Eur. J. Biochem1995 233 687-693

*3 Kitagawa, H., Oyama, M., Masayama, K., Yamagu¥hiSugahara, KGlycobiology 1997 7, 1175-1180
* Gulberti, S., Lattard, V., Frondeur, M., JacqujnktC., Mulliert, G., Netter, P., Magdalou, J.,Z2ine, M.,
Fournel-Gigleux, S.J. Biol. Chem,.2005 280 1417-1425
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récemment que les sulfates avaient également uacimimportant sur la CSGalNAcT#4.
Ainsi le motif GlcA-Gal-Gal, suffisant pour étre Imirat, est un meilleur substrat de cette
enzyme lorsqu’il est sulfaté sur les positions 46odu Gal-1 ou bien la position 6 du Gal-2
mais il est inactif sur cette enzyme quand il estMaté sur le Gal-2.

Les modifications biochimiques de la zone de dimisemblent donc influencer la
biosynthese des PGs deées les premiéres étapeseetemt dans l'orientation de cette
biosynthése. Mais le réle de ces différentes mealifbns reste encore peu connu. Les
groupements phosphate et/ou sulfates des diveos#sops pourraient agir comme un signal
dans la biosynthese des PGs et controler aingefitation de cette biosynthese vers les
CS/DS ou les Hep/HS.

[-3.4. Nécessité d’'une synthése chimique

Afin de mieux cerner le mécanisme d’action desyeres de bifurcation, il est
nécessaire de comprendre I'importance des modditaiet notamment des sulfatations de la
zone de la liaison sur l'orientation de la biosysth pour mener aux Hep/HS ou aux CS/DS.
Cette zone de liaison, possédant des groupemelitdesuaux positions désirées, est tres
difficilement isolable. Il est donc nécessaire @asynthétiser.

L’objectif de ce travail de thése est donc la bgse de disaccharides de la zone de
liaison, sulfatés ou non sur les positions 4 ow 6-al, pour les tester comme substrats de la
CSGalNACT-1 et de 'EXTL3, mais également la systhées trisaccharides correspondants,
possédant le premier monosaccharide des chaingsAds O-GIcNAc ou D-GalNAc),
comme molécules de référence pour les tests biplegi afin d’étudier le r6le des sulfates
sur ces deux enzymes.

Le chapitre suivant présentera donc quelques eesnge synthéses de la zone de
liaison décrits dans la littérature.

> Gulberti, S., Jacquinet, J.-C., Chabel, M., Ranjakam, N., Magdalou, J., Netter, P., Coughtrie,WI.H.,
QOuzzine, M., Fournel-Gigleux, S3lycobiology 2012 22, 561-571
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II- TRAVAUX DE SYNTHESES
DECRITS DANS LA LITTERATURE

26



27



Le chapitre précédent a montré que la compréhend® la biosynthése des
protéoglycanes ainsi que des mécanismes qui lase&i était cruciale. Il semble en effet
nécessaire de comprendre les processus d'oriamtdéda biosynthese vers les différentes
chaines de GAGs. Pour cela, de nombreuses equipsgrahétisé la zone de liaison des PGs
totale ou partielle, modifiée (sulfatée et/ou plargfge) ou non, possédant ou non une amorce
de GAGs.

L’objectif de mon travail de thése étant a la fleisynthése de disaccharides sulfatés
de la zone de liaison et celles des trisacchagda®spondants comportant le premier motif
des GAGs §-GalNAc etD-GIcNAC), le prochain chapitre est divisé en demngles parties.
Celui-ci expose, dans un premier temps, de mamére exhaustive, des exemples de
syntheses de la zone de liaison ou de certaineslercomposant, possédant un groupement
sulfate sur les positions 4 et/ou 6 d’un ou deadake(s). La synthese des oligosaccharides
possédant une amorce de GAGs est également présiam® un second temps.

Les synthéses reportées présentent des stratayiesrgentes, comportant le moins
d’étapes possibles et permettant l'obtention desnposés de maniére régio- et
stéréocontrbélée, notamment pour l'introduction giesipements sulfates.

lI-1. Syntheses de la zone de liaison sulfatée

[I-1.1. Syntheses de la zone de liaison sulfatée I'utilisation d’'un
groupement protecteur temporaire

[1-1.1.1. Synthéses de la zone de liaison sulfatépgosition 4

Sugahara K! a montré en 1988 I'existence d’'un groupement gulfar la position 4
du Gal-2 de la zone de liaison provenant du cgsdildu rat. Suite a ces travaux, en 1992,
Goto F. et Ogawa 1 ont reporté la premiére synthése totale de la Henkaison des PGs,
possédant un résidusérine comme aglycone, avec un groupement sudfatéa position 4
du Gal-2, introduit de maniére régiocontro(Eegure 5)

Nao,s0 OH Ho JOH f;le
CO,Na OH LSer
HO o) o) O  Ho o
HO 0 0 0 g COOH
HO HO HO
GlcA Gal-2 Gal-1 Xyl

Figure 5 : Zone de liaison synthétisée par Goto et Ogawa T.

Cette synthése a été réalisée par additions sigcessle motifs monosaccharidiques,
suivies de la glycosylation avec le résicgérine puis de la sulfatation de la position 4 du

“ Goto, F., Ogawa, TTetrahedron Let;.1992 33, 5099-5102
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Gal-2 et enfin la déprotection totale du tétrasadde pour conduire au compos€Schéma
4).

L’étape clé de cette synthese est I'obtention @wasaccharide, qui possede un
groupement protecteur temporaire, le groupementitgwle (Lev), en position 4 du Gal-2,
permettant, aprés déprotection sélective, de sultattte position spécifiquement.

NH,

NaO3SO |
COzNa L Ser
|
HO w COONa

GIcA Gal-2 Gal 1
1

ﬂ

LevO CCl3
COMe PGP NHZ
MBZO ACO 0 NH |
MBzO HO— L—?er

MBzO COOBn
GlcA Gal-2 Gal-1
2 3
ﬂ Z = benzyloxycarbonyl
Ph
CO-Me o OPiv
MBzO Bno OBn
MBzO SMe AllO AllO O
MBzO
GlcA Gal 2 Gal 1 Xyl
7 6 5 4
AcO  OAc
0 AcO Q
AcO OAc AcO
AcO AcO
Br
Gal Xyl
8 9

Schéma 4 : Rétrosynthése du composé 1

Le composé2 est obtenu a partir des quatres monosacchaddesLes deuxD-
galactosesb et 6, sont obtenus a partir do-galactose peracétyl@ apres des étapes de
protections régiosélectives. Le compéggossede des groupements benzyles sur les positions
4 et 6 alors que le compo&possede un benzylidéne. Ces différentes protextiamt
permettre de les différencier lors des étapes dgtur’accepteud est lui obtenu a partir du
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dérivé bromé9, issu d’'un sucre commercial. La synthese de Festest quant a elle en
grande partie déja conrilie

La glycosylation entre I'acceptedret le donneub en présence de triflate d’argent
permet d’obtenir un disaccharide qui, aprés depeétasuccessives de-déallylations et
glycosylations ave® puis 7, conduira a un tétrasaccharide. Des étapes dectimis et
déprotections régiosélectives, suivies de lintiddhn de I'imidate permettent I'obtention du
composeé2. Il est a noter que l'introduction du groupementulinoyle sur la position 4 du
Gal-2 est rendu possible par la déprotection duzylelene et l'acétylation de I'alcool
primaire.

Le résiduL-sérine est introduit lors de la glycosylation,peésence de BHELO, entre
le tétrasaccharid@ et le résidu peptidiqud. Le groupement Iévulinoyle est sélectivement
déprotégé en présence d’acétate d’hydrazine et pe#ition est ensuite sulfatée a I'aide du
complexe triméthylamine-trioxyde de soufre MeSO; avec un rendement de 97%. Une
déprotection totale du composé conduit a la moétinalel.

En 1994, I'équipe de Jacquinet J*G également synthétisé le tétrasacchatidla
zone de liaison des PGs, sulfaté en position 4 dli2@nais ici lié a un dipeptide. Leur
stratégie de synthése a été I'addition successigenmnosaccharides sur le dérivé
disaccharidiquel6 déja décrit par la méme équipafin d’accéder au tétrasaccharitie
présentant un groupement chloroacétate (ClAc)asposition 4 du Gal-2 permettant la future
sulfatation de cette positig@chéma 5)

*"Nakano, T., Ito, Y., Ogawa, TTetrahedron Lett.199Q 31, 1597-1600
8 Rio, S., Beau, J.-M., Jacquinet, J.-Carbohydr. Res1994 255, 103-124
“Rio, S., Beau, J.-M., Jacquinet, J.-Carbohydr. Res1993 244, 295-313
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Schéma 5 : Rétrosynthése du composé 10

La déprotection du benzylidéene du compb6édéja connu, permet d’accéder au diol.
Celui-ci va subir une benzoylation sélective dedaition 6 dub-Gal, a I'aide de cyanure de
benzoyle BzCN, puis une chloroacétylation de laitiwos 4. Cette protection temporaire
permettra de sulfater sélectivement cette positianla suite. L’hydrogénation catalytique
(Pd-C) puis I'activation de ce produit par un ttaoacétimidate conduisent au compase
La glycosylation du composE4 avec I'imidatel3, en présence de triflate de triméthylsilyle
(TMSOTHT), forme le trisaccharide qui va alors sul@rméme enchainement de réactions
(hydrogénation, activation et glycosylation ici avé) et conduire au tétrasaccharitie La
glycosylation entre ce composé et le résidu pratigermet d’obtenir le glycopeptide. La
déprotection du chloroacétate par la thiourée sudé la sulfatation de cet alcool avec le
complexe S@NMe; et la saponification de la molécule donnent leraggtccharide
dipeptidiquelO.

Il faut noter qu’en parallele le composé tétrabaddique dipeptidique phosphorylé
sur la position 2 dp-Xyl 17 a également été obtenu a partir de précurseursnaosia la
synthese dé&O (Figure 6)
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Figure 6 : Glycopeptide phosphorylé

La stratégie de synthése choisie afin d’obtenir c@®mposés sulfatés en position 4 a
donc été dans les deux cas l'utilisation de grougesh protecteurs temporaires (Lev ou
CIAc), orthogonaux aux autres protections de laguole.

[1-1.1.2. Synthéses de la zone de liaison sulfatéposition 6

En 1999, Tamura J.-l. et NishiharaJont reporté la premiére synthése de
glycosylsérines comprenant a la fois un groupemkasphate et un groupement sulfate, dans
le but d’étudier I'importance de ces groupementssda formation de la zone de liaison.

HOo OSO;3Na 'TIH2
N8203PO _
o) HO o L ?er
HO o G COONa
HO

18

MBzO OTBDPS ijz
Bn203PO _
Q  AcO o _L-Ser
MBzO (@) o COOBnN
MBzO

19

MBzO OTBDPS IIIHZ
Bn203PO -
0 ACO o L Ser
MBzO SMe HO d COOBn
MBzO
20 21

LevO 0 HO
LevO
LevO
Cl

ZHN
22 3

COOBn

Schéma 6 : Rétrosynthése du composé 18

Leur stratégie de synthese a été de former enitgria liaison Xyl-Ser a partir d22
et 3 avant l'introduction du motif galactog&chéma 6)Le groupement phosphate a ensuite

*® Tamura, J.-I., Nishihara, Bjoorg. Med. Chem. Lett1999 9, 1911-1914
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été introduit grace a des protections sélectivespasitions 3 et 4 et la phosphorylation de la
position 2 pour donner finalement le comp@4¢ Le galactos®0 a été préparé a partir du
méthyl-1-thiof-D-galactopyranoside, produit commercial, par la goton sélective et
temporaire de l'alcool primaire par un groupemtnt-butyldiphénylsilyle (TBDPS) et la
protection des autres positions par des esters @hythenzoyle (MBz). La glycosylation
entre les composé’0 et 21 conduit au disaccharid&9 qui subit alors la déprotection
sélective de l'alcool primaire, la sulfatation dete position en présence de:3WMe;, puis
la saponification afin d’obtenir le composé finé

Une déprotection totale du compod® leur a également permis d’obtenir le
disaccharide phosphorylé mais non sulfaté.

Ce méme groupe a étendu en 200da stratégie de synthése a la formation de
trisaccharides f-D-Gal-(1—3)--D-Gal-(1—4)-p-D-Xyl-Ser) phoshorylés sur Ip-xylose et
sulfatés sur la position 6 de I'un ou l'autre datagtoseg¢Schéma 7 et Schéma 8)

L’intermédiaire clé de cette synthése est le ¢dbaride24, qui posséde un TBDPS en
position 6 du Gal-2 et un benzylidéne sur le GabG4&lui-ci provient de la glycosylation entre
le galactose0 et le disaccharid@5, en présence de NIS-TfOHN{odosuccinimide - acide
trifique) qui donne un mélange disomere#} inséparables, qui le seront lors de la
déprotection du groupement silylé. Le compdSérovient de la glycosylation entre le motif
Xyl-Ser 21 et le galactosé* suivie de la déallylation. La glycosylation s'effee dans des
conditions identiques a celles utilisées p2drmais ici les deux isomeres sont séparables et
le disaccharid@5 est isolé avec un rendement de 37%.

Le trisaccharide fina3, sulfaté sur la position 6 du Gal-2, a été obtemusuivant les
mémes étapes de déprotection sélective du TBDPHgtagion et saponification que
précédemment, a partir du trisacchaide

Une déprotection totale de ce compaségalement permis d’obtenir le disaccharide
phosphorylé non sulfaté.

L Tamura, J.-I., Nishihara, J., Org. Chem.2001, 66, 3074-3083
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20 25
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AllO SMe AcO \L—?er

AcO Bn203PO
6 21 COOBn

Schéma 7 : Rétrosynthese du trisaccharide 23

Pour la synthése du trisacchar@ sulfaté sur le Gal-1, les auteurs ont choisi cette
fois de former le disacchari@S comportant les deux motifs galactoses, a parircdenposés
29, protégé par des groupements acétate®0etgui présente un groupement protecteur
orthogonal TBDPS en position 6. La glycosylatione@ve composé1l suivie de la
déprotection du TBDPS, de la sulfatation et deaposification de la molécule permettent
d’obtenir le trisaccharide finél6, 6-sulfaté sur le Gal-1. Les difficultés dans eetynthese
ont été les étapes de glycosylations qui conduisaieles mélanges d’isomergf séparables
mais seuls les isomernt été engages pour la suite des étapes.
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!
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Schéma 8 : Rétrosynthese du trisaccharide 26

CCl;

En 2006, Jacquinet J.®a reporté la synthése de différents glycosidels @ene de
liaison, mono-, di- et trisaccharides, phosphorydésnon, sulfatés ou non, afin d’étudier
linfluence de ces groupements sur les enzymesiatgyithese de la zone de liaison. Seules
les synthéses des di- et trisaccharides serontemiées ici. Ces différents composés
comportent un motif 7-méthoxy-2-naphtyle (MN) ersion anomérique afin de faciliter leur
détection lors des différents tests enzymatiques.

La synthese des composés disaccharidi@lext 32, sulfatés en position 6 duGal,
I'un phosphorylé sur la position 2 @uXyl et I'autre non, qui proviennent respectivemdas
disaccharide83 et 34, a impliqué la préparation d’'un intermédiaire conmmle compos&5
(Schéma 9)Celui-ci provient de la glycosylation entre lesmosaccharide36, qui est activé
par un imidate et qui possede un groupement lé&wylknen position 6, €7 en présence de
TMSOT(f suivie de I'hydrolyse acide du motif 2,3qwopylidéne. La différenciation des
positions 2 et 3 du motif xylose, par I'intermédéaid’'un composé stannylé, va permettre

%2 Jacquinet, J.-CGarbohydr. Res2006 341, 1630-1644
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I'obtention des molécule33 et 34, dont la position 6 sera délévulinoylée puis daHaUne
saponification conduira aux molécules finaddset 32,

HO 0OSO;Na BzO OlLev
o R20 o R20
HO o g BzO 0 g
HO BzO
31R’=H 33R2=Ac
32 R?=PO;Na, 34R?=PO;Bn,

o) OLev

HO
o Ho OMN
0 o)
BzO
35

Bz
BzO

BzO OLev

° + Ho o
BzO o OMN

36 NH 37

Schéma 9 : Rétrosynthéese des disaccharides 31 et 32

Il est & noter que les saponifications des congp@k et 33 conduisent aux
disaccharides non sulfatés, phosphorylé ou non.

La synthése des trisaccharid&® et 39 a, comme pour les disaccharides, nécessité
celle d’'un précurseur commun, le compd&géqui possede un groupement Lev sur la position
6 du Gal-1(Schéma 10)Celui-ci a été obtenu aprés le couplage du disame 41 et du
motif xylose37 et I'hydrolyse de I'acétal. Le compodé provient de la glycosylation entre
les deux motifs galactosed? et 43. Ce dernier posséde un groupement silylene sur les
positions 4 et 6, ce qui va permettre sa dépratectélective pour l'introduction du
groupement Lev apres glycosylation. Ce compé3@ été obtenu a partir du galactede
possédant un groupement 4-méthoxyphényle (MP) coagheone. La formation d’acétals
entre les positions 3 et 4 et celle de I'acétaltenen position 6 a permis d’isoler la position 2
afin de la benzoyler et d'obtenir le compo4é La déprotection des acétals suivie de
I'introduction du silyléne conduit au compo$@ Les étapes de déprotection sélective du Lev,
sulfatation et saponification, identiques a cetles disaccharides, réalisées sur le protlhit
conduisent aux trisaccharides fine@et 39.

Les auteurs ont également obtenu les trisacclsande sulfatés, phosphorylé ou non,
en utilisant les mémes intermédiaires que pouynéhese d&8 et 39.
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SI\ OMe
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Schéma 10 : Rétrosynthese des trisaccharides 383t

Ces différentes synthéses présentent des stratégmdgires pour I'introduction du
groupement sulfate en position 6 duGal. Dans le cas des disaccharides Gal-Xyl, une
protection temporaire orthogonale de la positiodD-Gal (Lev, TBDPS) est introduite des
la formation du monosaccharide.

[I-1.2. Syntheses de la zone de liaison partiellsulfatée en position 4
ou 6via un diol intermédiaire

En 2004, Jacquinet J.®€reporte la synthése de différents disaccharidda dene de
liaison afin d’étudier le role des sulfatations slda biosynthése des sulfates de chondroitines.
Ces composeés sont formés des detQal, sulfatés sur I'un ou l'autre, en position 4 ©,
avec pour aglycone le 4-méthoxyphényle qui permaitte bonne détection lors des tests

%3 Jacquinet, J.-CGarbohydr. Res2004 339, 349-359
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biologiques. Une stratégie de protections ortholpsndes galactoses de la zone de liaison a
été élaborée afin de pouvoir, en fin de syntheskater I'un ou l'autre de ces galactoses

(Schéma 11)
Rlo OR? Rig OR!
(0] (0]
HO o OMP
HO HO
Gal-2 Gal-1

46R!I=R?=R*=H,R*=SO;Na  48R!=SO;Na,R?=R3’=R*=H 50R!=R’=R3’=R*=H
47R'=R?=R*=H,R¥=SO;Na 49 R!=R3 = R*=H, R?=S0;Na 51 R'=R3=H, R?=R*=S0;Na

ﬂ ﬂ Ph
LevO OLev

BN %%

Gal- Gal- Gal— Gal-
52 53

N 4

Ph

LevO OLev

Gal— Gal—
54

ﬂ Ph
LevO OLev
Bzo&‘ %

\ﬂ/ 56

Schéma 11 : Rétrosynthése des disaccharidesGal-D-Gal

Les intermédiaires clés de cette synthese sorditds 52 et 53, qui proviennent du
composéb4 qui possede des groupements protecteurs orthoganaues dewb-Gal, des
groupements lévulinoyles sur le Gal-2 et un bedgyle sur le Gal-1. Ce disaccharidea été
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obtenu par le couplage des deux monosacchaBiiext 56, a I'aide de TMSOTf avec un
rendement de 70%. Ces composés sont issus du dém+&al 57.

A partir du disaccharidg4, une déprotection du benzylidene ou des groupemeav
permet I'obtention des dios2 ou 53 respectivement. Afin d’obtenir les différents carmags
sulfatés, deux voies ont été suivies : les compd@ssglfatés sont issus de la sulfatation
sélective de la position 6 a I'aide du complexe.B®le; (1,5 €g.) alors qu'une benzoylation
sélective de cette position, avec du cyanure dedyds suivie de la sulfatation de la position
4 permet l'acces aux composés 4-sulfaishéma 12)Une déprotection totale de ces
COmMpOSsSEés mene aux composes findtd9

N . 0SOsNa
sulfatation HO 3

régiosélective 0

RO OR'
RO

OBz OBz

HO Na0;SO
&/ %
D———— OR —— OR'
benzoylation ~ RO RO

AT, RO sulfatation RO
régiosélective
Schéma 12 : Synthése des produits 4- ou 6-sulfatépartir d'un diol

Il est a noter qu'une déprotection a la fois desugements Lev et du benzylidene
donne le tétrol correspondant, qui permet I'obtantdes composés non sulféié et 6-
disulfaté51.

Suivant une stratégie similaire, Thollas B. egléwet J.-C* ont également synthétisé
des trisaccharides de la zone de liaison, posséalBrGIA et les deux motif®-Gal, sulfatés
en position 4 ou 6 de I'un ou l'autre de<5al (Schéma 13)

L’intermédiaire clé de cette synthése est le ca8aB®, trisaccharide commun aux
différents produits, qui possede des groupemerttogonaux sur les deux-Gal, avec un
groupement silylene sur le Gal-2 et un groupemenizydidéne sur le Gal-1, et qui va ainsi
permettre I'obtention des dioB4 et 65. Ce composé provient de la glycosylation entre le
dérivé glucuroniqué? et le disaccharidé8, formeé lui-méme par la glycosylation entre les
monosaccharides6 et 69 suivie d’une délévulinoylation et de l'introduatiale 'acétal tert-
butylsilylene.

La déprotection du silylene en présence du conepdéi-.EtN donne accés au diéb
et va permettre de modifier les positions 4 et 6Ghl-2, alors que la déprotection du
benzylidéne conduit au diéK et permet ainsi d’accéder aux positions 4 et Gdlil.

L’'acces aux différents produits finaus&63) se fait comme précédemment par une
sulfatation régiosélective pour les composés sdfain position 6 ou par une benzoylation

* Thollas, B., Jacquinet, J.-@yg. Biomol. Chem2004 2, 434-442
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régiosélective suivie de la sulfatation pour lesmposés 4-sulfatés

saponification.

puis par une

RO OR2 OR3 OR*
NaO,C
HO o (0] (0]
HO 0 0 OoMmP
HO HO HO
GlcA Gal-2 Gal-1

62R!=R?=R3=R*=H 60 R'=R?=R*=H, R?=SO;Na

58 Rl=R?=R3=H, R*=SO0;Na
59 R!=R?=R*=H,R’=SO;Na  63R!'=R’=H,R?=R*=SO;Na 61 R*=R’=R*=H,R!=S0;Na
Ph
SI\
MeO,C M9020
Bm BzO
Gch Gal- Gal- Gch Gal— Gal—
64 65
Ph
SI\O
MeOZC
Gch Gal- Gal—
66 &
| oS
v o
Ph HO OMP
St o p=
(6] O 56
MeO,C o o
BzO 0 HO o OMP +
BzO BzO BzO \’ Levo Olev
B0 b cop Gal-2 Gal-1 o
67 68 LevO
NH BzO
CCly

Schéma 13 : Rétrosynthése des trisaccharides 58-63
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Plus récemment, en 2012, Ait-Mohand Kt af® ont décrit la synthése de
trisaccharide§0-74 possédant le méme motif GIcA-Gal-Gal, mais avee biotine comme
aglyconeg(Schéma 14)

Cette synthese suit également une stratégie msédes groupements protecteurs
orthogonaux pour les dewxGal. Les trisaccharides biotinyl@§-74 proviennent des deux
trisaccharides clé¥7 et 78 possédants respectivement des CIAc sur le Gal-2umou
groupement silylene sur le Gal-1, qui donneroneaaux diols/5 et 76. La différenciation
des deuxD-Gal est réalisée lors de la formation des disatbs79 et 80 et celle du
monosaccharid&l. La glycosylation du disaccharidé® avec le compos&1 suivie de la
déprotection du silylene et de l'introduction dewgwements benzoyles permettent I'obtention
du trisaccharid@7. Ce trisaccharide est le précurseur des molésuléstées sur le Gal-2. La
glycosylation du disaccharid®0 avec le compos81 permet I'obtention du trisaccharid@.
Celui-ci permettra I'accés aux molécules sulfateasle Gal-1. Les disaccharid@8 et 80
sont obtenus par la glycosylation des monosacaeBRiet 43.

Apres formation des diolg5 et 76 par la déprotection sélective des chloroacétates o
du silylene, l'accés aux différents produits fina@®-73) se fait de la méme maniere que
précédemment c’est-a-dir®-sulfonation régiosélective pour les composés fatd ou
benzoylation régiosélective puis sulfatation pas tomposés sulfatés en position 4 et enfin
saponification. Une déprotection totale du trisacicte biotinylé permet d’accéder a la
molécule74 non sulfatée.

% Ait-Mohand, K., Lopin-Bon, C., Jacquinet, J.-Carbohydr. Res2012 353 33-48
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Gch Gal- Ga] 1

70R'=R?=R3=H,R'=SO;Na 72 R'=R’=R*=H, R®=SO;Na
71R'=R?=R*=H,R’=SO0;Na 73 R’=R*=R%=H, R*=S0;Na
ﬂ 74R'=R*=R’=R'=H ﬂ

MeO,C MeOOC
LevO LevO
BzO
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4 N VA
OBﬁ‘Si\\o

claco  OAcCl  Bzo BzO 0
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BzO BzO BzO

Gch Gal-2 Gal-l GlcA Gal-2 Gal-1
77 78

7 N v
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75

R40
MeO,C
LevO 0 O O
BzO o} HO O~ ~NHZ
BzO BzO BzO
GlcA Gal2 O~ O 81
79 RY=R¢=ClAc NH
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| .
MeO,C '\O\o
LevO O
BzO
BzO
o CCls HO OMP
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Schéma 14 : Rétrosynthése des trisaccharides 70-74

La sulfatation de I'un ou l'autre des galactoses denc rendue possible par la
protection orthogonale des deoxGal, par des groupements protecteurs tels queelg le
benzylidene ou encore le silylene. Apres dépratecte I'un de®-Gal, la différenciation des
positions 4 et 6 se fait directement a partir daldici I'obtention des composés 6-sulfatés a
lieu grace a une sulfatation régiosélective de dsipon 6 alors que les composés 4-sulfatés
sont obtenus apres benzoylation sélective de lai@o$ et sulfatation de la position 4.
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lI-2. Syntheses de la zone de liaison avec une arerde
GAGs

lI-2.1. Syntheses de la zone de liaison avec une@wce de CS

Dans la littérature, peu de travaux de synthésk d®ne de liaison comportant une
amorce vers les CS sont reportés.

En 1992, Goto F. et Ogawa>Tont reporté la synthése d’hexasaccharides comiinan
la fois la zone de liaison et I'unité disaccharigigdes CS, I'un non modifi3 et 'autre
sulfaté en position 484 sur la D-GalNAc. Leur stratégie a été la synthése de deux
trisaccharides85 et 86, le premier étant formé du dernier sucre de laezda liaison et du
disaccharide des CS, le second étant le motif G&IX{$l de la zone de liaisofschéma 15)

HO OH HO OH

HO AcHN CO,Na OH

(@] (0] (@]

HO g J wo o 0 g

CO,Na HO HO HO
RO “oH

83R=H
84 R = SO;Na

Ph

MBzO AcHN CO,Me
MBzO 0 o an
MBzO o o) MBZO

CO,Me MBzO
LevO OAC CCI3

86
85 NH

Schéma 15 : Rétrosynthése des hexasaccharides 884t

Le bloc donneuB5 (Schéma 16p été synthétisé par additions successives dg troi

monosaccharide®7, 89 et 90. La glycosylation entre les monosacchari@@®t 90 conduit a

un disaccharide. L'unité glucose est ensuite tansfe en motif glucuronique par
dépotection du MP et oxydation puis une déacéppatdonne le composé&8. La
glycosylation avec le monosacchariiéest alors réalisée pour accéder a un trisaccharade
déprotection du benzylidéne suivie de l'acétylatag#iective de l'alcool primaire et de la
lévulinoylation de la position 4 permettent d’olitde trisaccharidé5 apres réduction dug\
acétylation de I'amine et activation de la positemromeérique.

*® Goto, F., Ogawa, TTetrahedron Let;.1992 33, 6841-6844
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HO
Ph BnO OAll
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Schéma 16 : Rétrosynthése du bloc donneur 85

Le bloc accepteu86 (Schéma 17gst lui obtenu a partir des trois monosacchargles
92 et 5. Les glycosylations successives entre les bRizet 5 puis avec le composé
conduisent respectivement au disaccha®itlet au trisaccharid@6.

Ph
o
o} Bno OBn
OBn
(0] (0]
an\mn
HO [e] (0] o
BnO BnO
86
(0]
Ph ﬂ HO
$ Bn/om/oBn
(0]
0 BnO OBn /l 92
OBn
(0] o
AIIO%SM " AIIO%?%\ oen
e
(0] OB
AcO AcO \] BnO :
6 91

AlIO

0

AcO
5 Cl

Schéma 17 : Rétrosynthése du bloc accepteur 86

L’étape suivante est cruciale et consiste en laoglylation des deux composés
trisaccharidique85 et 86. Cette glycosylation a été réalisée en présen®&g&t,O et donne
’hexasaccharide avec un rendement de 47%. Le csénmbtenu est soit totalement
déprotégé pour donner le composé fidd|l soit délévulinoylé et sulfaté puis déprotégé pour
donner le composé4.

En 1993, ces autedfsont complété leur synthése précédente en intraduisn
groupement sulfate sur la position 4 du Gal-2 dezdme de liaison(Schéma 18)

" Goto, F., Ogawa, TRure & Appl. Chem.1993 65, 793-801
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L’hexasaccharide cl®4, précurseur du produit fin&@l3, est obtenu apres la glycosylation
entre les deux trisaccharid®s™® (Schéma 16et 95%, tous les deux décrits par leur groupe en
1992. L’introduction du groupement Lev a été ré&aiapres la formation de I'hexasaccharide
par la déprotection du benzylidéne et I'acétylatien’alcool primaire puis la |évulinoylation
de la position 4.

Le compose fina®3 est obtenu a partir d& apres déprotection des groupements Lev
et sulfatation de ces positions suivie d’'une sdpmation.

Na0O,so OH Ho OH
HO AcHN CO,Na OH
HO HO o o o
© © HO HO HO °

COyNa
NaO3;SO OH

93

Levo OAc  aAco OAc
MBzO AcHN CO,Na o o 0 OPiv
MBzO g o MBzO 0 0 0] o
MBzO AcO AcO
OAc

CO,Na
LevO

94

|

Ph

o
o] BnO OBn
OPiv
85 + o] o]
HO o o] g
BnO BnO

95

Schéma 18 : Rétrosynthése de I'hexasaccharide 93

Récemment, en 2016, I'équipe de Jacquinet>.areporté la synthése de tétra- et de
pentasaccharides biotinyl86-105 comprenant le motif GlcA-Gal-Gal de la zone désba
lié a l'unité b-GalNAc ou au disaccharide-GIcA-D-GalNAc des CS. Ces composés sont
sulfatés sur les positions 4 ou 6 de I'une ou faakes unités galactoses de la zone de liaison
(Figure 7) Les deux galactoses sont protégés par des grampermrotecteurs différents et
orthogonaux, permettant ainsi leur différenciati@es structures, en relation avec celles
publiées en 2012 devraient aider a la compréhension du mécanisragdigmérases, qui
permettent I'élongation des chaines de CS, et ldud&€s groupements sulfates.

%8 Ajt-Mohand, K., Mirault, A., Jacquinet, J.-C., LiagBon, C.,0Org. Biomol. Chem2016 14, 7962-7971
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96 R'=R?>=R3=H, R*=S0O;Na

97 R'=R?=R*=H, R®*=SO;Na
98 R!= R?=R*=H, R?=SO;Na
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R'o LOR? R3g OR*
HO AcHN CO,Na
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© © HO HO HO

99 R?=R3*=R*=H, R!=S0O;Na o)
100R!=R*=R3=R*=H

CO,Na
OH “oH
101 R'=R?=R3=H, R*=SO;Na
102 R'=R?=R*=H, R*=S0;Na
103 R!'=R3=R*=H, R?=S0;Na

104 R>=R3*=R*=H, R!=SO;Na
105 R'=R?=R3=R*=H

Figure 7 : Tétra- et pentasaccharides biotinylés

Les deux trisaccharides cl§g et 78 (Schéma 1#° obtenus en 2012 permettent
d'accéder a ces différents composgdchéma 19) Les amorces des CS (mono- et
disaccharide) sont introduits aprés déprotectiogrdupement Lev et glycosylations avec les
différents imidates110° et 111°° déja décrits. Le groupement trichloroacétate TGA e
ensuite réduit en groupement acétate puis la d&groh sélective des groupements
protecteurs temporaires (silylene sur le Gal-1hébroacétate sur le Gal-2) permet d’obtenir
les diols précurseurs aux produits final®6-109. Les réactions de sulfatation sont alors
réalisées : une sulfatation régiosélective permebtenir les composés 6-sulfatés et une
benzoylation régiosélective suivie de la sulfatatite la position 4 permettent d’accéder aux
composeés 4-sulfatés. Une saponification permetdintion des composés fina@g-105

% Lopin, C., Jacquinet, J.-CAngew. Chem. Int. EQR006 45, 2574-2578
0 Blatter, G., Beau, J.-M., Jacquinet, J.-Carbohydr. Res1994 260, 189-202
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BzO BzO BzO BzO BzO BzO
GlcA Gal-2 Gal-1 GlcA Gal-2 Gal-1
77 78

Schéma 19 : Rétrosynthése des différents tétra- péntasaccharides

Ainsi peu de travaux décrivent la synthese de md#fla zone de liaison liée a une
amorce de CS. Néanmoins deux types de synthéferdids sont utilisés, la synthese de
motifs mélangeant zone de liaison et amorce de&td& synthese du motif de la zone de
liaison avec ensuite I'ajout de I'amorce des CS.

[1-2.2. Synthése de la zone de liaison avec une @re de Hep

Dans la littérature est reportée, a notre conaas une seule synthese de la zone de
liaison possédant une amorce vers les Hep/HS. ibaipale difficulté de cette synthése est
'enchainementD-GIcNAc-a-(1—4)-D-GIcCA et donc la sélectivité de la glycosylation
permettant d’obtenir ce type de composés.

En 1993, Nilsson Met af* ont synthétisé des tri- et tétrasaccharidég et 113
possédant I'unité disaccharidique des Hep/HS abé@gpar une liaisot sur un mono- ou un
disaccharide de la zone de liaison, avec un groapemméthyle (Me) comme aglycone
(Figure 8) Leur stratégie a été une synthese convergentelayermation de plusieurs blocs.

®L Nilsson, M., Svahn, C.-M., Westman, Garbohydr. Res1993 246, 161-172
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OH
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HO\— HO Ho OH
OH NaO,& HO AcHN | cOaNa %
HO O 113 HO o
HO HO HO HO
Na0,C HO AcHN | COoNa

OMe
HO
112 HO

Figure 8 : Composés obtenus par Nilsson M.

Les auteurs ont synthétisé d’'une part le disacdhdrl5 majoritaire des Hep/HS et
d’autre part la partie zone de liaison, le moft&4 ou le disacchariddé16. Ces différents
composes ont été obtenus a partir des monosaceba@odrespondanisl 7120 (Schéma 20

OH
Naozc Ho % CO=Na \%

NaOZC HO AcHN COgNa

HO
H

OMe
HO

COz'Bu coz‘Bu
AcO
Bm AMBnO BnO
1 l4

MeO,C AcO
coz‘Bu
AcO pMBn
AcO BnO BnO SEt HO

Na0,C AcO BzO
117 119

Schéma 20 : Rétrosynthése des composés 112 et 113

L’étape clé de ces syntheses est la glycosylatitre les composésl5 et 114 d’'une
part et115 et 116 d’autre part. Afin d’obtenir une sélectivitélors de ces glycosylations, un
groupement non-participant a été choisi pour latipms2 de I'unité GIcN, ici le groupement
azido N. La glycosylation entre les composéd5 et 114 a été realisée avec du N-
iodosuccinimide et du triflate d’argent et permé&ibdenir, avec un rendement de 73%, le
trisaccharide avec une anomésiequi, apres réduction de l'azido, acétylation cile de
'amine et déprotection totale, conduit au compt&2 Le tétrasaccharide est quant a lui
obtenu aprés la glycosylation entre les disaccharid5 et 116 en présence de triflate de
diméthyl(méthylthio)sulfonium (DMTST) avec un remdent de 87% pour cette étape. La
déprotection totale du composé obtenu, la réduchioN; et I'acétylation sélective de I'amine
conduisent au composé finel3
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A notre connaissance, une seule synthése de metiészone de liaison liée a une amorce de
Hep/HS a été réalisée. Celle-ci montre I'importamite groupement en position 2 du sucre
aminé ainsi que la complexité de la glycosylatiempettant d’obtenir une liaisosn

[1-2.3. Syntheses de la zone de liaison liée a uneGalNAc par une
liaison a

Deux équipes ont présenté la synthese de dérevés zbne de liaison possédant une
liaison o entre la partie zone de liaison et un sucre anguoé,est ici unb-GalNAc. La
présence de cette entité a été identifiée par 8Yeem 1995 dans des cellules de mélanome
humain et l'action probable d’'une-D-GalNAc transférase a été mise en évidence par
SugaharZ la méme année.

En 1995, Neumann K. Wet af* ont synthétisé un pentasaccharide comportant les
guatres motifs de la zone de liaison ebi&alNAc liee ena. Ce pentasaccharid®l1 a été
obtenu par la glycosylation de deux blocs polysaadiques, le disaccharid&22 et le
trisaccharid®5 (Schéma 21)

HO OH
0

HO HO OH Ho OH
AcHN CO;yNa OH
o) 0 o)
HO o} o} o} d
HO HO HO

121

Ph
o
Ph
o) $
o
LevO o} BnO OBn
N3 CO,Me o o o OPiv
MBzO HO (e} @) o
BnO BnO

122 \[( 05

OTBDPS
Q +  Ho °

LevO MBzO OMP
N; MBzO

123 Y 124

Schéma 21 : Rétrosynthése du pentasaccharide 121

%2 Manzi, A., Salimath, P. V., Spiro, R. C., Keifér, A., Freeze, H. HJ. Biol. Chem.1995 270, 9154-9163

% Kitagawa, H., Tanaka, Y., Tsuchida, K., Goto, Bgawa, T., Lidholt, K., Lindahl, U., Sugahara, B.,Biol.
Chem, 1995 270, 22190-22195

% Neumann, K. W., Tamura, J.-l., Ogawa, Glycocon;. J.1996 13, 933-936
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Le disaccharidd22 est obtenu aprés glycosylation entre les monosaictes123 qui
possede comme précédemment un azido en positioat 224, suivie des étapes de
déprotection du TBDPS, oxydation, estérificatiorfoetmation de I'imidate. La glycosylation
a été realisée en présence de TMSOTf et conduibh anélange de stéréoisomeres
inséparables avec un ratio 1/2. Leur séparation réslisée apres l'estérification. La
glycosylation entre le compod®? et le trisaccharid®5, déja connd® permet d'obtenir le
pentasaccharide, qui subit une série de protectialéprotections et la réduction dy par
hydrogénolyse avec le catalyseur de Lindlar suidie I'acétylation. L'activation du
pentasaccharide par un imidate permet d’introdeimaotif sérine sur la position anomérique.
Une déprotection totale permet d’accéder au comfiosiEl21

Le groupe de Tamura J®1.a synthétisé en 1999 la séquence suiverBalNAc-o-
(1—4)-D-GIcA-B-(1—3)-D-Gal, possédant un bras aminé ou une biotine entigos
anomeérique, composég5et126 respectivementSchéma 22)

HO OH

(o}
OH

HO%
AcHN COgNa
o
O NHR o

125 R=H
126 R=X
Ph ﬂ )J\/\/\/
o
[e]
(@]
(0]
LevO + 0
Ns COMe o
MBzO HO O Nhz
MBzO MBzO
122 o CCl3

NH

Schéma 22 : Rétrosynthése des trisaccharides 125186

Les composé$25 et 126 ont été obtenus & partir du disacchafi@@ déja connff et
du monosaccharid&27. La glycosylation entre ces deux composés formtisaccharide
dont I'azido est ensuite réduit par I'acide thidapge. Une déprotection totale conduit au
produit 125 alors qu’un couplage avec le dérivé de la biotinwie de la déprotection totale
permettent d’accéder au trisaccharl@é.

Ces auteurs ont également synthétisé le disade®GIcA-D-Gal biotinylé ou non a
l'aide du composé27 et du donneur GlcA conr.

 Tamura, J.-I., Miura, Y., Freeze, H. H.,Carbohydr. Chem1999 18, 1-14
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Trés peu de syntheses de motifs de la zone denliiée a un dérivd-GalNAc ena
ont été réalisées. Celles-ci montrent comme prénéumnt I'importance du groupement en
position 2 du sucre aminé.

Un grand nombre de travaux ont donc été décritsassynthese de la zone de liaison
sulfatée mais il existe tres peu de travaux swsylsthese de motifs de la zone de liaison
sulfatée avec une amorce de CS et il n’existe ti@e mmnnaissance, qu’'une publication sur la
synthése de motifs de la zone de liaison liés aanmerce de Hep/HS et aucune ou la zone de
liaison est sulfatée.
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- OBJECTIFS ET STRATEGIE DE
SYNTHESE
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I1I-1. Objectifs de recherche

Comme présenté dans les chapitres précédentsmdelifications sulfatées des
positions 4 ou 6 de®-galactoses de la zone de liaison peuvent avoir legs de la
biosynthese des protéoglycanes mais leur role pa&stncore bien déterminé, notamment sur
les enzymes de bifurcation. De nombreuses étudesiontré la synthese totale ou partielle
de la zone de liaison, sulfatée sur au moins I'ea mgalactoses. Mais tres peu d’études
reportent la synthése de composés disaccharidsyiedés de la zone de liaison possédant la
premiéere unité des CS/DS ou des Hep/HS. De plés,peu de résultats biologiques associés
a ces différentes syntheses sont publiés sur laaldB@T-1 et 'TEXTL2 ou 'EXTL3.

Dans le cadre d'un projet ANR « GAG-sorting » esllaboration avec I'équipe de
biologistes du Dr. Sylvie Fournel-Gigleux de l'uargité de Lorraine, nous nous sommes
intéressés au comportement de deux enzymes dediitur, la CSGalNAcT-1 et 'EXTLS3,
vis-a-vis de composeés sulfatés. En effet, cettépégavait montré que des trisaccharides
GlcA-D-GalD-Gal de la zone de liaison étaient substrats dES&alNACT-1 et que les
composés sulfatés en position 4 ou 6 du Gal-1 oposition 6 du Gal-2 étaient meilleurs
substrats que leurs analogues non sulfatés. Deapitisne activité n’était observée avec le
trisaccharide sulfaté en position 4 du G&f-2.

L’objectif de ce travail de thése est donc la bgse de disaccharides de la zone de
liaison, dont le motif sera-GlcA-p-(1—3)-D-Gal, sulfatés en position 4 ou 6 dtgalactose,
afin, d’une part, de voir si ce motif disaccharigkgest suffisant pour étre substrat de la CS-
GalNACT-1 et de 'EXTL3 et d’autre part d’étudier tdle des sulfates sur ces deux enzymes.
Ces composés possederont un groupement encombvavisile en position anomérique, le
motif 2-naphtylméthyle (NAP), afin de faciliter ledétection lors des tests biologiques. Les
différentes molécule$28-130seront donc synthétisédsgure 9)

NaOQC
HO

128 R! = R2 =
129 R!=H,R?*= SO3Na
130 R! = SO;Na, R?=H

Figure 9 : Disaccharides cibles
Afin d'interpréter de maniére non ambigie les léssl des tests biologiques, les
produits de transfert31-136 qui sont des trisaccharides possédant le ma#dodharidique

précédent attaché au premier motif aminé des dgestde GAGsH-GalNAc etD-GIcNAC),
seront également synthétisés.
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132 R! = H, R = SO;Na
133 R! = SO;Na, R2Z=H
OH

RO OR2
AcN | CONa o)
MO 0
HO HO

134R!=H,R?=H
135 R! = H, R = SO;Na
136 R! = SO;Na, R”2Z=H

HO
HO

Figure 10 : Trisaccharides cibles

Ces produits de transfert pourront égalementtéses, dans un projet futur, sur les
enzymes d’élongation des chaines de CS et de WSdaiudier le role des sulfatations sur
celles-ci.

Toutes ces synthéses seront présentées au cHspitre

Dans un deuxiéme temps, nous nous intéresserlansudfatation des sucres, et nous
avons envisagé, en collaboration avec I'équipe iifieBseur Sylvain Routier et du Docteur
Frédéric Buron (ICOA), de tester de nouvelles mé#isod’activation pour ces réactions, a
savoir le micro-ondes et la chimie en flux continogur effectuer la 6-sulfatation
régiosélective, la sulfatation de la position 4emgore la 4,6-disulfatation.

Dans le méme esprit, nous avons envisagé d'utitles sulfatases afin de désulfater
des composés 4,6-disulfatés, pour obtenir les ceégpanonosulfatés correspondants, en

collaboration avec le Professeur Richard Danie#ible Docteur Pierre Lafite (ICOA).

Ces deux volets feront I'objet des chapitres Vet
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IlI-2. Stratégie de synthese pour accéder aux di-te
trisaccharides sulfatés

Notre stratégie de synthése repose sur une sgntodvergente avec la préparation du
disaccharidd.37, commun a toutes les molécules finglegure 11)

137

Figure 11 : Précurseur 137

Ce disaccharide possede un groupement NAP eriggoaitomérique, un groupement
silylene sur les positions 4 et 6 duGal, qui pourra étre sélectivement déprotégé pemr
sulfatations futures, et un groupement protectennporaire Iévulinoyle qui permettra l'acces
aux trisaccharides.

Ce disaccharid&37 provient de la glycosylation entre deux monosacddka, le bloc
donneur82 et le bloc accepteut38 Le composé2, dont la synthese est déja connue au
laboratoire’® posséde des groupements permanents Bz et un greopéemporaire Lev.
L’acide carboxylique est quant a lui protégé sausne d’ester méthyligue. Ce composé est
activé par un imidate pour permettre la glycosglatiLe monosaccharid@38 possede
également un Bz comme groupement permanent, ulerslysur les positions 4 et 6 et le
groupement NAP en position anomérique ; la posiiaeste libre pour pouvoir effectuer la
glycosylation(Schéma 23)

R'o OR?

(@)
MeOZC o o NaO2C o o
LevO ONAP ———= HO ONAP
BzO (0] HO 0]
HO HO

BzO BzO

137 128R'=R?= H
129 R! = H, R? = SO;Na
ﬂ % 130 R =SO;Na, R”2Z=H
> Si\\o
(o]
MeO,C
o . :
BzO HO o
BzO BzO
o CClg

82 \ﬂ/ 138

NH
Schéma 23 : Rétrosynthése des différents composés
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Les différents trisaccharides comportant la premignité des C331-133 et ceux
comportant la premiére unité des H34-136 seront obtenus a partir du disacchar@®s,
dont le groupement Lev sera sélectivement déprptigdes différents monosacchariddd
et 139respectivementSchéma 24)

2
HO
AcHN CO:Na % COzNa
HO o
ONAP ONAP
0

OH “oH
131R'=H,R2=H 134R1=H,R2=H
132 R'=H, R? = SO;Na 135 R' = H, R? = SO;Na
133 R!=SO;Na, R?=H 136 R' = SO;Na, R?=H
AcO OAc I 1 OAc
O o
AcO AcO
TARN 6 ca N oo cal
3 3
111 T 139 7]/
NH y ) NH
SI\O

MeO,C
LevO
BZO ONAP

137

Schéma 24 : Rétrosynthése des trisaccharides 131613

La D-GalN 111, qui est la premiéere unité des CS, est protégéealgm groupements
aceétates sur les positions 3, 4 et 6, 'amine deokition 2 est protégée par un groupement
trichloroacétate (TCA) et la position 1 est actipée un trichloroacétimidate.

La D-GIcN 139 qui est la premiere unité des HS, est protégéal@s groupements
acétates sur les positions 3, 4 et 6 et possedeoupement azido Nsur la position 2 comme
précurseur d’amine. La position 1 est, quant g ettévée par un trichloroacétimidate.

Le choix de ces deux groupements différents eitipo s’explique par la sélectivité
souhaitée. En effet, lors de la glycosylation, 'andmérie 1,2rans est souhaitée, un
groupement participant (du type ester, amide, gt@$ est nécessaire en position 2 du sucre
donneur afin d’avoir I'assistance anchimérique.Rme anomérie 1,2is un groupement non
participant (azido, éther) doit étre utilig&chéma 25)Pour les trisaccharide$31-133
l'anomérie 1,2tans ici B, étant souhaitée, un groupement participant anaiste donc
nécessaire sur la position 2 du compdsEL Dans notre synthése, le groupement
trichloroacétamide sera utilisé car il a été morgue cela permettait d’avoir de bons
rendements de glycosylation avec une trés boneetsété 1,2trans®® En revanche, pour les
trisaccharides134136, la sélectivité 1,2is, ici o, €tant voulue, un groupement non
participant comme le groupement azido sera utilisé.
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Avec assistance anchimérique

@
0 ) Catalyseur O‘) Q ﬂOH 0
mActlvateur E——— m E— _— m/OR
NH INH ® NH
S o
o)\cm3 /E © \< o)\cm3

ClsC CCl;

Sans assistance anchimérique

@
O') Catalyseur Q ROH 0
Activateur ———» \ j—»
N\, N,

Na N3 oR

Schéma 25 : Mécanismes de glycosylation

Tous les donneurs utilisés dans nos synthéses tseaotivés par des
trichloroacétimidates. En effet, bien qu’il existifférentes méthodes pour préparer des
composés activés, les trichloroacétimidates de &ttffinsemblent les plus utilisés. Ces
derniers sont obtenus a partir des hémiacétalssde®s correspondant et le groupement
activateur est introduit en présence de trichlogtaatrile (CkCCN) et d’'une baséSchéma
26). La base utilisée permet le contréle de 'anoméfe L'anomerep est le composeé
cinétique et 'anomere est le produit thermodynamique. L'utilisation daubase encombrée
comme la 1,8-diazabicyclo[5,4,0Jundec-7-ene (DBBjnpet d’obtenir majoritairement une
anomeérien.

©
0 Base 0 o 0o ClC-CN 0
OH — » o — » o ————» o\n/cm3
H

NH

Schéma 26 : Formation du trichloroacétimidate de Sumidt

% Schmidt, R. R.Angew. Chem. Int. EA1986 25, 212-235
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IV- SYNTHESE
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Dans ce chapitre, nous décrirons dans un premiepg la synthése du disaccharide
clé 137, puis la synthése des différents composés sulfettéanfin celles des différents
trisaccharides, possédant la premiére unité desuC®lle des HS.

IV-1. Synthése du disaccharide protégé de la zoneed
liaison 137

La synthése du disaccharide protégé de la zonkgaiden 137 a donc nécessité la
préparation des deux monosaccharides clés, ledolmeeur82 et le bloc acceptelr38

SI\ ) SI\ )
MeO,C MeO,C \/“
LevO LevO
BzO ONAP : BzO
CCI3
137 82 138

NH

Schéma 27 : Rétrosynthése du disaccharide 137

IV-1.1. Synthése du bloc donneur 82

Le bloc donneuB2 possede un ester méthylé en position 6, un groepeprotecteur
temporaire lévulinoyle en position 4 et des groupeis protecteurs permanents benzoyles en
position 2 et 3. Il est activé en position anomégigar un trichloroacétimidate.

Difféerentes synthéses du compogéglucuronique 82 sont reportées dans la
littérature®’®® Au sein du laboratoire, une premiére voie de ®3seha été développée en
partant de la 6,®-glucuronolactone commerciale. Les étapes clésetie synthese sont
'ouverture de la lactone et la benzoylation s@ecties positions 2 et 3 apres l'introduction
du groupement MP en position anomérique. La dib@ation sélective a été effectuée en
présence d'oxyde de dibutylétain et de chloruréetezoyle (BzCIf® Une coupure oxydante
du MP suivie de la trichloroacétimidoylation de Bitit conduisent au composé souhaité
82.°° Cette synthése est donc réalisée en 7 étapesuavemdement global de 5¢8chéma
28).

®7 Bindschadler, P., Noti, C., Castagnetti, E., Segdre P. H.Helv. Chim. Acta2006 89, 2591-2610
®%yang, S., Wang, A., Zhang, G., Di, X., Zhao, Zej,|P., Tetrahedron2016 72, 5659-5670
% Blatter, G., Jacquinet, J.-Carbohydr . Res1996 288 109-125
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Ouverture de la lactone

HO 0 Introduction du MP MeO,C o
0 OH >  AcO
AcO OMP
AcO
OH 140
Déprotection des Ac
Benzoylation sélective
Introduction du Le
MeO,C HCton CULey MeO,C
LevO Coupure oxydante du MP HO
BzO = . L. X BzO OMP
BzO Trichloroacétimidoylation BzO
O_ _CCly
82 hig 141

NH

Schéma 28 : Synthése de 82 a partir de la lactone

Une nouvelle voie de synthése a été élaborée réeatau laboratoire et c’est celle-
ci gue nous avons choisie d'utiliser. Une glycosgladirecte avec le 4-méthoxyphénol sur le
B-D-glucose peracétylé en présence de TMSOTf conduibbanposél42 avec un rendement
de 78%. Le groupement MP a été choisi car il esileiment clivable. De plus, seul le
composé d’anomérip est obtenu, grace a la présence du groupemeitipant acétate en
position 2(voir Schéma 25)

Une transestérification en présence de méthand&aodium MeONa donne le tétrol
(98%) dont les positions 4 et 6 sont ensuite pexggar un benzylidene pour conduire a la
moléculel43 (93%). Les positions 2 et 3 sont alors benzoy&eprésence de BzCl dans un
mélange de solvant GBl,/pyridine 2/1 et I'hydrolyse acide de I'acétal petnd’accéder a la
moléculel44 (64% sur deux étapegSchéma 29)

OAc 4-méthoxyphénol, OAc
o TMSOTf 0
AcO > AcO
ACO OAc CH,Cl, AcO OMP
AcO 78%, AcO

1) MeONa, MeOH
98%
2) PhCH(OMe),, CSA,

MeCN 93%
OH 1) BzCl
o o CH,CL, / pyridine 2/1 P“TOO/%
BzO OMP HO OMP
BzO 2) A‘ﬁs’ 0 HO
144 ’ 143

Schéma 29 : Synthése du diol 144

L’alcool primaire est ensuite sélectivement oxyedé@ présence de (2,2,6,6-
tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy (TEMPO) et dais acétoxy iodobenzene (BAIB), suivant les
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conditions de Van der Marél, pour donner I'acide correspondant (74%) qui estuie
estérifié avec de liodure de méthyle (Mel) en prée de KCO; dans le N,N-
diméthylformamide (DMF) (73%).

L’introduction du groupement lévulinoyle sur I'pkyle libre est réalisée en
présence d'acide lévulinique, de 4-diméthylaminapge (DMAP) et de 1,3-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et conduit au com@bd5 (87%).

Une coupure oxydante du MP a l'aide de nitratenaeonium ceérique (CAN) (93%)
suivie de la trichloroacétimidoylation de Schmidirmpettent I'obtention du précursenr
glucuroniqued2 (82%) (Schéma 30)

oH 1) TEMPO, BAIB
CH,Cl,/H,0 2/1 MeO,C
HO 0 74% HO Q0
BzO OMP BzO OMP
BzO 2) Me], K2C03 BzO
144 DMF 141
73%
LevOH
DMAP, DCC
CH,Cl,
1) CAN 87%
— e — e — e —
" o \' PhCHy/MeCN/H,0 MeOLC

*  BzO BzO OomP
| AN - 2) CI;CCN, DBU 820

o} CCI3| CH,(Cl,

\ 2 T 82% 145
Schéma 30 : Synthése du composé 82

Cette synthese permet ainsi d’obtenir le commeglicuronique82 en 10 étapes avec
un rendement global de 16%.

IV-1.2. Synthése du bloc accepteur 138

Le bloc accepteut38 comporte un groupement protecteur silylé sur testpns 4 et
6, qui pourra étre déprotégé seélectivement afirmaelifier ces positions, un groupement
benzoyle en position 2 et posséde le groupememipBtpiméthyle comme aglycone, qui est
un groupement encombré et UV-visible, nécessaite (@3 tests biologiques. Différents
galactosyles silylés ont déja été synthétisés dwnie équipe, mais avec des aglycones

différents>>°

La synthese de ce composé commence par l'intrmofuctu groupement NAP en
position anomérique. Le groupement NAP n’étant pa$fisament réactif pour étre
directement glycosylé a partir @uGal peracétylé commerci8@) une activation de la position
anomeérique a été nécessaire.Q-@léacylation sélective de I'acétate anomeériquaéisée

®van den Bos, L., Codée, J. D. C., van der Toar,.JBoltje, T. J., van Boom, J. H., Overkleeft, $1, van
der Marel, G. A.Org. Lett, 2004 6, 2165-2168
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avec de l'acétate d’hydraziffe(90% de rendement) puis cette position est actpareun
trichloroacétimidate en présence de trichloroagtien (CIsCCN) et de 1,8-
diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-éne (DBU) permettantd@s au compos®O (81%).

La glycosylation de ce dernier avec du 2-naph@ta¥thanol en présence de TMSOTf
suivie de la transestérification des acétates aveméthanolate de sodium conduisent au
tétrol 146avec un rendement de 77% sur deux étépelsema 31)

OAc 1) acétate d'hydrazine

A7 DMF AcO  JOAC 1) NAPOH, TMSOTf HO OH
o 90% 0 CH,Cl, 0
AcO OAc = 2)CI,CCN,DBU  AcO 2) MeONa, MeOH ~ HO ONAP
e CH,Cly AcO 0. _ccl, 77% sur deux étapes HO
8 81% 2 146

NH

Schéma 31 : Formation du tétrol 146

Afin d’isoler la position 2 pour pouvoir ensuige benzoyler, des acétals sont introduits
sur les positions 3, 4 et 6 avec du 2,2-diméthaxypne en présence d’acide
camphresulfonique (CSA) pour donner le compb4é(49% de rendement). Ce rendement
moyen peut étre expliqué par linstabilité de l@&téen position 6, qui s’hydrolyse
rapidement.

La molécule 147 est donc directement engagée aprés purificatiams datape
suivante, c'est-a-dire dans I'étape de benzoylatiera position 2. Celle-ci est réalisée en
présence de chlorure de benzoyle (BzCl) dans umngél CHCl./pyr 3/1 et conduit au
composél48(96%). A ce stade, des traces de produ@-benzoylé peuvent également étre
observées.

Les acétals sont ensuite hydrolysés par une enldfiacide acétique a 60% a reflux
permettant I'obtention du compod449 (81%). Le motif silylene est alors introduit par un
traitement du composél49 avec le ditert-butylsilylbis(trifluorométhanesulfonate)
(diTBSdiOTf) qui méne a I'accepteiB8avec un rendement de 5q%chéma 32)

%OMe %OMe

HO OH 2,2-diméthoxypropane o °© o 0
QU (i S RN
ONAP
HO ONAP 49% o No CH,Cl,/pyridine 3/1 o ONAP
147

HO 96% BzO
146 148

AcOH 60%
81%

\ O .
0 | disorr Ho OH
: 9 | 2 6-lutidine Q
| HO ONAPl R e Ho ONAP

BzO ) 50% BzO

\ . 138 J 149

Schéma 32 : Synthése de I'accepteur 138

"L Excoffier, G., Gagnaire, D., Utille, J.-Rarbohydr. Res1975 39, 368-373
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L’'accepteum-galactosyl138 est ainsi obtenu en 8 étapes a partipdbal peracétylé
avec un rendement global de 11%.

IV-1.3. Synthése du disaccharide 137

Les deux monosaccharid@? et 138 une fois obtenus, ont permis d’accéder au
disaccharidd 37 par une étape de glycosylation.

Des travaux précédentsau laboratoire rapportent une glycosylation elgreomposé
82 et le monosaccharidi8, semblable a la molécul8 possédant également un silyléne. La
glycosylation entre les compos@2 et 43 en présence de TMSOTf dans le LLH a permis
d’obtenir le disaccharid&50avec un rendement de 92%chéma 33)

% %—Si
Si—o Mo
MeO,C ? MeO,C ?
€U TMSOTTf 2
LevO 0 0 — 2 s~ lew 0 0
BzO + HO OomP CH,Cl, BzO 0 OMP

BzO BzO 92% BzO BzO
o CCl,
82 j( 43 150

NH

Schéma 33 : Glycosylation entre les composés 8248t

En s’appuyant sur ces résultats, la glycosylatioine les monosaccharidg@@et138a
éte réalise¢Schéma 34)

%—Si\ I %Si\ .
e . . . \_~0
MeO.C o] Acide de Lewis | MeOLC o] |
(5101 0, 4 : ey .
LevO 0 o T°C, temps de réaction, LevO o o
BzO + HO ONAP CH,Cl, | Bz 0 ONAP|

BzO BzO . BzO BzO

82 \ﬂ/ 138

Schéma 34 : Glycosylation entre les composés 82188

En présence de TMSOTT, le compds¥Y a été obtenu avec un rendement de 51% en
45 min(Tableau 1, entrée 1Afin d’améliorer ce rendement, un autre acidd_dwis a été
testé, le BEELO. Dans des proportions similaires a celles ughksgprécédemment, le
rendement obtenu est de 7@¥ableau 2, entrée 2)en augmentant les quantités de produits
de départ, le rendement augmente sensible(fiabteau 2, entrée 3)
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Tableau 2 : Conditions de glycosylation

Entrée | Acide de Lewis | Température | Temps de réaction | Masse de 134| Rendement
1 TMSOTf 1M? TA 45 min 100 mg 51%
2 BF:.EtLO 1M* TAP 45 min 120 mg 70%
3 BF;.EtO 1M* TAP 45 min 400 mg 87%

solution d'acide de Lewis a 1M dans le toluél?lej’c pour I'ajout de BEEL,O puis TA pour la réaction

Une autre voie de synthese du comp&8& a également été mise au point au
laboratoire par le Dr. Benjamin Ayela, afin d’évite passage par I'acétal mixte lors de la
synthése d&38 qui est I'étape limitante dans cette synthése.

Ainsi, dans un premier temps, le motif silylend &groduit directement sur les
positions 4 et 6 du tétrd4d6 avec un rendement de 54%chéma 35)

o st
diTBSdOTS o

Ho OH

1) 2,6-lutidine o
_—
HO ONAP CH,Cl, HO ONAP
HO 52% HO
146 151

Schéma 35 : Préparation du composé 151

L’étape suivante consiste a glycosyler ce diokdeedonneuB2, en s’appuyant sur la
différence de réactivité entre les alcools 2 etl & été mis en évidence que des liaisons
hydrogenes intramoléculaires pouvaient augmenteudéophilie des alcools impliqués dans
ces liaisons et ainsi augmenter leur réactii®ans notre cas, I'alcool en position 3 posséde
un oxygene adjacent en positiois. Cela permet donc la formation de liaisons hydnege
entre les deux, ce qui va augmenter la nucléopthdialcool en position 3 et potentiellement
sa reactivitgFigure 12)

Figure 12 : lllustration des liaisons hydrogénes itnamoléculaires

La glycosylation entre les composiset 151 mene au disaccharide souhdif® mais
également a la formation d'un trisaccharide, cqueslant a I'accroche de deux unités
donneurs sur I'accepte@ibl (Schéma 36)

2 Belen Cid, M., Alfonso, F., Alonso, I., Martin-Las, M.,Org. Biomol. Chem2009 7, 1471-1481
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o}
MeO,C Bz0 Q
N BF;.E,O LevO Q Q
82 + .o ONAP —>—2 ™0 o ONAP  + 0
HO CHyCl BzO HO OBz
10 min.
151 152 MeO,C

Schéma 36 : Glycosylation entre les composés 8216t

Aprés une optimisation des conditions, mises adntpmar le Dr. Benjamin Ayela, le
disaccharide 152 est obtenu avec un rendement de 51%, avec 12% odeposé
trisaccharidique, en utilisant le BEtO.

La benzoylation de la position 2 en présence d€l permet d’obtenir la molécule
137avec un rendement de 79% pour cette é8pbkéma 37)

%

MeO,C MeO,C
LevO BzCl LevO
BZO ONAP — ONAP

CH,Cl,/pyridine 2/1
79%

152

Schéma 37 : Benzoylation de la position 2 du disdwride

La premiére voie de synthése permet un bon centd® la glycosylation, qui
s’effectue avec de bons rendements, mais elle guplie passage par des acétals peu stables.
La seconde voie de synthése réduit le nombre @&étppur obtenir le disacchari@i®87 mais
nécessite une glycosylation régioseélective diticlcontroler.

Ces differentes synthéses nous ont donc permibtatio le disaccharidel37,
précurseur pour les disaccharides finaux sulfatésom.
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IV-2. Syntheses des disaccharides finaux sulfatés aon

Afin d'obtenir les différents disaccharides final28-130, il est nécessaire de
synthétiser dans un premier temps le A8 Ce composé s’obtient a partir du disaccharide
137, aprés déprotection du groupement silylene. Giitalylation s’effectue en présence du
complexe de triethylamine trihydrofluorure (3HRMEE a 0°C dans le THF et permet ainsi
'accés au composks3avec un rendement de 8§%chéma 38)

o} Ho OH
MeOQC M602C
LevO 0 Q 3HFEN  LevO 0 0
BzO 0 ONAP — = BzO o ONAP

BzO BzO THF BzO BzO

0,
137 88% 153

Schéma 38 : Obtention du composé 153

A partir du diol 153 deux voies de synthése différentes sont envisagéa de
sulfater I'alcool en position 4 ou en position & Effet, s’il s’agit de I'alcool primaire en
position 6, une sulfatation régiosélective pernaeftvbtention du composé souhaité. Pour la
sulfatation de la position 4, il s’agira d’'une suétion exhaustive aprés benzoylation de
I'alcool primaire(Schéma 39)

HO OH
MeO,C
LevO 0 0
BzO o ONAP
BzO
3

BzO
15

sulfatation benzoylation
régiosélective régiosélective
puis acétylation puis sulfatation
AcO 0SO;Na Na0;SO OBz
MeO,C MeO,C
LevO 0 0 LevO 0 0
BzO o ONAP BzO o ONAP
BzO BzO BzO BzO
154 155

Schéma 39 : Stratégie de synthese des composésasédf 154 et 155
IV-2.1. Synthése du disaccharide 6-sulfaté 129

La sulfatation régiosélective du di@b3 est réalisée avec 2,5 équivalents (éq.) de
complexe de trioxide de soufre-triméthylamine §3M1e3) dans leN,N-diméthylformamide
(DMF) a 40°C pendant 5h. Afin d’éviter I'obtentiale produit disulfate, il est important de
ne pas mettre trop d’équivalents d’'agent de suifatat de ne pas dépasser une température
de 40°C. Une acétylation est ensuite réaliséeddiconfirmer par RMN la sulfatation de la
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position 6. Un échange d’ions sur une résine éahsse d’ions Sephadex SP C25 [Na
permet d’obtenir le composé souhdité4 avec un rendement global pour ces étapes de 60%

(Schéma 40)

HO OH . AcO OSO;Na
MeO,C 1) SO5.NMej (2,5 €q.), MeO,C
Levomo/ 0 oNAP DMF, 40°C, 5h. Levo/mo/ 0 ONAP
BzO o .y BzO o
BZO BzO 2) Ac)O. pyridine BZO BzO
. N
153 puis résine [Na™] 154

60%

Schéma 40 : 6-Sulfatation du diol 153

La réaction de sulfatation de la position 6 etdtylation de la position 4 sont
prouvées par la résonance magnétique nucléaire JRMNet °C car les protons et les
carbones sulfaté et acétylé sont déblindébleau 3)

Tableau 3 : RMN *H et *C des positions 4 et 6

. H-6 ppm C-6 ppm
Compose H-4 ppm C-4 ppm
3,933,88 61,64
153 4,23-4,18 68,80
4,394,22 70,60
154 5,87 69,56

Une saponification permet d’obtenir le composéalfire-sulfaté 129, Cette
saponification se fait en deux temps : tout d’abdiester méthylique est déprotégé en
présence de peroxyde de lithium LIOOH formésitu par une solution de lithine et d’eau
oxygénéd? Cette méthode permet d'éviter le risquepe@imination sur lep-Glc. En effet,
Iion HOO formé (pKa = 11,6) est moins basique I'ion HpKa = 15,8). Une fois I'ester
meéthylique déprotégé, les autres esters sont damavec I'ajout d’'une solution de soude
4M. Apres purification sur LH-20 dans 'eau, le qoosé€l129 est obtenu avec un rendement
de 40%(Schéma 41)

0SOsN ST T T osoNa

AcO Na . . HO Na .

MeO,C ¢ 1) LiOH. H,0, | . NaOC |
BzO 0 ———— " Ho 0

BzO BZO 2)NaOH4M | HO HO |

40% . .

154 .. ®_ _._.J

Schéma 41 : Saponification de la molécule 154

" Evans, D. A., Britton, T. C., Ellman, J. Aetrahedron Let{.1987, 28, 6141-6144
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IV-2.2. Synthése du disaccharide 4-sulfaté 130

La sulfatation en position 4 requiert un nombrepdamtant d’équivalents d’'agent de
sulfatation ainsi qu’'une température plus élevéammm@e la position primaire est plus réactive
gue la position 4, il est nécessaire de la protéglerctivement avant de sulfater la position 4.
Une benzoylation sélective du dibb3 est donc réalisée a l'aide de cyanure de benzoyle
(BzCN) dans la pyridine et conduit au compd5é avec un rendement de 7§%chéma 42)

HO OH HO OBz

MeO,C MeO,C
LevO 0 0 BzCN LevO 0 0
BzO 0 ONAP ————— ;0 0 ONAP
BzO BzO pyridine BzO BzO
75%
153 156

Schéma 42 : Benzoylation sélective du composé 156

La sulfatation du composEs6 est réalisée avec un tres large excés deNdle;
chauffé dans le DMF a 60°C, car la position axede difficile a sulfater. Dans un premier
temps, 10 éq. d’agent de sulfatation sont mis @sgmce du composkb6 Apres 21h, la
réaction étant incompléte, de nouveaux éq. de.NB®e; sont ajoutés et cela est répété
plusieurs fois afin d’obtenir une réaction totate, qui a lieu apres 5j. et 45 €qg. d’agent de
sulfatation. Une purification sur une colonne dlesion stérique LH-20 afin d'éter I'excés
de réactif ainsi qu'un échange d’ions permettenbtEnir le composé souhait®5 avec un
rendement global pour ces étapes de 6@éhéma 43)

HO OBz SO5.NMe; (45 éq.) NaO,s0 OBz
MeO,C e MeO,C,
Levo/m/ 0 oNAP DMF, 60°C, 5j. Levom/ O ONAP
BzO o} o pdal BzO o}
puis résine [Na+]
BzO BzO 62% BzO BzO
156 155

Schéma 43 : 4-Sulfatation du disaccharide 156

La réaction de sulfatation de la position 4 etecdé benzoylation de la position 6 sont
confirmées par RMNH et **C puisque les protons et les carbones sulfaté retoly& sont

déblindés, ce qui prouve la présence de grouperdéausoattracteurs sur les positions 4 et 6
(Tableau 4)

Tableau 4 : RMN 'H et *3C des positions 4 et 6

. H-6 ppm C-6 ppm
Compose H-4 ppm C-4 ppm
3,933,88 61,64
153 4.23-4,18 68,80
4,87-4,68 65,17
155 5,08-5,07 76,27
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Une saponification en deux temps, dans les méommaditions que celles utilisées lors
de la synthése du compok29, permet d’obtenir le composé finkBO, sulfaté sur la position
4. Apres purification sur LH-20 dans 'eau, le cams130 est obtenu avec un rendement de
71%(Schéma 44)

e
NaO;sO OBz . - NaO.SO OH :
MeO,C o 1) LiOH, H,0, | NaoC s |
LevO 0 Q THF/H,03/1  'HO Q 0 :
B20 o ONAP Ho o ONAPl
BzO BzO 2) NaOH 4M | HO HO !

0 .
155 NN - S

Schéma 44 : Obtention du disaccharide 130 4-sulfaté
IV-2.3. Synthése du disaccharide non sulfaté 128

La saponification du composé53 réalisée dans les mémes conditions que
précédemment, permet d’obtenir le disaccharidesubiaté 128 avec un rendement de 74%.
Ce composeé servira de téemoin lors des tests bopleg{Schéma 45)

Ho OH . Ho OH
MeO,C 1) LiOH. H,0, NaO,C.
Levo% ° onap PO 3/ Hom 2 ONAP
BzO 0 —————> Ho 0
BzO BzO 2) NaOH 4M HO HO
74%
153 128

Schéma 45 : Saponification de la molécule 153

Les trois disaccharides non sulfaté, sulfaté esitmmm 6 ou sulfaté en position 4 ont
donc été synthétisés. La sulfatation de la posi@oa été réalisée sur le diol avec 2,5 éq.
d’agent de sulfatation en 5h alors que celle dgdaition 4 a nécessité la protection de la
position 6, un suivi constant de la réaction, uargt nombre d’éq. d’agent de sulfatation (45
€g.) ainsi qu’un temps de réaction conséquent. (5j.)
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IV-3. Synthese des trisaccharides de la zone de ifian
possédant la premiere unité des CS

Les trisaccharides31-133 possédant une uniteGalN (amorce de CS), sont préparés

a partir de lap-galactosaminé11 et du disaccharid&37.
AcO OAc
(0]
AcO
TCAHN
O

R'0 OR’ m
AcHN CO:Na o NH

HO o  — +

g HO o ONAP

HO HO
OH “oH ;

CCly

131R'=H,R’=H
132 R! =H, R? = SO;Na o}
1_ 2_ MeO,C
133R! =SO;Na, R?=H LevO 0 0
BzO o ONAP

Schéma 46 : Rétrosynthése des trisaccharides 131313
IV-3.1. Préparation de laD-galactosamine 111

La synthése de ce composé a déja été réalisébanatoire en 12 étapes a partir de la
D-glucosaminé? Partant d’un intermédiaire avancé de cette syathés composél57
disponible au laboratoire, nous avons préparé ¢elytr de transfertlll en 3 étapes. La
peracétylation du composd57 suivie de la coupure oxydante du MP et de la
trichloroacétimidoylation conduisent au produieatiul1l1(Schéma 47)

Ho OH 1) Ac,0, pyridine Aco OAc AcO  OAc
o 93% o Cl,CCN, DBU o
HO%OMP 2) CAN Aco&ﬂ” CHyCly Aco%
TCAHN PhCHy/CHsCN/HLO TCAHN 89% TOARN & cely
157 61% 158 111

NH

Schéma 47 : Synthése de [zxgalactosamine 111
IV-3.2. Synthése du précurseur trisaccharidique 1%

La synthése des composés trisaccharidiques fil&1x133 a nécessité celle d'un
intermédiaire commun, le didl59 dont les positions 4 et 6 duGal sont libres pour les
futures sulfatationgFigure 13)

" Bélot, F., Jacquinet, J.-@arbohydr. Res200Q 325, 93-106
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HO OH

AcHN CO,Me
AcO (0] Q 0
g BzO 0 ONAP

BzO BzO
OAc “oac

159

Figure 13 : Précurseur trisaccharidique 159

La synthese de ce composé démarre avec la déjoatsélective du groupement Lev
de la position 4 duD-GlcA de la moléculel37 mis en présence d'un meélange
pyridine/AcOH/hydrazine (12/8/1) pendant exactem@ntminutes. La glycosylation du
composé obteni60 avec laD-galactosamind 11 permet d’obtenir le trisaccharidél avec
un bon rendement de 82%chéma 48)

SI\O > St—o

Pyridine/AcOH/hydrazine  Me0,C
LeVOMeOzC 12/8/1 Ho/mo/ Q ONAP
BzO ONAP . BzO %

pyridine BzO BzO
88%
137 160
111, TMSOTf
AcO OAc CH2C12
0 82%
AcO
TCAHN

cCl,

111 T > s|
NH \o
TCAHN COsMe o
AcO (0]
J B0 o ONAP

BzO BzO
OAc “oac

161

Schéma 48 : Préparation du trisaccharide 161

L’étape suivante est la réduction du trichloroangtle en acétamide. Une méthode,
développée précédemment au laboratGirgermet de s’affranchir de I'utilisation de dérivé
d’étain, communément utilisé pour de telles réasti0 et utilise le couple zinc/cuivre dans
'acide acétiqgue chauffé a 50°C. Cette étape edisée par I'ajout séquentiel du couple
zinc/cuivre afin d’avoir toujours en solution I'eésge réactive. Le compodé2 possédant le
motif NHAC est ainsi obtenu avec 84% de rendemienfin, la déprotection du silylene, en

présence de 3HF N, permet dobtenir le composks9, précurseur des composeés finaux
131-133(Schéma 49)

> Vibert, A., Lopin-Bon, C., Jacquinet, J.-Cetrahedron Lett.201Q 51, 1867-1869
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.

St—o
(e}
AcHN
7n/Cu Ao c| ° CO,Me o o
AcOH © BzO BzO
84% OAc “oac
162
3HF.Et;N
THF
64%
. HO OH \
AcHN CO,Me
! AcO 0 =9 ° :
J B0 o ONAP|
| BzO BzO .
OAc “oAc |
\ 159

Schéma 49 : Synthése du précurseur trisaccharidiqus9

A partir du diol 159 les composés sulfatés pourront étre obtenussultation
régiosélective permettra I'acces au composé sudiatgosition 6 tandis que la protection de la
position 6 suivie de la sulfatation de la positbdonneront le composé 4-sulfaté.

IV-3.3. Synthése du trisaccharide 6-sulfaté 132

Le diol 159 obtenu, nous avons réalisé la sulfatation régiaseke de la position 6
suivie de l'acétylation de la position 4, dans te8mes conditions que précédemment. En
présence de 2,5 ég. de SMMe;s, le composél59 est chauffé a 40°C pendant 5h puis la
position 4 est acétylée. Aprés purification suilooole de gel de silice et échange d'ion, le sel
de sodiuml63 est alors obtenu, avec un rendement de @&héma 50)

HO OH

AcHN CO,Me
AcO o} Q 0
d BzO 0 ONAP
BzO BzO
OAc “oAc
159
1) SO3.NMejs (2.5 €q.),
DMF, 40°C, 5h.
2) Ac,0, pyridine
puis résine [Na']
70%
AcO 0SO;Na
AcHN CO,Me
AcO (o} Q 0
g BzO o ONAP
BzO BzO
OAc “0Ac

163

Schéma 50 : Sulfatation du trisaccharide 159
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La sulfatation de la position 6 et I'acétylatioa k& position 4 ont été confirmées par
RMN 'H et **C. En comparant les valeurs obtenues pour les mled59 et 163 un
déplacement vers des valeurs déblindées est obsaeordrant la présence de groupements
électroattracteurs sur ces positighableau 5)

Tableau 5 : RMN 'H et **C des positions 4 et 6

. H-6 ppm C-6 ppm
Compose H-4 ppm C-4 ppm
3,383,27 60,26
159 4,25-4,23 68,71
4,19-4,11 66,75
163 5,59 70,49

Une saponification en deux temps, dans les mémeditons que celles du composé
154, permet d'obtenir le trisaccharide final 6-sulfdt&?, comportant la premiére unité des
CS. Aprés purification sur LH-20 dans I'eau, le gm®é132 est obtenu avec un rendement
de 83%(Schéma 51)

AcO  ,OSO:Na

AcHN CO,Me
AcO (0] Q 0
g BzO o ONAP

BzO BzO
OAc “oAc
163
1) LiOH, H,0,
THF/H,0 3/1
2) NaOH 4M
83%
HO OSO3Na
AcHN CO,Na
HO ) -0 o
HO o ONAP
© HO HO
OH “oH

132

Schéma 51 : Saponification de la molécule 163
IV-3.4. Synthése du trisaccharide 4-sulfaté 133

Comme pour le disaccharid80, la préparation du compo483 sulfaté en position 4
a nécessité au préalable la protection de la poas@idu diol159 Cette position a donc été
sélectivement benzoylée en présence de BzCN, pomaluare au trisaccharides4 (71%). La
sulfatation de la position 4 avec un large excemyeht de sulfatation est alors réalisée. Le
composél64 est mis en solution dans le DMF en présence dégl@e S@NMe; a 60°C
pendant 20h. Afin d’obtenir une réaction compléde, I'agent de sulfatation est ajouté
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plusieurs fois pour finalement conduire au proghuitlu apres 6j. de réaction et 15 éq. d'agent
de sulfatation. Une purification sur une colonnexdlusion stérique LH-20 afin d'éter
I'excés de réactif ainsi qu’'un échange d’ions pdtemd d’obtenir le trisaccharide 4-sulfaté
165avec un rendement de 59%chéma 52)

HO OH
AcHN CO.,Me
AcO (0] 0 0
g BzO o ONAP
BzO BzO

OAc “oAc
159

BzCN, pyridine
71%

OBz

HO
AcHN CO,Me
AcO (0] 0 Q
g BzO o ONAP

BzO BzO
OAc “oAc

164

SO5.NMejs (15 €q.),
DMF, 60°C, 6;.
puis résine [Na']

59%

NaO;s0 OBz
AcHN CO,Me
AcO (0] 0 0
J B0 o ONAP

BzO BzO
OAc “oac

165

Schéma 52 : Synthése du trisaccharide 165
La sulfatation de la position 4 et la benzoylat@n6 ont été confirmées par RMN
et*C. En comparant les valeurs obtenues pour les me&t59 et 165, un déplacement vers

des valeurs déblindées est observé, montrant $&&pcé de groupements électroattracteurs sur
ces positiongTableau 6)

Tableau 6 : RMN *H et *C des positions 4 et 6 do-Gal

. H-6 ppm C-6 ppm
Compose H-4 ppm C-4 ppm
3.383.27 60,26
159 4.25-4.23 68,71
4,98-4.63 64,59
165 515 77.36

Une saponification en deux temps permet d'obtdairtrisaccharide finall33
possédant un groupement sulfate en position 4repodant la premiére unité des CS. Aprés
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purification sur LH-20 dans I'eau, le compo$83 est obtenu avec un rendement de 64%
(Figure 14)

HO HO

NaO;s0 OH
AcHN CO,Na
HO o 0 0
J Ho o ONAP

OH “oH
133

Figure 14 : Trisaccharide 4-sulfaté 133
IV-3.5. Synthése du trisaccharide non sulfaté 131

La saponification du composkh9, synthétisé précédemment au laboratoire, permet
d’obtenir le disaccharide non sulfai81 avec un rendement de 83¢schéma 53)Ce
compose servira de témoin lors des tests biologique

HO OH
AcHN CO,Me
AcO o} 20 0
g BzO o ONAP
BzO BzO
OAc “oAc
159
1) LiOH, H,0,
THF/H,0 3/1
2) NaOH 4M
83%
HO OH
AcHN CO,Na
o A
g HO o ONAP
HO HO
OH “oH

131

Schéma 53 : Saponification de la molécule 159

Les trois produits de transfert trisaccharidiquesn sulfaté, sulfaté en position 6 ou
sulfaté en position 4 possédant le premier motiinéndes CS ont donc été synthétisés. La
sulfatation de la position 6 a été realisée sudi@ avec 2,5 éq. d’agent de sulfatation en 5h
alors qu’une protection de la position 6, un suwwnstant de la réaction, un grand nombre
d’éq. d’agent de sulfatation (15 éq.) ainsi qu'mips de réaction conséquent (6j.) ont éte
nécessaires pour obtenir le produit sulfaté en tpmsid.
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IV-4. Synthese des trisaccharides de la zone de ifian
possédant la premiere unité des HS

Les trisaccharided34136, possédant une unitb-GIcN (amorce de HS), sont
préparés a partir de taglucosaminel39 et du disaccharide60, provenant d&37.

AcO °
C

OH AcO
N
O 3

(e} CCl

H%/o&‘ R'0 OR? 3 ’

ACHN - | CO:Na o NH

HO o

HO HO »L
134R!'=H,R’=H > /

135 R! = H, R? = SO;Na

(0]
136 R'=SO;Na, R?=H HOMe02C o o
Bmo ONAP ——) 137

BzO BzO

160

Schéma 54 : Rétrosynthése des trisacharides 134-136

La principale difficulté de cette synthése repssge la sélectivité de la glycosylation
qui doit donner un produit avec une anomeridJn groupement non participant est donc
nécessaire en position 2 du donneur. Sachant gaddétamide doit étre présent sur la
molécule finale a cette position, nous avons dédidgliser le groupement azido, qui devrait
permettre d’obtenir une anomérsieet qui, une fois réduit et acétylé, conduira aocétamide.

IV-4.1. Préparation de laD-glucosamine 139

La synthése de ce composé, coftha,été réalisée en 3 étapes a partir du 2-azido-2-
déoxyb-glucose commercial. La premiére étape consista @eracétylation de la molécule
qui conduit au composE66. L'acétate anomérique est ensuite déprotégé del’'diacétate
d’hydrazine puis une trichloroacétimidoylation petrd’accéder au monosacchariss.

1) Acétate d'hydrazine
DMF OAc

OAc
A020 pyridine o 95%, o
AcO
95% Areo OAc  2)CI,CCN, DBU a0
N3 N3
166

CH,Cl, 54%

Schéma 55 : Synthése de zglucosamine 139

® Grundler, G., Schmidt, R. RLjebigs Ann. Chem1984 1826-1847
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IV-4.2. Synthése du précurseur trisaccharidique 1B

Afin d’obtenir les molécules finales trisacchagidés, sulfatées ou non, possédant la
D-GIcN (amorce des HS), nous souhaitons synthdgeseiol 167, possédant une liaison avec
une anomeérie reliant la premiere unité des HS au disaccharedmdone de liaiso(Bchéma
56).

OAc

AcO °
C!
AcO HO OH
AcHN S COMe o
ONAP

BzO (0]
BzO BzO

167

Schéma 56 : Précurseur trisaccharidique 167

IV-4.2.1. Glycosylation

Afin d’accéder au trisaccharide67, il est nécessaire de réaliser une glycosylation
entre les composd$60et139et de mettre au point les conditions de réactmur pbtenir une
bonne sélectivitéa. Le composél60 étant obtenu en 2 étapes a partir de deux
monosaccharides dont les synthéses nécessitent8létapes, nous avons envisagé de tester
la glycosylation sur un alcool commercial, le 24mapeneméthanol, puis sur le
monosaccharid@41 avant de tester les meilleures conditions suidacdharidel60 (Figure
15).

MeO,C MeO,C
HO Bm Bm ONAP

141 160

Figure 15 : Différents accepteurs pour tester la gtosylation

» Glycosylation avec le 2-naphtaleneméthanol

Nous avons choisi de faire cette réaction dans aeslitions classiques. Cette
glycosylation a donc été réalisée avec 1,5 éq. -t@phtaleneméthanol en présence de
TMSOTTf (0,2 éq. par rapport a I'inmidafie89 dans le dichlorométhane. Le prodl@8 a été
obtenu avec un bon rendement de 80% mais sous fienmreelange inséparable entre les deux
isomeresy/ dans les proportions 2($chéma 57)
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OAc OAc

2-naphtaléneméthanol
0 TMSOTf IM 0
AcO » AcO
AcO CH,Cl, AcO
N3 N3

o CCl, 80% e}
139 168

Schéma 57 : Formation du composé 168

» Glycosylation avec le monosaccharib&l

En s’appuyant sur ce résultat préliminaire sassafa, nous avons testé cette réaction
sur le monosaccharidell, possédant un motif-glucuroniqugSchéma 58)

Ohe . . OAc

o MeO,C o Acide de Le}ms' o

AcO 4+ HO omp TA, temps de réaction _ AcO
Aeo B20 CH,Cl, AcO
Ne Bz0 N3 CO,Me
O_ _CCl ! o
139 141 169 BzO OomMP

a BzO

Schéma 58 : Glycosylation entre les composés 139.éi

Dans des conditions de glycosylation identiguescedles utilisées pour le 2-
naphtaléneméthandglableau 7, Entrée 1)Jun modeste rendement de 24% est obtenu mais
niveau du proton 2 de la glucosamine qui fait unptege avec le proton 1, avec une
constante de couplage de 3,5 Hz, caractéristiqueedanomérie.. En augmentant le temps
de réaction, le rendement augmente |égeren{éableau 7, Entrée 2)En revanche
I'utilisation de BR.Et;,O ne conduit a aucun résultat ; seul du produitiéeart est récupéré
(Tableau 7, Entrée 3)

De nombreuses études ont montré l'influence dwastl lors des réactions de
glycosylation, notamment sur la stéréosélectitits solvants de la famille des éthers (THF,
Et,0...) semblent favoriser la formation de liaisenthermodynamiquement plus stabfé®
En 2004, l'équipe de D. Bonnaffé a étudié la glytason entre un donneur
trichloroacétimidate possédant un azido en posii@t un accepteur glucuroniq(feDivers
solvants ont été essayés pour cette glycosylaGéhl,, THF, EEO ou le mélange de deux
de ces solvants).

Nous avons donc décidé de tester différents stdvafin d’obtenir le compos&69
avec les meilleurs rendement et sélectivité. Lespmsésl39 et 141 n’étant pas solubles dans
le THF ou I'ERO purs, nous avons testé des mélanges de ces tsolans le ChCls.
L'utilisation de THF semble empécher la glycosylatialors que l'utilisation de mélange
CH.Cl, / E,O, dans les proportions 1,5/2 ou 1/1, augmentedé@gent le rendement jusqu’a
50% (Tableau 7, Entrées 4-7Mais ces conditions sont peu reproductibles, gbtdment a
cause de I'humidité contenue dans J&t méme lorsqu’il est distillé et le rendementhash
souvent autour de 30%.

"T"Wulff, G., Réhle, G.Angew. Chem. Int. Ed. Engl974 13, 157-170
8 Demchenko, A., Stauch, T., Boons, G.Synlett, 1997, 818-820
" Lucas, R., Hamza, D., Lubineau, A., Bonnaffé,Bur. J. Org. Chem2004 2107-2117
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Tableau 7 : Conditions de glycosylation entre 13% 441

Entrée Solvant Temps de réaction| Acide de Lewis | Rendement| Ratio a/

1 CH,Cl, 1h TMSOTf 1M 24% 1/0
2 CH,CI, 2h TMSOTf 1M 34% 1/0
3 CH,CI, 1h BF:.EtLO 1M 0% X

4 CH.Cl,/ THF 1/4 1h TMSOTf 1M 6% 4/6
5 CH.Cl,/ THF 1/1 1h TMSOTf 1M traces X

6 CH.CI,/ EtO 1,5/2 1h TMSOTf 1M 50% 1/0
7 CH.CI,/ EtO 1/1 1h TMSOTf 1M 46% 1/0

> Glycosylation avec le disacchariti60

Malgré ces rendements modestes, nous avons dieigster la glycosylation entre le
monosaccharidel39 et le disaccharided60 afin d’obtenir le trisaccharidd70 souhaité

(Schéma 59)

(0]
AcO + HO
AcO BzO
N3

AcO

A°°$ﬁ

MeO,C

S
I\O

160

Acide de Lewis

T°C, temps de réaction

BzO
170

Solvant

%SI\O
COzMe o
ONAP

BzO

Schéma 59 : Glycosylation pour former le trisacchade 170

Dans les conditions classiques de glycosylatiaatde CHCI,, un rendement de 33%
est obtenu pour la synthese du trisaccharide, aweratio o/ de 3/1 en partie séparable
(Tableau 8, Entrée 1Comme précédemment, le produit n’est pas obtaemrésence de THF
(Tableau 8, Entrée 2Un mélange CkCl, / ELO permet d’obtenir le trisaccharidg0 avec
une excellente sélectivité en faveur du compo$éérifiée par RMN et visible au niveau du
proton 2 de la glucosamine qui fait un couplagecaeeproton 1, avec une constante de
couplage de 3,5 Hz, caractéristique d’'une anomériet un rendement moyefiableau 8,
Entrée 3) Une augmentation du temps de réaction permet éiarer Iégerement le
rendement de la réactigmableau 8, Entrée 4)| est a noter que le suivi de cette réaction par
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chromatographie sur couche mince est difficilelearproduits de départ et d’arrivée sont au
méme Rf.

Pour toutes ces réactions, afin de simplifierdafigcation, une silylation en présence
de chlorure de triméthylsilyle (TMSCI) et d’hexammgdtisilazane (HMDS) est réalisée afin
de séparer le trisacchari@@0du disaccharid@60et ce dernier est alors réecupéré silylé.

Tableau 8 : Conditions de glycosylation entre 13%&60

Entrée Solvant Temps de réaction| Acide de Lewis | Rendement| Ratio a/
1 CH.ClI, 1h30 TMSOTf 1M 33% 3/1
2 CH.Cl,/ THF 1/4 2h TMSOTf 1M traces X
3 CH.CI,/ EtO 1,5/2 2h TMSOTf 1M 28% 1/0
4 CH.Cl, / EtO 1,5/2 2h30 TMSOTf 1M 36% 1/0

> Tests avec I&-phényltrifluoroacétimidate

Les résultats de glycosylation obtenus pour forrteerdisaccharidel69 ou le
trisaccharidel 70 présentent une bonne sélectivité mais des rendsmeoyens. Une autre
voie de synthese a été envisagee, utilisaN-pdényltrifluoroacétimidate (PTFA) a la place
du trichloroacétimidate (TCA). Ce composé est aibés aussi facilement que le TCA.
Contrairement a ce dernier, le PTFA ne peut pagaganger en amide et il est donc plus
robuste®® Le PTFA est un bon substitut du TCA et son utiiisa a été montrée a de
nombreuses reprises pour la synthése de flavongjigessylé&' ou bien encore sur des
fructose&? par exemple.

L’'acétate anomérique du composé peracétgie est sélectivement déprotégé par de
l'acétate d’hydrazine puis I'hémiacétal formé ess mn présence de chlorure Nephényl
trifluoroacétimidoyle et de ¥CO; afin de synthétiser I&-phényltrifluoroacétimidatel 71
(77%) (Schéma 60"

OAc

OAc 1) Acétate d'hydrazine
o DMF R 0
AcO
A%E:)O OAc 2) chlorure de CACo
N3

N3 N-phényl trifluoroacétimidoyle, CF
3
166 K,CO;3. CH,Cl,, 11
T7% NPh

Schéma 60 : Formation duN-phényltrifluoroacétimidate 171

A partir de ce composé, la glycosylation a toubbdrd été testée sur le
monosaccharid&41, pour la formation du disaccharidé9 (Tableau 9, Entrées 1 et.Bour
ces essais, le temps de la réaction a été fixéeh Rdcide de Lewis TMSOTf 1M a été choisi.
Les résultats étant légerement meilleurs en présdii,O, ces conditions ont été choisies

8yu, B., Tao, H.Tetrahedron Lett.2001, 42, 2405-2407
8L Li, M., Han, X., Yu, B.J. Org. Chem.2003 68, 6842-6845
8 Lian, G., Gao, Q., Lin, FGarbohydr. Res2008 343 2992-2996
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pour la formation du trisaccharid€0 a partir de I'accepteur60 et donnent un rendement de
30% (Tableau 9, Entrée 3)

Tableau 9 : Glycosylation avec le composé 171

Entrée | Solvant ‘ Accepteur | Produit Rendement‘ Ratio a/p
1 CH.ClI, 1472 169 43% 1/0
2 CHCl, / EtO 1,5/2 1472 169 51% 1/0
3 CH.Cl, / EtO 1,5/2 160° 170 30% 1/0

a 141 monosaccharide;160disaccharide

Les essais réalisés avec le PTFA n'ont pas pedmiweliorer le rendement de la
glycosylation pour former le trisaccharitiéQ.

> Autre méthode d’obtention du trisaccharidéd

Les rendements de glycosylation, décrits ci-depsus la synthése dE7Q, étant assez
faibles (30%), nous avons donc imaginé une autie de synthése afin d’accéder a ce
trisaccharide. Nous avons envisagé d’obtenir le pms@170 a partir de I'accepteut38
synthétisé précédemment et du disacchatié® obtenu lors de la glycosylation entre les
monosaccharides39et141

Afin d’activer le composé.69 par un trichloroacétimidate, une coupure oxydafie
MP par le CAN suivie de la formation de I'imidatershent le composg&72 La glycosylation
entrel72 et le monosaccharide88 en présence de BELO permet d’obtenir le trisaccharide
170avec un rendement de 39%chéma 61)

OAc 1) CAN OAc
AcO 84% _ AcO
AcO AcO
N3 CO,Me 2) CI;CCN, DBU N3 CO,Me
o o oup  CHaCly o o
169 BzO 56% 172 BzO
BzO BzO

O_ _CCly

NH

138, BF;.Et,0,
; % CH,Cl,

Si—o 39%

o)
o)
HO ONAP OAc %
BzO o .
AcO > Si—o
138 AcO 0
Ng 5 CO,Me o o

Schéma 61 : Formation du trisaccharide 170 a partidu disaccharide 169
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Cependant cette voie de synthése n'améliore pasrdedements d’obtention du
trisaccharidel70.

Les différentes méthodes de glycosylation testBesd’obtenir le trisaccharidel70
donnent des rendements modestes (30-40%) maisasneoinne sélectivite

IV-4.2.2. Réduction du groupement azido

Une fois le trisaccharide70 synthétisé, il nous faut maintenant réduire leugesment
azido puis réaliser l'acétylation de I'amine aléosmée. Dans la littérature, deux types de
protocoles sont reportés : le premier se réalisdeer temps avec la réduction du groupement
azido en amine a l'aide de triphénylphosphine gpBhivie de I'acétylation de cette amine en
présence d'acide acétiqii®® Le second protocole est la réduction et I'acéiymat
simultanées par I'action de I'acide thioacéti§ti&=°

Dans un premier temps, nous avons souhaité tesgeméthodes sur les mono- et
disaccharide468et169 avant de les réaliser sur le trisacchatide

Suivant le protocole de Nakajima f%.Je composél68 a été mis en présence de
triphénylphosphine dans le THF puis de I'eau aagd@tée pour réduire I'azido en amine ;
I'acétylation est ensuite réalisée en ajoutantatehlydride acétique, le tout en « one pot ». Le
composé semble avoir été réduit mais I'acétylatimn semble pas avoir marché. Une
acétylation dans des conditions classiques@Acpyr) a alors été effectuée. Finalement de
légeres traces de produit réduit et acétylé ontobténues en meélange avec de I'oxyde de
triphénylphosphine tandis qu’'un second produit @ iéblé mais la RMN a montré une
dégradation.

Le compos€l68 en meélangen/p, en présence d'acide thioacétique pendant 6h
conduit, en revanche, au compds® avec un rendement de 73%. Cette étape ne permet pa
plus de séparer les deux isomé(Bshéma 62)La réduction et I'acétylation se font donc
facilement en présence d’acide thioacétique, sestdgme de purification.

OAc
rldme c
173

Schéma 62 : Réduction de I'azido du composé 168

La réduction du disaccharide69 s’effectue également aisément dans les mémes
conditions que pour le monosaccharit8 Mais cette réaction est plus longue (23h) et

8 Takahashi, S., Kuzuhara, H., Nakajima, Wefrahedron2001, 57, 6915-6926

8 Shangguan, N., Katukojlava, S., Greenberg, R.liaktk, L. J..J. Am. Chem. Sq2003 125, 7754-7755

8 Lu, L.-D., Shie, C.-R., Kulkarni, S. S., Pan, G,-Ru, X.-A., Hung, S.-C.Qrg. Lett, 2006 8, 5995-5998

8 Hu, Y.-P., Zhong, Y.-Q., Chen, Z.-G., Chen, C;-8hi, Z., Zulueta, M. M. L., Ku, C.-C., Lee, P.-¥\ang,
C.-C., Hung, S.-C.). Am. Chem. Sq&012 134, 20722-20727
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conduit au disaccharide74 avec un rendement de 53%, le reste étant du pgrdduilépart
(Schéma 63)

OAc OAc
0 0
AcO AcSH AcO
AcO ————> A0
Ns CO,Me pyridine AcHN COMe
0 0 53% 0
169 BzO omp 174 BzO OomP
BzO BzO

Schéma 63 : Réduction de I'azido du disaccharide 26

Les mémes conditions de réaction sont utilisées loréduction du groupement azido
du trisaccharidd.70. Aprés 53h de réaction, le prodwit5 est obtenu avec un rendement de
77%, de légeres traces de produit de départ ataote visibles sur la CCNBchéma 64)

AcSH
pyridine
AcO %Sl ) 77% %S'\O
AcO AcO
N3 COzMe AcHN COzMe o
ONAP ONAP

BzO BzO
175

Schéma 64 : Réduction de I'azido du trisaccharide7D

IV-4.2.3. Déprotection du silyléne

La déprotection du groupement silylene s’effea@neprésence de 3HFBt et le diol
167 est alors obtenu avec un rendement de 83éhéma 65)Cette étape de déprotection
permet d’'obtenir le diol67, précurseur pour les sulfatations des positioog 8.

3HF. Et3N
AcO > S' \0 87% ACO% o
AcO AcO HO
AcHN COMe &/ AcHN COzMe %
ONAP ONAP

BzO BzO
167

Schéma 65 : Déprotection du silylene du composé 175

IV-4.3. Synthése du trisaccharide 6-sulfaté 135

Comme précédemment, la sulfatation régioséle@ivé suivie de I'acétylation de la
position 4 du dioll67, suivant les conditions décrites pour la sulfatatie154, c’est-a-dire
2,5 ég. de SONMes a 40°C, permettent d’obtenir, en 5h, le sel dewsod 76 avec 40% de
rendement.
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Une saponification en deux étapes, comme décote fe composél29, permet
d’obtenir le trisaccharide final35 possédant un groupement sulfate en position &60)90
(Schéma 66)

OAc
AcO °
CH
AcO HO OH
AcHN 5 COMe o
BMO ONAP
BzO BzO
167

1) SO3.NMejs (2,5 €q.),
DMF, 40°C, 5h.
2) Ac,)0, pyridine

OAc 40%
(@]
A AcO  OSO:Na

BzO (0]
BzO BzO

176

ONAP

1) LiOH, H,0,,
THF/H,0 3/1
o 2) NaOH 4M

90%
HO °
HO HO ,0SO:Na
- O& %

HO o
HO HO

135

ONAP

Schéma 66 : Synthése du trisaccharide 135

Les positions du groupement sulfate et de I'aeédatla molécul@76 sont confirmées
par analyse RMNH et **C, l'introduction de ces groupements déblindantdestons et les
carbones les portant.

Tableau 10 : RMN'H et *C des positions 4 et 6 do-Gal

. H-6 ppm C-6 ppm
Compose H-4 ppm C-4 ppm
167 4,08-4,03 et 3,93,87 62,36
4,20-4,10 69,11
176 4,22-4,18 et 4,05-3,97 68,01
5,53 71,00
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IV-4.4. Synthése du trisaccharide 4-sulfaté 136

La synthése du compo486 a nécessité, comme pour le disacchati®@ de protéger
la position 6 du dioll67. Une benzoylation sélective au BzCN a donc étlsgEaet conduit
au trisaccharidé77 avec un rendement de 81%. La position 4 a enététsulfatée avec un
large exces d’agent de sulfatation. Un suivi deélaction par CCM et I'ajout d’agent de
sulfatation (25 €g. en tout) permettent d’obtemr ttisaccharide 4-sulfaté en 7). Apres
purification sur LH-20, colonne de silice puis éahause d’ion, le sel de sodiuh78 est
obtenu avec 95% de rendeméBthéma 67)

La sulfatation de la position 4 et la benzoylat@m6 ont été confirmées par RMN
et**C, en comparant les valeurs obtenues pour les meki67 et178(Tableau 11).

Tableau 11 : RMNH et **C des positions 4 et 6 do-Gal

. H-6 ppm C-6 ppm
Compose H-4 ppm C-4 ppm
167 4,08-4,03 et 3,93,87 62,36
4,20-4,10 69,11
178 4,774,75 66,27
5,11-5,06 78,03 ou 72,65

Une saponification en deux temps, dans les mémeditons que celles du composé
154, permet d’obtenir le trisaccharide final 4-sulfa86 (64%), possédant le motif aminé des
HS.
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Schéma 67 : Synthése du trisaccharide 4-sulfaté 136
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IV-4.5. Synthése du trisaccharide non sulfaté 134

Le composé non sulfaté34 est obtenu en saponifiant la molécdle7 dans des
conditions identiques a celles précédentes.

OAc

(0]

ACECO Ho OH

AcHN | COMe \%

BzO o ONAP
BzO BzO

167

1) LiOH, H,0,
THF/H,0 3/1
2) NaOH 4M
OH 48%
HO HO OH
AcHN | CONa o %
HO HO

134

Schéma 68 : Préparation du composé 134

La réaction de glycosylation permettant I'obtenti@u trisaccharide avec une
anomeriea entre I'amorce HS et le disaccharide de la zondiason a été realisée avec de
modestes rendements, malgré 'ensemble des camigstées. La réduction du groupement
azido en présence d’'acide thioacétique a été réaliavec de bons rendements. Les trois
produits de transfert trisaccharidiques non sulfaglfaté en position 6 ou sulfaté en position
4 possédant la premiere unité des HS ont pu étithétisés. La sulfatation de la position 6 a
été réalisée sur le diol avec 2,5 éqg. d’agent dé&astion en 5h alors que qu’une protection
de la position 6, un grand nombre d’éq. d’agentsd#atation (25 éq.) ainsi qu’un temps de
réaction conséquent (7j.) ont été nécessaires pbtenir le produit sulfaté en position 4.
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IV-5. Syntheses de composés fluorés — Travail pralinaire

Ce travall a fait I'objet du stage de master 1aldiBen Zeineb, que j'ai encadrée avec
le Dr. Chrystel LOPIN-BON. Les résultats présertiéapres sont des résultats préliminaires
qui restent a optimiser.

Dans le but d’étudier I'influence des positionst4 dubp-Gal de la zone de liaison sur
la CSGalNAcT-1, nous avons également souhaitéteecles modifications fluorées sur ces
différentes positions. La synthése des disacchamd&IcA-D-Gal 179 et 180, fluorés en
position 4 ou 6 dub-Gal et possédant un groupement 4-méthoxyphénolpasition
anomérique, a donc été envisagée. lls seront igsies glycosylation entre I'imida®&? et les
différents D-Gal 181 et 182 qui possederont déja le fluor en position 4 ouG&s
monosaccharides seront obtenus a partirod€sl 183 et 184. Ceux-ci proviendront du diol
185, lui-méme issu du compo$& dont le précurseur est ieGal peracétylé commercial
(Schéma 69)

R1 R R R?
NaOG o MeOLC o
HO ) LevO +

m/o oMP Bm TBDMSO ©

HO HO BzO BzO

O_ _CCl on
179R!'=OH, R’ = F 181 R'= OBz, R”* =F ©
82 NH

180 R' =F, R?= OH

Ph ﬂ
%O Ho OH R' R?
(6] O (0]
8§ ——— wo OMP  ¢———= 1gpmso OMP ¢———= 1gpmso OMP
HO BzO BzO
57 185

183 R' = OBz, R?= OH
184 R'=0OH, R?= 0Bz

182 R!' =F, R?= 0Bz

Schéma 69 : Rétrosynthése des disaccharides fluorés

IV-5.1. Préparation des précurseurs 183 et 184

La synthése du compo5&, déja connd’ a été réalisée & partir duGal peracétyld.
Une glycosylation avec le 4-méthoxyphénol en présete TMSOTf permet d’obtenir le
composél86 avec un rendement de 86%. Une transestérificaiométhanolate de sodium
suivie de l'introduction du benzylidene sur lesifioss 4 et 6, a I'aide de diméthoxytoluéne
et de CSA, permettent d’accéder au monosacchari@dg@ec un rendement de 70% pour cette
derniere étape.

87 Ohlsson, J., Magnusson, Garbohydr. Res200Q 329, 49-55
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<
Ao OAc 4-méthoxyphényl AcO  JOAC 1) MeONa, MeOH o ¢
% TMSOTE % 99% . %
AcO Ohc CH,Cl, AcO OMP ) PhCH(OMe),, CSA ~ HO omPp
AcO 86% AcO MeCN HO
8 186 70% 57

Schéma 70 : Formation du composé 57

Pour isoler et modifier les positions 4 et 6, pasitions 2 et 3 doivent donc étre
protégées. Comme expliqué au chapitre précédenposition 3 dubD-Gal 57 est plus
nucléophile grace a sa capacité a faire des liaidoydrogénes intramoléculaires. Une
protection sélective de cet alcool est donc possibé groupement protecteur utilisé est le
tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS) car une déprotectioglective de cet alcool sera alors
possible en fin de synthése. La position 3 est gwot2gée en présence de TBDMSCI (1,1 éq.
pour étre sélectif) et d'imidazole dans la pyridiha position 2 est alors benzoylée puis le
groupement benzylidene est déprotégé pour conduimmmposé85(Schéma 71)

Ph Ph
%0 TBDMSCI %0 1) BzCl, pyridine o OH
imidazole 96%
° — Q - 0
HO omP pyridine TBDMSO OMP  2) TFA, H,0 TBDMSO OMP
HO 73% HO CH,Cl, BzO
57 187 62% 185

Schéma 71 : Synthése du composé 185

bY

L’'acces aux composéd83 et 184 se fait a partir del85 En présence de
triméthylorthobenzoate et de CSA, l'intermédial&8 est formé mais non isolé. Celui-ci est
alors ouvert par un acide et donne les deux consp@&®et 184 facilement séparables avec

des rendements de 50 et 23% respectivement.
Bzo OH
(0]
- - TBDMSO OoMP
Meo\é1 2) AcOH BZO
OH 0 a80% 183
HO 1) (MeO);CPh, CSA 0 o
3 50%
0 CH,Cl, / PhCH, 0
TBDMSO OMP TBDMSO OMP
BzO BzO
2) Ac(k\ Ho OBz
185 = 188 ~ 280% %

TBDMSO

OMP
BzO

184
23%

Schéma 72 : Préparation des composés 183 et 184

A partir de ces molécules, les essais de fluaratles positions 4 et 6 vont étre
possibles. Il est a noter que le compb86 peut également étre utilisé pour les fluoratioas d
la position 6.
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IV-5.2. Fluorations de la position 6

Pour la fluoration de la position 6, plusieursegde synthese ont été testées, en se
basant sur des travaux de la littérafire.

Dans un premier temps, nous avons souhaité intedu triflate sur la position 6 de
maniéere a faciliter son remplacement par un atoeniuar.

BzO OH BzO OTf TBAF BzO F
Tf,0
0 2 0 0
. — %
TBDMSO&/OMP pyridine TBDMSO&/OMP MeCN TBDMSO%OMP
BzO BzO BzO
183 189 181

Schéma 73 : Essai de fluoration du composé 18i& un triflate

L’alcool 183 est alors mis en présence d’anhydride trifliquesda pyridine. D’apres
les CCM, le compos#&89 semble se former mais son isolation et donc sa RNt pas pu
étre réalisées car ce dernier est instable et sesebtlégrader par traitement a I'acide ou par
coévaporation au toluene lors de I'élimination depyridine. Remplacer la pyridine par la
2,6-lutidine dans la réaction n’a pas donné deleg# résultat§Schéma 73)

Un test one-pot a donc été effectué afin d’obtdairproduit fluoré, en mettant
directement le fluorure de tétrabutylammonium (TBAF) aprés la formation du tritagans
isolation de celui-ci. Mais le produit fluoré attlnn’a pas été obtenu. Le produit obtenu
semble montrer que le groupement Bz a migré ernipos et aucune trace de fluor n’est
observée.

Afin d’éviter les problémes de migration du groomeat benzoyle, la méme séquence
réactionnelle a été réalisée sur le di8b Mais cette fois encore, le triflate s’est dégradé
avant l'introduction du fluo(Schéma 74)

HO OH HO OTf HO F
Tf,0 TBAF
(0] 2 (0] % o
OMP g OMP OMP
TBDMSO pyridine TBDMSO TBDMSO
Y MeCN
BzO BzO BzO
185 190 191

Schéma 74 : Essai de fluoration sur le diol

Une nouvelle méthode de fluoration a ensuite &té&é pour éviter le passage par un
triflate. Elle consite a fluorer directement la pios 6 du diol en utilisant le trifluorure de
diéthylaminosulfure (DAST). Cette réaction s’efieet dans le dichlorométhane a une
température de -40°C. Le composeé 6-fluoré a aingtpe obtenu avec un rendement moyen

8 Yokoyama, M. Carbohydr. Res200Q 327, 5-14
8 Dax, K., Albert, M., Ortner, J., Paul, B. Carbohydr. Res200Q 327, 47-86
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de 40%(Schéma 75)La présence du fluor a été confirmée par RMN (RMINH-6 : dd,Js
= 6,5 Hz,Js r = 48,0 Hz) et masse. Cette étape reste encortnaisgr.

F

HO OH HO
o DAST o
—
TBDMSO OMP " cH,Cl, TBDMSO OMP
BzO 40% BzO
185 191

Schéma 75 : Fluoration de la position 6 avec le DAS

La synthése du composé 6-fluot®1 a ainsi été realisée a partir du diol
correspondant. Les étapes de protection de I'alcdéprotection du TBDMS, glycosylation
avec I'imidate82 puis déprotection totale devraient nous permedtodtenir le disaccharide
6-fluore.

L’étape de fluoration de la position 6 reste néaim a optimiser. La synthese du
composé 4-fluoré est a initier.

Ces deux composés une fois synthétisés viendnonthie la collection de
disaccharides que I'on a au laboratoire, comprendes disaccharides sulfatés que jai
synthétisés ainsi que les composés méthoxy etydégothétisés par le Dr. Benjamin Ayela.
Des tests biologiques pourront étre effectués dénvoir I'influence des modifications des
positions 4 et 6 sur la CSGalNAcT-1.
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IVV-6. Conclusion

Ce chapitre a décrit la synthése de neuf compirssisx, non sulfatés ou sulfatés en
position 6 ou 4, trois disaccharides et six tribaccles possédant le premier motif aminé soit
des CS, soit des HS. Ces différents composés @mn&byes a nos collaborateurs biologistes,

afin de les tester notamment sur les enzymes dechifon, la CS-GalNAcT-1 et FTEXTLS3.

Ho  OSONa HO ,OSO;Na
NaO,C AcHN CONa o
HO o) o) HO o)
ONAP
ONAP HO o
HO o 0 o o
HO HO
OH “oH
129 132
Nao,s0 OH
NaOG ACHN CONa o
HO HO o)
ONAP HO o ONAP
HO o)
HO HO
OH “oH
130 133
HO OH
AcHN CO,Na
NaO,C 2
HO 2 HO 0 0 0
ONAP HO o ONAP
HO o
HO HO
OH “oH
128 131
Ho/% HO OSO;3Na
AcHN COzNa 0
HO o ONAP
HO HO
135
HO
/% Na0,SO
AcHN COzNa
HO ONAP
136
HO
AcHN COzNa
ONAP
134

Schéma 76 : Composeés finaux obtenus

Différentes conditions ont été testées afin d'bistaune sélectivité ainsi qu’un
rendement correct pour former les trisaccharidesguaant |@-GIcNAc.
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Les réactions de sulfatation ont été réaliséepanant des différents diols. Une
sulfatation régiosélective de la position 6 a psrmiiobtenir les composés 6-sulfatés. La
protection sélective de la position 6 suivie desldfatation exhaustive de la position 4,
réalisée avec un nombre d’équivalents de réactifitéuet un temps importants, ont permis
d’obtenir les composeés 4-sulfatés.

Les résultats préliminaires de la synthese degosés fluorés en positions 4 ou 6 ont
€également été présentés. Le monosaccharide 6-fuaidsi pu étre synthétisé. Quelques
étapes restent encore a effectuer pour obteniolgosaccharide 4-fluoré et les disaccharides
finaux.
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V- NOUVELLES M ETHODES
D’ACTIVATION POUR L'OBTENTION
DE SUCRES SULFATES
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Le chapitre précédent traitait de la synthéseigbshccharides sulfatés en position 6
ou 4. Les conditions classiques de sulfatation $afitisation d’un agent de sulfatation,
comme SQ@NMe;, SO.NEt;, SG.Py, dans le DMF a 40-60°C. Sur nos composes, la
sulfatation régiosélective de la position 6 requi2/5 éq. d’agent de sulfatation et une
température de 40°C pendant quelques heures. fatadidn exhaustive de la position 4 de
nos molécules est, quant a elle, plus difficile@tessite un large exces d’agent de sulfatation
ainsi qu'une température plus importante de 60°@daet un temps considérable pouvant
aller jusqu’a plusieurs jours, toujours suivis dupurification par colonne d’exclusion
stérique permettant d’éliminer I'excés d’agent diasgation.

Face a ces considérations, nous avons envisagi#lisdiu d’autres méthodes
d’activation pour cette réaction, en s’appuyant durmatériel disponible au laboratoire. En
collaboration avec I'équipe du Pr. Sylvain Rougerdu Dr. Frédéric Buron de I'lCOA, nous
avons donc choisi de tester et de comparer laiogadé sulfatation en utilisant la méthode de
chauffage classique, les irradiations micro-ondeggalement une méthode innovante, la
chimie en flux continu, dans le but de réduire dola le nombre d’équivalents d’agent de
sulfatation utilisés et le temps de réaction. Desptéduire le nombre d’équivalents d’agent
de sulfatation utilisés permet de s’affranchir aéucolonne d’exclusion stérique LH-20 et
donc de diminuer également le temps de purificad®ette réaction.

Dans le cadre de cette étude, nous avons testéngtaré ces trois modes d’activation
pour la sulfatation exhaustive ou régiosélectivaifiérents monosaccharides modelespen
galactosel 92 et deuxD-glucosamined93 et 194, disponibles au laboratoi(Eigure 16) puis
ces meéthodes seront mises en place sur nos olg@sates. Pour les différentes réactions de
sulfatation réalisées, nous avons choisi d'utiliee8Q.NMe; comme agent de sulfatation.

Ho JOH OH OH

0 HO 0 HO 0
BZO OMP BnO BnO
B2O AcHN ZHN
OBn OMe
192 193 194

Figure 16 : Monosaccharides choisis

V-1. Introduction sur ces différentes méthodes

V-1.1. Le principe du micro-ondes (MW)

Depuis quelques dizaines d’années, l'utilisatiogs dnicro-ondes s’est fortement
développée dans les laboratoires académiques austireds. En effet, celui-ci offre de
nombreux avantages, notamment la réduction drastiqu temps de réaction ou
'augmentation des rendements.
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Le chauffage par un appareil micro-ondes repose lautilisation d’ondes
électromagnétiques dont les longueurs d’'ondes wdentquelgques millimétres a quelques
métres(Figure 17)%

Wavelength
{ 1A = 0, 0000000004 m
1pm = 0,000001m } 'U'islbln (0,7 - 0,4 pm})
3Mm 3m 0,3m Iom  Imm O,3Imm m'm Spm MM mﬁ, ;!.ﬂ. 0,34
Radio Radar Infrared Ultra-violet
(Microwawves)

Figure 17 : Spectre électromagnétique

Le principe de ce chauffage est di a l'intéracterire ces ondes et le matériel
chimique de la réaction. Ces molécules posseédeamude un moment dipolaire, qui va ainsi
s’aligner sur le champ électrique induit par lemdrations micro-ondes. Ce dernier étant
alternatif, les moments dipolaires vont alors dsGilce qui va provoquer la rotation et la
friction des molécules entre elles et donc la alral€ela permet ainsi une meilleure
homogénéité du chauffage et une sélectivité puisgudes les molécules polaires vont étre
chauffées, contrairement au chauffage conventiqnethauffe de maniere non sélective et

superficielle?-?

Le premier four a micro-ondes a été introduit dessannées 50 avec un essor dans les
années 70-80. Mais sa premiére utilisation en @getrchimique a été publiée en 1886.
Depuis, son utilisation s’est généralisée et neusetrouvons dans la synthése de produits
naturels, pour l'optimisation de certaines réadjodans des réactions organocatalysées,

etC.91’92'94

Le micro-ondes a déja été utilisé dans les réastiue O-sulfonation de différents
types de molécules, produit natuteholyphénols’® Mais son utilisation reste peu décrite sur
des polysaccharid@s?®99:100.101.102
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V-1.2. La chimie en flux continu

Depuis quelques années, la chimie en flux conimusysteme micro/mésofluidique)
connait un veéritable essor, principalement danddbseratoires industriels. Cette technique
repose sur l'introduction en continu du substratletréactif, qui se mélangent et réagissent
ensemble dans un microréacteur.

L’appareil de chimie en flux continu peut étreigéven plusieurs parties : le systeme
d’injection des réactifs et solvamt), le mélangeurR), le réacteur@) et enfin la collecte du
produit ©) (Figure 18)*%

Systéme
d'injection des réactifs ~ Mélangeur Réacteur Collecte
et solvant :
C
B
A * D

)

-

f

Figure 18 : Appareil de chimie en flux continu

Le systeme d’injection des réactifs et solvaitést composé de pompes pour pousser
ce matériel chimique dans l'appareil ; le débittpainsi étre contrélé. Les pompes les plus
utilisées sont des pompes HPLC (High PerformangeitliChromatography), principalement
pour les laboratoires académiques, ou des pompestapfues sur de gros systemes,
notamment pour les laboratoires industriels etselermettent d’appliquer la pression
souhaitée avec un débit supérieur & 0,1 mL min

Le mélange des réactifs et solvan} e faitvia une connexion par T ou Y de maniére
passive, lors de leur rencontre, et peut, en plug,induit (ultrasonication etc.).

Le réacteur @) est le coeur de I'appareil dans lequel la réactiora lieu. Il existe
différents modéles de réacteur mais le plus utdstéle réacteur tubulaire enroulé (coil-based
reactor unit). Celui-ci est composé d'un tube fait fluoropolymeéres inertes (comme le
polytétrafluoroéthylene (PTFE)). Les températuresyelangeur et du réacteur peuvent étre
contrblées ; un chauffage ou un refroidissemenv@eiLétre réalisés.

Une fois le produit passé dans tout le tube, Ieecie ©) a lieu, le plus souvent dans
un seul récipient mais un collecteur de fractiontggalement étre installé si nécessaire.

193 plutschack, M. B., Pieber, B., Gilmore, K., Segleer P. H.Chem. Rey.10.1021/acs.chemrev.7b00183
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La chimie en flux continu permet de réaliser déactions liquide-liquide, solide-
liquide ou encore gaz-liquide.

Les avantages de la chimie en flux continu sontbreux. Cette technique permet un
excellent controle de la température et du temp®adetion, ce qui induit I'optimisation plus
facile de réactions, une meilleure sélectivité et tbactions secondaires réduites. Le systeme
meésofluidigue augmente le ratio surface/volumeada taille du réacteur. Cela augmente
également le mélange des réactifs et solvants euwixe La transposition des synthéses a
différentes échelles se réalise trés aisémenteatée technique.

Les applications de cette technique sont nombseesesynthese organique. Cette
technique a, par exemple, été utilisée pour latfonoalisation d’aza-indole$” pour des
réactions de Diels-Alder asymmétrigf8s ou bien pour la synthése de produits
pharmaceutiques comme le Tamoxitéh'’

A notre connaissance, la réaction de sulfatationofamment celle de sucres avec
I'utilisation de la chimie en flux continu n'a pét reportée dans la littérature.

V-2. Sulfatation exhaustive

V-2.1. Sulfatation de la position 4

Dans un premier temps, nous avons choisi d’étudieulfatation exhaustive de la
position 4 des différents monosaccharides. Nousiavout d’abord réalisé la benzoylation
sélective de la position 6 de ces sucres, en ptésdm cyanure de benzoyle et les composés
195 196et197 ont été obtenugSchéma 77)

194 p'Attoma, J., Cozien, G., Brun, P. L., Robin, Bgstyn, S., Buron, F., Routier, &hemistrySelec016 3,
338-342

1% porta, R., Benaglia, M., Chiroli, V., Coccia, Pyglisi, A.,Organocatalysts. Isr. J. Chen2014 54, 381 -
394

1% porta, R., Benaglia, M., Puglisi, Arg. Process. Res. De201§ 20, 2-25

197 Murray, P. R. D., Browne, D. L., Pastre, J. C.ftBis, C.,Guthrie, D., Ley, S. VQrg. Process Res. Dev.
201317, 1192
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OBz

Ho OH HO
l&/ st %
oMmp ——mm> OMP
BzO pyr BzO

BzO 83% BzO

192 195
OH OBz
HO% BzCN HO/&‘
—_—
BnO BnO
AcHN pyr AcHN
OBn 1% OBn
193 196
OH OBz
BnO BnO
pyr
ZHN ZHN
OMe 69% OMe
194 197

Schéma 77 : Benzoylations sélectives de la positién

L’étude des conditions de sulfatations en chaeffelgssique, en MW ou en chimie en
flux continu a été réalisée sur tegalactosel95, la position axiale étant connue pour étre
moins réactive qu’une position équatoriale.

La sulfatation de ce composé par chauffage thernigjassique a nécessite, apres
suivi CCM et ajout régulier d’agent de sulfatatian,large exces de 3OIMe; (9,0 €q.) et 5j.
de chauffage a 60°C afin d’obtenir la molécdl@8 avec un rendement de 77%, apres
purification par colonne d’exclusion stérique (péter I'exces de réactif), colonne sur gel de
silice et résine échangeuse d'igiableau 12, Entrée 1)

Nous avons ensuite testé cette sulfatation au M&h €himie en flux continu, dans le
but de diminuer le temps de réaction et le nomhl¥guivalents d’agent de sulfatation, ce qui
permettrait également d’éviter la colonne d’exdausistérique. Le nombre d’équivalents
d’agent de sulfatation a donc été fixé a 2,5. Au MWO0°C en 20 min, le compo%68 a été
obtenu avec un rendement de 1@¥ableau 12, Entrée 2)Une augmentation de la
température a 80°C puis 100°C permet d'atteindreeadement maximum de 750ableau
12, Entrées 3 et 4)Jne diminution du temps de réaction ou du nontbggquivalents d’agent
de sulfatation conduit a des rendements inféri€lableau 12, Entrées 5 et.6)

L'utilisation de la chimie en flux continu a pesrd’obtenir la molécul&98 avec 72%
de rendement en 20 min a 100(T&ableau 12, Entrée 7Jne réduction du temps de réaction
ou de la température diminue également considéredie les rendementflableau 12,
Entrées 8 et 9)
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Tableau 12 : Conditions de réaction pour la sulfatkon de la position 4 dub-galactose 195

Ho OBz 1) SO3NMe;  Na0;S0
% DMF, T°C, temps \%
OomP > OomP
Bz0 2) résine [Na'] Bz0

195 198

Entrée| Mode de chauffage Sofé’:yes Temps de réaction | Température | Rendement
1 Thermique classiqu€ 9,0 5]. 60°C 7%
2 MW 2,5 20 min 60°C 16%
3 MW 2,5 20 min 80°C 72%
4 MW 2,5 20 min 100°C 75%
5 MW 2,5 10 min 100°C 48%
6 MW 2,0 20 min 100°C 66%
7 Flux 2,5 20 min 100°C 72%
8 Flux 2,5 20 min 80°C 14%
9 Flux 2,5 10 min 100°C 9%

La sulfatation des moléculd96 et 197 dans les meilleures conditions obtenues avec
le D-galactose, soit 20 min a 100°C avec 2,5 éq. diadensulfatation au MW ou avec la
chimie en flux continu, permet d’obtenir les molies199 et200 avec des rendements autour
de 60-70% et 40% respectivemé@rigure 19)

OBz OBz

Na0,;SO 0 Na0;S0 0
BnO BnO
AcHN ZHN
OBn OMe
199 200

CTC : 23 h, SO3.NMej (3,5 éq.), 60°C, 71% CTC : 7 h, SO3.NMe; (2,5 éq.), 60°C, 43%
MW : 20 min, SO3.NMe; (2,5 éq.), 100°C, 71% MW : 20 min, SO3.NMej (2,5 éq.), 100°C, 36%
Flux : 20 min, SO3.NMejs (2.5 éq.), 100°C, 59% Flux : 20 min, SO3.NMejs (2.5 éq.), 100°C, 42%

Figure 19 : Sulfatation de la position 4 des-glucosamines

L'utilisation du MW et de la chimie en flux contin permet de réduire
considérablement le nombre d’éq. d’agent de stifetainsi que le temps de réaction pour la
sulfatation de la position 4 d’'un-galactose ou des-glucosamines, en passant de plusieurs
heures voire jours de réaction avec un nombre d/atgnts d’agent de sulfatation parfois
important (jusqu’a 9,0 ég.) a 20 min. avec 2,5 éq.

V-2.2. Disulfatation des positions 4 et 6

En s’appuyant sur les résultats obtenus pourlfatation de la position 4, nous avons
choisi de tester la disulfatation des positions 8,een étudiant les conditions de réaction sur
le D-galactose, pour les mémes raisons que précédemafamt’éviter une fois de plus une
longue purification avec la colonne d’exclusionrigfige, nous avons fixé a 4,0 le nombre
d’éq. de S@NMe; pour les sulfatations au MW et en chimie en flortau.
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Tableau 13 : Conditions de réaction pour la disulfeation du D-galactose 192

Ho OH 1)SO3NMe; ~ NaOzsO  OSOsNa
% DMEF, T°C, temps \%
o > o
Bz0 B0 MP 2) résine [Na'] Bz0 B2O "
192 201
Entrée| Mode de chauffage S()(g,él(\l:ll\)/leg Temps de réaction | Température | Rendement
1 Thermique classique 8,0 96 h 65°C 59%
2 MW 4,0 20 min 100°C 61%
3 MW 4,0 30 min 100°C 68%
4 MW 3,0 30 min 100°C 49%
5 Flux 4,0 20 min 100°C 59%

Dans les conditions de chauffage thermique classitpucompos@01 a été obtenu
avec un rendement de 59%, en chauffant a 65°C peAda avec un total de 8,0 éq. d’agent
de sulfatationTableau 13, Entrée 1) 'application des meilleures conditions obtenpesr
198 au MW et avec la chimie en flux continu (20 mit00°C) permet d’obtenir la molécule
201 avec des rendements similaires (61 et 59% respentint)(Tableau 13, Entrées 2 et.5)
Le passage de 20 a 30 min au MW permet d’augm&rgerement le rendement alors qu’une
réduction du nombre d’éq. fait chuter celuiEableau 13Entrées 3 et 4)L.’augmentation du
temps de réaction en chimie en flux continu n’a ¢téspossible a cause du débit utilisé pour
ces réactions.

Comme préceédemment, ces meilleures conditionsé@.,030 min, 100°C au MW ou
bien 4,0 éq., 20 min, 100°C en chimie en flux aumtiont été testées sur Bgylucosamines
193 et 194. Pour le compos202, les rendements sont améliorés avec I'utilisadariVIW et
de la chimie en flux continu par rapport au chagdfalassique. Pour le compo2@3 les
rendements sont similaires, avec une légére bp@sea chimie en flux contin(Figure 20)

0S0;Na 0S0;Na

Na05SO 0 Na0;SO 0

BnO BnO
AcHN ZHN
OBn OMe
202 203
CTC : 31 h, SO3.NMejs (5,5 €q.), 65°C 34% CTC : 32 h, SO3.NMejs (4.5 éq.), 65°C 56%

MW : 30 min, SO3.NMejs (4.0 éq.), 100°C, 55% MW : 30 min, SO3.NMejs (4,0 éq.), 100°C 57%
Flow : 20 min, SO3.NMejs (4,0 €q.), 100°C, 51% Flow : 20 min, SO3.NMe; (4.0 éq.), 100°C 44%

Figure 20 : Disulfatation desb-glucosamines 193 et 194

Ainsi, l'utilisation du MW ou de la chimie en flusontinu permet une fois de plus de
réduire considérablement le nombre d’éq. d’agersutfatation et le temps de la réaction.

106



La sulfatation exhaustive de la position 4 et isutfatation des positions 4 et 6 ont
donc été réalisées au MW et avec la chimie enciiurtinu. Les différentes molécules ont été
synthétisées avec des rendements équivalents a alexus en chauffage thermique
classique. Ces méthodes ont nécessité une hausseetepérature jusqu’a 100°C mais elles
ont permis de réduire le temps de réaction, le menskéquivalents d’agent de sulfatation et
le temps de purification en évitant la colonne dlagion stérique.

V-3. Sulfatation regioseélective de la position 6

Une étude de la sulfatation régiosélective deokitipn 6 a partir de diols a ensuite été
meneée, tout d’abord sur taglucosaminel 93 Dans les conditions classiques, la 6-sulfatation
requiert peu d’'équivalents d’agent de sulfatatiggnéralement 2,5 éq. et un chauffage peu
éleve (40°C).

Dans ces conditions, la molécl#é4 a été obtenue avec un rendement modeste de

51% en 3,5KTableau 14, Entrée 1A la méme température de 40°C au MW en 10 mifg 45
de produit 6-sulfaté sont formés mais il reste 4¥produit de dépafTableau 14, Entrée

2). En augmentant le chauffage, le rendement esti@@élisqu’a un maximum de 57% a
60°C puis il diminue car du produit 4,6-disulfatt alors formgTableau 14, Entrées 3, 4 et
5). A 60°C, une augmentation du temps de réactiomelam rendement plus faible, du a la
formation du composé 4,6-disulfai@ableau 14, Entrée 6).es mémes observations sont
faites avec la chimie en flux continu, bien quedadement soit Iégérement meilleur (69%)
pour les conditions optimalé$ableau 14, Entrées 7 et.8)

Tableau 14 : Sulfatation régiosélective de la pogiin 6 de laD-glucosamine 193

OH 1) SO;.NMe, 0OSO;Na
HO o] DMF, T°C, temps 4 o]
oo AcHN 2) résine [Na'] e AcHN
193 %" 204 O
Entrée| Mode de chauffage SO(g,élall\)/les Temps de réaction | Température | Rendement

1 Thermique classique 2,5 3,5h 40°C 51%
2 MW 2,5 10 min 40°C 459
3 MW 2,5 10 min 60°C 57%
4 MW 2,5 10 min 70°C 53%
5 MW 2,5 10 min 80°C 34%
6 MW 2,5 20 min 60°C 38%
7 Flux 2,5 10 min 60°C 69%
8 Flux 2,5 10 min 80°C 569"

2 40% de produit de départ restahtraces de produit 4,6-disulfatéC 56% de produit 4,6-disu|fr:1t;éd 35% de produit 4,6-
disulfaté
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L’application des conditions optimales (10 min Gf®) sur le diol194 montre une
augmentation importante du rendement, encore masi@érable en chimie en flux continu
(Figure 21)

0SO;Na

HO 0
BnO
ZHN

OMe
205

Batch : 5,5 h, SO3.NMejs (2.5 éq.), 40°C, 31%
MW : 10 min, SO3.NMejs (2,5 éq.), 60°C, 57%
Flow : 10 min, SO3.NMejs (2,5 éq.), 60°C, 78%

Figure 21 : 6-Sulfatation du diol 194

La sulfatation régiosélective de la position 6 Dhkgalactosel92 en conditions
thermiques classiques, a permis I'obtention du aséB-sulfat&06 avec un rendement de
85%, avec 2,5 éq. de 2@Me; en 6,5h a 40°CQTableau 15, Entrée 1) 'application des
conditions précédentes a 40 ou 60°C, suivant dmtques du MW et de la chimie en flux
continu, a conduit a la molécud®6 avec de modestes rendemefitableau 15, Entrées 2, 3
et 4)

Tableau 15 : 6-Sulfatation de la molécule 192

HO OH 1) SO3.NMe;, HO 0OSO;Na
Bz0 B20 oMP 2) résine [Na'] Bz0 B20 oMP
192 206
Entrée| Mode de chauffage SOEéﬁI\)A% Temps de réaction | Température | Rendement
1 Thermique classique 2,5 6,5 h 40°C 85%
2 MW 2,5 10 min 40°C 54%
3 MW 2,5 10 min 60°C 69%
4 Flux 2,5 10 min 60°C 65%

La position 4 de cp-galactose étant moins réactive que celle diohgducosamine, |l
a été possible d’augmenter les températures. Ghraaif80°C au MW ameéliore nettement le
rendement (84%) mais une diminution du nombre diégent de sulfatation ou du temps de
réaction diminue celui-diTableau 16, Entrées 1, 2 et Bps mémes tendances sont observées
avec la chimie en flux continu, le meilleur rendemebtenu étant de 78%d ableau 16,
Entrées 4 et 5)
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Tableau 16 : Optimisation des conditions de 6-sulfation du D-galactose 192

Entrée | Mode de chauffage S(%(.éﬁf\)/l% Temps de réaction | Température | Rendement
1 MW 2,5 10 min 80°C 84%
2 MW 2,0 10 min 80°C 66%
3 MW 2,5 5 min 80°C 66%
4 Flux 2,5 10 min 80°C 78%
5 Flux 2,5 5 min 80°C 67%

La 6-sulfatation régiosélective a donc été réais®s MW et avec la chimie en flux
continu. Les différentes molécules ont été syrsbesi avec des rendements meilleurs (dans le
cas desb-glucosamines) ou équivalents (pourdegalactose) a ceux obtenus en chauffage
thermique classique. Ces méthodes ont requis unsskade la température mais elles ont
permis de réduire le temps de réaction.

V-4. Application sur les di- et trisaccharides

Ces différentes techniques d’activation et de ffaga ont été utilisées pour sulfater
les différents di- et trisaccharides présentés danshapitre IV. En effet, ces étapes de
sulfatation, notamment celles de la position 4eséitent un nombre d’équivalents d’agent de
sulfatation trés important ainsi qu’un temps detiéa long de plusieurs jours.

V-4.1. Application sur un disaccharided-Gal-D-Gal

Dans un premier temps, nous avons choisi de teeseeméthodes pour la sulfatation
de disaccharides-Gal-D-Gal 207, dont les hydroxyles des positions 4 et 6 somédipet208
qui posséde un hydroxyle libre en 4 et un groupémeren 6, déja conntiset synthétisés au
laboratoire.

La sulfatation de la position 6 du di207 a déja été décrite dans la littérattit®ans
des conditions de chauffage thermique classiqueCjG40°C et 2,5 éq. de SDIMes) pour
une quantité de produit de départ d’environ 400 lagnolécule 6-sulfat209 a été obtenue
avec un rendement de 83% en 1,5h. Comme les t@ed®Na et en chimie en flux continu
seront réalisés a partir de 50 mg de prod@i#, pour des raisons de solubilité et de
concentration, la réaction de sulfatation précélenété testée dans ces proportions, en CTC
a 40°C en 1,5h et le rendement obtenu est de 7@utiksant les conditions de réaction
optimisées pour la 6-sulfatation dugalactosel92 soit 2,5 éq. de SAINMe; a 80°C pendant
10 min pour le MW et la chimie en flux continu, desdements de 65 et 41% respectivement
ont été obtenus pour la synthése du compo94¢Schéma 78)Pour I'essai en chimie en flux
continu, la sulfatation n’est pas totale puisqu&5®e produit de départ ont été récupéres. Il
semblerait donc que ces conditions ne soient psezgsoussées pour obtenir une réaction
totale dans ce cas. Mais les concentrations eilla tle la boucle d’injection de I'appareil de
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flux continu étant limitées, il ne nous a pas é@ésible d’augmenter la quantité d’agent de
sulfatation.

Bz0 OBz HO OH 1) SO3.NMe; 0SO3Na
&/ % o~ &/ &/
OMP )
BzO B0 0 B0 2) résine [Na']
76% CTC (90 min)

207 65% MW (10 min)
41% Flux (10 min)

Schéma 78 : 6-Sulfatation du disaccharide 207

La sulfatation de la position 6 du disaccha20& a ainsi été réalisée en CTC, au MW
ou en chimie de flux continu. Les rendements olgeuec ces deux dernieres techniques sont
légerement inférieurs & ceux obtenus en CTC, méhement avec la chimie en flux continu
mais les temps de réaction sont nettement infésj@wvec le passage de 90 min. & 10 min.

La sulfatation de la position 4 du disacchari2@8 en CTC, reportée dans la
littérature>® a permis d’obtenir le compog0 avec un rendement de 90% en chauffant &
60°C pendant 72h avec 10 éq. de;BlMe;, en partant de 300 mg de produit de déepaa
(Schéma 79)

Bz0 OBz Ho OBz 1) SO3.NMe; OBz NaO;;S
oMP -
BzO AN 0 AN 2) résine [Na']
90% CTC (72h)

49% MW (40 min)
22% Flux (20 min)

Schéma 79 : 4-Sulfatation du composé 208

En utilisant les conditions de réaction optimispesr la 4-sulfatation do-galactose
195 (en partant de 50 mg), soit 2,5 éq. de.8i®e; a 100°C pendant 20 min pour le MW et
la chimie en flux continu, des rendements de 322éb respectivement ont été obtenus pour
la synthése du compog&0. Ces rendements sont relativement faibles et dduyitr départ est
récupéré dans les deux cas. Un chauffage plusdodgnc été testé au MW et un meilleur
rendement de 49% est obtenu en chauffant a 100i@ape 40 min. Cette augmentation du
temps de réation n’a pas été possible en chimi@urrcontinu, a cause de la longueur de la
boucle d’injection et du débit utilisé.

La sulfatation de la position 4 du disaccha@@8 a ainsi été réalisée en CTC, au MW
ou en chimie en flux continu. Les rendements oldewec ces deux dernieres techniques sont
inférieurs a celui obtenu en CTC. Les conditionfsees avec le MW et la chimie en flux
continu mériteraient d’étre optimisées, en jouant ls temps de la réaction et le hombre
d’équivalents d’agent de sulfatation.
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V-4.2. Application sur nos composeés

Nous avons souhaité tester ces nouvelles méthdegivation sur nos di- et
trisaccharides d'intérét de la zone de liaison. H#&rentes sulfatations ont été réalisées
uniqguement au MW, pour des raisons d’économie @elyr et compte-tenu des résultats
obtenus sur le disaccharideGal-D-Gal.

V-4.2.1. 6-Sulfatation

Les di- et trisaccharideE54, 163 et 176 ont été obtenus respectivement a partir des
diols 153 159 et 167. Les réactions de 6-sulfatation ont ici été coteduau MW et sont
suivies de l'acétylation de la position 4, afin derrespondre aux composés synthétisés
auparavant en chauffage thermique classique, VidiEn permettant de vérifier par RMN la
bonne position du groupement sulfate. Les conditide réaction MW utilisées sont les
conditions optimales de 6-sulfatation pour I'obientdu monosaccharid206, soit 10 min a
80°C avec 2,5 ég. de 3QMes.

Dans les conditions de chauffage classique, leposéil54 avait été obtenu avec un
rendement de 60% pour I'étape de sulfatation, ea 86°C avec 2,5 éq. de $RMe;, suivie
de l'acétylation de la position 4. Ce rendement iggntique (63%), en utilisant les
irradiations du MW suivie d’'une acétylation clasgqgde la position 4, mais le temps de
réaction est grandement diminué puisque I'on pdsséh a seulement 10 min. de réaction
(Figure 22)

AcO ,OSO;zNa

MeOLC o CTC 5h, 2.5 &q.. 40°C. 60%

LevO ONAP MW 10 min, 2.5 &q.. 80°C. 63%

BzO (0]
BzO BzO

154

Figure 22 : 6-Sulfatation en CTC et au MW pour le omposé 154

La sulfatation de la position 6 du compddsd, pour conduire au trisaccharidé3
avec un rendement de 70%, avait nécessité le awrufi 40°C pendant 5h avec 2,5 éq. de
S(O:.NMe;. L'utilisation du MW a permis d’obtenir le compo4é3 avec un rendement de
37% (Figure 23. Ce faible rendement peut s’expliquer par la récaton de 47% de produit
correspondant au produit de départ diacétylé.

AcO 0SO;Na
AcHN CO,Me

AcO O 0 o < o 0
J B20 o ONAP CTC 5h, 2,5 éq., 40°C, 70%

BzO BzO MW 10 min, 2.5 éq., 80°C, 37%
OAc “oAc

163

Figure 23 : 6-Sulfatation en CTC et au MW pour le omposé 163
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Pour la sulfatation en chauffage thermique classide la position 6 du trisaccharide
167, un rendement de 40% avait été obtenu apés 5@ @kc 2,5 éq. de SOIMes. La
moléculel76 a pu étre obtenue avec un rendement de 49% au B 38% de produit
correspondant au produit de départ diacétylé sgaleenent récupérébigure 24)

OAc

(o]
AC,?Co AcO OSO;Na
AN | __CodMe % CTC 5h, 2,5 éq., 40°C, 40%

MW 10 min, 2,5 éq., 80°C, 49%
BzO o ONAP
BzO BzO

176

Figure 24 : 6-Sulfatation en CTC et au MW pour le omposé 176

La 6-sulfatation des trisaccharides au MW, en amaipon a celle réalisée en CTC,
semble bien fonctionner pour la synthese du trisadde176 mais moins bien pour celle de
163 Comme du produit de départ diacétylé est récypdre optimisation des conditions de
réaction en augmentant le temps de réaction au Wbk nécessaire, mais ces tests n'ont
pas pu étre réalisés, a cause de la faible qualatipFoduit de départ disponible. En revanche,
10 min semblent suffisantes pour obtenir les disagdes sulfatés en 6 avec des rendements
corrects. Ainsi, le MW apporte ici une réductiomséquente du temps de réaction.

V-4.2.2. 4-Sulfatation

Les di- et trisaccharides 4-sulfatés5, 165 et 178 ont été obtenus respectivement a
partir des composéss6, 164 et 177, possédant I'hydroxyle libre en 4 et benzoylés laur
position 6.

Pour la 4-sulfatation du compo$g6, les conditions développées poubpk&al-D-Gal,
40 min, 100°C et 2,5 éq. de §NMe;, ont été utilisées et ont permis d’obtenir le cos®
155 mais avec un faible rendement de 20%, mais autotiuft secondaire n'a pourtant été
observé, seules de légéres traces de produit @etdép pu étre observées (5% de produit de
départ récupéré ; celui-ci a peut-étre été perds de la colonne chromatographique). Un
autre essai a été realise, avec 15 éq. deNd@; a 100°C pendant 45 min. Cette fois-ci, le
rendement obtenu est de 59%. Cela est satisfgps@sgue le rendement obtenu par chauffage
classique était de 62% apres 5j. a 60°C et 45’agedt de sulfatatio(Figure 25)

OBz

NaO,;SO
MeO,C
LevO O O : .
ONAP CTC 5j., 45 &q., 60°C, 62%
BzO o . .
MW 45 min, 15 éq., 100°C, 59%

BzO BzO
155

Figure 25 : Comparaison des 4-sulfatations CTC et W/

Pour la 4-sulfatation des deux trisaccharidég et 177, les quantités de produit
disponibles étant faibles, nous avons décidé de €ai suivi de la réaction par CCM, ce qui a
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impliqué d’ouvrir le tube MW a des temps réguliePaur ces deux composés, une légere
évolution de la réaction a été visible, avec ugglé augmentation de la tdche correspondant
au produit attendu, au fur et a mesure des ajodéiguivalents de réactif sulfaté et des
augmentations de temps. Aprés un total de 10 & de réaction MW, les rendements de 25
et 26% ont été obtenus pour les trisaccharidi#set 178 respectivement. Dans les deux cas,
du produit de départ a été récupéré en quantitériaaue (56% pout65et 51% pourl78).

Ces rendements restent faibles comparés aux rentierobtenus en chauffage classique
(59% pourl65et 95% poud 78 (Figure 26)

NaO,s0 OBz
AcHN CO-Me
AcO 0 . ° ° . - 0, 0,
d B2O o) ONAP CTC 6;j., 15 éq., 60°C, 59%

BzO BzO MW 5h, 10 éq., 100°C, 25%
OAc OAC

AcO

165
OAc
(0]
AcO Na0;sO0 OBz
AcHN COMe o CTC 7j., 25 éq., 60°C, 95%
Om ONAP MW 5h, 10 éq., 100°C, 26%
BzO (0]
BzO BzO
178

Figure 26 : Comparaison des 4-sulfatations

Ainsi, pour la 4-sulfatation, les réactions au Mi@ivent avoir un temps plus
important et un nombre d'éq. d’agent de sulfatatsupérieur a celui utilisé avec les
monosaccharides. De plus, les réactions de sudfatdes trisaccharides auraient nécessité
une quantité de réactif encore supérieure, augméatéemps de réaction faisant perdre
['utilité du MW.

V-5. Conclusion

La sulfatation de monosaccharides de différermisdyp-Gal ouD-GIcN) a donc été
réalisée en conditions de chauffage classique, udtlen chimie en flux continu. Ces deux
dernieres techniques ont permis de réduire de fagasidérable les temps de réaction et la
guantité d’agent de sulfatation nécessaire, comgaxé&onditions classiques. Les sulfatations
exhautives de la position 4 ou des positions 4 @nbainsi été réalisées, comme la 6-
sulfatation sélective de diols. Ce travail a dolieé & une publicatioh’®

La 6-sulfatation de di- et trisaccharides a égelsnpu étre réalisée, principalement au
MW, dans les mémes conditions que les monosacesaadec des rendements corrects. Pour
la sulfatation de la position 4, des condition$éléntes ont du étre utilisées avec un temps de
réaction plus long pour les disaccharides et unhbmensupérieur d’équivalents d’agent de
sulfatation pour les trisaccharides. Malgré ceslanations, la sulfatation de la position 4 ne
semble pas efficace au MW, en particulier pour tasaccharides. Ces sulfatations

198 edru, H., D’Attoma, J., Bostyn, S., Routier, Byron, F., Lopin-Bon, C.ChemistrySelecR017, 2, 9637-
9641
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mériteraient d’étre optimisées, au moins sur lesadcharides, pour lesquels les rendements
obtenus sont faibles. Néanmoins, I'utilisation duhMbermet de réduire considérablement le
temps des réactions.
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VI- UTILISATION DE SULFATASES
POUR L'OBTENTION DE SUCRES
MONOSULFATES
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Comme montré dans les différents chapitres prétgdies sucres sulfatés sont trés
présents dans la nature, avec les protéoglycarresxganple, ces derniers ayant des réles
biologiques importants.

Dans le cas de notre projet de syntheébagitre I\), nous avons montré que I'acces
aux composes 6-sulfatés et 4-sulfatés nécessitdeum voies de synthese en partant du
méme diol, 'une étant la sulfatation régiosélextide la position 6 sur le diol, l'autre
nécessitant une étape de protection régiosélecterda position 6 avant de réaliser la
sulfatation de la position 4.

Dans ce chapitre, en collaboration avec I'équipePd Richard Daniellou et du Dr.
Pierre Lafite (ICOA), nous envisageons de partimdintermédiaire commun disulfaté, pour
acceder a la fois aux composeés 4- et 6-sulfatéstiksant des sulfataséSchéma 80)

0OSO;N
Sulfatation HO aha

régiosélective 0

RO OR'
RO

4,6-diol

HO OBz Nao,s0 OBz

\% ‘%
N OR ——> OR'
Benzoylation RO RO

Disulfatation régiosélective RO Sulfatation RO
MW
puis déprotection
Na0;SO 0OSO3Na HO 0SO;Na Na0;SO OH
0 Sulfatase 0 ou 0
HO OR' HO OR' HO OR'
HO HO HO

Schéma 80 : Différentes voies d’obtention des comgs monosulfatés en 6 ou en 4

Nous envisageons d'initier cette étude sur un reaccharide disulfaté, obtenu
préecédemment par MW.

VI-1. Généralités sur les sulfatases

Ces enzymes ont été découvertes au cours du enmgtsiecle, a la fois chez les
eucaryotes et les procaryotes. Elles sont implisjudans des processus biologiques
importants comme la régulation d’hormones, le dgweément du cartilage ou encore dans la
modification des glycosaminoglycan@s.

Elles permettent d’hydrolyser les groupements asedf portés par des atomes
d’'oxygéne (CO-S) ou d'azote (CN-S). Elles font made la famille d’enzymes EC 3.1.6.
(EC : Enzyme Commission numbers) ; le chiffre Iegpond a la classe des hydrolases et le

1% Hanson, S. R., Best, M. D., Wong, C.-Angew. Chem. Int. ER2004 43, 5736-5763
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chiffre 6 aux hydrolases d’esters sulfat¥sLes séquences et structures de ces enzymes sont
trés conservées. Leurs substrats sont variés laemmotamment les stéroides, les protéines,
les sucres mais aussi les protéoglycdfies.

Depuis une vingtaine d’années, I'utilisation défatases est devenue une technique
alternative a la synthése chimique pour obtenir abesposés sulfatés de maniere sélective.
En 1998 puis en 2003, I'équipe de Uzawa H. a madhitdisation de ces enzymes sur des
galactoses possédant un groupenpare-nitrophénol (pNP) en position anomérique et au
moins deux groupements sulfatés? Avec différentes sulfatases (sn&iHelix pomatia,
abalone A et limpet L (Patella vulgatd, issues de mollusques), des désulfatations
régiosélectives ont pu étre observéashéma 81)

Ho OSO:Na HO OSO:Na
0 o)
Na0,SO OpNP o) opnp  Exemple 1
HO HO
211 212
Na0;SO ,OSO:Na Ho OSO:Na
0 0
Ho OpNP Ho OpNP Exemple 2
HO HO
213 214

Schéma 81 : Exemples de réactions réalisées par uzg H.

Dans le cas de I'exemple 1, I'hydrolyse du groupeimsulfate en position 3 du
composé21l, possédant des sulfates en positions 3 et 6, aéétisé en présence de la
sulfatasesS et le produit212 a été isolé avec un rendement supérieur a 90%ilisation des
deux autres sulfatasésetL. a montré une réactivité et une sélectivité simekdi*

Dans le cas de I'exemple 2, les trois sulfat&sésetL, ont été testées sur le composé
213 possédant des groupements sulfates en positiagts64 mais seule la sulfatage a
permis d’obtenir le compos&.4, monosulfaté en position’8?

En 2004, ce méme groupe a également montré quiolsssulfatases précédentes
pouvaient hydrolyser des groupements sulfates sitigno 2 ou 3 sur des-D-gluco oua-D-
mannopyranosides, possédant un groupeipenanitrophénol en position anomeérique et des
sulfates sur les positions 2 et 6 ou 3 et 6 resmuent(Figure 27)'*

M0 hitp://www.brenda-enzymes.org
11 yzawa, H., Toba, T., Nishida, Y., Kobayashi, K.inbura, N., Hiratani, K.Chem. Commun1998 2311-

2312

12 yzawa, H., Nishida, Y., Sasaki, K., Minoura, Ngbyashi, K.ChemBioChen003 4, 640-647

13 yzawa, H., Nishida, Y., Sasaki, K., Nagatsuka, Hiramatsu, H., Kobayashi, KGarbohydr. Res.2004
339, 1597-1602
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e e
0S0; 0S0;

HO OpNP 60330 OpNP

© 0;80
215 Vi 216
snail S snail S
abalone A
abalone A limpet L

Figure 27 : Résume des désulfatations réalisées

Plus récemment, les équipes de Le Narvor C. eBehteau O'** ont étudié une
sulfatase, la chrondroitin-@-sulfatase, issue de la bactéBiacteroides thetaiotaomicroui
permet de désulfater sélectivement la position 4rékidu N-acétylgalactosaminyl sur le
disaccharide répétitif des CS. Afin de déterminar sktructure minimale nécessaire au
fonctionnement de cette enzyme, ils ont synthétjgatre monosaccharides sulfatés en
position 4 ainsi qu'un disaccharideGlc-D-GalNAc, également sulfaté en 4. lls ont ainsi
montré que cette enzyme fonctionnait avec unetstr@icninimale disaccharidique.

VI-2. Projet envisagé

VI-2.1. Choix et synthese des composés

Pour tester la désulfatation de monosaccharidésdidulfatés en utilisant les
sulfatases, il était nécessaire de préparer un csen,6-disulfaté.

Notre choix s’est porté sur [B-Gal 219 possédant le groupement 4-méthoxyphénol
comme aglyconéFigure 28) En effet nous avons montré aux chapitres V-2lgiidisation
du micro-ondes notamment permettait d’obtenir Imposé 4,6-disulfat201 avec de bons
rendements en partant du diol correspondant.

Na0;SO 0OSO;Na

o}
HO OMP

HO
219

Figure 28 : Composé choisi

Les réactions enzymatiques se réalisant dans [famponnée, nous avons donc
saponifié le compos20l, obtenu précédemment, en présence d’'une solugosodde 4M
suivie d’'une colonne d’exclusion stérique LH-20 sldeau, afin d’obtenir le compos#l9,
avec un rendement de 74%chéma 82)

14 Malleron, A., Benjdia, A., Berteau, O., Le Narv@, Carbohydr. Res2012 353 96-99
120



0SO0;Na

Na03;SO Na05SO
% oMM %
BzO HO

BzO 2%

201 219

Schéma 82 : Saponification du composé disulfaté

Afin de déterminer sans ambiguité les produitseobs lors des réactions
enzymatiques, il a été nécessaire de préparerdésiis ttmoins, 4- ou 6-monosulf&#7 et
218ainsi que le tétrod5 (Figure 29)

NaO;s0 OH HO ,OSO;Na HO OH
HO OMP HO OMP HO OMP
HO HO HO
217 218 45
Figure 29 : Produits témoins

Les composegl7 et218 ont été préparés par saponification des prodi9iget 206,
respectivement, obtenus par sulfatation MW. Le ams@p4-sulfaté€17 a ainsi été obtenu
avec 71% de rendement et le composé 6-sullfldavec 85% de rendemdiBchéma 83)

Nao,s0 OBz Nao,sO0 OH
0 omp NaOH 4M %OMP
BzO - HO
BzO 1% HO
198 217
HO ,0SOsNa HO ,OSOsNa
%omp NaOH 4M ° OMP
BzO - HO
BzO 85% HO
206 218

Schéma 83 : Saponification des différents-Gal

VI-2.2. Choix des sulfatases

En s’appuyant sur les travaux réalisés par Uzatval nous avons choisi trois
sulfatases commercialéselix pomatia(S), Patella vulgata(L) et une autre non spécifiée
provenant d’entrailles d’ormeau (abalohg

Les enzymes sont classées dans une base de dapp&dse Brenda, qui répertorie
toutes les informations connues sur celleS%Bur les trois enzymes choisies, seidklix
pomatia est décrite. Toutes ces caractéristiques soni adpertoriées et notamment la
température optimale, qui est de 37°C, et le phhapn, de 7,4, qui permettent donc d’avoir
la plus grande activité.
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VI-3. Résultats preliminaires

Compte-tenu de toutes ces informations, nous au@sigsé la réaction enzymatique
entre les sulfatases et le composé disula& Pour ce faire, 5 mg de su@&9 ont été mis
en présence de 2 mg de chaque sulfatase dans portayii,. AcO (pH 7, 0,5 mL) a 50 mM a
37°C. Les réactions ont été suivies par CCM (AcO@eOH / HO 6/2/1).

- - -
- - -
- - - o o -

- - - - - - - - - - -
F--d---F--d---F--4---F--4---| f--d---p--d---F--4---F--d---| b--d---F--d---F--4---F--4---
4S A L S 46S 6S OH 4 A L S 4,6S 6S OH 4 A L S 46S 6S OH
Début Aprés 3j. Aprés 14j.
4S: sucre217dans le tampon 6S: sucre218dans le tampon
4,6S: sucre219dans le tampon OH : sucred5 dans le tampon

A, L, S: sucre219dans le tampon en présence de la sulfatase A,3 respectivement

Figure 30 : Suivi CCM des réactions enzymatiques gH 7

Ces suivis CCM nous montrent, de maniére strictégealitative, que la sulfatase
Helix pomatia(S) permet d’obtenir le composé 6-sulf&&8 apres 14j. Les autres sulfatases
A etL semblent moins sélectives et les réactions sostiphtegFigure 30)

Il est a noter que les solutions témoins ont égele été préparées en mettant en
présence les sucr@d?, 218 219et45 dans la solution tampon, sans sulfatase, afinottdas
stabilité des produits au cours du temps et audageadation n’a été constatée.

Une explication possible concernant la lenteurrdastions avec les sulfatasest L
peut étre le mauvais tampon utilisé, puisque leopkimal pour ces deux enzymes n’est pas
décrit. Une recherche du pH optimal a donc étéséal

Pour cela, nous avons utilisé para-nitrophénol sulfaté (pNp-sulf) comme substrat
des sulfatase8 etL car la réaction de celui-ci en présence d’eauegizgme a pH basique
donne un composé jaune, qui pourra alors servir pasurer I'absorbance et trouver ainsi le
pH optimal(Schéma 84)

Enzyme
O2NOO—803K + O ——— O2NOOH + HSO,

J N32CO3

OZNOO- jaune

Schéma 84 : Réaction du pNp-sulf
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Le pNp-sulf a ainsi été mis en réaction avec teg/mesA etL, dans des tampons de
pH allant de 3 a 10, les tampons acides étant fmangartir d’'un mélange phosphate / acide
citrique et les tampons basiques a partir d'imitiazbes réactions de contréle, correspondant
au pNp-sulf dans les différents tampons sans enzgnietgalement été réalisées. Au total, 24
réactions ont ainsi été lancées en parallele pentl@®0 a 37°C, puis stoppées avec une
solution de NgCO3; 1M. Les solutions ainsi obtenues ont été placéas dne microplaque de
96 puits et I'absorbance a été mesurée dans unrgplectometre a 405 nm. Les résultats
obtenus sont résumés dans le graphigue ci-dessloagye point correspondant a la mesure
de I'absorbance de la réaction enzymatique de legest déduite la mesure de I'absorbance
de la réaction de contro(&raphique 1)

Etude de I'absorbance en fonction du pH

1,2000

V"

1,0000 /
0,8000 /

0,6000
/ =¢==abalone (A)
0,4000 \‘/ﬁ\/ —==—patella (L)

0,2000 7/

0, OOOO T T T T T T T T T T 1

Absorbance

5 6
pH
Graphique 1 : Courbes de I'absorbance

On constate que le pH optimal pour la sulfatAsest autour de 9 et celui de la
sulfataséd., bien que les absorbances soient beaucoup phiefaest également autour de 9.

Deux nouvelles réactions enzymatiques ont doneféétuées, avec les enzymest
L mais cette fois-ci a pH 9, a l'aide d’'une soluttampon carbonate. 5 mg de su2ié® ont
été mis en présence de 2 mg de chaque sulfatase dans un tampon carbonate (pH 9, 0,5
mL) & 50 mM & 37°C. Une réaction de contrble arétdisée en mettant le su@&9 dans la
solution tampon sans sulfatase.
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{-=-p---k--d---t
4 A L 465 6S OH

Apreés 21j.

Figure 31 : Suivi CCM des réactions enzymatiques gH 9

Le suivi CCM de ces réactions a montré de tresré&gtraces de produit 4S et 6S
apres 21 jours de réaction, semblables a cellenobs avec le composé 4,6-disulfaté dans le
tampon seul. Ces deux enzymes ne semblent ainscagaables d’hydrolyser les esters
sulfatés des positions 4 ou 6 ohal.

Ces différents résultats avec les trois sulfatéses et L nous montrent donc, de
maniere strictement qualitative, que les sulfatasex L ne permettent pas la désulfatation
des positions 4 et 6 duGal-OMP, alors que la sulfataSgHelix pomatig permet d’obtenir
le composé 6-sulfaté.

Ces résultats sont différents de ceux obtenutdmaripe de Uzawa H*? qui a montré
la désulfatation de la position 4 du compos&al-pNp disulfaté par la sulfatase abal@gne
sans avoir de résultat pour les sulfatésesl .

VI-4. Conclusion

Les tests enzymatiques préliminaires effectués de® sulfatasesielix pomatiaS,
abaloneA etPatella vulgatal ont été réalisés sur un monosaccharide disulfagosition 4
et 6, possédant le groupement MP comme aglyconde &esulfatas& a permis d’obtenir un
produit monosulfaté en position 6.

De nouveaux essais enzymatiques sont nécessdiineslea quantifier le composé
obtenu, avant de tester cette réaction, dans usegmive plus lointaine, sur le disaccharide
D-GIcA-D-Gal-ONAP, 4,6-disulfaté.
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VIl- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

126



127



VII-1. Conclusion

Lors de notre travail, nous avons atteint notrgedli qui était de synthétiser des
disaccharides de la zone de liaison, sulfatés sitigpo 4 ou 6 ou non sulfatdZ8130), ainsi
gue les trisaccharides de transfert correspongdasgsédant le premier motif des AS1-133
ou des HS134136) (Figure 32)

1 OR?

NaO,C RO 128R'=H,R?=H
HO o 130 R! = SO;Na, R?=H

HO HO 3D

R0 OR?
AcHN CO5Na
" Om %0
HO (0]
o HO HO

OH “oH
131R'=H,R2=H

132 R' = H, R?= SO;Na
133 R! =SO;Na, R?=H
OH

HO Q
HO R10 OR2
MO 0
HO HO

134R!=H,R’=H
135 R! = H, R? = SO;Na
136 R! = SO;Na, R”2Z=H

Figure 32 : Molécules finales obtenues

La synthese de ces composés a nécessité la pgrépata deux monosaccharides clés
82 et 138; la glycosylation entre ces composés a permiccd@er au disaccharide
intermédiairel37. A partir de ce dernier, les disaccharides finaR&130 ont pu étre formés
par des étapes de protection / déprotection eatstilbn, alors qu’'une glycosylation avec les
imidates111 et 139 a conduit aux trisaccharides possédant les premigmités de CS et HS
respectivement, qui permettent alors d’obtenitrissiccharides finau31-136 (Schéma 8b

Les composéd 34136 représentent le premier exemple de composés sigéthé
possédant a la fois le disaccharide sulfaté dete de liaison et la premiére unité des HS.
Ces molécules ont nécessité une étude de la ghatiosyentre ces deux entités afin d’obtenir
la sélectivité 1,Zis souhaitée.

Les différentes sulfatations ont été réaliséesrdirpde diols, soit en effectuant une
sulfatation régiosélective de la position 6, ré&@sen quelques heures avec peu d’équivalents
d’agent de sulfatation, soit, pour la position 4, k®Enzoylant la position 6 afin de pouvoir
ensuite sulfater la position 4, ce qui est réatisélusieurs jours avec un nombre important
d’équivalents d’agent de sulfatation.
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Ces différentes molécules ont été envoyées a adenaires biologistes a Nancy et
devraient permettre d’étudier le mécanisme d'itidimdes chaines de CS et de HS, de voir si
un motif disaccharidique est suffisant pour étresttat de la CS-GalNACT-1 et de 'EXTL3
et également de comprendre le réle des sulfatasionses enzymes de bifurcation.

SI\O
MeO2C
LevO 0
BzO
Bz0 (0] CClI
3
82 \ﬂ/ 138
NH
Disaccharides sulfatés ou non
128-130
SI\O
MeOZC
LevO
BZO ONAP
AcO OAc 137 OAc
(@] (@]
AcO
AcO AcO
TEARN 6 ca N o ca
3 3
111 Y 139 \ﬂ/
NH NH
y
Trisaccharides sulfatés ou non Trisaccharides sulfatés ou non
possédant la premiére unité des CS| | possédant la premiére unité des HS
131-133 134-136

Schéma 85 : Synthése globale des différents comp®sé

Par ailleurs, les techniques de MW et de chimidlwencontinu ont permis d’obtenir
des monosaccharides sulfatés sélectivement swsltign 6, sulfatés en position 4 ou encore
4,6-disulfatés avec une réduction considérable emps de réaction et du nombre
d’équivalents d’agent de sulfatation utilisés, enservant un bon rendement de réaction. La
sulfatation de di- et trisaccharides a égalementélisée.
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o) 1 ) 503 .NMe3 0

HO/N\//AH DMF, T°C, temps Na%SO%

OR 2) Résine [Na'] OR

versus @ED versus 3)35 M;v ﬁq_‘l'

Schéma 86 : Comparaison de différentes techniquesyr la sulfatation

Des tests préliminaires ont permis de montrer lqugisation de la sulfataséielix
pomatiaa permis d’obtenir l©-Gal 6-sulfaté a partir du composé 4,6-disulfaté.

NaO;S0 OSO3Na Ho OSO;Na
0 Helix pomatia 0
HO HO P H,0 tamponnée HO HO oM
219 218

Schéma 87 : Utilisation de la sulfatasklelix pomatia

VII-2. Perspectives

Concernant la partie purement synthese, il sardéressant de synthétiser les
trisaccharides de la zone de liaigmGIcA-D-Gal-D-Gal-ONAP, sulfatés ou non, en position
4 ou 6, sur I'un ou l'autre des-Gal, et celles des tétrasaccharides de trangfespondant,
afin de voir l'influence des sulfates de I'un owadtre desb-Gal sur les enzymes de
bifurcation(Figure 33)

RO OR* RO OR'
NaOZC
"o > i &/
HO o o ONAP
HO HO HO
R!, R% R, R*=H ou SO;Na

R0 OR2 R30 OR4
AcHN CO,Na
HO 0 0 0 Q
d HO o (0] ONAP
HO HO HO

OH “oH
R!, R%, R3, R* = H ou SO;Na

OH
HO °
HO R0 OR? R30 0R4
AcHN 5 CO:Na o o]
HO HO HO
R!, R%, R3, R* = H ou SO;Na

Figure 33 : Composés envisagés pour voir I'influercdes sulfates sur les enzymes de bifurcation
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On pourrait également envisager la synthése dast&ticharides possédant le motif
disaccharidique de la zone de liaisbrGlc-D-Gal sulfatée ou non, ainsi que le motif
disaccharidique répétitif des CS ou des HS pour Rinfluence des sulfates sur les enzymes
d’élongation des chaines de GAEsgure 34)

R'0 OR?
HO AcHN CONa
HO o o) o o
HO g J wo o) ONAP
NaO,C HO HO
OH “oH

R!, R?=H ou SO;Na

OH
COzNa o o
HO HO )
HO e} R0 OR
HO AcHN 5 CO,Na o o
HO HO
R!, R?=H ou SO;Na
Figure 34 : Composés envisagés pour voir I'influercdes sulfates sur les enzymes d’élongation

La synthese des disaccharides fluorés reste anret il serait souhaitable également
de préparer les trisaccharides fluorés possédanst aa premier temps la premiére unité des

CS.
HO F F OH
NaO,C NaO,C
HO 0 0 HO 0 0
HO o OMP HO o OMP
HO HO HO HO
HO F E OH
AcHN CO,Na AcHN CO,Na
HO ) Q 0 HO ) 0 0
g HO o OMP g HO o OMP
HO HO HO HO
OH  “oH OH “oH

Figure 35 : Composés fluorés a synthétiser

La sulfatation au MW ou avec la chimie en flux ton de la position 4 des di- et
trisaccharides mériterait une optimisation plus fafin de trouver le bon équilibre entre le
temps de réaction, le nombre d’équivalents d’adergulfatation et le rendement.

Pour I'étude sur les sulfatases, une augmentakola quantité de produit de départ
devrait permettre de purifier la réaction et deed@étner le rendement de celle-ci avec la
sulfataseHelix pomatia Il serait intéressant d’utiliser différents subtt 4,6-sulfatés afin de
voir si la sélectivité est toujours identique acette enzyme, et de les tester également sur les
deux autres sulfatasd®atella vulgataet abalone. Tester de nouvelles sulfatases pourrai
permettre d’obtenir des sélectivités différentesjrpdans des conditions idéales, trouver une
sulfatase permettant d’obtenir le composé 6-suaténe autre pour obtenir le composé 4-
sulfaté.
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VIll- PARTIE EXPERIMENTALE
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Numeérotation des molécules

OH

HO ¢
AcHN CO,Na _
e < 2 ; 20
J wo 0 o
HO 3 HO 1
OH OH
117 II I

Chromatographie

Les CCM ont été réalisées sur des feuilles d’atiumn recouvertes de silice Merck
60F54 (épaisseur 0,2 mm). Elles ont été révélées parépahtion d’'un mélange éthanol-
acide sulfurique 95-5 puis par chauffage au moyen décapeur thermique.

Les colonnes chromatographiques sur gel de siliceété réalisées avec de la silice E.
Merck, 40-63 pum.

Spectrométrie

Les spectres de masse ont été obtenus a pantirsgectrometre Micromass Quattro
Ultima triple quadripble opérant en mode positif mégatif ou d’'un spectrometre Perkin-
Elmer SCIEX API 300 en mode positif, équipés d’'snarce d’ionisation par électrospray.

Les spectres de masse haute résolution ont &éuwsbt partir d’'un spectrométre de
masse Brucker maxis par la plateforme de la « lfidér de Recherche ICOA/CBM
FR2708.

Les spectres de RMNH, °C et %F ont été enregistrés a 25°C au moyen de
spectrometres Brucker DPX-250 ou Brucker Avance HD NanoBay 400 MHz. Les
déplacements chimiques sont mesurés en ppm pasrtapp

- au MeSi en tant que standart interne pour les spectiesteés dans le CD¢I
- al'acétone en tant que standart interne pourdestees effectués dans le@®
- au signal résiduel du MeOH, du DMSO pour les spsatffectués dans ces solvants.

Autres analyses physiques

Les pouvoirs rotatoires optiques ont été mesurg8°@ avec un polarimetre Perkin-
Elmer 341.

Les points de fusion ont été obtenus dans des tcdygillaires a I'aide d’'un appareil
Bichi.

Les analyses élémentaires sont réalisées parni&eecentral de microanalyse du
CNRS (Vernaison, France).

134



Appareil micro-ondes

L’'appareil de micro-ondes est un systéme Biotagiéiator utilisant un niveau
d’absorbance standart (puissance maximale de 300@fpareil fonctionne par consigne de
température et la puissance est ajustée pour tespmtte consigne. Les températures sont
mesurées avec une sonde infrarouge externe etrngsstde réaction sont mesurés a partir du
moment ou la température atteint la consigne dodaés le vial. La pression est mesurée par
une sonde non —invasive dans la cavité. Les vidisés ont une capacité de 2-5 mL.

Appareil de flux continu

Les expériences de chimie en flux continu ontnéédées sur un un appareil Unigsis
Flowsyn, comportant deux pompes HPLC, un mixeufod®e T, une vanne VPR 100 psi et
un réacteur a tube de PFA (perfluoroalkoxy).

Divers

Pour simplifier la description des protocoles, lesmposés possédant un
trichloroacétimidate seront nommés « imidate ».

Organisation de la partie expérimentale

Les molécules sont classées par ordre numeériquissant, correspondant a leur
apparition dans le manuscript.

Les différents composés sont dénommés selon laemdature anglo-saxonne
francisée.

Les déplacements chimiques des spectres Ri@Nsont volontairement arrondis a 2

chiffres apres la virgule pour éviter une pertaf@rmation sur le nombre de carbones vus sur
le spectre.

135



2,3,4,6-tétraO-acétyl-1-O-trichloroacétimidoyl- a-D-galactopyranose
(C16H200|3NO]_0, M = 492,69 ngiL)

OAc

AcO
(0]
AcO
AcO
(0] CClj

e

NH
29

Une solution de 1,2,3,4,6-penfaacétylf-D-galactopyranose (20 g, 51,2 mmol, 1 éq.) et
d’acétate d’hydrazine (7,08 g, 76,8 mmol, 1,5 @ghs le DMF est agitée a température
ambiante pendant 45 min. Le mélange réactionnetresiite versé dans I'eau glacé et agité
pendant 15 min. La phase aqueuse est extraite davd@&cOEt (3 x 200 mL). Les phases
organiques sont lavées avec une solution satur8ia@é(4 x 150 mL), de I'eau (2 x 150 mL)
puis séchées sur Mgg@t concentrées pour donner I'hémiacétal correspaunsous forme
d’une huile jaune-marron (16,1 g, 90%).

Celui-ci(16,1 g, 46,2 mmol, 1 éq.) est dissous dans 14@enCHCl, anhydre a température
ambiante sous argon. Apres dissolution, le tricddoétonitrile (46 mL, 462 mmol, 10 éq.) et
la DBU (1,4 mL, 9,24 mmol, 0,2 é€qg.) sont ajoutéa. reaction est suivie par CCM (EP /
AcOEt 3 / 2) et est terminée apres 1h10. Le miésticoncentré et directement purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (BBOJEt 3/ 2 + 0,1 % EN). L'imidate 29
est obtenu sous la forme d’un solide jaunatre (§8&1%).

'H RMN (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,67 (s, 1H : N), 6,61 (d,Jio= 3,0 Hz, 1H ; H-1),
5,57-5,55 (M, 1H ; H-4), 5,46-5,30 (M, 2H ; H-23)-4,45-4,41 (m, 1H ; H-5), 4,16-4,07 (m,
2H ; H-6a,b), 2,17 ,2,03, 2,02, 2,01 (4s, 12H ; OfTH>)

4-méthoxyphényl 4,60-benzylidenef-D-galactopyranoside
(Ca0H2,07, M = 374,38 g.mal)

Ph

&,

(0]
(0]
HO O\©\
OMe

HO

57

Dans un ballon de 1 litre, le proddi86 (35,7 g, 78,6 mmol, 1 €q) est introduit avec 300 m
de MeOH et une solution de méthanolate de sodiuvt) @st ajoutée jusqu’'a pH =12. Le
mélange réactionnel est agité a température angbérsious argon pendant 4 heures. Puis une
neutralisation est réalisée avec la résine Amleetit-120 dans le MeOH jusqu’a un pH
neutre. La résine est filtrée, rincée avec du MefHe filtrat est concentré sous pression
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réduite et séché sup®s pendant une nuit. Le produit est obtenu sous fatime solide blanc
(23 g, 99%).

Dans un ballon de 500 mL, le tétrol correspondaftd, 34,9 mmol, 1 éq) est introduit avec
200 mL de MeCN, du diméthoxytoluene (8,2 mL, 55/@ah 1,6 €q) et 100 mg de CSA. Le
mélange réactionnel est agité pendant 1 heure gétature ambiante. Le mélange est ensuite
refroidi a 0°C et de la triéthylamine (1 mL) estge. Le mélange est ensuite concentré sous
pression réduite, filtré sur Bichner et lavé ahiét Le produib? est obtenu sous forme d’un
solide blanc (9,7 g, 74%).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,52-7,33 (m, 5H ; A, 7,13-6,76 (m, 4H ; AH),
5,61 (s, 1H ; Ph-B), 4,79 (d,J1»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,44-4,28 (m, 2H ; H-6a,b)1 33,95
(M, 4H ; H-2, H-3, H-4, H-5), 3,78 (s, 3H ; Bg)

La RMN est conforme a celle de la littératfite.

méthyl (2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-1-O-trichloroacétimidoyl- a-D-
glucopyranosyl)uronate
(C23HZGC|3NO]_1, M = 658,87 g.mo'il)

MeOQC
LevO
BzO

0

BzO
o CCl3

82

Le composd45(5,6 g, 9,02 mmol, 1 ég.) est dissous dans un rgélsiuene / acétonitrile /
eau 1/ 2/ 1 (300 mL). Apres dissolution, le CAML{7 g, 45,1 mmol, 5 éq.) est ajouté. Le
mélange est laissé sous forte agitation et laigraeist suivie par CCM (EP / AcOEt 1 / 1).
Apres 1h, le milieu est décanté avec de I'eau glaca phase aqueuse est extraite de I'AcOEt
(3 x 200 mL). Les phases organiques sont lavées awe solution de NaCl saturée puis avec
de l'eau, séchées sur MgH €t concentrées sous vide. Une huile orange eshobét Celle-ci
est purifiée par chromatographie sur colonne dedgesilice (EP / AcOEt 1 / 1 puis EP /
AcOEt 1/ 5). L’hémiacétal est obtenu sous la fodhme huile orange tres visqueuse (4,3 g,
93%).

Cet hémiacétal (8,15 g, 15,8 mmol, 1 éq.) est dsstans 100 mL de GBI, anhydre a
température ambiante et sous argon. Aprés dissn|ug trichloroacétonitrile (15,9 mL, 158
mmol, 10 éq.) et la DBU (0,47 mL, 3,16 mmol, 0,2)é&pnt ajoutés. La réaction, suivie par
CCM (EP/ AcOEt 2 / 1), est terminée aprés 1h30nlikeu est concentré et directement
purifié par chromatographie sur colonne de gelilees(EP / AcOEt 2 / 1 + 0,1% BE).
L’imidate 82 est obtenu sous I'apparence d’'une mousse jau(@&frg, 82%).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,66 (s, 1H ; N), 7,95-7,35 (m, 10H ; AH (Bz)),
6,85 (d,J1>= 3,5 Hz, 1H ; H-1), 6,10 (ddp3= J3.4= 10,0 Hz, 1H ; H-3), 5,56-5,52 (M, 2H ;
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H-2, H-4), 4,64 (d,Jss= 10,0 Hz, 1H: H-5), 3,79 (s, 3H: Of), 2,63-2,40 (m, 4H:
CH.C(O) (Lev), 2,04 (s, 3H ; C(0)8; (Lev)

La RMN est conforme a celle de la littératfite.

3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-10-trichloroacétimidoyl- a-D-
galactopyranose
(C16H180|6N209, M = 595,04 g.mo'il)

OAc

AcO
(0]
AcO
TCAHN
(0] CCl,

g

NH
111

Une solution de 'hémiacétdb8(605 mg, 1,34 mmol, 1 éq.) dans du £ anhydre (5 mL)
est agitée a température ambiante et sous argams Afissolution, le trichloroacétonitrile
(2,34 mL, 13,4 mmol, 10 éq.) et la DBU (4@, 0,268 mmol, 0,2 éq.) sont ajoutés. La
réaction est suivie par CCM (EP/ EtOAc 2 / 1) etntinée apres 1h30. Le milieu est
concentré et directement purifié par chromatogeghi colonne de gel de silice (EP / AcOEt
2/1+ 0,1% EN). L'imidate 111 est obtenu sous I'apparence d’'une mousse jau(iélre
mg, 89%).

'H RMN (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,83 (s, 1H ; N (imidate), 6,83 (d,Jnw2= 9,0 Hz,
1H : NH (NHTCA), 6,52 (d,J;»= 3,5 Hz, 1H ; H-1), 5,53 (ddls 4= 3,0 Hz,Js5< 1,0 Hz,
1H : H-4), 5,41 (ddJo3= 11,0 Hz,Js4= 3,0 Hz, 1H ; H-3), 4,72 (dddy, = 3,5 Hz,J»3 =
11,0 Hz,dnu2 = 9 Hz, 1H ; H-2), 4,42-4,39 (m, 1H ; H-5), 4,208 (m, 2H ; H-6a,b), 2,21,
2,04, 2,02 (3s, 9H ; 3 x OC(OM3)

La RMN est conforme a celle de la littératdite.

115 Bartek, J., Miiller, R., Kosma, FCarbohydr. Re$1998 308 259-273
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2-naphtylméthyl O-(sodium B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-§-D-galactopyranoside
(C23H27Na012, M = 518,45 g.mo'iL)

HO OH
HO [e) ONAP
HO HO
11 !
128

Une solution de disaccharid®3 (51 mg, 0, 063 mmol, 1 ég.) dans un mélange TH{D (3

/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutioh.i@OH fraichement préparée en ajoutant 155
uL de HO; sur du LIOH 1M (313uL, 0,313 mmol, 5 éq.) a 0°C. Le mélange est adité& 8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unatesi de NaOH 4M (47@L, 1,87 mmol,

40 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité touteruriea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [F]] est ajoutée jusqu’a un pH de 3,5 (suivi avec Hanptre). Le produit
est ensuite filtré, concentré et séché. Il estsdeoré avec de I'éther diéthylique. Le résidu est
ensuite dissous dans I'eau et une solution de NalMIHest ajoutée jusqu’a obtenir un pH de
8,5. Le milieu est agité 5 min et mis au frais mo&. Le milieu est ensuite concentré et le
produit est purifié par colonne d’exclusion stéadbephadex LH-20 dans I'eau pour donner
le disaccharide sulfaté28 déprotégé sous la forme d'un solide cotonneux resapres
lyophilisation (24 mg, 74 %).

[a] 2’ =- 22,5 ¢=1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour §HgNaO, [M+H] " : 519,147297 ; mesurée : 519,147226

'H RMN (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7,84-7,76 (m, 4H ; Ar), 7,48-7,38 (m, 3H ; AH),

4,90 (ABq, 2H ; Ar-G, (NAPY)), 4,46 (dJ.2= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,37 (d 1= 7,5 Hz, 1H ;
H-1, 3,99 (s, 1H ; H-3, 3,65-3,44 (m, 6H ; H'2H-3, H-5 H-6'a,b, H-4), 3,35-3,34 (m,
1H : H-58", 3,33-3,32 (m, 1H ; H'3, 3,23 (dd 1> =J 3= 7,5 Hz, 1H ; H-2).

13C RMN (100 MHz, D,O) : & (ppm) 176,57 (1C ; C', 134,99, 133,55, 133,50, 131,86,
129,42, 128,98, 128,93, 128,62, 128,36, 128,25 (18EC), 104,28 (1C ; C-4), 102,02 (1C

. C-1Y), 83,39 (1C ; C-3, 76,83, 75,96, 75,59, 70,52 (4C ; -5, C-4', C-5'),73,80 (1C ;
c-2"), 72,43 (1C ; C-%, 71,98 (1C ; Ar€H, (NAP)), 68,80 (1C ; C-3, 61,64 (1C ; C-$.
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2-naphtylméthyl O-(sodium B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 6O-sulfonato--
D-galactopyranoside
(023H26N82015S, M = 620,49 g.mO’r)

HO  OSO;Na

NaO,C
HO 0 ONAP
HO HO
I7 A
129

Une solution de disaccharid®4 (52 mg, 0, 049 mmol, 1 ég.) dans un mélange TH{D (3

/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutioh.i@OH fraichement préparée en ajoutant 123
uL de HO; sur du LIOH 1M (245.L, 0,245 mmol, 5 éq.) a 0°C. Le mélange est adité& 8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unetesl de NaOH 4M (0,61 mL, 2,45 mmol,
50 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuriea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [F] est ajoutée jusqu’a un pH de 2 (suivi avec unnpétre). Le produit est
ensuite filtré, concentré et séché. Il est alove lavec de I'éther diéthylique. Le résidu est
ensuite dissous dans I'eau et une solution de NaMIHest ajoutée jusqu’a obtenir un pH de
9. Le milieu est agité 5 min et mis au frais uné.nue milieu est ensuite concentré et le
produit est purifié par colonne d’exclusion stéadbephadex LH-20 dans I'eau pour donner
le disaccharide sulfat&29 déprotégé sous la forme d'un solide cotonneuxtresdpres
lyophilisation (12 mg, 40 %).

Rf : 0,65 (CHCI,/ MeOH/HO 4 /3 /1)
[a] 2 = - 15,3 € = 1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour £H,70:5S [M+H-2Na] : 575,107615 ; mesurée : 575,109299

'H RMN (400 MHz, D,O) : & (ppm) 8,03-8,00 (m, 4H ; A, 7,66-7,61 (m, 3H ; AH),
5,05 (ABQq, 2H ; Ar-G, (NAP)), 4,66 (d,J1 2= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,54-4,53 (m, 1H ; H},
4,26-4,25 (m, 3H ; H-a,b, H-8), 3,93-3,91 (m, 1H ; H'} 3,78-3,72 (m, 3H ; H2H-3, H-
4", 3,54-3,52 (m, 2H ; H4H-3"), 3,45-3,43 (m, 1H ; H)

¥C RMN (100 MHz, D;O): & (ppm) 175,88, 171,01, 134,08, 132,90, 132,86, 328,
128,03, 127,94, 127,68, 126,76, 126,57 (11C !'CcA8-C), 103,62 (1C ; C-1), 100,94 (1C ;
c-1'), 82,49 (1C ; C-3, 76,12 (1C ; C-B, 75,28, 71,77 (2C ; C'4c-3"), 73,14 (1C; C-D,
72,71 (1C; C-5, 71,25 (1C ; Ar€H, (NAP), 69,79 (1C; C-3, 68,05 (1C ; C-%), 67,68
(1C; C-6)
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2-naphtylméthyl O-(sodium B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 4O-sulfonato--
D-galactopyranoside
(023H26N82015S, M =620,49 g.mO’r)

NaO3;SO OH

NaO,C
HO 0 ONAP
HO HO
I7 A
130

Une solution dd55(77 mg, 0,068 mmol, 1 éq.) dans un mélange THED 8/ 1, 2 mL) est
traitée a -10°C par une solution de LIOOH fraichehpméparée en ajoutant 14l de HO;

sur du LiOH 1M (343uL, 0,343 mmol, 5 €g.) a 0°C. Le mélange est adité& 8mpérature
ambiante puis refroidi a 0°C et une solution de Na#M (0,86 mL, 3,45 mmol, 50 éq.) est
ajoutée. Le milieu est agité toute une nuit a teatpée ambiante puis de la résine amberlite
IR-120 [H'] est ajoutée jusqu’a un pH de 2 (suivi avec unrpéire). Le produit est ensuite
filtré, concentré et séché. Il est alors lavé aded éther diéthylique. Le produit est ensuite
dissous dans I'eau et une solution de NaOH 1M jesttée jusqu’a obtenir un pH de 9. Le
milieu est agité 5 min et mis au frais une nuit.nhidieu est ensuite concentré et le produit est
purifié par colonne d'exclusion stérigue Sephadéx20 avec de I'eau pour donner le
disaccharide sulfatd30 déprotégé sous la forme d'un solide cotonneux tr@sapres
lyophilisation (30 mg, 71%)

Rf : 0,83 (CHCl,/ MeOH / HO 4 /3 /1)
[a] 2 = - 21,4 €= 1,00, HO)

HRMS : m/z: calculée pour £H,70,5S[M+H-2Na] : 575,107615 ; trouvée : 575,107921

'H RMN (400 MHz, D-O) : & (ppm) 7,97-7,58 (m, 7H ; Ar), 4,98 (ABg, 2H ; Ar-Gi,
(NAP)), 4,79 (ddJs4= 3,5 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 4,76 (d,J1»= 8,0 Hz, 1H ; H-1),
4,51 (d,Jy o= 7,0 Hz, 1H ; H-1, 3,94 (ddJ, 3= 10,0 Hz,Js4= 3,5 Hz, 1H ; H-9, 3,81-3,70
(m, 5H ; H-2, H-5, H-6'a,b, H-8), 3,60-3,53 (m, 2H ; H'3 H-4"), 3,44 (ddJ;>=J,3= 8,0
Hz, 1H ; H-2)

13C RMN (100 MHz, D,O) : § (ppm) 176,28 (1C ; C', 134,64, 133,27, 133,21 (3C; A,
128,69, 128,35, 128,08, 127,88, 126,96, 126,86 FCC), 103,28 (1C ; C-'1), 101,90 (1C ;
c-1), 77,51 (1C ; C-3, 77,43 (1C ; C-3, 76,57, 74,85, 71,12 (1C ; C-&-5, C-5'), 75,74
(1C; c-3), 73,50 (1C ; C-9), 72,25 (1C ; C-Y, 71,84 (1C ; ArcH, (NAP)), 61,30 (1C ; C-
6)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(2-4)-O-(sodium p-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-p-D-galactopyranoside
(Ca1H4oNNaOy7, M = 721,64 g.mof)

HO OH

AcHN NaO,C_ o
HO %mo ONAP
© HO HO
HO  OH
117 11 1

131

Une solution du dioll59 (101 mg, 0,088 mmol, 1 éq.) dans un mélange THEQ (3 /1, 2
mL) est traitée a -10°C par une solution de LiO@&Idhement préparée en ajoutant AP0

de HO, sur du LIOH 1M (440uL, 0,440 mmol, 5 éq.) & 0°C. Le mélange est agité8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unetesl de NaOH 4M (1,32 mL, 5,28 mmol,
60 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuiea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [F]] est ajoutée jusqu’a un pH de 3,5 (suivi avec Hanptre). Le produit
est ensuite filtré, concentré et séché. Le résalalors lavé avec de I'éther diéthylique. Le
produit est ensuite dissous dans I'eau et uneisnlde NaOH 1M est ajoutée jusqu’a obtenir
un pH de 8,5. Le milieu est agité 5 min et mis gaisfune nuit. Le milieu est ensuite
concentré et le produit est purifié par colonnexdiesion stérique Sephadex LH-20 dans
I'eau pour donner le trisaccharide sulfat€l déprotégé sous la forme d’'une poudre blanche
apres lyophilisation (52 mg, 83 %).

[a] 2 =+ 7,0 €= 1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour §H4:NNaOy7[M+H] " : 722,226670 ; trouvée : 722,226309

'H RMN (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7,93-7,88 (m, 3H ; Al}), 7,58-7,47 (m, 4H ; AH),
4,96 (ABq, 2H ; Ar-GH, (NAP)), 4,61 (dJ.»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,50 (d,J.,= 8,5 Hz, 1H ;
H-1"), 4,45 (dJ1> = 8,0 Hz, 1H ; H-D, 4,11-4,10 (m, 1H ; H'%), 3,97-3,49 (m, 14H, H!?2
H-3', H-4, H-5, H-6a,b, H-3, H-4", H-5', H-3", H-4", H-5", H-6"a,b), 3,47 (dd}.>= 8,0
Hz,J,3=9,5 Hz, 1H ; H-9), 2,08 (s, 3H ; NHC(0)85)

3C NMR (100 MHz, D;,O): & (ppm) 174,65, 174,21 (2C, ¢.6C=0), 135,86, 133,87,
132,47, 132,41, 127,56, 127,30, 127,12, 126,19,1826.26,10 (10C, AE), 103,40 (1C, C-
1", 100,89 (1C, C-}, 100,57 (1C, C-Y), 67,75 (1C, C-9), 82,47, 79,15, 76,01, 74,86,
74,40, 73,26, 70,72, 69,35, 67,40, 60,67, 60,586(12C, C-2 C-3, C-4, C-58, C-6, C-3',
c-4' c-g, c-3" c-4" c-5" c-6", 72,54 (1C, C-9, 70,83 (1C, ArcH, (NAP)), 22,12
(1C, NHC(OXHa3)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(2-4)-O-(sodium p-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 6O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(C31H3gNNay042S, M = 823,68 g.mot)

HO  0SO;Na

AcHN NaOZC o le)
0 HO HO
HO OH
111 11 1

132

Une solution de trisaccharid®3 (59 mg, 0,046 mmol, 1 €g.) dans un mélange THED 3

/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutioh.i@OH fraichement préparée en ajoutant 114
uL de HO; sur du LIOH 1M (229uL, 0,229 mmol, 5 é€q.) a 0°C. Le mélange est adité& 8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unatgwsl de NaOH 4M (0,8 mL, 3,22 mmaol,
70 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuiea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [H] est ajoutée jusqu’a un pH de 2 (suivi avec unmpétre). Le produit est
ensuite filtré, concentré et séché. Le résidu &st davé avec de I'éther diéthylique. Le
produit est ensuite dissous dans I'eau et uneisnlde NaOH 1M est ajoutée jusqu’a obtenir
un pH de 9. Le milieu est agité 5 min et mis aisftae nuit. Le milieu est ensuite concentré
et le produit est purifié par colonne d’exclusidergjue Sephadex LH-20 dans I'eau pour
donner le trisaccharide sulfaf82 déprotégé sous la forme d’'une poudre blanche apres
lyophilisation (31 mg, 83 %).

Rf : 0,93 (CHCI,/ MeOH / HO 4/3/1)
[a] 2 = - 10,0 € = 1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour §H4oNO»S[M+3H-2Na]" : 780,201540 ; trouvée : 780,201940

'H NMR (400 MHz, D,0): & (ppm) 7,97-7,47 (m, 7H ; Ar), 4,96 (ABg, 2H ; Ar-Gi,
(NAP)), 4,62 (dJ.»= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,50 (d,J.»= 8,5 Hz, 1H ; H-1), 4,41 (d,J,,= 8,0
Hz, 1H ; H-1"), 4,23-4,22 (m, 1H ; H'8), 4,21-4,20 (m, 1H ; H'6), 4,13 (ddJ; 4= 4,0 Hz,
Ja5< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 3,94-3,61 (m, 12H ; H2H-3, H-5, H-3", H-4", H-5', H-2", H-3",
H-4" H-5", H-6"a,b), 3,47-3,43 (m, 1H ; H"P, 1,94 (s, 3H ; NHC(0)85)

13C NMR (100 MHz, D;O): & (ppm) 175,71, 175,26 (2C ; C-6C=0), 134,68, 13,54,
133,50 (3C ; Ar€), 131,87, 129,43, 128,98, 128,69, 128,49, 128]25,25 (7C ; ArC),
104,45 (1C ; C-1), 101,58, 101,51 (2C ; C;1c-1"), 83,23 (1C ; C-3, 80,15 (1C ; C-4),
77,05, 75,90, 74,52, 73,22, 71,77, 70,30, 68,45;(¢<?, c-5, c-3', c-5', c-3", c4", c-
5", 73,59 (1C; C-9), 71,80 (1C; Ar€H, (NAP), 68,72 (1C: C-3, 68,20 (1C; C-9,
61,70 (1C ; C-B), 52,99 (1C ; C-¥), 23,16 (1C ; NHC(QJHs)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(2-4)-O-(sodium p-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 4O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(C31H3gNNay042S, M = 823,68 g.mot)

NaO;SO  OH

AcHN NaO,C o o
0 HO HO
HO OH
111 11 I
133

Une solution de trisaccharid®5 (36 mg, 0,026 mmol, 1 €g.) dans un mélange THED 3

/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutiord@OH fraichement préparée en ajoutant 66
uL de HO, sur du LiOH 1M (133.L, 0,133 mmol, 5 éq.) a 0°C. Le mélange est &jit&
température ambiante puis refroidi a 0°C et unetsosl de NaOH 4M (0,46 mL, 1,85 mmol,
70 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuiea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [H] est ajoutée jusqu’a un pH de 2 (suivi avec unmpétre). Le produit est
ensuite filtré, rincé a I'eau, concentré et séchde une nuit. Le résidu est alors lavé avec de
I'éther diéthylique. Le produit est ensuite dissdagss I'eau et une solution de NaOH 1M est
ajoutée jusqu’a obtenir un pH de 9. Le milieu egtéa5 min et mis au frais une nuit. Le
milieu est ensuite concentré et le produit est figuppar colonne d’exclusion stérique
Sephadex LH-20 avec de I'eau pour donner le trisaide sulfatél33 déprotégé sous la
forme d’un solide cotonneux blanchétre aprés Iyiggdtion (14 mg, 64%).

Rf : 0,90 (CHCI,/ MeOH / HO 4/3/1)
[a] 2 =- 17,4 €= 1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour §H4oNO2S [M+H-2Na] : 778,186987 ; trouvée : 778,188157

'H NMR (400 MHz, D-O) : & (ppm) 8,01-7,50 (m, 7H ; A), 5,03 (ABg, 2H ; Ar-Gi,
(NAP)), 4,76-4,73 (m, 2H ; H4H-1"), 4,58 (d,J,»= 8,0 Hz, 1H ; H-1, 4,51 (d,J.»,= 8,5
Hz, 1H ; H-1"), 3,94-3,69 (m, 13H ; H!2H-3, H-5, H-6a,b, H-2, H-3', H-4", H-5", H-4",
H-5" H-6"ab), 3,64-3,60 (m, 1H ; HY, 3,48-3,44 (m, 1H ; HY), 2,25 (s, 3H;
NHC(O)CH>)

13C NMR (100 MHz, D,O) : & (ppm) 175,57, 175,13 (2C ; C-6C=0), 134,79, 133,42,
131,74, 129,30, 128,85, 128,51, 128,23, 128,108,122 127,07 (10C ; AE), 103,80 (1C ;
c-1"), 102,03 (1C; C}, 101,61 (1C ; C-1), 80,39, 77,94 (2C ; C‘3c-4"), 77,75, 77,14,
75,73, 75,03, 74,27, 73,44, 71,67, 71,08, 68,32;(@<, c-4, c-5, c-2', c-3', c-5', c-3",
c-4" c-8"), 72,07, 61,53 (3C ; ABH, (NAP),C-6, C-6"), 52,84 (1C ; C-¥), 30,76 (1C ;
NHC(O)CH>)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-(sodium B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-p-D-galactopyranoside
(C31H4oNNaOy7, M = 721,64 g.mof)

OH

HO
O
H

177 I[

134

Une solution de trisaccharidé7 (17 mg, 0,014 mmol, 1 ég.) dans un mélange THED 3
/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutior.d@OH fraichement préparée en ajoutant 36
uL de HO, sur du LiOH 1M (73uL, 0,073 mmol, 5 éq.) a 0°C. Le mélange est adité 8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unetgnl de NaOH 4M (0,22 mL, 0,875 mmol,
60 €q.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuiea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [F]] est ajoutée jusqu’a un pH de 3,5 (suivi avec Hanptre). Le produit
est ensuite filtré, concentré et séché. Il essdlré avec de I'éther diéthylique puis a 'EtOH.
Le résidu est ensuite dissous dans l'eau et ungi@olde NaOH 1M est ajoutée jusqu’a
obtenir un pH de 9. Le milieu est agité 5 min e$ @il frais une nuit. Le milieu est ensuite
concentré et le produit est purifié par colonnexdiesion stérique Sephadex LH-20 dans
I'eau pour donner le trisaccharide sulfa@ déprotégé sous la forme d’un film blanchatre (5
mg, 48%).

Rf : 0,21 (AcOEt/ MeOH /LD 6/ 2/ 1)
[a] 2 = + 22,5 ¢ = 0,50, HO)

HRMS : m/z: calculée pour §H4:NO;7 [M+2H-Na]" : 700,244725 ; trouvée 700,244557

'H NMR (250 MHz, D,O) : § (ppm) 8,01-7,97 (m, 4H ; A, 7,64-7,59 (m, 3H ; AH),
5,41 (d,J;» = 3,5 Hz, 1H ; H-1), 5,04 (ABq, 2H ; Ar-CH (NAP)), 4,63 (d,J;» = 8,0 Hz,
1H : H-1"), 4,55 (d,J1> = 7,5 Hz, 1H ; H-Y), 4,13 (d,J34 = 3,0 Hz,ds5 < 1 Hz, 1H ; H-},
3,89 (dd,J;» = 3,5 Hz,J»3 = 10,5 Hz, 1H ; H-%), 3,69-3,39 (m, 14H ; H!2H-3, H-5, H-
6'a,b, H-2, H-3" H-4", H-5' H-3", H-4", H-5", H-6"a,b), 2,06 (s, 3H ; NHC(O)ds)

3C NMR (62,5 MHz, D,O) : & (ppm) 176,06, 175,13 (2C ; C-6C=0), 135,07, 133,70,
133,58, 129,06, 128,70, 128,50, 128,35, 127,34 (1AEC), 104,49 (1C ; C-1), 102,06 (1C
. C-1), 97,64 (1C ; cH1), 83,63, 77,38, 76,53, 75,67, 74,39, 73,40, 7272105, 71,45,
70,49, 70,40, 68,94 (12C ; ¢-£-3, c-4, c-5, c-2', c-3', c-4', c-5', c-3", c-4", c-5",
Ar-CH, (NAP), 61,72 (2C ; C-6C-68"), 54,42 (1C ; C-9), 22,66 (1C ; NHC(QJHs)

145



2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-(sodium B-D-
glucopyranosyluronate)-(31-3)-sodium 6O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(C31H3eNNax0-0S, M = 823,68 g.mot)

OH
HO 0
HO HO  OSO;Na
o 0 ~C ‘&/
Hmo ©
HO HO
Vi 17 I
135

Une solution de trisaccharidd6 (44 mg, 0, 034 mmol, 1 éq.) dans un mélange THFD (3
/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutio.d@OH fraichement préparée en ajoutant 85
uL de HO; sur du LIOH 1M (169uL, 0,169 mmol, 5 éq.) a 0°C. Le mélange est adité& 8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unetssl de NaOH 4M (0,59 mL, 2,38 mmol,
70 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuiea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [F] est ajoutée jusqu’a un pH de 3 (suivi avec unnpétre). Le produit est
ensuite filtré, concentré et séché. Il est aloré vec de I'éther diéthylique puis a 'EtOH. Le
résidu est ensuite dissous dans I'eau et une golde NaOH 1M est ajoutée jusqu’a obtenir
un pH de 9. Le milieu est agité 5 min et mis aisftane nuit. Le milieu est ensuite concentré
et le produit est purifié par colonne d’exclusidargjue Sephadex LH-20 dans I'eau pour
donner le trisaccharide sulfai5 déprotégé sous la forme d’'un film blanchatre (26, m
90%).

Rf : 0,21 (AcOEt/ MeOH /LD 6/ 2/ 1)
[a] 2 = + 34,3 € = 1,00, HO)

HRMS : m/z: calculée pour §H4oNO2S [M+H-2Na] : 778,186987 ; trouvée 778,186559

'H NMR (250 MHz, D-O) : & (ppm) 7,99-7,95 (m, 4H ; Alf), 7,62-7,58 (m, 3H ; AH),
5,42 (d,J1>= 3,5 Hz, 1H ; H-1), 4,98 (ABq, 2H ; Ar-&, (NAP)), 4,60 (d,J; = 8,0 Hz, 1H
: H-1"), 4,42 (d,J12= 7,5 Hz, 1H ; H-Y, 4,22-4,19 (m, 2H ; H'&,b), 4,13 (ddJs4 = 3,0 Hz,
Jas< 1 Hz, 1H ; H-4, 3,90 (ddJ; > = 3,5 Hz,Jo 3= 10,0 Hz, 1H ; H-%), 3,81-3,36 (m, 12H;
H-2', H-3, H-5, H-2', H-3'" H-4" H-5' H-3" H-4" H-5", H-6"ab), 2,06 (s, 3H ;
NHC(O)CH>)

¥ NMR (62,5 MHz, D;O) : & (ppm) 175,93, 175,04, 134,69, 133,55, 133,51, AR9,
128,70, 128,56, 128,36, 127,38, 127,26 (12C " @60, Ar-C), 104,38 (1C ; C-1), 101,47
(1C ; C-1), 97,53 (1C ; cH), 83,33, 77,30, 76,96, 76,39, 74,31, 73,29, 7273536, 70,34,
70,30 (10C ; c-2c-3, c-5, c-2', c-3', c-4', c-o, c-3" c-4" c-5", 71,79 (1C ; Ar-
CH., (NAP)), 68,72 (1C ; C-3, 68,29 (1C ; C-9, 60,77 (1C ; C-8), 54,34 (1C ; CY),
22,59 (1C ; NHC(QJH>)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-(sodium B-D-
glucopyranosyluronate)-(31-3)-sodium 4O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(C31H3NNa,02S, M = 823,68 g.mat)

OH
HO 0
HO NaO,SO  OH
e O COZNaO ‘&/
HO HO
117 17 I
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Une solution de trisaccharidé8(40 mg, 0, 029 mmol, 1 éq.) dans un mélange THF (3

/1, 2 mL) est traitée a -10°C par une solutiorLii@OH fraichement préparée en ajoutant 74
uL de HO; sur du LIOH 1M (148uL, 0,148 mmol, 5 éq.) a 0°C. Le mélange est adité& 8
température ambiante puis refroidi a 0°C et unetsol de NaOH 4M (0,50 mL, 2,03 mmol,
70 éq.) est ajoutée. Le milieu est agité toutenuiea température ambiante puis de la résine
amberlite IR-120 [F]] est ajoutée jusqu’a un pH de 2,7 (suivi avec Hanptre). Le produit
est ensuite filtré, concentré et séché. Il estsdeoré avec de I'éther diéthylique. Le résidu est
ensuite dissous dans I'eau et une solution de NalMIHest ajoutée jusqu’a obtenir un pH de
8,7. Le milieu est agité 5 min et mis au frais moé. Le milieu est ensuite concentré et le
produit est purifié par colonne d’exclusion stéadbephadex LH-20 dans I'eau pour donner
le trisaccharide sulfatE36 déprotége sous la forme d’un film blanchéatre (1f 64%).

Rf : 0,25 (AcCOEt/ MeOH /KD 6/2 /1)
[a] 2 = + 26,4 € = 1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour §H4oNO2S [M+H-2Na] : 778,186987 ; trouvée 778,186171

'H NMR (250 MHz, D-O) : & (ppm) 7,99-7,93 (m, 4H ; Af), 7,63-7,58 (m, 3H ; AH),
5,42 (d,J;»= 3,5 Hz, 1H : H-1), 5,02 (ABq, 2H ; Ar-G&, (NAP)), 4,75-4,71 (m, 2H ; H
H-4"), 4,54 (dJ.-= 8,0 Hz, 1H ; H-D, 3,93-3,88 (m, 2H ; H3H-2"), 3,83-3,42 (m, 12H ;
H-2', H-5, H-6a,b, H-3, H-4", H-5', H-3", H-4", H-5", H-6"a,b), 3,42-3,39 (M, 1H ; H-
2"), 2,06 (s, 3H ; NHC(O)85)

¥C NMR (62,5 MHz, D,O) : & (ppm) 175,91, 175,02, 134,94, 133,56, 131,83, 429,
128,97, 128,63, 128,36, 128,20, 127,24, 127,18 (1®', C=0, Ar-C), 103,63 (1C ; C-Y),
102,16 (1C ; C-}, 97,54 (1C ; cH), 77,86, 77,79 (2C ; C-3C-4), 77,54, 77,06, 76,64,
75,17, 74,24, 72,52, 71,43, 71,25, 70,36 (9C ! @@=, c-2', c-3, c-4', c-5', c-3", C-
4" c-8"), 72,14 (1C ; Ar€H, (NAP), 61,60, 60,77 (2C ; C'6C-68"), 54,36 (1C ; C-9),
30,96 (1C ; NHC(QJH>)
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2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-benzoyl-4,6 O-di-tert-butylsilylene-B-D-
galactopyranoside
(CsgHe4017Si, M = 1061,20 g.mot)

Sl
\o
MeO,C
LevO
BzO ONAP
BzO
137

L’imidate 82 (606 mg, 0,920 mmol, 1,3 éq.) ainsi que le comd@83 401 mg, 0,710 mmol,

1 éq.) sont dissous dans le £y (7 mL) avec une pointe de tamis moléculaire 4 Asso
argon. Le mélange est agité 1h. LesBE®O (185uL, 0,185 mmol, 0,2 é€g. / imidate) est
ajouté goutte a goutte a 0°C. La solution est agitél5, en remontant doucement a
température ambiante. De la triethylamine (0,3 medf) ajoutée pour stopper la réaction. Le
tamis est filtré et le filtrat est concentré. Lsidé est purifié par colonne chromatographique
de gel de silice (EP / AcOEt 1 / 1) afin d’obtel@rproduit137 sous la forme d’'une mousse
blanche (655 mg, 87%).

Autre protocole :

Le disaccharidd52 (143 mg, 0,149 mmol, 1 éq.) est dissous dans dCGKR mL) et de la
pyridine (1 mL) sous argon. Le chlorure de benzd@l® mL, excés) est ajouté. La réaction
est laissée une nuit sous argon a température atebi@elle-ci est stoppée par ajout de
méthanol (1 mL) a 0°C et le mélange réactionnebgg&€ 20 min supplémentaires. De I'eau
est ensuite ajoutée et la phase aqueuse est exvat du ChCl, et la phase organique est
lavée successivement avec une solution saturéeatC} puis avec de I'eau, séchée sur
MgSO, et concentrée. Le résidu est purifié par chrogragghie sur colonne de gel de silice
(EP / AcOEt 1/ 1) afin d’obtenir le produiB87 sous la forme d’une mousse blanche (126 mg,
79%).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,83-7,07 (m, 22H ; Ar), 5,63 (ddJi 2= Jo3= 8,0
Hz, 1H ; H-2), 5,51 (ddJ, 3= J34= 9,0 Hz, 1H ; H-8), 5,45-5,38 (m, 2H ; H'2 H-4"), 5,01
(d, J12= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,84 (ABq, 2H ; Ar-G®i, (NAP)), 4,66 (dd,]34— 3,0 Hz,Js5< 1,0
Hz, 1H ; H-4), 4,49 (d,J.= 8,0 Hz, 1H ; Hh) 4,30-4,29 (m, 2H ; H'&,b), 4,10 (dJs5=
9,5 Hz, 1H ; H-8), 3,86 (ddJ, 3= 8,0 Hz,J34 = 3,0 Hz, 1H ; H-5, 3,74 (s, 3H ; COORBy),

3,41-3,40 (m, 1H ; H-'5, 2,62-2,30 (m, 4H ; B,C(O) (lev)), 2,04 (s, 3H ; C(O)Bs (lev)),
1,09-1,07 (m, 18H ; 2 x (d5)3)

13C NMR (100 MHz, CDCls) : § (ppm) 205,75, 171,13, 167,10, 165,65, 164,81, 7866C ;
C-6', C=0), 134,80, 133,42, 133,10, 132,91, 132,85, 132,29,90, 129,83, 129,68, 129,61,
128,89, 128,81, 128,40, 128,34, 128,06, 128,00,8627127,64, 126,53, 125,98, 125,84,
125,83 (28C ; A€), 101,50 (1C ; C-%), 99,47 (1C ; C-Y, 79,70 (1C ; C-3, 72,90 (2C ; C-
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4', C-5), 72,50 (1C ; C-9, 71,77 (1C ; C-9), 71,60 (1C ; C-%), 70,73 (1C ; C-3, 69,86 (1C
: Ar-CH, (NAP), 69,74 (1C ; C-4), 67,04 (1C ; C-9, 53,05 (1C ; COGHs), 37,69, 27,76
(2C ; CH,C(O) (Lev)), 29,63 (1C ; C(QJHs (Lev), 27,59, 27,53, 27,49 (6C : 2 £Hls)s),
23,47, 20,80 (2C ; 2 €(CHs)s)

2-naphtylméthyl 2-O-benzoyl-4,6O-di-tert-butylsilyléene--D-galactopyranoside
(032H4007Si, M = 564 e g.md’r)

HO ONAP

BzO
138

Le triol 149 (604 mg, 1,42 mmol, 1 éq.) est dissous dans diCldous argon. A 0°C, la 2,6-
lutidine (0,46 mL, 3,98 mmol, 2,8 éq.) et le diTBSdf (0,62 mL, 1,70 mmol, 1,2 €q.) sont
ajoutés. Apres 2h de réaction, de I'eau est ajoetda phase organique est lavée avec une
solution de HCI 1M, une solution saturée de NaH@Dsi que de I'eau puis évaporée. Le
résidu obtenu est purifié par chromatographie sionme de gel de silice (EP / AcCOEt 4/ 1)
pour donned 38 sous la forme d’une mousse blanchéatre (401 mg,)50%

'H RMN (250 MHz, CDCls) : 5 (ppm) 8,04-7,25 (m, 12H ; A, 5,50-5,42 (m, 1H ; H-2),
4,93 (ABq, 2H ; Ar-Giy), 4,58 (d,J12= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,43 (dds4= 3,5 Hz,Js5< 1,0
Hz, 1H ; H-4), 4,33-4,32 (m, 1H ; H-6a,b), 3,69:B6n, 1H ; H-3), 3,46-3,44 (M, 1H ; H-5),
2,78-2,74 (m, 1H ; OH), 1,16, 1,15, 1,08, 1,07611003 (6s, 18H ; 2 X (€z)s)

3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-désoxy--trichloroacétimidoyl- a-D-glucopyranose
(C14H17C|3N408, M = 475,67 ngiL)

139

Une solution du produit peracétylé6 (362 mg, 0,970 mmol, 1 éq.) et d’acétate d’hydrazi

(134 mg, 1,46 mmol, 1,5 €g.) dans le DMF est aditéampérature ambiante pendant 30 min.
Le mélange réactionnel est ensuite versé dans {jiée et agité pendant 15 min. La phase
agueuse est extraite avec de 'AcOEt. Les phasganmues sont lavées avec une solution
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saturée de NaCl, de I'eau puis séchées et conesnp@ur donner I'hémiacétal sous forme
d’une huile jaune (292 mg, 91% sur deux étapes).

L’hémiacétal (292 mg, 0,881 mmol, 1 €q.) est dissous dans 2 mlCHCI, anhydre a
température ambiante sous argon. Apres dissolulgotrjchloroacétonitrile (0,88 mL, 8,81
mmol, 10 éq.) et la DBU (0,03 mL, 0,176 mmol, O¢R)é&ont ajoutés. La réaction est suivie
par CCM (EP / AcOEt 3 / 1) et est terminée apret0lh_.e milieu est concentré et
directement purifié par chromatographie sur colod@eayel de silice (EP / AcOEt3/1 + 0,1
% EgN). L'imidate 139 est obtenu sous la forme d’'un solide jaunatre (£2%1%).

'H NMR (250 MHz, CDCl3) : & (ppm) 8,83 (s, 1H ; N), 6,48 (d,J;» = 3,5 Hz, 1H ; H-1),
5,50 (ddJ; 3= 10,5 HzJ3 4= 9,5 Hz, 1H ; H-3), 5,13 (dd3 4= J45= 9,5 Hz, 1H ; H-4), 4,30-
4,06 (m, 3H ; H-5, H-6a,b), 3,76 (d&,.= 3,5 Hz,J, 3= 10,5 Hz, 1H ; H-2), 2,09, 2,05, 2,04
(3s, 9H ; 3 x Eiy)

La RMN est conforme a celle de la littérat(ite.

meéthyl (4-méethoxyphényl 2,3-diO-benzoyl$-D-glucopyranosyl)uronate
(CagH26010, M = 522,50 g.mol)

MeO,C
HO 0
BzO OMP
BzO
141

Le diol 144(9,45 g, 19,1 mmol, 1 €g.) ainsi que 140 mL de@lklet 70 mL d’eau sont agités
jusqu’a dissolution du solide. Le TEMPO (0,60 8Zmmol, 0,2 éq.) et le BAIB (15,38 g,
47,7 mmol, 2,5 éq.) sont ensuite ajoutés. La réaast suivie par CCM (Gigl, / MeOH 12

/ 1) et est terminée apres 40 min. 130 mL d’'unatsmi saturée de N&O; sont ajoutés et le
milieu est décanté. La phase aqueuse est extraife B40 mL de CKCl, et la phase
organique est lavée avec une solution saturée d& Nais avec de I'eau et séchée sur
MgSQ,. Apres filtration et évaporation, une huile orarggt obtenue. Le produit est purifié
par chromatographie sur colonne de gel de sili¢é,GL / MeOH 16 / 1 puis 12/ 1 et 5/ 1).
L’acide correspondant est obtenu sous I'aspectedinausse marron (7,15 g, 74%).

Sous argon sont introduits cet acid&,15 g, 14,1 mmol, 1 €q.), du,®0Os; (4,86 g, 35,1
mmol, 2,5 éq.) et du DMF (70 mL). Aprés homogén@sale Mel (2,19 mL, 35,1 mmol, 2,5
€g.) est introduit et le ballon est protégé deutniére pendant 3h30. 200 mL d’eau et 400 mL
d’AcOEt sont ajoutés et le milieu est décanté. hage aqueuse est extraite avec de ’AcOEt
(2 x 100 mL). La phase organique est lavée avecsahdion saturée de NaCl (2 x 100 mL),
séchée sur MgSQfiltrée et évaporée pour obtenir un solide beigeproduit est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (t@ueAcOEt 5/ 1). L'estet41 est obtenu
sous forme d’'un solide beige (5,35 g, 73%).
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'H RMN (400 MHz, CDCl3) : & (ppm) 8,01-7,38 (m, 10H ; A (BZz), 6,96-6,77 (m, 4H ;
Ar-H (MP)), 5,67 (ddJ.2= J5= 8,0 Hz, 1H ; H-2), 5,59 (ddp 5= Js4= 8,0 Hz, 1H ; H-3),
5,19 (d,J12= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,33-4,17 (m, 1H ; H-4), 4,48 Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-5),
3,86 (s, 3H ; OBl3), 3,75 (s, 3H ; COORB), 3,35 (d,Jsro= 4,0 Hz, 1H ; ®l)

4-méthoxyphényl 2,3,4,6-tetra@-acétyl$-D-glucopyranoside
(C21H2¢011, M = 454,42 g.mol)

Sous argon, une solution @eD-glucose peracétylé (20 g, 51,2 mmol, 1 éqg.) etdede
méthoxyphénol (11,40 g, 92,2 mmol, 1,8 éq.) avex pminte de tamis moléculaire 4 A dans
du CHCI, anhydre (200 mL) est agitée 30 min a températomaiante puis refroidie par un
bain de glace a 0°C. Du TMSOTf 99% (1,85 mL, 10r80h 0,2 éq. / imidate) est ajouté et le
meélange est agité 3h a 0°C sous argon. De laytéttine (4 mL) est ensuite ajoutée goutte a
goutte puis le milieu réactionnel est filtré surcBier. Le filtrat est lavé avec 100 mL d’eau
puis deux fois avec 100 mL d’'une solution de so2bket une nouvelle fois avec 100 mL
d'eau. La phase organique est séchée sur Mgfi®ée sur coton et concentrée. L’huile
obtenue est cristallisée dans I'isopropanol a chetud produitl42 est obtenu sous la forme
d’'une poudre blanche (18,05 g, 78%).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : & (ppm) 6,96-6,81 (m, 4H ; Aif), 5,30-5,14 (m, 3H ; H-2, H-
3, H-4), 4,95 (dJ1 = 7,0 Hz, 1H ; H-1), 4,28 (dds6a= 7,0 Hz,Jeaco= 12,0 Hz, 1H ; H-6a),
4,16 (dd,Jsep< 1,0 Hz,Jsaep= 12,0 Hz, 1H ; H-6b), 3,82-3,79 (m, 1H ; H-5), 8,&, 3H ;
OCH3), 2,08, 2,08, 2,04, 2,03 (4s, 12H ; 4 x OC(E)L

4-méthoxyphényl 4,60-benzylidénef-D-glucopyranoside
(Co0H2207, M = 374,38 g.mof)

Ph/voo o
HO OMP
HO
143

Un grain de sodium est introduit dans un ballontesant 50 mL de MeOH sous argon. Un
dégagement de st observé. Le ballon est laissé sous agitatisquja dissolution totale du
sodium. Le glycosidd42 (18,05 g, 39,7 mmol, 1 ég.) est solubilisé dard ik de MeOH
sous argon. Une solution de méthanolate de sodliviy 50 mL) est ajoutée jusqu’a un pH
basique (environ 12). L’'avancement de la réactgirsaivi par CCM (CKCIl,/ MeOH 6 / 1)
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et aprés 3h, la réaction est terminée. De la résmleerlite IR-120 [F] est ajoutée jusqu’a
neutralisation du milieu réactionnel puis elle fi$tée et rincée au méthanol. Le filtrat est
concentré pour donner le tétsgus forme de poudre blanche (11,1 g, 98%).

Ce tetrol(11,1 g, 38,8 mmol, 1 éq.) et le CSA (542 mg, 2y880l, 0,06 ég.) sont dissous
dans 260 mL d’acétonitrile. Le milieu est placésaugon et le benzaldéhyde diméthylacétal
(9 mL, 62,1 mmol, 1,6 éq.) est ajouté. L’avancemeatla réaction est suivi par CCM
(CH.CIl,/ MeOH 9 / 1). La réaction est stoppée apres 3b@&0la triéthylamine (1 mL, 7,37
mmol, 0,19 éq.) est ajoutée et le milieu est cotméeme solide est filtré sur Blchner, rincé
avec 100 mL d'éther diéthylique puis séché pouméote produit attendi43 sous la forme
d’un solide blanc (13,55 g, 93%).

'H RMN (400 MHz, DMSO) : § (ppm) 7,46-7,37 (m, 5H ; At (Ph)), 7,01-6,86 (m, 4H ;
Ar-H (MP)), 5,60 (s, 1H ; Ph-B), 5,58 (dJ> 0= 5,0 Hz, 1H ; ®1-2), 5,42 (dJs o= 5,0 Hz,
1H ; OH-3), 4,97 (dJi2 = 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,20 (dds 6a= 4,5 Hz,Jsa o= 10,0 Hz, 1H ; H-
6a), 3,74-3,34 (M, 5H ; H-2, H-3, H-4, H-5, H-6B)32 (s, 3H ; OEl3)

4-méthoxyphényl 2,3-diO-benzoyl$-D-glucopyranoside
(C27H 2609, M = 494,49 g.mof)

OH

HO 0
BzO OMP

BzO
144

Le benzylidenel43 (11,15 g, 29,8 mmol, 1 éq.), le &E, (150 mL) et la pyridine (75 mL)
sont agités sous argon a 0°C. Le chlorure de bémnZd§,4 mL, 89,4 mmol, 3 éq.) est ajoute.
Le ballon revient progressivement a températureiamd et la réaction est suivie par CCM
(toluene / AcOEt 3/ 1). Aprés 3h30, celle-ci dsippée avec I'ajout de méthanol (15 mL) a
0°C. Le mélange réactionnel est dilué avec dyu@H(200 mL) et lavé avec de I'eau (180
mL). La phase aqueuse est extraite avec 100 mLHIEI puis les phases organiques sont
lavées avec 200 mL d’une solution saturée de NaH@ avec 180 mL d’eau, séchées sur
MgSQ,, filtrées, concentrées et coévaporées avec dertelipuis avec du GBI, Le
benzylidene benzoylé correspondant est obtenufsom& d’'une poudre blanche. Le produit
brut (19,65 g) est directement engagé dans I'&apante.

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,05-7,26 (m, 15H ; At (Bz), 6,94-6,76 (m, 4H ;
Ar-H (MP)), 5,86 (ddJs3 = Js.4 = 10,0 Hz, 1H ; H-3), 5,70 (ddy2= 8,0 Hz,J, 5= 10,0 Hz,
1H ; H-2), 5,68 (S, 1H ; H-7), 5,25 (& »= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,47 (dds-6a= 5,0 HZ,Jsa.60=
10,5 Hz, 1H ; H-6a), 4,04 (ddg4= 10,0 Hz,Js5= 8,0 Hz, 1H : H-4), 3,96-3,91 (m, 1H ; H-
6b), 3,82-3,78 (M, 1H ; H-5), 3,75 (s, 3H ; B

Ce benzylidene benzoylé brut (17,35 g, 29,8 mmagld et 400 mL d’acide acétique sont
agités a 100°C jusqu’a dissolution de la majoritésdlide (40 min). 100 mL d’eau sont alors
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ajoutés par palier de 10 mL toutes les 5 minuteés Gue le milieu est limpide, signe de la
solubilisation totale du produit, le mélange estéag0 min supplémentaires a 100°C puis la
réaction est laissée revenir a température ambiastenilieu est concentré puis coévaporé
avec 200 mL d’eau. Le solide est recristallisé datetate d’éthyle a chaud. Le dibfi4 est
obtenu sous forme d’une poudre blanche (9,45 g, 84%leux étapes).

IH RMN (250 MHz, CDCl) : & (ppm) 8,01-7,37 (m, 10H : At (Bz), 6,94-6,76 (m, 4H :
Ar-H (MP)), 5,66 (dd,J.»= 8,0 Hz,J,5= 10,0 Hz, 1H ; H-2), 5,45 (ddp3= J3.4= 10,0 Hz,
1H; H-3), 5,20 (d,J:1> = 8,0 Hz, 1H; H-1), 4,08-3,88 (m, 2H ; H-4, H-B,75 (s, 3H;
OCHs3), 3,72-3,67 (m, 2H ; H-6a,b), 3,23 (@ o= 4,0 Hz, 1H ; ®-5), 2,09 (ddJsaro=

JGb,HO: 7,5 HZ, 1H X CB'|-6)

méthyl (4-méthoxyphényl 2,3-diO-benzoyl-4-O-levulinoyl- B-D-glucopyranosyl)uronate
(C33H3:012, M = 620,60 g.mof)

MeOQC

LevO 0
BzO OMP

BzO
145

Une solution d’estet41 (5,4 g, 10,3 mmol, 1 éq.), d’acide lévulinique58. g, 13,4 mmol,
1,3 ég.) et de DMAP (0,25 g, 2,06 mmol, 0,2 éghsddu CHCI, (70 mL) est agitée a
température ambiante sous argon. La DCC (2,77 ¢, m®ol, 1,3 éq.) est alors ajoutée. Le
mélange réactionnel est ainsi agité pendant 2ha0DCU formée est ensuite filtrée sur
Bilchner et rincée au GBI,. Le filtrat est lavé avec de I'eau et la phaseeage est extraite
au CHCI,. La phase organique est lavée avec une solutioHG@lelM puis de NaHC®
saturée et enfin avec de I'eau, séchée sur Mgfidée et concentrée sous pression réduite.
Le solide blanc ainsi obtenu est purifié par realisation dans I'acétone a chaud pour
donner le produit attendl45 sous forme de solide blanc (5,6 g, 87%).

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : § (ppm) 7,97-7,38 (m, 10H ; A (Bz)), 6,96-6,76 (m, 4H ;
Ar-H (MP)), 5,79-5,61 (m, 2H ; H-2, H-3), 5,58 (ddbs= 9,0 Hz,Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-4),
5,22 (d,J12= 7,0 Hz, 1H ; H-1), 4,31 (d4s= 9,5 Hz, 1H ; H-5), 3,77 (s, 3H ; ®%), 3,75 (S,
3H ; COOGH3), 2,64-2,36 (M, 4H ; B,C(O)(Lev), 2,05 (s, 3H ; C(O)Bs (Lev)

2-naphtylméthyl B-D-galactopyranoside
(C17H2006, M = 320,34 g.mof)
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Une solution d’'imidate29 (18,35 g, 37,2 mmol, 1 éq.) et de 2-naphtaléneméth@®,83 g,
55,8 mmol, 1,5 éq.) avec une pointe de tamis mtd@eu4A dans du CkCl, anhydre est
agitée sous argon a température ambiante pend&6t Du TMSOTf 99% (1,4 mL, 7,44
mmol, 0,2 éq.) est ajouté goutte a goutte a tenyrerambiante et la réaction est suivie par
CCM (EP / AcOEt 2 / 1). Apres 1h, la réaction estrtinée. La triéthylamine (3,5 mL) est
ajoutée puis le mélange réactionnel est filtré,centré puis purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (EP / AcOEt 3/ 2 + 0,IE¥N) pour donner le glycoside acétylé
correspondant sous la forme d’une mousse jaun&sé Q).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7,84-7,39 (m, 7H ; At (NAP)), 5,39 (ddJs4= 3,0
Hz, Jis< 1,0 Hz, 1H ; H-4), 5,33-5,28 (m, 1H ; H-2), 4,881, J,3= 10,0 Hz,Js.4 = 3,0 Hz,
1H ; H-3), 4,92 (ABq, 2H ; Ar-8, (NAP)), 4,56 (d,J.»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,26-4,09 (m,
2H ; H-6a,b), 3,91-3,88 (m, 1H ; H-5), 2,17, 2,801, 1,97 (4s, 12H ; OC(O}G)

Le glycoside acétylé (13,9 g, 28,5 mmol, 1 éq.)sedtbilisé dans 150 mL de MeOH. Le
meélange est mis sous agitation et sous argon. dlogm de méthanolate de sodium (1M, 50
mL) est ajoutée jusqu’a un pH basique (environ LZvancement de la réaction est suivie
par CCM (CHCI, / MeOH 6 / 1) et aprés 4h, la réaction est termiiide la résine amberlite
IR-120 [H'] est ajoutée jusqu’a neutralisation du milieu tiémmnel. La résine est filtrée,
rincée au méthanol. Le filtrat est concentré pamn@r le produit attendid6 sous forme de
poudre blanche (8,95 g, 77% sur deux étapes).

2-naphtylmeéthyl 3,4-O-isopropylidéne-6-O-(2-méthoxy-2-propyl)$-D-galactopyranoside
(C24H3207, M =432,51 g.mo'iL)

%OMe

0 O
KXo
(0] ONAP
HO
147

Dans un ballon, sous argon, le téttdl6 (1,5 g, 4,68 mmol, 1 éq.) et le CSA (54 mg, 0,232
mmol, 0,05 éq.) sont dissous dans le 2,2-diméthampgne (45 mL). Le mélange réactionnel
est agité a température ambiante pendant 96h. &&exiacide est neutralisé avec de la
triethylamine (1,5 mL) puis le milieu réactionneit &éoncentré. Le résidu obtenu est purifié
par colonne chromatographique de gel de silice;(@H acétone 12 / 1 + 1% dez®). Le
composél47est obtenu sous la forme d’une poudre blanche @979 %).

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7,83-7,45 (m, 7H ; Ar), 4,95 (ABg, 2H ; Ar-Gly),

4,26 (d,J1 2= 8,5 Hz, 1H ; H-1), 4,13-4,10 (m, 1H ; H-3), 4,838 (m, 1H ; H-2), 3,83-3,60
(m, 4H ; H-4, H-5, H-6a,b), 3,25 (s, 3H ; ©), 1,51, 1,40, 1,39, 1,32 (4s, 12H ; 3 K4
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2-naphtylméthyl 2-O-benzoyl-3,40-isopropylidéne-60-(2-méthoxy-2-propy!)$-D-
galactopyranoside
(C31H360s, M = 536,62 g.mof)

(0] ONAP
BzO
148

Le monosaccharide47 (785 mg, 1,81 mmol, 1 éq.) est dissous dans dpOGH21 mL) et de

la pyridine (7 mL) sous argon. Le chlorure de bgted0,32 mL, 2,72 mmol, 1,5 éq.) est
ajouté a 0°C. La réaction est agitée sous argodgmérune heure a température ambiante.
L’exces d’acide est neutralisé par ajout de méthémonL) a 0°C et le mélange réactionnel
est agité 20 min supplémentaires. De I'eau estienajoutée et la phase aqueuse est extraite
avec du CHCI; et la phase organique est lavée successivementuaesolution saturée de
NaHCG; puis avec de l'eau, séchée sur MgS#D concentrée. Le résidu est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (BBGEt 2 / 1 + 1% de EBN) afin d’obtenir

le produit148sous la forme d’'un solide jaunatre (937 mg, 96 %).

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : & (ppm) 8,16-7,14 (m, 12H ; Ar), 5,35 (dd J; 2= J,3= 8,0
Hz, 1H ; H-2), 4,95 (ABq, 2H ; Ar-B,), 4,50 (d,J; .= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,25-4,22 (m, 2H ;
H-3, H-4), 3,90-3,78 (m, 3H ; H-5, H-6a,b), 3,28 88 ; OH3), 1,64, 1,42, 1,41, 1,33 (4s,
12H ; 3 x (Hy)

2-naphtylméthyl 2-O-benzoyl$-D-galactopyranoside
(C24H2407, M = 424,44 g.mol)

HO OH
(@]
HO ONAP
BzO
149

Le monosaccharid&48 (937 mg, 1,75 mmol, 1 éq.) en suspension dans uUange 2 / 1
AcOH / H,O (60 mL / 30 mL) est porté a reflux pendant 30.rhm mélange est laissé revenir
a température ambiante, dilué avec de I'eau, cdreenis coévaporé a I'eau puis au toluéne.
Le produit149(604 mg, 81%) est utilisé brut dans I'étape suiean
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2-naphtylméthyl 4,6-O-di-tert-butylsilylene-§-D-galactopyranoside
(C25H36068i, M = 460,64 g.mdf)

Le tétrol 146 (8,95 g, 27,9 mmol, 1 €g.) est dissous dans leQGHanhydre (150 mL) sous
argon. A 0°C, la 2,6-lutidine (9,05 mL, 78,1 mmd|3 €q.) et le diTBSdiOTf (10,85 mL, 33,5
mmol, 1,2 éq.) sont ajoutés. La réaction est sypaieCCM (EP / AcOEt 1/ 1). Le mélange
réactionnel est agité pendant 4h & température amebpuis lavé successivement avec de
'eau, une solution de HCI 1M puis une solutionusé de NaHC®et a nouveau avec de
'eau. La phase organique est ensuite séchée alOMdiBirée et concentrée sous pression
réduite. Le produit brut est purifié par chromatgarie sur colonne de gel de silice (EP /
AcOEt 1/ 1) pour donner le di@b1 sous forme d’'une mousse jaunatre (6,7 g, 52%).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,81-7,46 (m, 7H ; A, 4,95 (ABg, 2H ; Ar-Gi,
(NAPY), 4,38 (d,J1-= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,38-4,37 (m, 1H ; H-5), 4,@8 2H ; H-6a,b), 3,77
(dd, J12= Jo3= 8,0 Hz, 1H ; H-2), 3,53-3,48 (m, 1H ; H-3), 3:331(m, 1H ; H-4), 2,67 (d,
Japo= 10,0 Hz, 1H ; ®-3), 2,54-2,52 (m, 1H ; B-2), 1,08-1,06 (M, 18H ; 2 X (&)s)

2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-O-di-tert-butylsilylene-g-D-galactopyranoside
(Cs1HeaQ16Si, M = 957,10 g.mot)

SI\ o
MGOQC
LevO
BzO ONAP
152

L'imidate 82 (1,42 g, 2,15 mmol, 1,3 éqg.) ainsi que le compdsE(760 mg, 1,65 mmol, 1
ég.) sont dissous dans le &H, (25 mL) avec une pointe de tamis moléculaire 4ofiss
argon. Le mélange est agité 30 min. LesBRO (329uL, 0,329 mmol, 0,2 éq. / imidate) est
ajouté goutte a goutte a 0°C. La solution est agit® min, en remontant doucement a
température ambiante. De la triethylamine (0,5 redf) ajoutée pour stopper la réaction. Le
tamis est filtré et le filtrat est concentré. Lsidé est purifié par colonne chromatographique

156



de gel de silice (EP / AcOEt 1 / 1) afin d’obtel@rproduit152 sous la forme d’une mousse
blanche (810 mg, 51%).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : § (ppm) 7,93-7,32 (m, 17H ; A, 5,57 (dd,Jo3= Js4= 9,5

Hz, 1H ; H-3), 5,53-5,47 (m, 2H ; H'2 H-4"), 5,38 (d,J. .= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,75 (ABq,

2H ; Ar-CH, (NAP)), 4,51 (ddJs4= 2,0 Hz,ds5< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 4,37 (d,J1»= 7,5 Hz,

1H ; H-1), 4,23-4,18 (m, 2H ; H'&,b), 4,19 (dJss= 10,0 Hz, 1H ; H-B), 3,99-3,95 (m, 1H ;
H-2"), 3,78 (s, 3H ; CO0RBy), 3,64 (ddJ,3= 9,0 Hz,J54= 2,0 Hz, 1H ; H-3, 3,36 (m, 1H ;

H-5'), 2,60-2,41 (m, 4H ; B,C(O) (lev)), 2,35 (s, 3H ; C(0)83 (lev)), 1,01-0,98 (m, 18H ; 2
X (CHz)3)

2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-benzoyl$-D-galactopyranoside
(CsoHagO17, M = 920,91 g.mof)

MeOLC HO OH
e
BzO 0 ONAP
BzO BzO
17 !
153

Le disaccharidd37 (127 mg, 0,120 mmol, 1 €q.) est solubilisé dan3id& anhydre (4 mL)
et la 3HF.EN (39 uL, 0,239 mmol, 2 éq.) est ajoutée a 0°C. La réactst agitée 3h30 a
température ambiante. De l'eau est ensuite ajoatéée milieu est décanté. La phase
organique est ensuite lavée avec une solutionésmatde NaHC@ puis avec de l'eau. Le
résidu est purifié par colonne chromatographiqueaté CHCl, / MeOH 19/ 1) et le produit
153 est obtenu sous forme d’un solide visqueux blame{87 mg, 88%).

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7,81-7,07 (m, 22H ; Af), 5,61-5,53 (m, 2H ; H'2
H-3"), 5,46-5,35 (m, 2H ; H'2 H-4"), 4,93 (d,J, .= 7,0 Hz, 1H ; H-1), 4,86 (ABq, 2H ; Ar-
CH, (NAP)), 4,54 (d,J;»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,23-4,18 (m, 2H ; H4H-5"), 4,12-4,04 (m,
1H ; H-3), 3,93-3,88 (m, 2H ; H'&,b), 3,77 (s, 3H ; COQ®), 3,63-3,58 (M, 1H ; H'5,

3,18 (bs, 1H ; @), 2,65-2,30 (M, 4H ; B,C(0) (lev)), 2,02 (s, 3H ; C(O)Bs (lev)), 1,68 (bs,
1H ; OH)
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2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 4-O-acétyl-2-O-benzoyl-6-O-sulfonatof-D-
galactopyranoside
(CsoHagNaO»S, M = 1064,99 g.mal)

AcO  0SO;Na

MeO,C
BzO 0 ONAP
BzO BzO
17 Il
154

Une solution du dioll53 (79 mg, 0,086 mmol, 1 éq.) et de MeSGC; (30 mg, 0,216 mmol,
2,5 éq.) dans la DMF (2 mL) est agitée pendant BA°&€ sous argon. La réaction est suivie
par CCM (CHCI,/ MeOH 9/ 1). Le mélange est ensuite refroidd@pérature ambiante puis
1 mL de MeOH est ajouté. Le mélange est ensuiteé affi min sous argon puis il est
concentré. Le résidu est directement engagé daesréaction d’acétylation en présence
d’anhydride acétique (1,5 mL) et de pyridine (3 mApres une nuit, le milieu est concentré
et coévaporé au toluene. Une premiere chromatogragqir colonne de gel de silice est
effectuée (CHCIl, / MeOH 9 / 1). Puis une colonne de résine échawdiions Sephadex SP
C25 [Na] est réalisée (C}Cl, / MeOH / HO 9 / 5/ 1). Enfin une autre colonne de silice
(CH.CI, / MeOH 9 / 1) est nécessaire pour obtenir le pitoaiendul54 sous forme d’un
solide amorphe jaunatre (55 mg, 60%).

Rf : 0,28 (CHCl,/ MeOH 9/ 1)
[a] 2 = + 35,7 € = 1,00, CHC))

HRMS : m/z: calculée pour EHs:0,;S [M+2H-Na] : 1043,263806; mesurée :
1043,263567

'H RMN (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,75-7,03 (m, 22H ; Ar), 5,87 (dd,Js4 = 3,5 Hz,
Ja5< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 5,57-5,52 (m, 2H ; H2H-3"), 5,36-5,30 (m, 2H ; H'2 H-4"), 5,06
(d, J12= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,77 (ABq, 2H; Ar-Gi, (NAP)), 4,65 (d,J;»= 8,0 Hz, 1H ; H-
1Y), 4,39-4,22 (m, 5H ; H{3H-5, H-6a,b, H-8), 3,86 (s, 3H ; COORBx), 2,52-2,42 (m, 4H ;
CH,C(0O) (lev)), 2,26 (s, 3H ; C(O)Bs(lev)), 1,99 (s, 3H ; OC(0)Bs)

3C RMN (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 206,62, 172,53, 171,41, 169,00, 165,38, 664,
164,57 (7C ; C-§ C=0), 134,49, 133,01, 132,75, 132,68, 129,66, 129189,53, 129,42,
128,70, 128,28, 128,13, 128,00, 127,89, 127,86,4527126,30, 125,79, 125,64, 125,54
(28C ; ArC), 100,73 (1C; C-'1), 100,01 (1C; C-}, 77,91 (1C; C-3, 72,42 (1C; C-5,
72,21 (1C; C-%), 71,21 (2C; C2 C-5"), 71,08 (1C; C-9, 70,60 (2C; C-6 Ar-CH,
(NAP), 69,95 (1C; C-%, 69,56 (1C; C-3, 53,75 (1C; COGHs), 37,49, 27,62 (2C:
CH,C(O) (Lev)), 29,52 (1C ; OC(AJHs3), 21,07 (1C ; C(AJHs (Lev)
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2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2,6-diO-benzoyl-4-O-sulfonato$-D-
galactopyranoside
(CsHs5:NaO»S, M = 1127,06 g.mal)

NaO3;SO OBz

MeO,C
BzO 0 ONAP
BzO BzO
17 Il
155

Une solution du composEs6 (124 mg, 0,121 mmol, 1 éq.) et de MeSO; (167 mg, 1,20
mmol, 10 éqg.) dans du DMF (2,5 mL) est agitée &685us argon. La réaction est suivie par
CCM (CHCI,/ MeOH 12 / 1). Apres 21h, la réaction étant inptate, du MeN.SG; (84
mg, 0,604 mmol, 5 €q.) est ajouté et I'agitationl@&ssée a 60°C pendant 21h. Aprés 21h puis
24h, la réaction n’étant toujours pas completeMasN.SO; (167 mg, 1,20 mmol, 10 éq. puis
334 mg, 2,40 mmol, 20 ég. respectivement) est @jm# deux fois et la réaction est laissée
48h de plus. L'exces de reactif est hydrolysé gotmature ambiante par du MeOH (2 mL).
Le mélange est directement purifié sur colonne Ségk LH-20 (CHCI, / MeOH 1/ 1) puis
sur une colonne de gel de silice ({CH / MeOH 12 / 1). Une colonne de résine échangeuse
d’ions Sephadex SP C25 [N{CH.Cl, / MeOH / HO 9 /5 / 1) donne le produit désit&5

(85 mg, 62%) sous forme d’un solide amorphe blaineha

Rf: 0,11 (CHCI,/ MeOH 12/ 1)
[@] 2 =+ 53,2 €=1,01, CHCl,/ MeOH/H0O 9/5/1)
HRMS : m/z: calculée pour §Hs,0,:S[M-Na] : 1103,264903 ; trouvee : 1103,264686

'H RMN (250 MHz, CDCls/MeOD/D,0) : & (ppm) 8,17-7,01 (m, 27H ; Ar), 5,63-5,38
(m, 4H ; H-2, H-2", H-3', H-4"), 5,08-5,07 (ddJs 4= 3,0 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-4, 5,01
(d, o= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,87-4,68 (m, 3H ; H'&,b, Ar-CH, (NAP)), 4,55-4,40 (m, 1H ;
H-1), 4,27 (d,Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-8), 4,10 (ddJ,3= 10,0 Hz J;4= 3 Hz, 1H ; H-3, 4,01
(m, 1H ; H-8), 3,76 (s, 3H; COOBy), 2,65-2,32 (m, 4H ; B,C(O) (lev)), 2,02 (s, 3H ;
C(O)CH3z (lev))

3C RMN (100 MHz, CDCly/MeOD/D,0) : & (ppm) 208,66, 175,55, 168,82, 167,79, 166,78,
166,26, 166,15 (7C ; C'6C=0), 134,50, 134,42, 134,23, 133,81, 133,79, 130138,49,
130,43, 130,37, 130,24, 129,83, 129,39, 129,28,2029129,18, 128,95, 128,88, 128,45,
128,29, 127,78, 126,82, 126,79, 126,51 (34C CAri02,63 (1C ; C-4), 99,33 (1C ; C-1,
78,1 (1C ; C-3, 76,27 (1C ; C-3, 73,63 (1C ; C-9, 73,39, 72,70, 70,31 (3C ; C,x-3', C-
4", 72,92 (1C ; C-%), 71,90 (1C ; C-3, 70,64 (1C ; ArcH, (NAP)), 65,17 (1C ; C-9, 53,78
(1C ; COGCH3), 38,19 (2C CH.C(0) (Lev)), 29,75 (1C ; C(QJH; (Lev)
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2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2,6-di-O-benzoyl$-D-galactopyranoside
(Cs7/H52015, M = 1025,01 g.mot)

MeOLC HO OBz
e
BzO 0 ONAP
BzO BzO
17 Il
156

Sous argon, le didl53 (97 mg, 0,105 mmol, 1 éq.) est dissous dans laipg (1,5 mL) et le
BzCN (28 mg, 0,214 mmol, 2 é€q.) est ajouté. Le ngaest agité pendant 24h a température
ambiante. La réaction est stoppée en ajoutant dhamél et laissée agiter pendant 30 min
sous argon. Des lavages a I'eau puis au NaH&Qune fois supplémentaire a I'eau sont
effectués. La phase organique est séchée, filégporée puis coévaporée au toluene. Le
résidu obtenu est purifié sur colonne chromatogopeh(éluant ChCl, / acétone 12 /1) et le
produit156 est obtenu sous forme d’un solide blanc (81 mé)75

Rf : 0,78 (CHCl,/ MeOH 12/ 1)

[a] 2 = + 49,9 €= 1,03, CHC))

F =230-232°C (AcOEt a chaud / EP)

HRMS : m/z: calculée pour EHs,NaOig[M+Na]” : 1047,304586 ; trouvée : 1047,304732

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : § (ppm) 8,14-7,08 (m, 27H ; Ar), 5,62-5,54 (m, 2H ; H-2
H-3"), 5,46-5,36 (m, 2H ; H-2 H-4"), 4,95-4,91 (dJ.,= 7,0 Hz, 1H ; H-1), 4,84 (ABqg, 2H:;
Ar-CH, (NAP)), 4,79-4,70 (m, 2H ; H'&,b), 4,48 (dJ.-= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,27 (dd Js 4=
3,0Hz, J45< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 4,18 (d,Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-8), 3,93-3,86 (m, 2H ; H'3
H-5'), 3,71 (s, 3H ; COORBs), 3,09 (bs, 1H; @), 2,61-2,30 (m, 4H ; B,C(0)(lev)), 2,03 (s,
3H ; C(O)Hs (lev))

13C RMN (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 205,61, 171,14, 167,02, 166,38, 165,48, 6%4,
164,58 (7C ; C-§ C=0), 134,24, 133,44, 133,26, 132,89, 132,74, 129199,85, 129,82,
129,77, 129,58, 129,54, 129,47, 128,55, 128,51,4828128,45, 128,38, 128,17, 128,08,
127,79, 127,54, 126,82, 125,93, 125,85 (34C CAr101,28 (1C ; C-1), 98,70 (1C ; CH,
80,97, 72,12 (2C ; Cc'3c-5'), 72,39 (1C ; C-9, 71,77, 70,52 (2C ; ct2c-3"), 71,31, 69,29
(2Cc; c-2, c-4"), 69,62 (1C ; ArcH, (NAP), 68,41 (1C; C-3, 63,53 (1C; C-9, 53,13
(1C ; COQCHg), 37,62, 27,71 (2CCH,C(0) (Lev)), 29,56 (1C ; C(QJHs(Lev)
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3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd-D-galactopyranose
(C14H 13C|3N09, M = 450,65 g.mo'il)

AcO OAc
(0]
AcO OH
TCAHN
158

Le composél57 (999 mg, 2,32 mmol, 1 éq.) est dissous dans ladipgr (10 mL) et
'anhydride acétique (5 mL), et est agité sous argendant une nuit. Le milieu est ensuite
concentré puis coévaporé. Le résidu est purifieghaomatographie sur colonne de gel de
silice (EP / AcOEt 1 / 1) pour donner le produiésté correspondant sous forme d’'un solide
blanc (1,2 g, 93%).

'H RMN (250 MHz, CDCly) : § (ppm) 7,00-6,78 (m, 4H ; A, 6,74 (dJonn = 10,0 Hz,
1H ; NH), 5,46-5,43 (m, 2H ; H-3, H-4), 5,10 (@,»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,39-4,04 (m, 4H ;
H-2, H-5, H-6a,b), 3,77 (s, 3H ; BG), 2,20, 2,07, 2,02 (3s, 9H ; 3 x OC(B)§)

La RMN est conforme a celle de la littératite.

Le composé peracétylé (1,2 g, 2,16 mmol, 1 éq.destous dans le mélange de solvants
suivant : toluene / acétonitrile / eau 1 /2 / % (L / 30 mL / 15 mL). Le CAN (6 g, 10,9
mmol, 5 éq.) est ajouté et le mélange est agitdrgpérature ambiante. La réaction est suivie
par CCM (EP / AcOEt 2 / 1). Apres 4h, une spatideGAN est ajoutée et la réaction est
stoppée aprés 5h. De I'eau glacée est ajoutéepbialse aqueuse est extraite avec de l'acétate
d’éthyle. La phase organique est lavée avec ungicolde NaCl saturée puis avec de l'eau,
séchée sur MgSQfiltrée puis concentrée. Le résidu est purifi& paromatographie sur
colonne de gel de silice (EP / AcOEt 2 / 1 + 0,1848N) pour donner I'hémiacétd58 sous
forme d’'une mousse rosatre (605 mg, 61%).

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyp-D-galactopyranosyl)-
(1—4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-benzoyl$-D-
galactopyranoside
(CsgHeiNO23, M = 1152,11 g.mot)

HO  OH
AcHN MeO,C 0 e}
0 820 BzO
AcO  “OAc
11 11 I

159

Une solution de trisaccharid&?2 (137 mg, 0,106 mmol, 1 éq.) et de 3HBNE(35 L, 0,212
mmol, 2 éq.) dans du THF anhydre (5 mL) est agstg@0 a 0°C. La réaction est suivie par
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CCM (CHCl, / MeOH 15/ 1). De I'eau est ensuite ajoutée enileeu est décanté. La phase
organique est ensuite lavée avec une solution é&atde NaHC® puis avec de l'eau. Le
résidu est purifié par colonne chromatographiqud,(@, / MeOH 17 / 1) et le composéb9
est obtenu sous forme d’'une poudre blanche (7&%4%).

Rf: 0,33 (CHCIl,/ MeOH 15/ 1)
[a] 2 = + 23,8 €= 1,01, CHC))
HRMS : m/z: calculée pour §Hg,NOo3[M+H] ™ : 1152,370714 ; trouvée : 1152,368605

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7,87-7,07 (m, 22H ; A, 5,82 (d,Jnn2= 9,0 Hz,
1H ; NH), 5,61-5,49 (m, 2H ; Hi2H-3"), 5,39-5,33 (m, 1H ; H!9, 5,08-5,03 (m, 2H, H-3,

H-a"), 4,87 (ABd, 2H ; Ar-Gl, (NAP), 4,94 (d,J1, = 7.0 Hz, 1H ; H-1), 4,73 (d = 8,0
Hz, 1H; H-1"), 4,54 (d,J1,= 8,0 Hz, 1H; H-D, 4,44 (ddJ34= Jas= 9,5 Hz, 1H ; H-4),
4,25-4,23 (m, 1H ; H4 4,21 (d,Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-8), 4,05-4,03 (m, 1H ; H8a), 3,90-
3,85 (m, 6H ; H-3 H-6"b, H-2", COOM®,), 3,64-3,52 (m, 2H ; H'5 H-5"), 3,38-3,27 (m,
2H ; H-8a,b), 1,94, 1,93, 1,91, 1,89 (4s, 12H ; 3 x OC(@)NHC(O)H>)

13C RMN (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 170,66, 170,58, 170,20, 170,02, 168,92, 1¥55,
165,10 (8C ; C-§ C=0), 134,40, 133,35, 133,06, 133,03, 132,96, 132129,65, 129,58,
129,42, 129,36, 128,58, 128,39, 128,29, 128,21,1128127,89, 127,63, 126,81, 126,05,
125,95, 125,91 (28C ; AE), 101,60 (1C; C-1), 101,16 (1C; c-'1), 99,33 (1C; C-Y,
81,90 (1C ; C-3, 76,47 (1C ; C-%), 74,57 (1C ; C-8), 73,80 (1C ; C-%), 72,84 (1C ; C-3,
71,49 (1C ; C-9), 70,57 (1C ; C-3, 70,48 (1C ; C-8), 70,36 (1C ; C-9, 70,08 (1C ; Ar-
CH,), 68,71 (1C ; C-3, 66,11 (1C ; C-Y4), 61,96 (1C ; C-8), 60,26 (1C ; C-9, 53,46 (1C ;
COOCH3), 51,08 (1C ; C-%), 23,38 (1C ; NHC(GQJHs), 20,68, 20,61, 20,59 (3C ; 3 X
OC(O)XCHa3)

2-naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-
benzoyl-4,60-di-tert-butylsilylene-g-D-galactopyranoside
(CsaHs015Si, M = 963,10 g.mot)

SI\ 0
MeO,C
HO
BzO ONAP
BzO
160

Une solution de disaccharid®7 (250 mg, 0,236 mmol, 1 éq.) dans la pyridine (a5 est
traitée par une solution de pyridine / acide acetif hydrazine (12 /8 /1 mL / mmol) a
température ambiante et sous argon pendant 8 neif'eBu est ensuite ajoutée et la phase
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agueuse est extraite avec duCH. La phase organique est lavée successivementdavec
'eau puis avec une solution saturée de Nakl@Da nouveau avec de I'eau, séchée sur
MgSQO,, évaporée et coévaporée au toluene. Le résidunwbést purifié par colonne
chromatographique sur gel de silice (éluant EP QBic3 / 2) afin d’obtenir le produit60
sous la forme d’un solide blanc (199 mg, 88%).

'H RMN (250 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7,90-7,03 (m, 22H ; A, 5,64 (ddJ; .= 8,0 Hz,Jo 5
= 10,0 Hz, 1H ; H-9, 5,44-5,26 (m, 2H ; H'2 H-3"), 4,94 (d J;,= 7,0 Hz, 1H ; H-1), 4,85
(ABq, 2H ; Ar-CH, (NAP)), 4,68 (ddJs 4= 3,0 Hz,J45< 1,0 Hz, 1H ; H-4, 4,50 (d,J1.= 8,0
Hz, 1H ; H-1), 4,30 (m, 2H ; H-By,b), 4,23-4,15 (m, 1H ; H™% 3,99 (d,Js5= 10,0 Hz, 1H ;
H-5"), 3,86 (ddJ,3= 10,0 Hz,J34= 3,0 Hz, 1H ; H-3, 3,80 (s, 3H ; COORBs), 3,43-3,38
(m, 2H ; H-8, OH), 1,07-1,06 (M, 18H ; 2 x (dx)3)

2-naphtylméthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd-D-
galactopyranosyl)-(13-4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-2-0O-benzoyl-4,60O-di- tert-butylsilylene-p-D-galactopyranoside
(Ce7H74C1sNO,5Si, M = 1395,74 g.mat)

TCAHN MeO,C %
AcO
wB m ONAP

AcO OAc

111 11 I/
161

L’imidate 111 (160 mg, 0,269 mmol, 1,3 éq.) ainsi que le disaddle 160 (199 mg, 0,207
mmol, 1 éq.) sont dissous dans le,CH (2,5 mL) avec une pointe de tamis moléculaire 4 A
sous argon et agité 3h. Le TMSOTf 1M (671, 0,067 mmol, 0,25 éq. / imidate) est ajouté
goutte a goutte a température ambiante. La solesolagitée 45 min. De la triethylamine (0,5
mL) est ajoutée pour stopper la réaction. Le tasidiltré et le filtrat est concentré. Le résidu
est purifié par colonne chromatographique de gdlilidee (EP / AcOEt 1/ 1) afin d’obtenir le
produit161 sous la forme d’un solide blanc (235 mg, 82%).

Rf:0,35 (EP/AcOEt1/1)
[@] 2 =+ 13,6 €= 0,97, CHC))
HRMS : m/z: calculée pour EH7sCIsNO,sSi[M+H] ™ : 1394,355924 ; trouvée : 1394,355047

'H RMN (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,89-6,99 (m, 22H ; Ar), 6,71 (d,Jun2= 8,5 Hz,
1H : NH), 5,63 (dd,J; .= 8,0 Hz,J,3= 10,0 Hz, 1H : H-3, 5,53-5,36 (m, 2H : H!2 H-3"),
5,12-5,08 (m, 2H ; H-8, H-4"), 4,98 (d,J. .= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,89 (d,J,,= 8,5 Hz, 1H ;
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H-1""), 4,82 (ABq, 2H ; Ar-G1; (NAP)), 4,64 (ddJs 4= 3,0 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-4, 4,48
(d,J1.= 8,0 Hz, 1H ; H-D, 4,30-4,22 (m, 3H ; H*4 H-6"a,b), 4,03 (d)s.5= 9,5 Hz, 1H ; H-
5", 3,90 (ddd); 2= Inp-2= 8,5 Hz,Jo 3= 11,0 Hz, 1H ; H-2), 3,81 (ddJ, 3= 10,0 Hz,J3 4=
3,0 Hz, 1H ; H-3, 3,79 (s, 3H ; COORBs3), 3,68-3,63 (m, 1H ; H'p 3,42-3,41 (m, 1H ; H-
5", 3,23-3,20 (m, 2H ; H'&,b), 2,00, 1,95, 1,92 (3s, 9H ; 3 x OC(®; 1,10, 1,05 (2s,
18H ; 2 x (GH3)3)

13C RMN (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 170,31, 170,11, 170,01, 168,82, 165,36, I64,
164,82, 161,70 (8C ; C'6C=0), 134,82, 133,31, 133,15, 132,98, 132,88, 132129,89,
129,73, 129,61, 128,94, 128,39, 128,33, 128,12,0028127,90, 127,71, 126,61, 126,05,
125,92, 125,88 (28C ; AB), 102,25 (1C ; C-), 99,93 (1C ; cH1), 99,50 (1C ; C-4, 80,47
(1C ; C-3), 76,19 (1C ; C-%, 73,94 (1C ; C-H, 72,88 (1C ; C-3, 72,54 (1C ; C-H), 71,62
(1c; c-8"), 71,33 (1C ; C-9, 70,91 (1C ; C-5, 70,58 (1C ; C-3, 69,90 (1C ; C-4), 69,86
(1C : Ar-CH, (NAP), 67,20 (1C ; C-8), 66,27 (1C ; C-Y4), 60,28 (1C ; C-, 53,31 (1C ;
COOCHS3), 53,07 (1C ; C-¥), 27,65, 27,56 (6C ; 2 xCH3)3), 23,56, 20,87 (2C C(CHa)a),
20,79, 20,58, 20,55 (3C ; 3 x OC(@s)

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyp-D-galactopyranosyl)-
(1—4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-benzoyl-4,6-
O-di-tert-butylsilylene -B-D-galactopyranoside
(CeH77NO23Si, M = 1292,41 g.mét)

AcHN Me020 %
AcO

AcO OAC

117 1 Il
162

Une solution de trisaccharidés1 (114 mg, 0,082 mmol, 1 ég.) dans de l'acide acétif.,5
mL) est chauffée a 50°C sous argon. Le couple @n ést ajouté par portion de 3 ég. pendant
5h (155 mg =5 x 31 mg, 1,21 mmol, 15 éq.) puiméange est agité pendant 20h a 50°C. Le
mélange est filtré sur de la célite qui est rinegecessivement avec de ’AcOEt, du toluéne et
du CHCI,. Le filtrat est évaporé et le résidu est purifigr golonne chromatographique
(CH.CI, / MeOH 19/ 1) pour donner le composé sous la éodfane mousse blancié2 (89

mg, 84%).

Rf : 0,62 (CHCl,/ MeOH 19/ 1)
[a] 2 = +19,6 € = 1,02, CHC))

HRMS : m/z: calculée pour EH7gNO2sSi[M+H] " : 1292,472841 ; trouvée : 1292,471422
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'H RMN (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,87-7,02 (m, 22H ; Ar), 5,63 (ddJ; »= 8,0 Hz,Jo 5
=10,0 Hz, 1H ; H-3, 5,50-5,44 (m, 2H ; H3 NH), 5,38 (ddJ; 2= J, 3= 7,0 Hz, 1H ; H-3),
5,13-5,06 (m, 2H ; H3, H-4"), 5,00 (d,J., = 7,0 Hz, 1H ; H-), 4,84 (ABq, 2H ; Ar-Gi,
(NAP)), 4,66 (d,J1»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,62 (dd,Js4= 3,0 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-},
4,48 (d,J;»= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,29-4,24 (m, 3H ; H'4 H-64a,b), 4,07 (dJss = 10,0 Hz ;
H-5"), 3,83-3,78 (m, 4H ; H3COOMs), 3,78-3,67 (m, 1H ; H'), 3,52 (m, 1H ; H-¥),
3,41 (m, 1H; H-5, 3,29-3,25 (m, 2H ; H'6a,b), 1,92, 1,91, 1,90, 1,89 (4s, 12H; 3 x
OC(O)CHs3, NHC(O)CH3), 1,11, 1,07 (2s, 18H ; 2 X KG)3)

13C RMN (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 170,47, 170,41, 170,14, 170,08, 168,27, 2IH5,
164,93, 164,87 (8C ; C'6C=0), 134,80, 133,33, 133,13, 132,96, 132,84, 132129,86,
129,70, 129,62, 128,93, 128,37, 128,35, 128,09,0628127,89, 127,69, 126,57, 126,02,
125,89, 125,85 (28C ; AB), 102,04 (1C: C-'1), 100,53 (1C; Cc'1), 99,53 (1C: C-},
80,38 (1C ; C-3, 76,60 (1C ; C-4, 74,39 (1C ; CY), 72,93 (1C ; C-3, 72,72 (1C ; C-3,
71,56 (2C ; C-8, c-2"), 70,54 (1C ; C-9, 70,52 (1C ; C-3, 69,92 (1C ; C-3), 69,88 (1C ;
Ar-CH, (NAP), 67,12 (1C ; C-%, 66,21 (1C ; C-4), 60,34 (1C ; C-8), 53,19 (1C ;
COQCHs), 51,73 (1C ; C-B), 27,64, 27,57 (6C ; 2 xCHa)s), 23,56, 20,86 (2C ; 2 X
C(CHs)3), 23,48 (1C ; NHC(QJHs), 20,73, 20,71, 20,61 (3C ; 3 x OC(@)s)

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyp-D-galactopyranosyl)-
(1—4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 40O-
acétyl-2-O-benzoyl-6-O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(C51H62NN8027S, M= 1296,19 gmo]I)

AcO OSO3Na

AcHN MeO,C 0 0
0 B20 BzO
AcO OAc
111 11 1
163

Une solution du diol59 (78 mg, 0,068 mmol, 1 éq.) et de MeSO; (24 mg, 0,172 mmol,
2,5 éq.) dans la DMF (2 mL) est agitée pendant BA°&€ sous argon. La réaction est suivie
par CCM (CHCI,/ MeOH 9/ 1). Le mélange est ensuite refroidd@pérature ambiante puis
1 mL de MeOH est ajouté. Le mélange est ensuiteé affi min sous argon puis il est
concentré. Le résidu est directement engagé daesréaction d’acétylation en présence
d’anhydride acétique (1,5 mL) et de pyridine (3 mApres une nuit, le milieu est concentré
et coévaporé au toluéne. Une chromatographie donme de gel de silice est effectuée
(CH.CI, / MeOH 9 / 1). Enfin une colonne de résine échasgal’ions Sephadex SP C25
[Na'] (CH.Cl, / MeOH / HO 9 / 5 / 1) permet d’obtenir le trisaccharide atdfl63 sous
forme d’un film blanchatre (61 mg, 70%).

Rf : 0,14 (CHCI, / MeOH 9/ 1)

165



[@] 2 = +18,1 ¢ = 1,00, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour EHeNO»S [M+2H-Na]™: 1274,338093; trouvée :
1274,337931

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 7,87-7,07 (m, 22H ; Ar), 5,59 (ddJ; 4= 3,5 Hz,
Jas< 1,0 Hz, 1H ; H-4, 5,51 (ddJ>3= Js4= 9,0 Hz, 1H ; H-8), 5,44-5,39 (ddJ, »= 8,0 Hz,
Jo3= 10,0 Hz, 1H ; H-3, 5,23 (ddJ, > = J,3= 7,5 Hz, 1H ; H-3), 5,09 (ddJs 4= 3,5 Hz,ds 5

< 1,0 Hz, 1H ; H-4), 5,00 (ddJ, 5= 11,0 Hz J54= 3,5 Hz, 1H ; H-8), 4,95 (d J,,= 7,5 Hz,
1H ; H-1"), 4,85 (ABq, 2H ; Ar-Gl, (NAP)), 4,67-4,64 (m, 2H ; Hi1H-1"), 4,33 (dd Js3 4=

Jas= 9,5 Hz, 1H; H-4), 4,19-4,11 (m, 5H; H!3 H-5, H-6ab, H-8), 3,91 (s, 3H;
COOHs), 3,80 (ddJi»= 8,5 Hz,J, 3= 11,0 Hz, 1H ; H-2), 3,60-3,56 (m, 1H ; H%), 3,41
(dd,J5,6a: 8,0 HZ,Jsa,eb: 11,0 Hz, 1H; H-@a), 3,28 (dd,]g,’sb: 6,0 HZ,JGa,Gb: 11,0 Hz, 1H
: H-6"b), 2,19 (s, 3H ; NHC(0)Bs3), 1,95, 1,93, 1,92, 1,91 (4s, 12H ; 4 x OC(E)C

3C NMR (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 173,00, 171,53, 171,36, 171,25, 171,21, (K9,
166,08, 166,04, 165,81 (9C ; ¢;60=0), 134,92, 134,10, 133,84, 133,77, 133,69, 133,63
130,16, 130,14, 130,01, 129,87, 129,29, 129,03,9528128,75, 128,62, 128,47, 128,10,
127,39, 126,55, 126,49, 126,32 (28C ;@)-101,76 (1C ; C-1), 101,52 (1C ; C-}, 100,20
(ac; c-1", 77,58 (1C ; C-3, 76,90 (1C ; C-4, 74,55 (1C ; C-9, 73,72 (1C ; C-9, 72,80
(1C; C-8), 72,44 (1C; CH, 71,91 (1C; C-Y9, 71,23 (1C ; ArcH, (NAP), 70,86 (1C ; C-
5", 70,79 (1C ; C-8), 70,49 (1C ; C-3, 66,84 (1C ; C-4), 66,75 (1C ; C-9, 61,16 (1C;
C-6"), 53,61 (1C ; COGHs); 51,36 (1C; C-9), 23,05 (1C ; NHC(QJHs), 20,90, 20,66,
20,60, 20,49 (4C ; OC(@H>)

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyp-D-galactopyranosyl)-
(1—-4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2,6-di-O-benzoyl-
p-D-galactopyranoside
(CesHesNO24, M = 1256,21 g.mot)

HO OBz
AcHN MeOZC o 0
0 BzO BzO
AcO OAc
11 Vi 1
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Sous argon, le didl59 (95 mg, 0,082 mmol, 1 éq.) est dissous dans lalipgret le cyanure
de benzoyle (22 mg, 0,168 mmol, 2 éq.) est ajouémélange est agité pendant 6h a
température ambiante. La réaction est suivie pavl QCH,Cl, / MeOH 15/ 1). Du BzCN (14
mg, 0,107, 1 éq.) est alors ajouté et le mélangagi® pendant 5h. La réaction est stoppée en
ajoutant du méthanol et laissée agiter pendantiGaus argon. Des lavages a I'eau puis au
NaHCG; et une fois supplémentaire a I'eau sont effectu@sphase organique est séchée,
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évaporée puis coévaporée au toluéne. Le résidunwbtest purifié sur colonne
chromatographique (éluant QEl, / MeOH 15 / 1) et le produit64 est obtenu sous forme
d’un solide blanchéatre (74 mg, 71%).

Rf : 0,65 (CHCI,/ MeOH 15/ 1)
[a] 2 = + 14,1 € = 1,00, CHC))
F = dégradation (AcOEt / EP)

HRMS : m/z: calculée pour EHssNOo4[M+H] ™ : 1256,396928 ; trouvée : 1256,396769

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,12-7,12 (m, 27H ; Ar), 5,66 (d,Jun2= 9,0 Hz,
1H : NH), 5,58 (ddJ; o= J,3= 8,5 Hz, 1H ; H-9, 5,51 (ddJ23= J34= 8,0 Hz, 1H ; H-3),
5,29 (dd,J1»= Jo3= 8,0 Hz, 1H ; H-2), 5,08 (ddJs4= 2,5 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-4),
5,03 (dd,J,3= 10,5 Hz,J34= 2,5 Hz, 1H ; H-8), 4,93 (d,J;> = 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,85
(ABq, 2H ; Ar-CH, (NAP)), 4,71-4,69 (m, 3H ; H™, H-6'a,b), 4,50 (dJ; = 8,5 Hz, 1H ; H-
1Y, 4,41 (ddJs4= Jas= 8,0 Hz, 1H ; H-4), 4,23-4,18 (m, 2H ; H!4H-5"), 3,93-3,86 (m,
3H ; H-3, H-5, H-2"), 3,75 (s, 3H ; CO0RBs3), 3,51-3,48 (m, 1H ; H%), 3,45-3,40 (m, 1H ;
H-6"a), 3,28 (dd,Jsep = 5,5 Hz, Jsasp = 10,5 Hz, 1H; H-Bb), 1,93, 1,91 (4s, 12H;
NHC(O)CH3, 3 x OC(O)®H>)

%C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 170,72, 170,61, 170,36, 170,26, 169,13, 7156,
165,29, 165,11 (9C ; C'6C=0), 134,52, 133,64, 133,61, 133,33, 133,29, 133138,11,
130,31, 130,04, 129,94, 129,90, 129,86, 129,71,5529128,92, 128,85, 128,65, 128,51,
128,47, 128,37, 128,10, 127,88, 127,14, 126,28228.26,13 (34C ; AE), 101 54 (1C ; C-
1", 101,25 (1C ; c1), 99,09 (1C ; C-4), 81,72 (1C ; C-3, 76,52 (1C ; C-4), 74,01 (1C ;
C-5'), 73,06 (1C ; C-9, 72,54 (1C ; C-9, 71,79 (1C ; C-9, 70,88, 70,72, 70,57 (3C ; C-2
c-3", c-5"), 70,06 (1C ; ArcH, (NAP)), 68,57 (1C ; C-3, 66,39 (1C ; C-4), 63,97 (1C :
C-6), 60,66 (1C ; C-8), 5358 (1C ; COOHj), 51,50 (1C ; C-B), 23,67 (1C;
NHC(O)CHs), 20,90, 20,88, 20,81 (3C ; OC(CH>)

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyp-D-galactopyranosyl)-
(1—4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-»3)-sodium 2,6-diO-
benzoyl-40O-sulfonatofi-D-galactopyranoside
(CeeHeaNNaO,7S, M = 1358,26 g.mal)

NaO;8O OBz

AcHN MeQ,C o 0
(e}

BzO BzO
AcO OAc

111 17 I
165
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Une solution du compos&64 (56 mg, 0,045 mmol, 1 éq.) et de MeSC; (62 mg, 0,44
mmol, 10 éq.) dans la DMF (1,5 mL) est agitée a680us argon. La réaction est suivie par
CCM (CH.Cl,/ MeOH 12 / 1). Apres 20h, la réaction étant inptéte, du MeN.SQ; (31
mg, 22,3 mmol, 5 éq.) est ajouté et I'agitationlastsée a 60°C pendant 21h. Apres 26h, la
réaction n’étant toujours pas complete, dwsM80; (31 mg, 22,3 mmol, 10 éq.) est encore
ajouté et la réaction est laissée 72h de plus.désxde réactif est hydrolysé a température
ambiante par du MeOH (2 mL) pendant 15 min. Le ngdaest directement purifié sur
colonne Sephadex LH-20 (GEl, / MeOH 1 / 1) puis sur une colonne de gel de ssilic
(CH.Cl, / MeOH 12 / 1). Une colonne de résine échangelisasdSephadex SP C25 [Na
(CH.CIl, / MeOH / HO 9/ 5/ 1) donne le produit désité5 (36 mg, 59%) sous forme d’un
film blanchétre.

Rf : 0,35 (CHCI,/ MeOH 12/ 1)
[a] 2> =+ 51,9 €= 1,00, CHC))
HRMS : m/z: calculée pour §Hs4sNO27S [M-Na] : 1334,339190 ; trouvee :1334,339067

'H NMR (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,14-7,04 (m, 27H ; A, 6,86 (d,Jun-2= 10,0 Hz,
1H; NH), 5,78-5,62 (m, 2H ; H!2 H-3"), 5,47 (ddJ1.= 8,0 Hz,J23= 10,0 Hz, 1H ; H-),
5,19 (d,J12= 8,5 Hz, 1H ; H-1'), 5,15 (dd J3 4= 3,0 Hz,J45< 1,0 Hz, 1H ; H-}, 4,98-4,63
(m, 6H ; H-8a,b, H-1, H-4", H-3", H-4"), 4,83 (ABq, 2H; Ar-G, (NAP)), 4,43 (d,J; =
8,0 Hz, 1H ; H-Y), 4,26-4,21 (m, 2H ; H'5 H-2"), 3,90 (s, 3H ; COORB;3), 3,88-3,68 (m,
3H ; H-3, H-5, H-6"a), 3,23 (ddJs 6a= 5,0 Hz,Jsasp= 11,0 Hz, 1H ; H-8b), 2,91-2,88 (m,
1H : H-5"), 2,04, 2,02, 1,77, 1,67 (4s, 12H ; NHC(®)3 x OC(O)®Hs)

¥ NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 171,56, 170,99, 170,30, 170,22, 169,75, 8%6,
166,47, 165,15, 164,88 (9C ; ¢;6C=0), 133,92, 133,59, 133,40, 133,34, 133,07,043
132,98, 130,02, 129,85, 129,60, 129,03, 128,61,2P28128,18, 127,84, 127,66, 126,11,
126,09, 126,01 (34C ; AE), 103,86 (1C ; C-1), 101,54 (1C ; Cc'1), 98,34 (1C ; C-},
80,11(1C ; C-3), 77,36 (1C ; C-3, 76,86, 72,13, 65,80 (3C ; ¢;ac-3", c-4"), 74,13 (1C

. C-5", 72,79 (1C ; C, 71,28 (2C ; C-2 c-3'), 70,79 (1C ; C-8), 70,37 (1C ; CH,
69,72 (1C ; Ar€H, (NAP), 64,59 (1C ; C-§, 59,91 (1C ; C-8), 54,00 (1C ; COGCH,),
50,50 (1C ; C-¥), 23,41 (1C ; NHC(QJHs3), 20,82, 20,54, 20,33 (3C ; OC(H3)

1,3,4,6-tétraO-acétyl-2-azido-2-désoxyB-D-glucopyranose
(C14H10N30g, M = 373,32 g.mol)
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AcO OAc
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Une solution de 2-azido-2-déoxyglucose (200 mg, 0,975 mmol, 1 éq.) dans de laliog

(4 mL) et de l'anhydride acétique (3 mL) est agiséeis argon pendant une nuit. Afin de
détruire I'exces d’anhydride acétique, des glaggor g ajoutés au mélange réactionnel qui est
alors agité pendant une heure a 0 °C. Une extraetibacétate d’éthyle permet de récupérer
le produit peracétyld66 qui est ensuite purifié par chromatographie sdorote de gel de
silice (EP / AcOEt 2/ 1).

'H NMR (250 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) 5,60 (dJ12 = 8,5 Hz, 1H ; H-1), 5,13-5,04 (m, 2H ;
H-3, H-4), 4,30 (dd)Js6a = 4,5 Hz,Jsa6p = 12,5 Hz, 1H ; H-6a), 4,15-4,05 (m, 1H ; H-6b),
3,86 (ddd,]3,4: 9,5 HZ,J5,6a: 4.5 HZ,J5’6b: 2,0 Hz, 1H ; H-5), 3,72-3,64 (m, 1H ; H-2)

La RMN est conforme a celle de la littératit®.

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxye-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-benzoyl$-D-
galactopyranoside
(CsgHgiNO23, M = 1152,11 g.mot)

OAc

AcO 0
AcO HO  OH
Bz/Om/o ©
BzO BzO
I I I

167

Une solution de trisaccharide’5 (113 mg, 0,087 mmol, 1 éq.) et de 3HBNE{29 uL, 0,175
mmol, 2 éq.) dans du THF anhydre (2,5 mL) est ag¥té30 a 0°C. La réaction est suivie par
CCM (CH.CI, / MeOH 15/ 1). De I'eau est ensuite ajoutée ehilieu est décanté. La phase
organique est ensuite lavée avec une solution é&atde NaHC® puis avec de l'eau. Le
résidu est purifié par colonne chromatographiqué,(@, / MeOH 17 / 1) et le composkb7
est obtenu sous forme d’'une mousse blanche (887184).

Rf : 0,38 (CHCI,/ MeOH 15/ 1)
[a] 2 =+ 74,1 € = 1,00, CHCJ)
HRMS : m/z: calculée pour 6Hg:NOs3 [M+H] ™ : 1152,370714 ; trouvée 1152,370483

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7,77-7,06 (m, 22H ; Af), 5,57-5,54 (m, 2H ; H'2
H-3"), 5,48 (d,Jonn = 9,5 Hz, 1H ; M), 5,34 (dd,Ji» = 7,5 Hz,J»5 = 9,5 Hz, 1H ; H-),
5,08-5,07 (m, 2H ; H-8, H-4"), 5,01 (d,J.» = 3,5 Hz, 1H ; H-1), 4,97 (d,J;, = 7,5 Hz,
1H ; H-1"), 4,85 (ABq, 2H ; Ar-Gi, (NAP)), 4,54-4,48 (m, 2H ; H'1H-4"), 4,26-4,24 (m,

"8vasella, A., Witzig, C., Chiara, J.-L., Martin-L@s, M.,Helv. Chim. Actal991, 74, 2073-2077
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1H ; H-58'), 4,20-4,10 (m, 4H ; H4H-2", H-6"a,b), 4,08-4,03 (m, 1H ; H#), 3,90-3,87
(m, 2H; H-3, H-6b), 3,83 (s, 3H ; CO0ME:), 3,77-3,74 (m, 1H ; H'%), 3,62-3,59 (m, 1H ;
H-5", 3,28 (brs, 1H ; @), 2,58-2,55 (m, 1H ; B), 2,10, 2,00, 1,95 (3s, 9H ; 3 x OC(®}8),
1,60 (s, 3H ; NHC(0)85)

3C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 171,31, 170,92, 169,94, 169,17, 168,10, a%5,
164,84, 164,80 (8C C=0, C-8'), 134,52, 134,07, 133,12, 133,09, 133,00, 132129,84,
129,70, 129,59, 129,53, 128,74, 128,47, 128,29,2128128,14, 128,09, 127,94, 127,68,
126,80, 126,09, 125,99, 125,93 (28C : @)-101,65 (1C ; C-'1), 99,36 (1C ; C-Y, 98,54
(1c; c-1", 81,28 (1C ; C-3, 75,33 (1C ; C-, 74,64 (1C ; C-H, 74,42 (1C ; C-H, 74,12
(1C ; C-2), 71,24 (1C ; C-H, 70,78 (1C ; C-3), 70,67 (1C ; C-8, 70,14 (1C ; Ar€H),),
69,11 (1C ; C-3, 69,01 (1C ; C-8), 67,72 (1C ; C-4), 62,36 (1C ; C-9, 61,48 (1C ; C-8),
53,36 (1C ; COQHs), 51,36 (1C ; C-9), 22,66 (1C ; NHC(QJHs), 20,84, 20,74, 20,67 (3C
; 3 X OC(OXCHs3)

2-naphtylméthyl O-3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-désoxy/p-D-glucopyranoside
(Ca3H25N30g, M = 471,46 g.mdl)

OAc

AcO 0
AcO ONAP

N3
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Une solution d'imidatel39 (247 mg, 0,519 mmol, 1 éq.) et de 2-naphtaleneméth@d23
mg, 0,779 mmol, 1,5 éq.) avec une pointe de tanacnlaire 4A dans du Gi&l, anhydre

(2 mL) est agitée sous argon a température ambyamedant 1h. Du TMSOTf 1M (104L,
0,104 mmol, 0,2 ég.) est ajouté goutte a goutenpérature ambiante. Apres 1h, la réaction
est terminée. La triéthylamine (0,5 mL) est ajoupées le mélange réactionnel est filtré,
concentré puis purifié par chromatographie surrmodode gel de silice (tol / AcCOEt 3/ 1 +
0,1 % EgN) pour donner un mélange du composé souhaité ptatluit de départ. Le résidu
obtenu est engagé dans une réaction de silylatigmré&sence d’'HMDS (3 éq.) et de TMSCI
(3 ég.) dans la pyridine, afin de silyler I'alcaté départ restant pour une bonne séparation
entre ce composé et le produit souhaité. Une patiin par chromatographie sur colonne de
gel de silice (tol / AcOEt 3/ 1 + 0,1 %) donne le compos&68 sous la forme d’une
mousse blanchétre (194 mg, 80%) dans un mélange2 / 1.

Rf: 0,36 (EP / AcCOEt3/1)
HRMS : m/z: calculée pour §H,sNsNaQs [M+Na]” : 494,153385 ; trouvée : 494,153160

'H NMR (400 MHz, CDCls) : 3 (ppm) 7,87-7,48 (m, 10,5H ; A, 5,55 (dd,}3=J34= 9,5
Hz, 1H; H-31), 5,11-5,07 (m, 1,5H ; Hel H-48), 4,95 (ABq, 1H ; Ar-Gi, (NAPB)), 5,04
(dd, Js4 = 9 Hz,Jss = 9,5 Hz, 1H ; H-4), 5.01-4.93 (m, 0,5H ; HE, 4,70 (ABq, 2H ; Ar-
CH, (NAPw)), 4,48 (d,J;»= 8,0 Hz, 0,5H ; H-f), 4,29-4,25 (m, 1,5H ; H-6a H-628), 4,16
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(dd, Js b = 2,0 HZ,Jsae0 = 12,5 Hz, 0,5H ; H-61), 4,10-4,02 (m, 2H ; Hd& H-6n), 3,64-
3,57 (m, 1H ; H-B, H-50), 3,34 (dd,J1» = 3,5 Hz,J5 = 10,5 Hz, 1H ; H-8), 2,10, 2,09,
2,07, 2,02, 2,00 (6s, 13,5H ; 6 x OC(®)}

13C NMR (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 170,54, 169,96, 169,65 (6C=0), 133,60, 133,43,
133,19, 133,14, 128,54, 128,46, 127,98, 127,95,7527127,36, 127,16, 126,38, 126,32,
126,31, 125,90, 125,79 (20C : @) 100,36 (1C ; Cfl), 96,65 (1C ; C-d), 72,50 (1C; C-
3p), 71,85 (1C ; C-B), 71,43 (1C ; Al€H, (NAPB)), 70,48 (1C : C-8), 70,20 (1C ; AlCH,
(NAP2)), 68,58 (1C ; C-d), 68,46 (1C ; Cf), 67,86 (1C ; C-&), 63,77 (1C; CR), 61,92
(1C ; C-@), 61,83 (1C ; C-6), 60,92 (1C: C-&), 20,74, 20,71, 20,69, 20,66, 20,58, 20,56
(6C ; OC(OLHs)

4-méthoxyphénylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-(1-4)-O-
méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate
(CaoH41N3017, M = 835,76 g.mof)

OAc

AcO
AcO
N3 CO,Me

BzO OMP
BzO
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Une solution d’'imidatel39 (91 mg, 0,192 mmol, 1,3 éq.) et de compbdé (77 mg, 0,148
mmol, 1 éq.) avec une pointe de tamis moléculafeddns un mélange GBI, anhydre /
Et,O 1,5/ 2 (3,5 mL) est agitée sous argon a temyérambiante pendant 1h. Du TMSOTf
1M (38uL, 0,038 mmol, 0,2 €q.) est ajouté goutte a gaautiempérature ambiante. Apres 1h,
la réaction est stoppée. La triéthylamine (0,3 m4f) ajoutée puis le mélange réactionnel est
filtré, concentré puis purifié par chromatograpie colonne de gel de silice (EP / AcOEt 2 /
1 + 0,1 % EIN) pour donner le compodé9 sous la forme d’'une mousse blanchatre (61 mg,
50%).

Rf : 0,26 (EP / AcOEt 2 /1)
[a] 2 = + 74,9 € = 1,00, CHCJ)

HRMS : m/z: calculée pour §H4:N30:7 [M+H] " : 836,250873 ; trouvée : 836,249933

'H NMR (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,98-7,38 (m, 10H ; At (Bz), 6,93-6,77 (m, 4H ;
Ar-H (MP)), 5,85 (dd,J2,3 =J34= 9,0 Hz, 1H; H-s, 5,56 (dd,\]]_,z =6,5 Hz,Jo3 = 9,0 Hz,
1H ; H-2), 5,32-5,25 (m, 3H ; H1H-1", H-3"), 4,96 (ddJs4 = Js5 = 9,5 Hz, 1H ; H-4),
4,61 (ddJss = Js5= 9,0 Hz, 1H ; H-), 4,32-4,24 (m, 3H ; H'5H-6"a,b), 3,87 (dddJss =
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10,5 Hz,Js6a = 2 Hz,Js6o = 5,0 Hz, 1H ; H-%), 3,74 (2s, 6H ; OHs, COOM®5), 3,26 (dd,
Ji2=3,5Hz,J,3= 10,5 Hz, 1H ; H-9), 2,08, 2,04, 2,01 (3s, 9H ; 3 x OC(®}

%C (100 MHz, CDCE) : & (ppm) 170,77, 169,86, 169,72, 167,95, 165,32,288C ;C=0,
C-6), 155,90, 150,83 (2C ; AT (MP)), 133,48, 133,42, 129,98, 129,75, 129,33, 19,09,
128,62, 128,54 (10C ; AB), 118,70, 114,66 (4C ; A&-(MP)), 100,73 (1C ; C-1), 98,68 (1C

. C-1), 75,71 (1C ; C-3, 74,44 (1C ; C-9, 73,53 (1C ; C-3, 72,23 (1C ; C-4, 70,59 (1C ;
c-3"), 68,61 (1C ; C-%), 68,11 (1C ; C-4), 61,32 (1C ; C-¥), 60,89 (1C ; C-9, 55,73 (1C ;
OCH3), 53,00 (1C ; COGCHSs), 20,82, 20,69 (3C ; OC(OH>)

2-naphtylméthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-
(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-O-benzoyl-4,6 O-di-tert-
butylsilylene-p-D-galactopyranoside
(CesH7aN302,Si, M = 1276,37 g.mot)

OAc »L
e L
AcO o ©
" ° COZMeO %
BZMO °
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L’imidate 139 (45 mg, 0,094 mmol, 1,3 éq.) ainsi que le disaddbal60 (69 mg, 0,071
mmol, 1 éq.) sont dissous dans un mélang® ECHCl, (2 / 1,5, 2 mL) avec une pointe de
tamis moléculaire 4 A sous argon et agités 1h. MSDTf 1M (19uL, 0,019 mmol, 0,2 éq. /
imidate) est ajouté goutte a goutte a températmfgamte. La solution est agitée 2h30. De la
triethylamine (0,5 mL) est ajoutée pour stopperéaction. Le tamis est filtré et le filtrat est
concentré. Le résidu est purifié par colonne chtographique de gel de silice (EP / AcOEt 2
/ 1+ 0,1 % EN) pour donner un mélange du composé souhaité etatluit de départ. Le
résidu obtenu est engagé dans une réaction datsitylen présence d’'HMDS (3 éq.) et de
TMSCI (3 éqg.) dans la pyridine, afin de silylerl¢aol de départ restant pour une bonne
séparation entre ce composé et le produit souRaité.purification par chromatographie sur
colonne de gel de silice (EP / AcOEt 2/ 1 + 0,E8N) donne le produil70 sous la forme
d’un solide blanc (33 mg, 36%).

Autre protocole :

L'imidate 172 (118 mg, 0,135 mmol, 1,3 ég.) ainsi que le comd@&(59 mg, 0,104 mmol,

1 éq.) sont dissous dans le £y (2 mL) avec une pointe de tamis moléculaire 4 Asso
argon. Le mélange est agité 1h. LesB60 1M (27 uL, 0,027 mmol, 0,2 éqg. / imidate) est
ajouté goutte a goutte a 0°C. La solution est agllé a température ambiante. De la
triethylamine (0,1 mL) est ajoutée pour stopperélaction. Le tamis est filtré et le filtrat est
concentré. Le résidu est purifié par colonne chtographique de gel de silice (EP / AcOEt 2
/ 1+ 0,1% E4N) afin d’obtenir le produil. 70 sous la forme d’un solide blanc (51 mg, 39%).
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Autre protocole :

Le trifluoroimidatel171 (62 mg, 0,123 mmol, 1,2 éq.) ainsi que le disagdbd 60 (102 mg,
0,106 mmol, 1 éq.) sont dissous dans un mélange ECHCI, (2 / 1,5, 2 mL) avec une
pointe de tamis moléculaire 4 A sous argon et sgifé. Le TMSOTf 1M (25.L, 0,025
mmol, 0,2 éq. / imidate) est ajouté goutte a goattempérature ambiante. La solution est
agitée 2h. De la triéthylamine (0,5 mL) est ajoyiéar stopper la réaction. Le tamis est filtré
et le filtrat est concentré. Le résidu est purnife& colonne chromatographique de gel de silice
(EP / AcOEt 2/ 1 + 0,1 % Bl) pour donner un mélange du composé souhaité ptatiuit

de départ. Le résidu obtenu est engagé dans uctoréde silylation en présence d’'HMDS (3
€g.) et de TMSCI (3 ég.) dans la pyridine, afinsdgler I'alcool de départ restant pour une
bonne séparation entre ce composé et le produihagéu Une purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice (BRQ@Et 2 / 1 + 0,1 % EN) donne le
produit170sous la forme d’un solide blanc (41 mg, 30%).

Rf : 0,23 (EP / AcOEt 2/ 1)
[a] 2 = + 67,8 € = 1,00, CHCJ)
HRMS : m/z: calculée pour §H74N20Si [M+H]" : 1276,452774 ; trouvée : 1276,452002

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,83-7,02 (m, 22H ; Ar), 5,66-5,60 (m, 2H ; H2
H-3"), 5,34-5,26 (m, 2H ; H2 H-3"), 5,12 (d,J.> = 3,5 Hz, 1H ; H-1), 5,06 (d,J.>.=7,5
Hz, 1H ; H-1), 4,95-4,92 (m, 1H ; H4), 4,83 (ABq, 2H ; Ar-&, (NAP)), 4,62 (ddJs 4 =
3,0 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 4,48 (d,J12 = 7,5 Hz, 1H ; H-Y, 4,40 (ddJs 4= Js5= 9,5
Hz, 1H ; H-4"), 4,29-4,28 (m, 2H ; H-&,b), 4,23 (ddJs 6a= 3,5 HZ,Jsa o= 12,5 Hz, 1H ; H-
6"a), 4,10-4,07 (m, 2H; H'5 H-6"b), 3,83-3,80 (m, 2H; H!3H-5"), 3,78 (s, 3H;
COOQH,), 3,41-3,39 (M, 1H ; H! 3,20 (ddJ; 2= 3,5 Hz,J23= 10,5 Hz, 1H ; H-3), 2,07,
2,00, 1,98 (3s, 9H ; 3 x OC(OW3), 1,12, 1,07 (2s, 18H ; 2 x K5)3)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 170,76, 169,85, 169,67, 167,71, 165,20, 264,
164,88 (7C :.C=0, C-8'), 134,82, 133,23, 133,13, 132,95, 132,79, 132]28,85, 129,84,
129,71, 129,66, 129,62, 129,29, 128,87, 128,48,3128128,04, 127,89, 127,71, 127,67,
126,54, 126,00, 125,87, 125,83 (28C ; @)y-101,82 (1C; C'1), 99,58 (1C: C-Y, 98,63
(ac ; c-1"), 80,39, 68,54 (2C ; C.3c-5"), 76,49 (1C ; C-4, 74,53 (1C ; C-H), 73,98,
70,42 (2C ; c-2 c-3"), 72,95 (1C ; C-3, 71,99 (1C ; C-9), 71,56 (1C ; C-9, 70,59 (1C ; C-
3", 69,88 (1C ; ArcH, (NAP), 68,06 (1C ; C-4), 67,11 (1C ; C-, 61,23 (1C ; C-8),
60,68 (1C ; C-9), 52,99 (1C ; COGHa), 27,60 (6C ; 2 xQH3)3), 23,53, 20,92 (2C ; 2 x
C(CHs)3), 20,85, 20,82, 20,68 (3C ; 3 x OC()
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3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-désoxy-13-(N-phényl-trifluroacétimidoyl)- o/p-D-
glucopyranose
(Ca0H21F3N4Og, M = 502,40 g.mof)

OAc

AcO 0
AcO
N3

0] CF3
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Une solution du produit peracétylé6 (362 mg, 0,970 mmol, 1 éq.) et d’acétate d’hydrazi
(134 mg, 1,46 mmol, 1,5 €g.) dans le DMF est aditéampérature ambiante pendant 30 min.
Le mélange réactionnel est ensuite versé dans e et agité pendant 15 min. La phase
agueuse est extraite avec de I'AcOEt. Les phasganmues sont lavées avec une solution
saturée de NaCl, de I'eau puis séchées et conesnp@ur donner I'hnémiacétal sous forme
d’une huile jaune (292 mg, 91% sur deux étapes).

L’hémiacétal (390 mg, 1,18 mmol, 1 €q.) est disstauss le CHCl, (5 mL). Le KCOs (325
mg, 2,35 mmol, 2 éq.) et le chlorure Mghényl trifluoroacétimidoyl (488 mg, 2,35 mmol, 2
€g.) sont ajoutés. Apres 4h de réaction, cellescsmppée puis filtrée et évaporée. Le résidu
obtenu est purifié sur colonne chromatographiqugedeale silice (éluant EP / AcOEt5/ 1 +
0,2% EtN) pour donner le produit71 (453 mg, 77%) sous forme d’une huile orangée.

'H NMR (400 MHz, CDCls) : § (ppm) 7,34-6,85 (m, 7H ; Ar-H), 6,52-6,42 (m, 0,4H-
10), 5,70-5,62 (m, 1H ; HfY), 5,50 (ddJ,3= 9,5 Hz,Js4 = 10,0 Hz, 0,4H ; H-®), 5,17-5,05
(M, 2,4H ; H-4, H-38, H-4B), 4,33-4,26 (m, 1,4H ; H-6a H-6a8), 4,14-4,09 (m, 1,8H ; H-
50, H-6ko, H-61B), 3,81-369 (M, 2,4H ; He H-2B, H-5B)

La RMN est conforme a celle de la littératdite.

"7 These de M. T. C. Walvoort, Université de Leidbd83
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4-méthoxyphénylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-(1—4)-O-
méthyl 2,3-di-O-benzoyl-1-O-trichloroacétimidoyl- B-D-glucopyranosyluronate
(C36H35C|3N4016, M = 874,03 gmo'iL)

OAc

AcO
AcO
N3 CO,Me

BzO

BzO
(¢} CCl3

17 1 \”/

NH
172

Le disaccharidel69 (61 mg, 0,073 mmol, 1 éq.) est dissous dans ummgél de solvants
toluéne / acétonitrile /eau 1 /2 /1 (1 mL /2 mL mL). Le CAN (201 mg, 0,367 mmol, 5
€g.) est ajouté et le mélange est agité a températnbiante. La réaction est stoppée apres
1h. De I'eau glacée est ajoutée et la phase aqustisxtraite avec de I'acétate d'éthyle. La
phase organique est lavée avec une solution de diQiée puis avec de I'eau, séchée sur
MgSQ,, filtrée puis concentrée. Le résidu est purifié glaromatographie sur colonne de gel
de silice (EP / AcOEt 1/ 1 + 0,1% desNj pour donner 'hémiacétal correspondant sous
forme d’'une mousse rosatre (45 mg, 84%).

Une solution de cet hémiacé(@b mg, 0,061 mmol, 1 ég.) dans du {4 anhydre (1 mL)
est agitée a température ambiante et sous argams Afissolution, le trichloroacétonitrile
(61,2uL, 0,618 mmol, 10 €q.) et la DBU (1 goutte, 0,2 &gnt ajoutés. La réaction est suivie
par CCM (EP / AcOEt 2 / 1) et terminée apres 1h20milieu est concentré et directement
purifié par chromatographie sur colonne de gelitiees(EP / AcOEt 2 / 1 + 0,1% BY).
L’imidate 172 est obtenu sous I'apparence d’'une mousse jaufiénag, 56%).

Rf: 0,61 (EP/ACOEt2/1 + B 0,1%)
[@] 2 =+ 112,2 ¢ = 1,00, CHGJ)

HRMS : m/z: calculée pour &H3sClsNsNaOs [M+Na]™: 895,100585 ; trouvée :
895,100519

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,65 (s, 1H ; N), 7,98-7,33 (m, 10H ; AH), 6,75
(d,J12=3,0 Hz, 1H ; H-D, 6,21 (ddJ,3=Js4= 10,0 Hz, 1H ; H-3, 5,42 (dd J; » = 3,0 Hz,
J3= 10,0 Hz, 1H ; H-3, 5,34 (dd,Jo3 = J34 = 10,0 Hz, 1H ; H-3), 5,27 (d,J.» = 3,5 Hz,
1H : H-1"), 4,95 (ddJs 4 = Ja5 = 10,0 Hz, 1H ; H-%), 4,61 (d,Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-5, 4,51
(dd, Js4=ds5= 9,5 Hz, 1H ; H-Y, 4,26 (ddJs 62 = 3 Hz,Jsa 0= 12,5 Hz, 1H ; H-Ba), 4,11-
4,08 (m, 1H ; H-8b), 3,87-3,86 (m, 1H ; H', 3,84 (s, 3H ; COORB3), 3,32 (ddJ.> = 3,5
Hz,J,3= 10,0 Hz, 1H ; H-2), 2,08, 2,01, 2,00 (3s, 9H ; 3 x OC(®}§)

13C NMR (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 170,75, 169,69, 169,72, 167,97, 165,09,86(6C ;
C-6, C=0), 133,73, 133,47, 130,09, 129,67, 129,35, 128128,58, 128,52 (12C ; AB),
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99,07 (1C ; C-1), 92,95 (1C ; CY, 76,18 (1C ; C-3, 72,38 (1C ; C-9, 71,28 (1C ; C-3,
70,51 (2C ; c-2 c-3", 68,64 (1C ; C-%), 68,10 (1C ; C-4, 61,25 (1C ; C-$), 60,80 (1C ;
c-2"), 53,21 (1C ; COGHj3), 20,83, 20,72, 20,70 (3C ; OC(CH>)

2-naphtylméthyl 3,4,6-tri-O-acétyl-2-acétamido-2-désoxy/p-D-glucopyranoside
(C2sH290NOg, M = 487,50 g.mof)

OAc

AcO 0
AcO ONAP

AcHN
173

Une solution du composks8 (87 mg, 0,184 mmol, 1 éq.) dans la pyridine (1 re&i) agitée a
5°C. L’acide thioacétique (0,60 mL) est alors agogbutte a goutte puis le mélange est agité a
température ambiante pendant 6h. Le milieu réactibprend une couleur jaune poussin. Le
mélange est ensuite évaporé puis coévaporé aun®luke résidu est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice T/ Acétone 12 /1) et le produlf73 est
obtenu sous forme de solide amorphe blanc (66 B8%).7

Rf : 0,29 (CHCI, / Acétone 12 /1)
HRMS : m/z: calculée pour §H30NOg [M+H] " : 488,191508 ; trouvée : 488,191764

'H NMR (400 MHz, CDCls) : 5 (ppm) 7,87-7,40 (m, 10,5H ; A#), 5,75 (d,Jnm2 = 9,0 Hz,
1H ; NHa), 5,63 (d,Jn2 = 9,0 Hz, 0,5H ; M), 5,29-5,24 (m, 1H ; H®, 5,22-5,08 (m,
1,5H ; H-4i, H-38, H-4B), 4,90 (ABq, 1H ; Ar-Gl, (NAPB)), 4,98 (d,J; .= 3,5 Hz, 1H ; H-
10), 4,78 (ABq, 2H ; Ar-Gi, (NAPw)), 4,70-4,68 (m, 0,5H ; H), 4,35 (dddJ., = 3,5 Hz,
Jnnz = 9,0 Hz,Jo3= 12,0 Hz, 1H ; H-2), 4,28-4,17 (m, 2H ; H-6a H-6a,I), 4,08-4,01 (m,
2,5H ; H-B, H-50, H-6l), 3,70-3,66 (m, 0,5H ; Hf§, 2,10, 2,09, 2,02, 2,01, 2,00, 1,90,
1,87 (8s, 18H ; 3 x OC(O)}xa, 3 X OC(0)CGHap, NHC(O)CHs0, NHC(O)H3p)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 171,38, 170,76, 169,94, 169,36 (4C-00), 170,92,
170,80, 170,22, 169,43 (4@=0), 134,44, 133,88, 133,23, 133,21, 133,14, 128,88,34,
127,95, 127,92, 127,84, 127,80, 127,44, 127,04,6226126,51, 126,40, 125,86, 125,83
(20C ; ArC), 99,60 (1C; C-B), 96,68 (1C; C-d), 72,53 (1C; C-B), 71,95 (1C; C-),
71,38 (1C ; C-8), 70,85 (1C ; At€H, (NAPB)), 70,41 (1C ; Ar€H, (NAPw)), 68,71 (1C ; C-
4p), 68,23, 68,14 (2C ; Ced C-50), 62,23 (1C ; C-p), 62,01 (1C ; C-6), 54,56 (1C ; C-P),
51,90 (1C ; C-@), 23,36, 23,16, 20,84, 20,80, 20,73, 20,67 (8C(@CH3, NHC(O)CH>)
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4-méthoxyphénylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-O-méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate
(C42H45NO]_3, M = 851,80 g.mo'il)

OAc

AcO 0
AcO
AcHN CO,Me o
(@]
BzO OMP
BzO
11 I
174

Une solution du composis9 (158 mg, 0,189 mmol, 1 €q.) dans la pyridine (1) mdt agitée

a 5°C. L'acide thioacétique (0,62 mL) est aloruuggagoutte a goutte puis le mélange est agité
a température ambiante pendant 23h. Le mélangensstite évaporé puis coévaporé au
toluéne. Le résidu est purifié par chromatograghiecolonne de gel de silice (€luant £

/ Acétone 12 /1) et le produiZ4 est obtenu sous forme d’'une mousse blanche (8583%4).

Rf : 0,31 (CHCI, / Acétone 12/ 1)
[a] 2 = + 74,8 € = 1,00, CHCJ)
HRMS : m/z: calculée pour HseNO1g [M+H] ™ : 852,270940 ; trouvée : 852,270372

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,93-7,36 (m, 10H ; A (Bz), 6,92-6,77 (m, 4H ;
Ar-H (MP)), 5,82 (dd,Js3 = Js4 = 9,0 Hz, 1H ; H-9, 5,57 (ddJ.» = 6,5 Hz,J»5 = 9,0 Hz,
1H : H-2), 5,43 (d,Jnw2 = 9,5 Hz, 1H ; M), 5,27 (d,J12= 6,5 Hz, 1H ; H-1, 5,12-5,08 (m,
3H ; H-1", H-3", H-4"), 4,66 (ddJs4 = Js5= 9,0 Hz, 1H ; H-, 4,32 (d,Js5= 9,0 Hz, 1H ;
H-5"), 4,22-4,12 (m, 3H ; H!2 H-6"a,b), 3,80-3,78 (m, 1H ; H'}, 3,74 (s, 3H ; Of3), 3,72
(s, 3H ; COO@®i3), 2,09, 2,01, 1,95 (3s, 9H ; 3 x OC(®J§), 1,61 (s, 3H ; NHC(O)Hs3)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 171,28, 170,88, 169,86, 169,17, 167,93, 4H5,
165,12 (7C ; C-6C=0), 155,94, 150,74 (2C ; Az-(MP)), 134,10, 133,55, 129,96, 129,83,
128,96, 128,82, 128,56, 128,36 (12C ;@)-118,69, 114,66 (4C ; AE-(MP)), 100,71 (1C ;
C-1), 98,47 (1C ; CH), 74,69, 74,60 (2C ; C'4C-5), 74,01 (1C ; C-3, 72,11 (1C ; C-3,
70,84, 67,61 (2C ; c'3 C-4"), 69,02 (1C ; C-%), 61,39 (1C ; C-$), 55,72 (1C ; GHy),
52,99 (1C ; COGHs), 51,41 (1C ; C-9), 22,66 (1C ; NHC(QJHs), 20,83, 20,73, 20,68 (3C
; OC(OXCHs3)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxye-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-O-(methyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(3-3)-2-O-benzoyl-4,6-
O-di-tert-butylsilylene-p-D-galactopyranoside
(CeH77NO23Si, M = 1292 41 g.met)

ACO/% \\O
AcO o
(0]
BZO BzO
I

111 17
175

Une solution du composir0(113 mg, 0,088 mmol, 1 €q.) dans la pyridine (1) mdt agitée

a 5°C. L’'acide thioacétique (0,3 mL) est alors &gogoutte a goutte puis le mélange est agité
a température ambiante pendant 53h. Le mélangenssiite évaporé puis coévaporé au
toluene. Le résidu est purifié par chromatograshie colonne de gel de silice (éluant EP /
AcOEt 1 /1) et le produit 75 est obtenu sous forme d’une mousse blanche (83 184g).

Rf : 0,12 (EP / AcOEt 1/ 1)
[@] 2 =+ 73,0 (c = 1,00, CH@)
HRMS : m/z: calculée pour EH7gNO,3Si [M+H] " : 1292,472841 ; trouvée : 1292,472039

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7,77-7,03 (m, 22H ; Ar), 5,65-5,56 (m, 2H ; H2

H-3"), 5,35-5,29 (m, 2H ; H2 NH), 5,07-5,03 (m, 3H ; H!1 H-3", H-4"), 4,98 (d,J., =
3,5 Hz, 1H ; H-1"), 4,84 (ABq, 2H ; Ar-&, (NAP)), 4,60 (dd,Js4 = 3,0 Hz,Js5 < 1,0 Hz,
1H ; H-4), 4,49 (d,J12= 8,0 Hz, 1H ; H-Y, 4,44 (ddJs4 = Jss = 9,0 Hz, 1H ; H-4), 4,29-
4,28 (m, 2H ; H-&,b), 4,19-4,11 (m, 2H ; H'2 H-6"a,b), 4,09-4,06 (m, 2H ; H'5, 3,82
(dd, o3 = 10,0 Hz,J34 = 3,0 Hz, 1H ; H-3, 3,78 (s, 3H ; COOB,), 3,69-3,67 (m, 1H ; H-
5", 3,41-3,40 (m, 1H; H% 2,09, 1,99, 1,94 (3s, 9H; 3 x OC(®)E, 1,54 (s, 3H;
NHC(O)CH3), 1,10, 1,06 (2s, 18H ; 2 x K5)3)

13C NMR (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 171,31, 170,95, 169,91, 169,16, 167,60, 4H5,
164,88, 164,80 (8CC=0, C-6'), 134,81, 133,99, 133,14, 132,98, 132,87, 129129,77,
129,58, 128,78, 128,72, 128,35, 128,31, 128,10,0628127,91, 127,70, 126,61, 126,04,
125,91, 125,89 (28C ; AB), 101,49 (1C ; C-1), 99,47 (1C ; CY, 98,54 (1C ; CH), 79,97
(1C ; C-3), 75,42 (1C ; C-%), 74,71, 74,52 (2C ; C'2c-5'), 72,93 (1C ; C-3, 71,94 (1C ;
c-2"), 71,59 (1C ; C-9, 70,81 (1C ; C-3), 70,66 (1C ; C-8, 69,89 (1C ; ArcH, (NAP)),
68,96 (1C ; C-B), 67,57 (1C ; C-4), 67,09 (1C ; C-9, 61,26 (1C ; C-8), 53,03 (1C ;
COQCHs), 27,60, 27,59 (6C ; 2 xCHs)s), 23,53, 20,86 (2C C(CHs)s), 22,61 (1C ;
NHC(O)CHs), 20,88, 20,75, 20,70 (3C ; 3 x OC(®Js)
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2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxye-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-O-(methyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-sodium 40-
aceétyl-2-0O-benzoyl-6-O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(C51H62NN8027S, M= 1296,19 gmo]I)

OAc

AcO 0
AcO AcO 0OSO5Na
Bz;m/o o
BzO BzO
111 17 I

176

Une solution du diol67 (44 mg, 0,038 mmol, 1 éq.) et de MeSO; (13,1 mg, 0,095 mmol,
2,5 éqg.) dans le DMF (1 mL) est agitée pendant BA°&€ sous argon. La réaction est suivie
par CCM (CHCI,/ MeOH 9/ 1). Le mélange est ensuite refroidd@pérature ambiante puis
1 mL de MeOH est ajouté. Le mélange est ensuiteé affi min sous argon puis il est
concentré. Le résidu est directement engagé daesréaction d’acétylation en présence
d’anhydride acétique (1 mL) et de pyridine (2 mApres une nuit, le milieu est concentré et
coévaporé au toluene. Une chromatographie sur oelde gel de silice est effectuée (CH

/ MeOH 9 / 1). Enfin une colonne de résine échasgediions Sephadex SP C25 [Na
(CH.CIl, / MeOH / HO 9 /5 / 1) permet d’obtenir le trisaccharide atéfL76 sous forme d’un
film blanchatre (20 mg, 40%).

Rf : 0,29 (CHCl,/ MeOH 9 /1)
[a] 2 =+ 116,1 (c = 1,00, MeOH)
HRMS : m/z: calculée pour §HsNO27S [M-Na] : 1272,323540 ; trouvee 1272,323707

'H NMR (250 MHz, MeOD) : & (ppm) 7,73-7,02 (m, 22H ; Ar), 5,79 (ddJ,3=J34= 9,0
Hz, 1H ; H-3), 5,53 (ddJs4 = 3,5 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-Y, 5,36 (ddJ,»= 8,0 Hz,J» 5=
10,0 Hz, 1H ; H-B, 5,20-5,03 (m, 4H ; H1 H-2", H-1", H-3"), 4,95 (ddJs4= 2,5 Hz,J45
< 1,0 Hz, 1H ; H-4), 4,80 (ABq, 2H : Ar-®, (NAP)), 4,67 (d,J1» = 8,0 Hz, 1H ; H-,
4,45-4,30 (m, 2H ; HY4 H-5"), 4,27-4,24 (m, 1H : H'R 4,22-4,18 (m, 3H ; H-'&, H-6"a,b),
4,14-4,10 (m, 1H ; H'5, 4,05-3,97 (m, 2H ; H'B, H-2"), 3,89 (s, 3H ; COORB,), 3,73-3,67
(m, 1H ; H-8"), 2,16, 2,08, 1,99, 1,89 (4s, 12H ; 4 x OC(E) 1,75 (s, 3H ; NHC(0)83)

3C NMR (62,5 MHz, MeOD) : & (ppm) 173,27, 172,44, 171,97, 171,83, 171,13, 849,
166,62, 166,54, 166,11 (9CC=0, C-8'), 135,78, 134,72, 134,52, 134,34, 134,16, 130,59,
130,53, 130,41, 129,83, 129,59, 129,37, 129,13,9528128,50, 127,82, 126,93, 126,86,
121,38 (28C ; AI€), 102,08 (1C ; C-1), 100,83 (1C ; C-}, 98,34 (1C ; c-H4), 79,77 (1C ;
c-3), 76,17 (1C ; C-9, 74,85, 74,49 (2C ; C'4C-5'), 73,70 (1C ; C-H, 73,16 (1C ; CH),
72,34 (1C ; C-B, 71,77 (1C ; C-8), 71,62 (1C ; Ar€H, (NAP)), 71,00 (1C ; C-3, 69,80,
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69,70 (2C ; C-4, c-5"), 68,01 (1C ; C-9, 62,73 (1C ; C-8), 53,65 (1C ; COGHs), 52,12
(1C ; c2"), 22,51 (1C ; NHC(QJHs), 20,83, 20,69, 20,55, 20,49 (4C ; 4 x OGTH))

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxye-D-glucopyranosyl)-
(1-4)-O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2,6-di-O-benzoyl-
p-D-galactopyranoside
(CesHesNO24, M = 1256,21 g.mot)

OAc

AcO 0
AcO HO OBz
Bz/Om/o ©
BzO BzO
117 Il I

177

Sous argon, le didl67 (46 mg, 0,039 mmol, 1 éq.) est dissous dans lalipgret le cyanure
de benzoyle (11 mg, 0,084 mmol, 2 éq.) est ajouemeélange est agité pendant 27h a
température ambiante. La réaction est stoppée autaat du méthanol et laissée agiter
pendant 30 min sous argon. Des lavages a I'eauaqouidaHCQ et une fois supplémentaire a
I'eau sont effectués. La phase organique est seéhiéporée puis coévaporée au toluéne. Le
résidu obtenu est purifié sur colonne chromatogopgh(éluant CHCl, / MeOH 17 / 1) et le
produit177 est obtenu sous forme d’un solide blanchatre (¢181%).

Rf : 0,58 (CHCI,/ MeOH 17/ 1)
[a] 2 = + 63,4 € = 1,00, CHCJ)
F = dégradation (AcOEt / EP)

HRMS : m/z: calculée pour HssNO24 [M+H] ™ : 1256,396928 ; trouvée 1256,397059

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,13-7,08 (m, 27H ; Ar), 5,59-5,54 (m, 2H ; H2
H-3"), 5,42 (d,Jonn = 9,5 Hz, 1H ; M), 5,31 (dd,Ji» = 7,0 Hz,J»5 = 9,5 Hz, 1H ; H-D),
5,07-5,04 (m, 2H ; H-8, H-4"), 5,01 (d,J.» = 3,5 Hz, 1H; H-1), 4,95 (d,J;, = 7,0 Hz,
1H : H-1"), 4,84 (ABq, 2H ; Ar-&i, (NAP)), 4,72-4,69 (m, 2H ; H&,b), 4,50-4,46 (m, 2H ;
H-1', H-4"), 4,23-4,16 (m, 4H ; H4H-5", H-2", H-6"a), 4,09 (ddJs6 = 12,5 Hz,Jsaep =
2,5 Hz, 1H ; H-8'b), 3,89-3,85 (m, 2H ; H!3H-5), 3,75 (s, 3H ; COORBs3), 3,74-3,71 (m,
1H ; H-8"), 3,06 (brs, 1H ; @), 2,10, 2,00, 1,95 (3s, 9H ; 3 x OC(®)§), 1,61 (s, 3H ;
NHC(O)CHs3)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 171,32, 170,90, 169,89, 169,16, 168,02, 556,
165,90, 164,77, 164,71 (9CC=0, C-8'), 133,44, 133,11, 130,08, 129,97, 129,72, 129,61,
128,77, 128,68, 128,30, 128,23, 128,16, 127,91,6127127,00, 126,08, 126,01, 125,99
(34C ; ArC), 101,62 (1C; C-'D), 98,75 (1C; C-3, 98,51 (1C ; c-1), 81,17 (1C ; C-3,
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75,17 (1C ; C-%), 74,60 (1C ; C-%), 74,03 (1C ; C-3, 72,19 (1C ; C-H, 71,33 (1C ; C-9,
70,77 (1C ; C-8), 70,61 (1C ; C-%), 69,77 (1C ; ArcH, (NAP)), 69,05 (1C ; C-8), 68,59
(1C ; C-4), 67,66 (1C ; C-4), 63,65 (1C ; C-9, 61,44 (1C ; C-8), 53,29 (1C ; COGHy),
51,35 (1C ; C-¥), 31,35 (1C ; NHC(QJH3), 22,69, 20,85, 20,75, 20,69 (4C ; 4 x
OC(O)CHy)

2-naphtylméthyl O-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxye-D-glucopyranosyl)-
(1—4)-O-(méthyl-2,3-di-O-benzoyl$-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2,6-diO-
benzoyl-4O-sulfonatofi-D-galactopyranoside
(CeeHeaNNaO,7S, M = 1358,26 g.mal)

OAc
AcO 0
AcO NaO;SO OBz
Bz/Om/o ©
BzO BzO
117 17 I
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Une solution du composE77 (41 mg, 0,033 mmol, 1 éq.) et de MeSO; (47 mg, 0,33
mmol, 10 éq.) dans la DMF (1,5 mL) est agitée a680us argon. La réaction est suivie par
CCM (CH.Cl,/ MeOH 17 / 1). Apres 48h, la réaction étant inptéte, du MeN.SQ; (23

mg, 0,165 mmol, 5 éq.) est ajouté et I'agitationlaissée a 60°C pendant 24h. La réaction
n’étant toujours pas compléte, du MeSGC; (23 mg, 0,165 mmol, 10 ég.) est encore ajouté et
la réaction est laissée 24h de plus. Le méme ptea@st alors répété car la réaction n’est pas
complete. Apres un total de 7 jours, I'exces detitast hydrolysé a température ambiante
par du MeOH (0,5 mL) pendant 30 min. Le mélange désictement purifié sur colonne
Sephadex LH-20 (C}Cl, / MeOH 1 / 1) puis une colonne de résine écharggelisns
Sephadex SP C25 [NgCH.Cl, / MeOH / HO 9/ 5/ 1) donne le produit désit&8 (42 mg,
95%) sous forme d’un film blanchétre.

Rf : 0,29 (CHCl, / MeOH 17/ 1)
[a] 2 = + 53,7 ¢ = 1,00, CHGJ)
HRMS : m/z: calculée pour §Hs4sNO27S [M-Na] : 1334,339190 ; trouvee 1334,338801

'H NMR (400 MHz, MeOD) : & (ppm) 8,14-7,07 (m, 27H ; A, 5,84-5,79 (m, 1H ; H-3,
5,46-5,39 (m, 2H ; H*2H-2"), 5,13 (dJ.»= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 5,11-5,06 (m, 3H ; H4H-
1", H-3"), 4,91 (ddJs 4= Js5= 9,5 Hz, 1H ; H-4), 4,72 (ABq, 2H ; Ar-&, (NAP)), 4,77-
4,75 (m, 2H ; H-&,b), 4,64 (dJ1,=7,5 Hz, 1H ; H-1, 4,56 (ddJs 4= Js5= 7,5 Hz, 1H ; H-
4", 4,40-4,38 (m, 1H ; HY, 4,27 (dd J, 3= 10,0 HzJs 4 = 3,5 Hz, 1H ; H-3, 4,20-4,18 (m,
2H ; H-68"a,b), 4,11-4,09 (m, 1H ; HY% 4,02 (ddJ.» = 3,5 Hz,J,3= 11,0 Hz, 1H ; H-2),
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3,83 (s, 3H ; COOBs), 3,78-3,74 (m, 1H ; H'%), 2,06, 1,97, 1,89 (3s, 9H ; 3 x OC(B}§),
1,74 (s, 3H ; NHC(O)CH)

3C NMR (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 174,11, 173,33, 172,74, 171,97, 171,06, 668,
167,64, 167,54, 167,50 (9CC=0, C-8'), 136,56, 135,59, 135,30, 135,22, 135,19, 135,01,
132,38, 131,65, 131,62, 131,56, 131,54, 131,48,8730130,78, 130,54, 130,46, 130,37,
130,03, 129,83, 129,60, 129,41, 128,49, 127,86,7827127,57 (34C ; AB), 103,90 (1C ; C-
1", 101,61 (1C ; C}, 99,19 (1C ; c-4), 80,07 (1C ; C-3, 78,03, 72,65 (1C ; Ctac-3"),
77,28 (1C ; C-%), 75,78 (1C ; C-%), 75,19 (1C ; C-H, 74,78, 74,63, 73,38 (3C ; C--5,
c-2"), 72,10 (1C ; ArcH, (NAP)), 70,69, 70,54 (2C ; C'4 c-58"), 66,27 (1C ; C-9, 63,61
(1C ; c-8"), 54,51 (1C ; COGHs), 53,02 (1C ; C-%), 23,39 (1C ; NHC(QJHs), 21,58,
21,41, 21,36 (3C ; OC(@Hs3)

4-méthoxyphényl 2,4-diO-benzoyl-3-O-tert-butyldiméthylsilyl- p-D-galactopyranoside et
4-méthoxyphényl 2,6-diO-benzoyl-3-O-tert-butyldiméthylsilyl- p-D-galactopyranoside
(C33sH4006Si, M = 608,75 g.mol)

BzO OH HO OBz
(0] (0]
TBDMSO ] TBDMSO ]
BzO BzO
OMe OMe
183 184

Dans un ballon contenant le dit85 (1 g, 1,98 mmol, 1 éq) dans le & (16 mL) anhydre

et le toluene anhydre (8 mL), sont successivementés le CSA (300 mg, 2,13 mmol, 1 éq)
et le triméthylorthobenzoate (3 mL, 11,9 mmol, §. &g mélange réactionnel est agité une
heure a température ambiante sous argon, puiseagtahisé avec de la triethylamine (500
pL). La solution est diluée dans du &Hb, lavée successivement avec de I'eau puis avec une
solution de NaHC@saturée et enfin avec de l'eau. Elle est ensé@thée sur MgSOpuis
concentrée. Le produit ainsi obtenu est alors Hydéoavec de 'AcOH (16 mL) a 80%
pendant 15 min a température ambiante. De l'ealemstiite ajoutée au mélange, puis la
solution est évaporée et coévaporée avec de lagmiligthanol et du toluéne (1 fois). Une
purification par chromatographie sur colonne deei{AcOEt/ EP 1/ 1 puis 3/ 2) donne les
composéd.83 (600 mg, 50%) €184 (290 mg, 24%).

Analyses de 183 :

Rf : 0,56 (EP / AcCOEt 1/ 1)
[@] 2 = + 75,6 € = 1,00, CHCJ)
HRMS : m/z: calculée pour §H4100Si [M+H] * : 609,251436 ; trouvée 631,251637

'H NMR (400 MHz, CDCly) : & (ppm) 8,12-7,39 (m, 10H ; A, 6,95-6,70 (m, 4H ; AH
(MP)), 5,81 (ddJi» = 8,0 Hz,Jo5= 9,5 Hz, 1H ; H-2), 5,51 (ddls4 = 3,5 Hz,Js5 < 1 Hz,
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1H ; H-4), 5,09 (dJ1» = 8,0 Hz, 1H : H-1), 4,19 (ddos = 9,5 Hz,J3.4 = 3,5 Hz, 1H ; H-3),
3,97-3,94 (m, 1H ; H-5), 3,83-3,79 (M, 1H ; H-68)73 (s, 3H ; OE), 3,69-3,64 (M, 1H ;
H-6b), 2,84 (brs, 1H, OH), 0,63 (s, 9H : G{§}), 0,03, -0,12 (2s, 6H : Si{E),)

13C NMR (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 167,46, 165,02, 155,39, 151,13, 133,48, 9632,
130,03, 129,73, 129,53, 128,83, 128,39, 128,23581414,34 (18C ; AG), 101,12 (1C ; C-
1), 73,92 (1C ; C-5), 72,44 (1C ; C-2), 71,33 (1C-3), 70,99 (1C ; C-4), 60,37 (1C ; C-6),
55,41 (1C ; @Hs), 25,01 (3C ; CHa)3), 17,39 (LCC(CHa)a), -4,97, -5,27 (2C ; STH3)»)

Analyses de 184 :

Rf : 0,74 (EP / AcOEt 1 /1)
[a] 2 = + 22,5 € = 1,00, CHCJ)
HRMS : m/z: calculée pour &HsNaGSi [M+Na]" : 631,233380 ; trouvée 631,232780

'H NMR (400 MHz, CDCls) : § (ppm) 8,20-7,39 (m, 10H ; A, 6,96-6,68 (m, 4H ; AH
(MP)), 5,81 (dd,J1» = 8,0 Hz,Jo5= 9,5 Hz, 1H ; H-2), 4,94 (dl1» = 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,82-
4,65 (m, 2H ; H-6a,b), 4,10-3,97 (m, 3H ; H-3, HHE5), 3,71 (s, 3H ; OB3), 2,80 (s, 1H ;
OH), 0,62 (s, 9H ; C(Ba)3), 0,13, -0,12 (2s, 6H ; Sifds),)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 167,46, 165,02, 155,39, 151,13, 133,48, I32,
130,03, 129,73, 129,53, 128,83, 128,39, 128,23581814,34 (18C ; AE), 101,12 (1C ; C-
1), 73,92 (1C ; C-5), 72,44 (1C ; C-2), 71,33(1C-3), 70,99 (1C ; C-4), 60,37 (1C ; C-6),
55,41 (1C ; @Hs3), 25,01 (3C : CH3)3), 17,39 (1C C(CHs)s), -5,12 (2C ; SICH3))

4-méthoxyphényl 20-benzoyl-3-O-tert-butyldiméthylsilyl- B-D-galactopyranoside
(CzengOsSi, M = 504,64 g.mdf)

Ho OH
(0]
TBDMSO O\©\
OMe

BzO

185

Le produit187 (200 mg, 0,41 mmol, 1 éq) est dissous dans lalimgi(4 mL) et du chlorure
de benzoyle (150 uL, 1,29 mmol, 3 éq) est ajoutfitgca goutte a température ambiante et
sous argon. Le mélange réactionnel est laissérgmtalant 48 heures puis une neutralisation
est réalisée avec du MeOH (10 mL). Le milieu esi&davec du CbkCl,, lavé a l'eau, au
NaHCG; saturé puis de nouveau a I'eau avant d’étre seeh&1gSQ, concentré et purifié
par colonne chromatographique sur gel de silice/(BPOEt 2 / 1) pour donner le composé
tout protégé sous forme d’'une poudre blanche (1§664026).
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Rf: 0,31 (EP/ AcOEt 3/ 1)
[@] 2 = + 29,7 €= 1,00, CHC))
F = 187°C (AcOEt/ EP)

HRMS : m/z: calculée pour §H410sSi [M+Na] " : 593,256521 ; trouvée 593,256827

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : 5 (ppm) 7,63-7,49 (m, 10H ; A, 6,97-6,70 (m, 4H ; AH
(MP)), 5,73 (dd,J.»= 8,0 Hz,J,5= 9,5, 1H ; H-2), 5,58 (s, 1H ; PhHJ, 5,02 (d,J;> = 8,0
Hz, 1H; H-1), 4,49-4,35 (m, 1H ; H-6a), 4,15-4,04, 3H ; H-3, H-5, H-6b), 3,73 (s, 3H ;
OCH3), 3,61-3,60 (M, 1H ; H-4), 0,77 (s, 9H ; G{§)s), 0,06, -0,10 (2s, 6H ; Si(®%),)

13C RMN (100 MHz, CDCL) : & (ppm) 165,56, 162,81, 155,85, 151,99, 138,22, QI135,
133,30, 130,96, 130,07, 129,20, 128,72, 126,68,721914,73 (18C ; A6), 101,89 (1C ; C-
1), 101,30 (1C ; PIBH), 76,72, 72,68 (2C ; C-B-5), 72,44 (1C ; C-2), 69,47 (1C ; C-6),
67,26 (1C ; C-4), 55,96 (1C ;@3), 25,88 (3C : CHa)3), 18,34 (1C C(CHa)s), -3,94, -4,24
(2C ; SiCHz)2)

Dans un ballon contenant le produit tout proté®é5 g, 0,306 mmol, 1 éq) dissous dans le
CH.Cl; (2 mL) a 0°C, on ajoute goutte a goutte 125 plnd’solution préparée au préalable
de TFA / CHCI,/ H,O dans les proportions (1/ 10/ 0,5). La réactish suivie par CCM
(CH.CI, / MeOH 19/ 1). Un deuxiéme ajout est effectuébaut d’'une heure et demi. La
réaction est arrétée au bout de 5h. Le milieu estite lavé a I'eau, au NaHG®aturé puis
de nouveau a l'eau avant d'étre séché sur MgS®Oncentré et purifié par colonne
chromatographique sur gel de silice (EP / AcCOEfLR@our donner le prodult85 sous forme
d’'une poudre blanche (81 mg, 64%).

Rf : 0,41 (CHCl,/ MeOH 19/ 1)
[@] 2 = + 25,0 € = 1,00, CHCJ)
F = 166°C (AcOEt / EP)

HRMS : m/z: calculée pour §HssNaQsSi [M+Na] ™ : 527,207165 ; trouvée 527,206849

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,08-7,43 (m, 5H ; A), 6,91-6,69 (m, 4H ; AH
(MP)), 5,62 (dd,Ji > = 8,0 Hz,Jo3= 9,5 Hz, 1H : H-2), 4,98 (dk» = 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,07-
3,95 (M, 4H ; H-4, H-5, H-6a,b), 3,78-3,73 (m, 1H-3), 3,70 (s, 3H ; OB3), 2,88 (s, 1H ;
OH-4), 2,53 (s, 1H ; ©-6), 0,81 (s, 9H ; C(B5)s), 0,08, -0,09 (2s, 6H ; Si3).)

13C NMR (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 165,34, 155,49, 151,50, 133,19, 130,07, 8129,
128,49, 118,76, 114,67 (12C ; &) 101,08(1C ; C-1), 74,85 (1C ; C-3), 73,17 (2C-6),
72,37 (1C ; C-2), 70,03 (1C ; C-5), 62,26 (1C ;)C56,67 (1C ; OB), 25,59 (3C ; CHa)s),
17,91 (LCC(CHsa)s), -4.66 (2C ; SICH3),)
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4-méthoxyphényl 2,3,4,6-tétra@-acétylf-D-galactopyranoside
(C21H2¢011, M = 454,42 g.mof)

OAc

AcO
(@)
AcO 0\©\
AcO

OMe

186

Dans un ballon de 500 mL, le 1,2,3,4,6-petacétyl$-D-galactopyranosid8 (35,5 g, 90,9
mmol, 1 éq) et le 4-méthoxyphénol (22,5 g, 181,2amra éq) sont mis en solution avec 160
mL de CHCI, anhydre en présence de tamis moléculaire actiwénélange réactionnel est
agité a température ambiante et sous argon pedA8amin, puis refroidi a 0°C. Le TMSOTf
est ensuite ajouté et le mélange réactionnel es# pgndant 3 heures a 0°C. L’exces de
réactif est neutralisé avecsBt(7 mL, 50,4 mmol). Le tamis est filtré et rincéea du CHCI,
anhydre, le filtrat est lavé avec du NaOH 1M, duCNale I'eau, séché et concentré sous
pression réduite. Le résidu est cristallisé dais®propanol a chaud pour donner le produit
186 sous la forme de cristaux blancs (35,860).

'H NMR (250 MHz, CDCl3) : § (ppm) 7,02—6,72 (m, 4H ; Ar (MP)), 5,49-5,39 (m, 2H ;
H-2, H-4), 5,08 (ddJ»3=10,5 Hz,Js4= 3,5 Hz, 1H ; H-3), 4,91 (dl;>= 8,0 Hz, 1H ; H-1),
4,29-4,07 (m, 2H ; H-6a,b), 4,03-3,98 (M, 1H ; H-B)76 (s, 3H ; OB3), 2,17, 2,07, 2,04,
1,99 (4s, 12H ; OC(O)&,)

4-méthoxyphényl 4,60-benzylidéne-30O-tert-butyldiméthylsilyl- g-D-galactopyranoside
(C26H3607Si, M = 488,65 g.mot)

Ph
o
@)

(@]
TBDMSO O\©\
OMe

HO

187

Dans un ballon de 10 mL, on introduit le prodaidt(200 mg, 0,53 mmol, 1 éq), le TBDMSCI
(87 mg, 0,57 mmol, 1,1 éq) et I'imidazole (218 BRE0 mmol, 6 éq) ainsi que la pyridine. Le
mélange réactionnel est agité sous argon et a tatopg ambiante pendant 4 heures. Le
meélange est ensuite concentré directement et queé¥au toluéne. Une purification par flash
chromatographie sur colonne de gel de silice e {goluene / ACOEt 6 / 1). On obtient le
produit187sous forme d’'une poudre blanche (220 mg, 84%).

Rf : 0,5 (toluéne / AcCOEt 6/ 1)
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[@] 2 = - 22,4 €= 1,00, CHCJ)
F = 123°C (AcOEt/ EP)
HRMS : m/z: calculée pour &H3;0;Si [M+H] * : 489,230306 ; trouvée 489,230555

'H NMR (400 MHz, CDCls) : § (ppm) 7,57-6,74 (m, 9H ; A, 5,54 (s, 1H ; Ph-8), 4,79
(d, o= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,36 (ddp 3= 12,0,d54 = 1,5 Hz, 1H ; H-3), 4,11-4,03 (m, 3H ;
H-4, H-6a,b), 3,81-3,78 (m, 1H ; H-5), 3,77 (s, 38CH3), 3,52-3,51 (m, 1H ; H-2), 2,35 (s,
1H ; OH), 0,93 (s, 9H ; C(B3)s), 0,24, -0,08 (2s, 6H ; Si(E),)

13C NMR (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 155,24, 151,19, 137,70, 134,28, 129,57, 5128,
127,87, 126,07, 119,02, 114,42 (12C ;@ri102,52 (1C ; C-1), 100,71 (1C ; Fid) ,76,16
(1C ; C-4), 74,28 (1C ; C-5), 70,95 (1C ; C-6af9,03 (1C ; C-2), 66,65 (1C ; C-3), 55,45
(1C ; OCHg), 25,57 (3C ;CHs)s), 18,09 (1C C(CHs)s), -4,52, -4,78 (2C ; ST¥H-),)

4-méthoxyphényl 20-benzoyl-3-O-tert-butyldiméthylsilyl-6-désoxy-6-fluoro--D-
galactopyranoside
(C26H3sFOSi, M = 506,64 g.mot)

Ho F
o}
TBDMSO O\©\
OMe

BzO
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Dans un ballon le diol85 (100 mg, 0,20 mmol, 1 ég.) est introduit avec radJsde CHCI,
sous argon a -40°C. Le DAST (2, 0,40 mmol, 2 éq.) est ensuite ajouté goutte wttgaet
laissé agiter 3 minutes a cette température. Lamgél réactionnel est ensuite laissé remonter
a température ambiante. Apres une heure, la réaesb refroidie a -20°C, le MeOH est
doucement ajouté puis les solvants sont évapores purification par chromatographique sur
colonne de gel de silice est faite (EP / AcOEtY./Le produitl91 est obtenu sous forme
d’'une poudre blanche (40 mg, 40%).

Rf : 0,46 (EP / ACOEt 4 /1)
HRMS : m/z: calculée pour &H330;Si [M+Na] " : 529,202829 ; trouvée 529,202478

'H NMR (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8,10-7,39 (m, 5H, Ai), 6,98-6,70 (m, 4H ; AH
(MP)), 5,63 (dd,J;>= 8,0 Hz,Jo3= 9,5 Hz,1H ; H-2), 4,98 (dJ; = 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,87-
4,70 (dd,Jse = 6,5 Hz,Js, r = 48,0 Hz, 2H ; H-6a,b), 4,09-3,99 (m, 1H ; H-8)00-3,90 (m,
2H : H-4, H-5), 3,75 (s, 3H ; Ofy), 0,84 (s, 9H ; C(Bl3)3)), 0,10, -0,06 (2s, 6H ; Si(d:),)

13C NMR (100 MHz, CDCly): & (ppm) 165,01, 155,36, 151,31, 132,95, 129,75, 529,
128,24, 127,96, 118,76, 114,26 (12C ;@-100,96 (1C ; C-1), 81,83 (d c = 168 Hz, 1C ;
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C-6), 73,04, 72,82 (2C ; C-4, C-5), 72,67 (1C ;)=6B,93 (1C ; C-3), 55,40 (1C ;GBl3y),
25,30 (3C X 3 X¢H3)3), 17,60 (1C C(CH3)3), -4,98 (2C ; 2 X@Hg)z)

19F NMR (376 MHz, CDCI3) : § (ppm) -196,54 (dtJs .= 14,0 Hz,Js r = 48,0 Hz, 1F)
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Protocoles généraux pour les sulfatations

Procédure générale pour les sulfatations exhaust{desulfation et 4,6-sulfatation) (A)

Une solution de sucre (10 éq.) et de;B3Mes (2,5 éq. pour la 4-sulfatation ou 4 ég. pour la
disulfation) dans le DMF est chauffée a 60-65°Cdar plusieurs heures ou jours sous argon
et suivie par CCM. 1 éq. de réactif sulfaté esut@orégulierement jusqu'a obtenir une
réaction complete. L’exces de réactif est hydrolygedu MeOH. Le mélange réactionnel est
concentré sous pression réduite et le résidu estiéppar colonne d’exclusion stérique
(Sephadex LH-20, C¥€l, / MeOH 1 / 1) puis par chromatographie sur gesidee (CHCl, /
MeOH 12 / 1 ou 9/ 1). Une résine échangeuse d'{8ephadex SP C25, GEl, / MeOH /
H,O 9/5/ 1) permet d’obtenir le sel de sodium.

Procédure générale pour la 6-sulfatation régiostélex(B)

Une solution de sucre (1,0 ég.) et desBlMe; (2,5 €q.) dans le DMF (2 mL) est chauffée a
40°C pendant plusieurs heures sous argon et uavi€CM. L’exces de réactif est hydrolysé
par du MeOH. Le mélange réactionnel est concertuvs pression réduite et le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice {CH/ MeOH 9 / 1). Une résine échangeuse
d’'ions (Sephadex SP C25, gEl, / MeOH / HO 9/5/ 1) permet d’obtenir le sel de sodium.

Procédure représentative pour la sulfatation agggtar MW (C)

Une solution de sucre (1,0 éq.) et des8Me; (2,5 €g.) dans le DMF (4 mL) est préparée
dans un tube MW. Celui-ci est scellé et placé swadiations MW pendant 20 min. a 100°C.
L’excés de réactif est hydrolysé par du MeOH. Ldamge réactionnel est concentré sous
pression réduite et le résidu est purifié par clatmgraphie sur gel de silice (@El, / MeOH

9 / 1). Une résine échangeuse d’ions (SephadexZ& CHCl, / MeOH / HO 9/5/ 1)
permet d’obtenir le sel de sodium.

Procédure représentative pour la sulfatation packamie en flux continu (D)

Une solution A de sucre (1,0 éqg.) dans le DMF (2) &t injectée dans I'appareil de flux
avec un débit de 0,25 mL.min une seconde solution B contenant dus.8i®le; (2,5 éq.)
dans le DMF (2mL) est également injectée. Cellesexit alors mélangées et ce mélange
passe ainsi dans un réacteur linéaire de 10 mL@avéemps de résidence de 20 min a 100°C.
A la sortie du réacteur, le mélange est alors ctdlelans un ballon contenant du MeOH. Le
meélange réactionnel est concentré sous pressioniteé@t le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (&H, / MeOH 9 / 1). Une résine échangeuse d’ions
(Sephadex SP C25, GEl, / MeOH / HO 9/5/ 1) permet d’obtenir le sel de sodium.
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4-méthoxyphényl 2,3,6-triO-benzoyl$-D-galactopyranoside
(CaaH30010, M = 598,60 g.mof)

HO OBz
O
BzO OMP
BzO
195

Sous argon, le 4-méthoxyphényl-2,3@Hbenzoylf-D-galactopyranosidé92 (500 mg, 1,01
mmol, 1 éq.) est dissous dans la pyridine et leNB£€65 mg, 2,02 mmol, 2 éq.) est ajoute.
Le mélange est agité pendant 4h20 a températureaat@bla réaction est suivie par CCM
(CHxCI, / MeOH 9/ 1). 5 mL de méthanol sont ajoutés eééetion est laissée agiter pendant
40 min sous argon. Des lavages a I'eau, avec Uogmosaturée de NaHG@t une nouvelle
fois & I'eau sont effectués. La phase organiqueséshée, évaporée puis coévaporée au
toluéne. Le résidu obtenu est purifié sur colormematographique (éluant GEl, / Acétone
98/ 2) et le produit95est obtenu sous forme d’'une mousse blanchatrenfis) B3%).

Rf : 0,31 (CHCI, / Acétone 98 / 2)
[a] 2> =+ 81,9 €= 1,00, CHC))
F =174-179°C (AcOEt a chaud / EP)

HRMS : m/z: calculée pour §H31010[M+H] " : 599,191174 ; trouvée : 599,191795

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) 8,01-7,36 (m, 15H ; A, 6,96-6,64 (m, 4H ; AH
(MP)), 6,01 (ddJ1»= 8,0 Hz,J,3= 9,5 Hz, 1H ; H-2), 5,41 (dd)3= 9,5 Hz,J34= 2,5 Hz,
1H ; H-3), 5,14 (dJ1 2= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,73 (dds 6a = 5,5 Hz,Jgasp= 11, 5 Hz, 1H ; H-
6a), 4,66 (ddJs e, = 7,5 Hz,Jga 6= 11,5 Hz, 1H ; H-6b), 4,43-4,41 (m, 1H ; H-4)2@:4,17
(m, 1H ; H-5), 3,70 (s, 3H ; Ofx)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : 5 (ppm) 166,56, 166,04, 165,57 (3C=0), 155,84, 151,39,
133,77, 133,54, 133,43, 130,12, 130,00, 129,94,6029129,09, 128,72, 128,67, 128,60,
119,17, 114,61 (24C ; AB), 101,42 (1C; C-1), 74,37 (1C; C-3), 72,91 (1C-5), 69,62
(1C ; C-2), 67,52 (1C ; C-4), 63,13 (1C ; C-6),AB(1C ; CCHa)
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benzyl 2-acétamido-60-benzoyl-3-0-benzyl-2-désoxye-D-glucopyranoside
(C20H3:NO7, M = 505,56 g.mof)

OBz

HO 0
BnO
AcHN

OBn
196

Le benzyl 2-acétamido-@-benzylwu-D-glucopyranosidd93 (300 mg, 0,75 mmol, 1 éq.) et le
cyanure de benzoyle (197 mg, 1,50 mmol, 2 éq.) dissbus dans la pyridine. Le mélange est
agité pendant 5h a température ambiante. La réaetibsuivie par CCM (Ci€l, / MeOH 9/

1). Du méthanol est ajouté et la réaction est éaissyiter pendant 30 min sous argon. Des
lavages a I'eau puis avec une solution saturéead¢dd; et une fois supplémentaire a I'eau
sont effectués. La phase organique est séchéepré&eapuis coévaporée au toluéne. Une
purification par chromatographie sur colonne dedgesilice (DCM / Acétone 19 / 1) permet
d’obtenir le produitl96 sous forme d’un solide blanc (268 mg, 71%).

Rf : 0,16 (CHCI,/ Acétone 19/ 1)

[a] 2> = + 98,5 € = 1,03, CHCJ)

F = 195°C(MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour &H3:NO; [M+H] ™ : 506,217329 ; trouvée : 506,217527

Analyse élémentaire :calculée pour &H3NO7: C,68.90 ; H,6.18 ; N, 2.77 ; trouvée
C,68.33;H,6.24 ; N, 2.82

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : § (ppm) 8,06-7,29 (m, 15H ; A#), 5,44 (d,Jnn2= 9,5 Hz,
1H ; NH), 4,90 (dJ; 2= 3,5 Hz, 1H ; H-1), 4,78-4,71 (m, 3H ; H-6a, AHE), 4,60 (ABq, 2H
. Ar-CHy), 4,44-4,40 (m, 1H ; H-6b), 4,27 (dd#l,»= 3,5 Hz,Jo.3= Jxu2= 9,5 Hz, 1H ; H-2),
3,94-3,90 (m, 1H; H-5), 3,72-3,62 (m, 2H ; H-3,4)-2,99 (m, 1H; ®), 1,86 (s, 3H ;
OC(0)tH3)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 169,91, 167,28 (20C=0), 138,47, 137,11, 133,47,
129,95, 129,68, 128,76, 128,72, 128,60, 128,36,222828,12, 128,05 (18C ; AT), 97,46
(1C ; C-1), 80,08 (1C ; C-3), 74,54 (1C ; 8H,), 70,74 (1C ; C-5), 70,55 (1C ; C-4), 69,97
(1C ; ArCHy), 63,54 (1C ; C-6), 52,21 (1C ; C-2), 23,51 (10C(O)CHs)
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méthyl 6-O-benzoyl-3-0O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-D-
glucopyranoside
(C20H3:NOg, M = 521,56 g.mof)

OBz

HO 0
BnO
HN

| OMe
V4
197

Le méthyl 30-benzyl-2-benzyloxycarbonylamingb-glucopyranosidel94 (300 mg, 0,72
mmol, 1 éq.) et le cyanure de benzoyle (188 mg4 hnol, 2 éq.) sont dissous dans la
pyridine. Le mélange est agité pendant 6h a tery@rambiante. La réaction est suivie par
CCM (CHCl, / MeOH 9 / 1). Du méthanol est ajouté et la r@actst laissée agiter pendant
40 min sous argon. Des lavages a I'eau puis avecaolution saturée de NaHg@éxt une fois
supplémentaire a l'eau sont effectués. La phasanoqge est séchée, évaporée puis
coévaporée au toluéne. Une purification par chrographie sur colonne de gel de silice
(DCM [/ Acétone 19 / 1) permet d’obtenir le prodL&7 sous forme d’un solide blanc (258
mg, 69%).

Rf : 0,51 (CHCI, / Acétone 19/ 1)

[a] 2 =+ 74,8 (c = 1,04, CH@)

F = 149°C (MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour §H3:NOg [M+H] " : 522,212243 ; trouvée : 522,212184

Analyse élémentaire : calculée pour &H3iNOg: C, 66.78 ; H,5.99 ; N, 2.69 ; trouvée
C,66.46 ;H,6.10; N, 2.70

'H NMR (400 MHz, CDCls) : § (ppm) 8,04-7,29 (m, 15H ; A, 5,11 (ABq, 2H ; Ar-Giy),
4,95 (d,Jnm2= 10,0 Hz, 1H ; M), 4,76-4,68 (m, 4H ; H-1, H-6a, ArkG), 4,49 (ddJsep=
2,0 Hz,Jsa6b= 12,0 Hz, 1H ; H-6b), 3,99 (ddd,; » = 3,5 Hz,J 3= Jun-2 = 10,0 Hz, 1H ; H-2),
3,85-3,82 (M, 1H ; H-5), 3,64 (ddds on = 3,0 Hz,Js.4 = J45 = 10,0 Hz, 1H ; H-4), 3,58-3,53
(m, 1H ; H-3), 3,37 (s, 3H ; O@), 2,80 (M, 1H ; @)

13C NMR (100 MHz, CDCl) : & (ppm) 167,14, 156,05 (20C=0), 138,34, 136,44, 133,40,
129,92, 129,77, 128,67, 128,57, 128,41, 128,36,112428,01 (18C ; A6), 99,30 (1C ; C-
1), 80,64 (1C ; C-3), 74,89 (1C ; "H, (OBn), 70,48 (1C; C-5), 70,22 (1C ; C-4), 67,17
(1C ; Ar-CH, (OCH,Ph)), 63,66 (1C ; C-6), 55,36 (1C :GBi3), 54,56 (1C ; C-2)
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4-méthoxyphényl sodium 2,3,6-tri©-benzoyl-4-O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(Cg4H29Na0138, M = 700,64 g.mo})

NaO;SO OBz
o)

BzO OMP
BzO
198

Suivant la procédure AUne solution du composiE5 (100 mg, 0,167 mmol, 1 éq.) avec 9
€g. de S@NMe; (209 mg, 1,50 mmol) donne le compd$eB (90 mg, 77%) a 60°C en 5 j.

Suivant la procédure CUne solution du compog®5 (51 mg, 0,085 mmol, 1,0 éq.) avec 2,5
€g. de S@NMe; (29 mg, 0,208 mmol) donne le compd$s (45 mg, 75%) a 100°C pendant
20 min.

Suivant la procédure DUne solution du compog®5 (50 mg, 0,084 mmol, 1,0 éq.) avec 2,5
€q. de S@NMe; (29 mg, 0,208 mmol) donne le compd$8 (42 mg, 72%) a 100°C pendant
20 min.

Rf : 0,22 (CHCl,/ MeOH 12/ 1)
[a] 2> =+ 72,7 €= 0,98, CHC{/ MeOH 1/1)

HRMS : m/z: calculée pour &H»90:3S[M-Na] : 677,133436 ; trouveée : 677,133900

'H NMR (400 MHz, CDCl3/ MeOD 1/1) :§ (ppm) 8,09-6,53 (m, 19H ; A, 5,90 (ddJ:
= 8,0 Hz,J»5= 10,0 Hz, 1H ; H-2), 5,54 (ddp 3= 10,0 Hz,Js4= 3,0 Hz, 1H ; H-3), 5,26 (d,
Jio=8,0 Hz, 1H ; H-1), 5,20 (dds.+= 3,0 Hz,Jss< 1,0 Hz, 1H ; H-4), 4,85 (dds 62 = 8,5
Hz, Jsaso= 11,5 Hz, 1H ; H-6a),4,78-4,74 (m, 1H ; H-6b}d4+4,40 (m, 1H ; H-5), 3,65 (s,
3H ; OCH,)

13C NMR (100 MHz, CDCl;/ MeOD 1/1) : § (ppm) 167,44, 166,65 (3CC=0), 156,49,
152,23, 134,20, 134,04, 133,80, 131,04, 130,80,6830130,65, 130,60, 130,55, 130,40,
129,29, 128,94, 119,33, 115,10 (24C ; @y-101,57 (1C; C-1), 73,73 (1C; C-5), 73,31,
73,28 (2C ; C-3, C-4), 70,90 (1C ; C-2), 65,10 (1T6), 55,88 (1C ; GH3)
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benzyl sodium 2-acétamido-89-benzoyl-3:0-benzyl-2-désoxy-40-sulfonato-a-D-
glucopyranoside
(C20H30NNaO1S, M = 607,60 g.mot)

OBz

NaOsSO 0
BnO
AcHN

OBn
199

Suivant la procédure AUne solution du composkd6 (50 mg, 0,099 mmol, 1 ég.) avec 3,5
€g. de S@NMe; (48 mg, 0,345 mmol) donne le compd$®® (43 mg, 71%) a 60°C en 23h.

Suivant la procédure CUne solution du compod®6 (44 mg, 0,087 mmol, 1,0 éq.) avec 2,5
€q. de S@NMe; (30 mg, 0,216 mmol) donne le compd$® (43 mg, 71%) a 100°C pendant
20 min.

Suivant la procédure DUne solution du compog®6 (50 mg, 0,084 mmol, 1,0 ég.) avec 2,5
€g. de S@NMe; (35 mg, 0,251 mmol) donne le compd$d (35 mg, 59%) a 100°C pendant
20 min.

Rf : 0,22 (CHCI,/ MeOH 9/ 1)
[@] 2 =+ 81,1 €= 0,99, MeOH)
HRMS : m/z: calculée pour §H3:NO1oS [M+2H-Na] : 586,174144 ; trouvée : 586,174224

'H NMR (400 MHz, MeOD) : & (ppm) 8,08-7,20 (m, 15H ; A, 4,90-4,86 (m, 1H ; H-6a),
4,84 (ABg, 1H : Ar-Gi, (OBn)), 4,83-4,82 (m, 1H; H-1), 4,60 (ABq, 1H : A3 (OBn)),
4,63-4,47 (M, 4H ; H-4, H-6b, Aridy), 4,19-4,14 (m, 2H ; H-2, H-5), 3,88 (d},s = 8,5 Hz,
Js.a=11 Hz, 1H ; H-3), 1,88 (s, 3H ; OC(THQ)

13C NMR (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 173,24, 167,90 (20C=0), 140,36, 138,47, 134,17,
131,57, 130,64, 129,53, 129,45, 129,27, 129,05,982428,36 (18C ; AB), 97,25 (1C ; C-
1), 80,07 (1C ; C-3), 78,58 (1C ; C-4), 75,97 (1&r:CH, (OBn)), 70,57 (1C ; C-5), 70,26
(1C ; Ar-CH, (OBn)), 65,28 (1C ; C-6), 54,21 (1C ; C-2), 22,58 (10C(O)CH3)
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méthyl sodium 6:O-benzoyl-30-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-®-
sulfonato-a-D-glucopyranoside
(C2:H3NNaO1:S, M = 521,56 g.mot)

OBz

Na0,SO 0
BnO
HN

| OMe
z
200

Suivant la procédure AUne solution du compos®d7 (50 mg, 0,096 mmol, 1 éq.) avec 2,5
€g. de S@NMe;s (33 mg, 0,237 mmol) donne le comp@§® (26 mg, 43%) a 60°C en 7h.

Suivant la procédure CUne solution du compod®7 (50 mg, 0,096 mmol, 1,0 éq.) avec 2,5
€g. de S@NMe; (33 mg, 0,237 mmol) donne le comp@8H (22 mg, 36%) a 100°C pendant
20 min.

Suivant la procédure DUne solution du compos®7 (100 mg, 0,192 mmol, 1,0 €g.) avec
2,5 ég. de SONMe; (67 mg, 0,481 mmol) donne le compdX® (50 mg, 42%) a 100°C
pendant 20 min.

Rf : 0,36 (CHCI,/ MeOH 9/ 1)
[a] 2 = + 84,2 ¢ = 1,00, MeOH)
HRMS : m/z: calculée pour &H30NO1;S [M-Na] : 600,154505 ; trouvée 600,154625

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 8,07-7,19 (m, 15H ; A, 5,05 (ABq, 2H ; Ar-G1),
4,88 (dd,Js 6a = 2,0 Hz,Jsa o= 12,0 Hz, 1H ; H-6a), 4,85 (ABq, 2H ; AH3), 4,66 (d,J12 =
3,5 Hz, 1H ; H-1), 4,60-4,56 (M, 1H ; H-6b), 4,50 (Js.4 = Jus = 8,5 Hz, 1H ; H-4), 4,06-
4,03 (m, 1H ; H-5), 3,86 (ddy» = 3,5 Hz,J»5 = 10,5 Hz, 1H ; H-2), 3,78 (dde5s = 10,5 Hz,
Js.a=8,5Hz, 1H ; H-3), 3,37 (s, 3H ; Of)

13C NMR (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 167,92, 158,69 (2GC=0), 140,15, 138,21, 134,12,
131,58, 130,60, 129,60, 129,51, 129,46, 129,03,9724.28,88, 128,35 (18C ; AT}, 100,00
(1C ; C-1), 80,20 (1C ; C-3), 78,59 (1C ; C-4),ZI6(1C ; ArCH,), 70,16 (1C ; C-5), 67,62
(1C ; Ar-CH,), 65,30 (1C ; C-6); 56,29 (1C ; C-2), 55,59 (10CH3)
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4-méthoxyphényl sodium 2,3-triO-benzoyl-4,6-diO-sulfonatof-D-galactopyranoside
(CzyH24Na201582, M = 698,58 g.mo'il)

Na03;SO OSO3Na
o

BzO OMP
BzO
201

Suivant la procédure A Une solution du 4-méthoxyphényl 2,3@ibenzoylf-D-
galactopyranosid&92 (100 mg, 0,202 mmol, 1 ég.) avec 8,0 ég. de.[SKe; (225 mg, 1,62
mmol) donne le compos01 (83 mg, 59%) a 65°C en 96h.

Suivant la procédure € Une solution du 4-méthoxyphényl 2,3@ibenzoylf-D-
galactopyranosid#92 (51 mg, 0,103 mmol, 1,0 éq.) avec 4,0 éq. de.I$Kde; (57 mg, 0,409
mmol) donne le compos#1 (48 mg, 68%) a 100°C pendant 30 min.

Suivant la procédure D Une solution du 4-méthoxyphényl 2,3@ibenzoylf-D-
galactopyranosidé92 (100 mg, 0,202 mmol, 1,0 éq.) avec 4,0 éq. de.lff@e; (112 mg,
0,804 mmol) donne le compo261 (83 mg, 59%) a 100°C pendant 20 min.

Rf: 0,1 (CHCI,/ MeOH 9 /1)
[a] 2> =+ 68,6 ¢=1,01, CHC}/ MeOH 1/1)
HRMS : m/z: calculée pour §H»40155, [M-2Na]* : 326,028380 ; trouvée : 326,028470

'H NMR (250 MHz, CDCly MeOD 1/1) : § (ppm) 7,99-7,90 (m, 4H : A, 7,51-7,28 (m,
6H ; Ar-H), 6,97-6,73 (m, 4H ; AH (MP)), 5,85 (ddJ; »= 8,0 Hz,J, 3= 10,5 Hz, 1H ; H-2),
5,45 (dd,J23= 10,5 Hz,Js4= 3,5 Hz, 1H ; H-3), 5,25 (dl;» = 8,0 Hz, 1H ; H-1), 5,13 (dd,
Jsa= 3,5 Hz,ds5< 1,0 Hz, 1H ; H-4), 4,53-4,82 (m, 1H ; H-6a), 4888 (M, 2H ; H-5, H-
6b), 3,69 (s, 3H ; OB)

13C NMR (100 MHz, CDCly MeOD 1/3) : § (ppm) 167,44, 166,66 (2CC=0), 156,51,
152,41, 134,15, 133,75, 130,71, 130,56, 130,33,2530129,22, 128,88, 119,29, 115,28
(18C : ArC), 101,85 (1C ; C-1), 73,86 (1C : C-5), 73,51 (1C-4), 73,35 (1C ; C-3), 70,88
(1C ; C-2), 67,67 (1C : C-6), 55,92 (1C CBy)
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benzyl sodium 2-acétamido-83-benzoyl-3-0-benzyl-2-désoxy-4,6-d@-sulfonato-a-D-
glucopyranoside
(C22H25NNa,01,S;, M = 605,54 g.mal)

0SO;Na

NaOsSO 0
BnO
AcHN

OBn
202

Suivant la procédure A Une solution du benzyl 2-acétamidd@@enzyla-D-
glucopyranosidel93 (50 mg, 0,124 mmol, 1 éq.) avec 5,5 €. de.SMe; (95 mg, 0,68
mmol) donne le compost02 (25 mg, 34%) a 65°C en 31h.

Suivant la procédure C Une solution du benzyl 2-acétamidd@3benzyla-D-
glucopyranosidd 93 (50 mg, 0,124 mmol, 1,0 éq.) avec 4,0 ég. de.l$Kde; (70 mg, 0,503
mmol) donne le compos#2 (40 mg, 55%) a 100°C pendant 30 min.

Suivant la procédure D Une solution du benzyl 2-acétamidd@@benzyle-D-
glucopyranosidd 93 (50 mg, 0,124 mmol, 1,0 €q.) avec 4,0 é€g. de.[$Kde; (69 mg, 0,496
mmol) donne le compost02 (38 mg, 51%) a 100°C pendant 20 min.

Rf : 0,15 (DCM / MeOH 8/ 2)
[@] 2 =+ 102,1 ¢ = 1,02, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour §H»sNO1,S, [M-2Na]? : 279,541457 ; trouvée 279,542105

'H NMR (400 MHz, MeOD) : & (ppm) 7,44-7,21 (m, 10H ; A, 4,82 (ABq, 2H ; Ar-Giy),
4,80 (d,J1» = 3,0 Hz, 1H ; H-1), 4,72-4,70 (m, 1H ; H-6a), 3,@\Bq, 2H ; Ar-CGH,), 4,32
(dd, J34 = Jas= 9,0 Hz, 1H ; H-4), 4,15-4,12 (m, 3H ; H-2, H3:6b), 3,83 (dd,J,5 = 11,0
Hz,J34=9,0 Hz, 1H ; H-3), 1,88 (s, 3H ; OC(QHig)

13C NMR (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 173,17 (1C €=0), 140,20, 138,61 (2C ; AD),
129,68, 129,43, 129,36, 129,05, 128,89, 128,42 (18EC), 96,85 (1C ; C-1), 80,16 (1C ;
C-3), 78,58 (1C ; C-4), 75,99 (1C ; AH, (OBn), 70,91 (1C ; C-5), 70,10 (1C ; ABH,
(OBn), 68,76 (1C ; C-6), 54,15 (1C ; C-2), 22,60 (10C(O)XCH3)
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méthyl sodium 3:O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-4,6-db-sulfonato-a-D-
glucopyranoside
(022H25NN32013SQ, M =521,56 ngiL)

0SO;Na

Na0,SO 0
BnO
HN

| OMe
z
203

Suivant la procédure AUne solution du méthyl 8-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-b-
glucopyranosidd 94 (51 mg, 0,122 mmol, 1 éq.) avec 4,5 éq. de.SMe; (76 mg, 0,546
mmol) donne le compos#3 (42 mg, 56%) a 65°C en 32h.

Suivant la procédure CUne solution du méthyl 8-benzyl-2-benzyloxycarbonylaming-D-
glucopyranosidd.94 (50 mg, 0,120 mmol, 1,0 €g.) avec 4,0 €g. de.[$Kde; (67 mg, 0,481
mmol) donne le compot03 (47 mg, 57%) a 100°C pendant 30 min.

Suivant la procédure D Une solution du méthyl @-benzyl-2-benzyloxycarbonylaming-
D-glucopyranosidel94 (50 mg, 0,120 mmol, 1,0 ég.) avec 4,0 éq. de.l$Kde; (70 mg,
0,502 mmol) donne le compo263 (33 mg, 44%) a 100°C pendant 20 min.

Rf: 0,6 (AcOEt/MeOH /KD 6/2/1)
[@] 2 =+ 71,4 €= 1,01, MeOH)
HRMS : m/z: calculée pour §HosNO13S, [M-2Na]” : 287,538915 ; trouvée 287,539633

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 7,35-7,19 (m, 10H ; A, 5,06 (ABq, 2H ; Ar-Gi.),
4,83 (ABq, 2H ; Ar-G1,), 4,68 (ddJs.6a= 2,5 HZ,Jsaen= 11,0 Hz, 1H ; H-6a), 4,65 (dy» =
3,5 Hz, 1H ; H-1), 4,26 (ddls4 = Jas = 8,5 Hz, 1H ; H-4), 4,08 (dds e = 8,0 HZ,Jga 60 =
11,0 Hz, 1H ; H-6b), 4,00-3,95 (M, 1H ; H-5), 3@l J1» = 3,5 Hz,J,5 = 10,5 Hz, 1H ; H-
2), 3,77-3,72 (m, 1H ; H-3), 3,40 (s, 3H ; B¢

13C NMR (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 158,67 (1C £=0), 140,06, 138,2 (2C ; AB),
129,68, 129,46, 129,03, 128,97, 128,88, 128,38 (186C), 99,73 (1C ; C-1), 80,37 (1C ;
C-3), 78,62 (1C ; C-4), 76,25 (1C ; AH,), 70,56 (1C ; C-5), 68,80 (1C ; C-6), 67,60 (1C ;
Ar-CHj), 56,31 (1C ; C-2), 55,69 (1C (Gbls)
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benzyl sodium 2-acétamido-33-benzyl-2-désoxy-69-sulfonato-u-D-glucopyranoside
(C2H26NNaOgS, M = 503,50 g.mot)

0SO;Na

HO 0
BnO
AcHN

OBn
204

Suivant la procédure B Une solution du benzyl 2-acétamidd@3penzyla-D-
glucopyranosidel93 (70 mg, 0,174 mmol, 1 éq.) avec 2,5 éq. de.SMe; (61 mg, 0,438
mmol) donne le compost04 (43 mg, 51%) a 40°C en 3,5h.

Suivant la procédure € Une solution du benzyl 2-acétamidd@benzyla-D-
glucopyranosidd 93 (50 mg, 0,124 mmol, 1,0 é€q.) avec 2,5 ég. de.l[$Kde; (43 mg, 0,308
mmol) donne le compos#4 (34 mg, 57%) a 60°C pendant 10 min.

Suivant la procédure D Une solution du benzyl 2-acétamidd@@benzyle-D-
glucopyranosidd 93 (100 mg, 0,249 mmol, 1,0 éq.) avec 2,5 éq. de@e; (87 mg, 0,625
mmol) donne le compos#04 (86 mg, 69%) a 60°C pendant 10 min.

Rf : 0,1 (CHCl,/ MeOH 9/ 1)
[@] 2 =+ 111,2 ¢ = 0,93, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour &H2gNOoS [M+2H-Na] : 482,147929 ; trouvée : 482,148040

'H NMR (400 MHz, MeOD) : & (ppm) 7,43-7,23 (m, 10H ; A#), 4,80 (d,J.»= 3,5 Hz, 1H

: H-1), 4,78 (ABg, 2H ; Ar-El, (OBn)), 4,66 (ABq, 2H; Ar-G1, (OBn)), 4,32 (ddJsga= 2,0
Hz, Jsaspo= 11,0 Hz, 1H ; H-6a), 4,18 (ddk go= 6,0 Hz,Jgasp= 11,0 Hz, 1H ; H-6b), 4,08 (dd,
Ji2= 3,5 Hz,Jp3= 10,5 Hz, 1H ; H-2), 3,94-3,90 (m, 1H ; H-5), 3,350 (m, 1H ; H-3),
3,63-3,58 (M, 1H ; H-4), 1,90 (s, 3H ; OC(®))

13C NMR (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 173,20 (1C €=0), 140,40, 138,79, 129,57, 129,38,
129,16, 128,89, 128,65, 128,35 (12C ;@)-97,66 (1C ; C-1), 81,38 (1C ; C-3), 75,68 (1C ;
Ar-CH, (OBn)), 72,32 (1C : C-5), 72,11 (1C : C-4), 70,30 (1&r:CH, (OBn)), 68,23 (1C :
C-6), 54,15 (1C ; C-2), 22,58 (1C : OC(@s)
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méthyl sodium 3O-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-&-sulfonato-u-D-
glucopyranoside
(C2:H26NNaO1S, M = 519,50 g.mat)

0S0;Na

HO 0
BnO
HN

| OMe
V4
205

Suivant la procédure BUne solution du méthyl 8-benzyl-2-benzyloxycarbonylamino-b-
glucopyranosidd 94 (70 mg, 0,167 mmol, 1 ég.) avec 2,5 éq. de.SMe; (58 mg, 0,416
mmol) donne le compos#5 (27 mg, 31%) a 40°C en 5,5h.

Suivant la procédure CUne solution du méthyl 8-benzyl-2-benzyloxycarbonylaming-D-
glucopyranosidd.94 (50 mg, 0,120 mmol, 1,0 €g.) avec 2,5 €g. de.[$Kde; (42 mg, 0,302
mmol) donne le compost05 (36 mg, 57%) a 60°C pendant 10 min.

Suivant la procédure D Une solution du méthyl @-benzyl-2-benzyloxycarbonylaming-
D-glucopyranosidel94 (50 mg, 0,120 mmol, 1,0 ég.) avec 2,5 éq. de.l$Kde; (48 mg,
0,344 mmol) donne le compo265 (48 mg, 78%) a 60°C pendant 10 min.

Rf : 0,1 (CHCl,/ MeOH 9/ 1)
[a] 2> =+ 76,1 ¢ = 1,00, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour §H2gNO1¢S [M+2H-Na] : 498,142844 ; trouvée 498,142808

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 7,33-7,22 (m, 10H ; A, 5,11 (ABq, 2H ; Ar-Gi,),
4,75 (ABQ, 2H ; Ar-Gi,), 4,64 (d,J1» = 3,5 Hz, 1H ; H-1), 4,32 (dds 62 = 2,0 Hz,Jsa 60 =
11,0 Hz, 1H ; H-6a), 4,16 (dds ep = 5,5 Hz,Jsa6p= 11,0 Hz, 1H ; H-6b), 3,79-3,77 (M, 2H ;
H-2, H-5), 3,64-3,54 (m, 2H ; H-3, H-4), 3,39 ($] 30CH>)

13C NMR (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 158,67 (1C €=0), 140,23, 138,30 (2C ; AD),
129,44, 129,13, 128,95, 128,85, 128,36 (10C CAri00,40 (1C ; C-1), 81,73 (1C ; C-3),
75,96 (1C ; ArCH, (OBn)), 72,04 (1C ; C-4), 71,96 (1C ; C-5), 68,23 (1C-6), 67,54 (1C :
Ar-CH, (OCH,PhY), 56,25 (1C ; C-2), 55,64 (1C :Gbls)
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4-méthoxyphényl sodium 2,3-di©-benzoyl-6-O-sulfonatof-D-galactopyranoside
(Cz7H25Na0128, M = 596,53 g.m(ﬂ)

Ho OSOsNa

o

BzO OMP
BzO
206

Suivant la procédure B Une solution du 4-méthoxyphényl 2,3@ibenzoylf-D-
galactopyranosid&92 (100 mg, 0,202 mmol, 1 ég.) avec 2,5 €g. de.[SKe; (70 mg, 0,502
mmol) donne le compost06 (101 mg, 85%) a 40°C en 6,5h.

Suivant la procédure € Une solution du 4-méthoxyphényl 2,3@ibenzoylf-D-
galactopyranosidd92 (100 mg, 0,202 mmol, 1,0 €g.) avec 2,5 éq. deg.l’®@e; (70 mg,
0,502 mmol) donne le compo266 (101 mg, 84%) a 80°C pendant 10 min.

Suivant la procédure D Une solution du 4-méthoxyphényl 2,3@ibenzoylf-D-
galactopyranosidd92 (100 mg, 0,202 mmol, 1,0 ég.) avec 2,5 éq. deg.l’i®@e; (70 mg,
0,502 mmol) donne le compo266 (94 mg, 78%) a 80°C pendant 10 min.

Rf : 0,26 (CHCI,/ MeOH 9/ 1)
[a] 2 = + 84,3 € = 1,00, MeOH)
HRMS : m/z: calculée pour &H»50,,S[M-Na] : 573,107221 ; trouvée : 573,107394

'H NMR (250 MHz, MeOD) : & (ppm) 7,99-7,39 (m, 10H ; A, 6,99-6,78 (m, 4H ; AH

(MP)), 5,90 (ddJ; »= 8,0 Hz,J»5= 10,5 Hz, 1H ; H-2), 5,42 (ddp 3= 10,5 Hz,Js.4= 3,5 Hz,
1H ; H-3), 5,30 (dJ1= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,39 (ddk 4= 3,5 Hz,Js5< 1,0 Hz, 1H ; H-4),
4,31-4,25 (m, 3H ; H-5, H-6a,b), 3,71 (s, 3H ; IOF

13C NMR (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 167,15 (2C €=0), 156,99, 152,89, 134,45, 130,88,
130,74, 130,58, 129,58, 129,45 (18C ;@)-119,51, 115,55 (2C ; AT (MP)) 102,13 (1C ;
C-1), 75,79 (1C ; C-3), 74,60 (1C ; C-5), 71,52 (1G-2), 67,74 (1C ; C-4), 67,21 (1C ; C-6),
56,00 (1C ; @Hs)
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4-méthoxyphényl sodium 40-sulfonato--D-galactopyranoside
(C1sH17/NaOsS, M = 388,32 g.mot)

NaO;SO OH
o)
HO OMP

HO
217

Une solution du composE98 (50 mg, 0,072 mmol, 1 ég.) dans le MeOH (2 mL)testée
pendant 2h avec une solution de NaOH (4M, 0,35 mli$ elle est diluée avec de I'eau (4
mL). Le pH de la solution est abaissé jusqu’a 8gh{rolé par un pH-métre) avec de la résine
amberlite IR-120 [H] puis le mélange est filtré, concentré et séchis sade. Il est alors lavé
avec de I'éther diéthylique. Le résidu est alorhilsitisé dans I'eau puis une solution de
NaOH 0,1M est ajoutée jusqu’a un pH de 7,2. Leauikst ensuite concentré et le produit est
purifié par colonne d’exclusion stérique SephadEx20 avec de I'eau pour donner le produit
sulfaté217 déprotégé (20 mg, 71%).

Rf : 0,55 (EtOAc/MeOH /KD 6/2 /1)
[a] 2 = - 24,0 €= 1,00, HO)
HRMS : m/z: calculée pour GH170:0S[M-Na] : 365,054791 ; trouvée : 365,055390

'H NMR (400 MHz, D,0) : 3 (ppm) 7,16-6,98 (m, 4H ; Airf), 5,00 (d,J.» = 7,5 Hz, 1H ; H-
1), 4,77 (ddJs4= 3,0 Hz,Jss < 1,0 Hz, 1H ; H-4), 3,98-3,81 (m, 5H ; H-2, HK8;5, H-6a,b),
3,83 (s, 3H ; O€ly)

13C NMR (100 MHz, D,O) : & (ppm) 155,35, 151,57 (2C ; AT), 118,87, 115,68 (4C ; Ar-
C), 102,30 (1C ; C-1), 77,02 (1C ; C-4), 75,26, B2,21,32 (3C ; C-2, C-3, C-5), 61,38 (1C ;
C-6), 56,44 (1C ; GH>)

4-méthoxyphényl sodium 6©-sulfonato{fi-D-galactopyranoside
(C1sH17NaO1S, M = 388,32 g.mot)

HO OSOsNa
o)

HO OoMP
HO
218

Une solution du compos#06 (52 mg, 0,081 mmol, 1 ég.) dans le MeOH (2 mL)testée
pendant 2h avec une solution de NaOH (4M, 0,45 mli$ elle est diluée avec de I'eau (4
mL). Le pH de la solution est abaissé jusqu’a 8ah{rolé par un pH-métre) avec de la résine
amberlite IR-120 [H] puis le mélange est filtré, concentré et séchis sade. Il est alors lavé
avec de I'éther diéthylique. Le résidu est enssdkibilisé dans I'eau puis une solution de
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NaOH 0,1M est ajouté jusqu'a un pH de 9,3. Le milst alors concentré et le produit est
purifié par colonne d’exclusion stérique Sephadkx20 avec de I'eau pour donner le produit
sulfaté218 déprotégé (27 mg, 85 %).

Rf: 0,51 (AcOEt/ MeOH /KD 6/21/1)
[a] 2 =-32,7 €= 1,01, HO)
HRMS : m/z: calculée pour GH170:0S[M-Na] " : 365,054791 ; trouvée : 365,055471

'H NMR (400 MHz, D,0) : § (ppm) 7,18-7,00 (m, 4H ; A, 4,96 (dJ1»= 7,5 Hz, 1H ; H-
1), 4,29-4,21 (m, 2H ; H-6a,b), 4,12-4,08 (m, 1H-5), 4,7 (ddJs.4= 2,5 Hz,Js5< 1,0 Hz,
1H ; H-4), 3,84 (s, 3H ; OBy), 3,84-3,80 (M, 2H ; H-2, H-3)

13 NMR (100 MHz, D,O) : § (ppm) 155,27, 151,76 (2C ; AB), 118,76, 115,70 (4C ; Ar-
C), 102,37 (1C ; C-1), 73,53 (1C ; C-5), 73,05 (1C-3), 71,15 (1C ; C-2), 68,90 (1C ; C-4),
67,64 (1C ; C-6), 56,45 (1C ;GM5)

4-méthoxyphényl sodium 4,6-di©-sulfonato$-D-galactopyranoside
(C13H16N@y013S,, M = 490,37 g.mat)

Na03;SO OSO3Na
o

HO OMP
HO
219

Une solution du compos#1 (123 mg, 0,177 mmol, 1 ég.) dans le MeOH (5 mlt)testée
pendant 1h30 avec une solution de NaOH (4M, 0,9 mii3 elle est diluée avec de 'eau (5
mL). Le pH de la solution est abaissé jusqu’a tgh{rolé par un pH-métre) avec de la résine
amberlite IR-120 [H] puis le mélange est filtré, concentré et séchis sade. Il est alors lavé
avec de I'éther diéthylique. Le résidu est enssdkibilisé dans I'eau puis une solution de
NaOH 0,1M est ajoutée jusqu’a un pH de 6,9. Leauikst ensuite concentré et le produit est
purifié par colonne d’exclusion stérique Sephadkx20 avec de I'eau pour donner le produit
sulfaté219déprotégé (62 mg, 72 %).

Rf : 0,36 (CHCl,/ MeOH/HO 6/4/1)
[a] 2 = - 25,2 €= 0,98, HO)
HRMS : m/z: calculée pour GH;7/NO13S, [M+H-2Na] : 445,011606 ; trouvee : 445,011967

IH NMR (400 MHz, D,0) : & (ppm) 7,21-7,02 (m, 4H ; A, 5,01 (d,J.»= 8,0 Hz, 1H ; H-
1), 4,82 (ddJs.a= 3,0 Hz,s5< 1,0 Hz, 1H ; H-4), 4,44-4,38 (m, 1H ; H-6a), 4227 (m,
2H 1 H-5, H-6b), 3,97 (dd]zgz 10,0 HZ,J3,4: 3,0 Hz, 1H ; H-3), 3,87 (dd;j_,zz 8,0 HZ,J213:
10,0 Hz, 1H ; H-2), 3,85 (s, 3H ; &)
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13C NMR (100 MHz, D,O) : & (ppm) 155,30, 151,68 (2C ; AB), 118,76, 115,68 (4C ; Ar-
C), 102,23 (1C ; C-1), 76,85 (1C ; C-4), 73,02 (1C5), 72,14 (1C ; C-3), 71,18 (1C ; C-2),
68,27 (1C ; C-6), 56,44 (1C ;@H3)
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Annexe 1 : RMN'H et 13C (D,0O) du disaccharide 6-sulfaté 129
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Annexe 2 : RMNH et 13C (D,0) du disaccharide 4-sulfaté 130
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Annexe 3 : RMNH et 13C (D,0) du disaccharide non sulfaté 128
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Annexe 4 : RMNH et 1°C (D,0) du trisaccharide 6-sulfaté 132
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Annexe 5 : RMNH et 13C (D,0) du trisaccharide 4-sulfaté 133
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Annexe 6 : RMNH et 13C (D,0) du trisaccharide non sulfaté 131
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Annexe 7 : RMNH et 13C (D,0) du trisaccharide 6-sulfaté 135
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Annexe 8 : RMNH et 13C (D,0) du trisaccharide 4-sulfaté 136
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Annexe 9 : RMNH et 13C (D,0) du trisaccharide non sulfaté 134
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Hélene LEDRU

Synthése chimique d'oligosaccharides de la zone de liaison des
protéoglycanes et nouvelles méthodes d’activation pour I'obtention
de sucres sulfatés

Résumé :

Les protéoglycanes sont des macromolécules composées de glycosaminoglycanes (GAGSs), liés de
maniére covalente a une protéine porteuse. Les GAGs sont impliqués dans de nombreux processus
biologiques, comme la croissance et la prolifération des cellules, et également dans de nombreuses
pathologies, incluant I'arthrose, la maladie d’Alzheimer et des cancers. Leur biosynthése fait intervenir
des O-glycosyltransférases et commence par la formation de la zone de liaison tétrasaccharidique.
Celle-ci initie la formation de deux types de chaines de GAGS, les héparines / sulfates d’héparine avec
l'action de 'EXTL3 et les sulfates de chondroitines ou de dermatanes avec 'action de la CSGalNAcT-
1. Dans cette biosynthese, la zone de liaison peut étre sulfatée mais le réle de ces sulfatations est
encore peu connu.

L'objectif de ce travail était de synthétiser des disaccharides de la zone de liaison ainsi que les
trisaccharides de transfert, avec le premier sucre aminé des chaines de GAGs, diversement
monosulfatés ou non, dans le but de comprendre le role de ces sulfatations sur les enzymes de
bifurcation.

Différentes méthodes d’activation, micro-ondes et chimie en flux continu, ont également été testées
pour sulfater des mono-, di- et trisaccharides.

Mots clés : sulfatation, protéoglycanes, zone de liaison, CSGalNAcT-1, EXTL3, micro-ondes, chimie
en flux continu

Chemical synth esis of oligosaccharides of the linkage
region of proteoglycans and new ac tivation methods for
sulfated saccharides

Summary :

Proteoglycans are macromolecules composed of glycosaminoglycans chains (GAGSs) covalently linked
to a core protein. GAGs are implicated in many biological processes, such as cells growth and
proliferation, and they are also involved in several diseases including osteoarthritis, Alzheimer’s
disease and cancers. Their biosynthesis involves the action of O-glycosyltransferases and starts with
the formation of a tetrasaccharidic linkage region. This GAGs linkage region initiates the formation of
two types of GAGs chains, heparin/heparan sulfates with the action of EXTL3 and chondroitin
sulfates/dermatan sulfates with the action of CSGalNACT-1. In this biosynthesis, the linkage region
may be sulfated, but the role of these sulfations is still poorly understood.

The objective of this work was to synthetize disaccharides of the linkage region and transfer
trisaccharides, with the first aminosugar of the GAGs chains, variously monosulfated or not, in order to
study the role of sulfations on the bifurcation enzymes.

Different activation methods, microwaves and flow chemistry, were also tested to sulfate mono-, di-
and trisaccharides.

Keywords : sulfation, proteoglycans, linkage region, CSGalNAcT-1, EXTL3, microwaves, flow
chemistry
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