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MMP Métalloprotéinase

MP 4-méthoxyphényle
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Numeérotation des molécules

Dans la suite du manuscrit les positions des deicxes seront numeérotées comme
indiquées sur la Figure 1 : tagalactosamine de 1 a 6 et I'acideglucuronique de 1' a 6'.

. OH
,CO,Na 6—OH
______ 0 4 Qo
- o}
HO o} 5 .
3 OH 3 NHAC

AcideD-Glucuronique D-Galactosamine

Figure 1



Introduction

INTRODUCTION

Les travaux de these, présentés ici, ont été éSatians un programme collaboratif
financé par I'’Agence Nationale de la Recherche (ARAOR5), intitulé Glycosyltransférases-
Glycosaminoglycanes (GT-GAG). Le projet vise a &udes mécanismes moléculaires
régissant la spécificité de substrat des glycamydiierases (GT) qui sont impliquées dans les
voies de biosynthése des protéoglycanes.

Dans le contexte des pathologies arthrosiques téais@es par une dégradation
précoce des glycosaminoglycanes du cartilage, tatmmoent des sulfates de chondroitines, le
but de ces études est de mettre en évidence des ellizymatiques permettant de restaurer
qualitativement et quantitativement ces constitslagartilagineux. La conception de
molécules capables d'initier la biosynthése de stdfates de chondroitines doit permettre
I'identification et la caractérisation des enzymelgs qui pourraient servir de cibles
thérapeutiques pour la conception de médicamentsarhrosiques. Cette stratégie
constituerait une approche thérapeutique novatiars le traitement de I'arthrose.

Ces travaux s’inscrivent dans la continuité deslétieffectuées au laboratoire depuis
de nombreuses années focalisées sur la synthdgmsgarcharides, notamment de sulfates de
chondroitines, par voie chimique.

Dans le cadre du projet ANR, la synthese des potyeaides présents dans le
cartilage a été confiée au laboratoire. Nous nausnges, durant ces trois années de these,
plus particulierement intéressés a la synthese sdéfates de chondroitines, composants
cartilagineux naturels.

La préparation d'oligosaccharides de chondroitieesle sulfates de chondroitines
biotinylés (sulfatés en position 4 ou en positiQrs€ra présentée. Tous ces composes seront
ensuite envoyés pour une évaluation biologiquesgpaotenaires biologistes.
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I- Introduction biologique

|- INTRODUCTION BIOLOGIQUE

-1 L'ARTHROSE ET LE CARTILAGE

[-1.1 Arthrose : Généralités

L’arthrose est la plus fréequente des maladies daiies. Elle touche six millions de
Francai$ et 5% de la population mondiale. Due & une ustéeaee du cartilage et pouvant
toucher toutes les articulations, elle est aldisrigine de douleurs et d’invalidités.

Il N’y a pas si longtemps, elle était encore cofi®dd comme une simple conséquence
du vieillissement, mais elle est aujourd’hui traitbmme une réelle pathologie.

L’'arthrose ne touche que certaines articulationgecapar ordre approximatif de
frequence a 70 ans): les mains (45%), les gen80x40%), le pouce (30%), la hanche
(10%), le gros orteil, les épaules et les coudes (tares). Le poignet et la cheville ne sont
jamais touchés.

Les principaux facteurs de risqdesispectés sont :
» Généraux : age, poids, ménopause...

» Geénétiques : une arthrose familiale est démontogée les arthroses du genou,
de la hanche et de la main

» Locaux :
* traumatismes importants ou faibles mais répétéorispgravaux
pénibles...)

= anomalie de position de I'articulation (scoliose)
» autres maladies osseuses ou articulaires (séqgdellieacture...)

Statistiguement les femmes sont plus touchéeseguedmmes (ratio de prédominance
féminine 2,6} et particulierement aprés la ménopause. A I'heateelle, de plus en plus de
jeunes en sont atteints du fait du phénomene ditgbés plus en plus répandu.

Actuellement aucun traitement dit « anti-arthrosioil c'est-a-dire réparant le cartilage
atteint, n’existe. Seuls des traitements symptajoati (antalgique, anti-inflammatoire),
médical (infiltration) ou chirurgical (prothése)rggrescrits.

' Le Monde 24/02/09
2 www.doctissimo.fr
% Creamer P.; Hochberg M. TheLancet 1997 350, 503-509
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I- Introduction biologique

[-1.2 Cartilage et articulation

a. Le rble du cartilage

Une articulation est composée de deux extréemitésus®s qui sont recouvertes de
cartilage (Schéma I. 1). Au sein de cette articobatune membrane synoviale produit un
liquide articulaire dénommeé liquide synovial qusae la lubrification du cartilage et le

nourrit.
Muscle b)
W
Bourse 3
séreuse \
1 Capsule
Liquide Ji= . 11 Membrane
articulaire % ] synoviale
Ligaments ¥ / ~Cartllage
Os
Schéma l. 1

Le cartilage est un tissu de quelques millimétrépalsseur, dépourvu de structure
vasculo-nerveuse. Il joue un réle primordial damddn fonctionnement de Il'articulation en
permettant le glissement des deux os I'un surréaet assurant ainsi une bonne mobilité a
I'articulation. Il doit réussir a dissiper les fescde compression, en se déformant en réponse a
la charge exercée sur I'articulation.

b. Composition du cartilage

Le cartilage est composé d'un seul type de celldppelées chondrocytes, noyé au
sein d’une matrice extracellulaire, formée prin@paent d’eau (70% du poids humide), de
fibre de collagene et de protéoglycanes (PGs) (8aHé2).

@ Protéine porteuse
X Polysaccharides ) * Protéoglycane (PG)

g S

e

Schémal. 2

> Les chondrocytes sont des cellules arroneieslumineuses (20 a 40m), qui
représentent 5 a 10% du volume total du tissulagitieux. Ces cellules assurent a la
fois la synthese et la dégradation de tous les osanis matriciels. Le renouvellement



I- Introduction biologique

permanent des constituants (et par conséquenti slu cartilage) n’est possible que
si cet équilibre, entre les taux de synthese (dishe) et de dégradation
(catabolisme), est respecté.

> Les collagénes présents dans le cartilage reajoritairement des collagenes de
type 1l (80 a 90% du contenu collagénique), formi@se triple hélice de trois chaines
identiques. lls apportent la structure et la st#idiu cartilage. Par ailleurs, il est admis
que leur fabrication n’est réalisée que pendantpkesnieres années de la vie, un
chondrocyte adulte n’en produit plus.

> Les protéoglycanes sont formés d’une proté@xiale sur laquelle sont liés des
polysaccharides. Ces imposantes molécules sonffdrésnent concentrées dans la
matrice cartilagineuse (compressées a 20% de lelume entre les fibres de
collagene). Cette compression et leur caracteterf@nt anionique leur conferent une
élasticité unique. lls vont ainsi remplir une fanotd’amortissement dans le cartilage,
au prorata des molécules d'eau qu’ils peuvent tegsdement emprisonner ou
relarguer (Schéma 1. 3). Ces molécules seront [dugement détaillées dans le

chapitre I-2.
1- Sans charge 2- Sous la charge 3- Aprés la charge
Perméabilité et Déformation du Mouvement d’eau
mouvement cartilage et sortie d'ea chargée de
d’eau faible vers le liquide synovia nutriments en
activité catabolique dep direction du
chondrocvte cartilage
protéoglycane:
| ()
% < HO = H,O
cartilage
Schémall. 3

[-1.3 Le processus arthrosigue

Le processus arthrosique débute au niveau duagetiet les aspects affectant les
tissus avoisinants (os sous-chondral, liquide sitpw’en sont que les conséquences
pathologiques.

Ce processus va se déclencher en réponse a un @xcpession exercée sur le
cartilage. Deux types de réactions sont alors elser

» Une réactionmécanique: L’hyperpression induit une rupture du filet de
collagene. Le cartilage se gonfle d’eau, se fisssitdcere et finit par perdre de
son volume, s’amincit et se fragmente. Des fragmem¢ cartilage se
retrouvent ainsi dans la cavité articulaire et pouent une réaction
inflammatoire.
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» Une réactionbiologique: Sous l'effet de I'hyperpression, les chondrosyte
deviennent hyperactifs et sécrétent d’'avantage d®égglycanes et de
collagene (tentative de réparation du cartilagecgssus anabolique) et surtout
d’avantage denzymes de destruction (processus balaae). Les
chondrocytes finissent par s’épuiser et mourir €ach I. 4).

Articulation normale Arthrose debutante Arthrose evoluee

Schémal. 4

Des études ont été menées afin de déterminer gutlent les enzymes responsables
du catabolisme des aggrécanes, principaux protéagis du cartilage

La présence de deux types de fragments (coupufexadeprotéique) dans le liquide
synovial a conduit les chercheurs a s'intéresseledx enzymes : les métalloprotéinases
(MMPs, coupure Asii-Phé*? et I'aggrécanase (coupure &fAla®%). Il a ainsi été
démontré que l'aggrécanase et non pas les MMPsegsbnsable de la dégradation précoce
des protéoglycanes du cartilage normal en préseacimulis cataboliques tels que l'acide

rétinoique, I'interleukine-1 (IL-1) et lamor necrosis factea (TNF-a).

Dans le processus arthrosique, I'équilibre syntuéggradation, existant dans un
cartilage sain, n’est plus respecté. Le déséqailibétabolique en faveur de la dégradation
conduit a la destruction des composants matrieiet®tamment des protéoglycanes.

4 Little C. B.; Flannery C. R.; Hugues C. E.; MortSJ; Roughley P. J.; Dent C.; CatersorBi&chem. J.1999
344, 61-68
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-2 LESPROTEOGL YCANES (PGs)

[-2.1 Définition

Un protéoglycane appartient a la famille des glyot#nes, qui par définition est la
combinaison entre une chaine protéique et une elgirtidique. Ces macromolécules sont
caractérisées par I'attachement covalent sur uoigipe porteuse d’une ou plusieurs chaines
de polysaccharides appelés glycosaminoglycanes EpAG une zone de liaison
tétrasaccharidiqgue commune a la majorité des PG&(fa I. 5).

GAGs Zone de liaison Protéine
porteuse

Schémal. 5
L'aggrécane, un PG présent dans le cartilage (10%alds sec) est présenté ci-

dessous (Schéma I. 6). Trois types de GAGs sosepte: sulfates de chondroitines (75 a
80%), sulfate de kératane (5 a 10%) et acide hgmigue.

Frotéine de Haison ——————

& cide Hyalwonigque

Protéine porteuse j ::i_
Hulfate de _ =T
Chondroitine
Bulfate de K ératane ——————#"
Protéine de laison ————————— » "

Acide Hyaluronigque — GAGs-zone de liaisc-protéine porteuse

Schémal. 6

a. La protéine porteuse (owcore protein)®

La protéine porteuse détermine la localisatiofadistribution des PGs a la surface
des cellules et dans la matrice extracellulaireadile famille de PGs possede une protéine
porteuse qui lui est propre. Elle est constitué@mééines de tailles variables allant de 10 a
>500 kDa.

® Thése de Sandrine Gulberti, Université Henri PaiécNancy 12003

-8-



I- Introduction biologique

Un résidu deL-sérine constituerait le site d’attachement poétnties chaines de
GAGs. A patrtir de ce dernier, un motif [sérine-ghgsX-glycine], ou X est un acide aminé
guelconque, a été mis en évidence.

Les GAGs sont donc liés de facon covalente auuésed-sérine par une liaisoB-ou
N-glycosidiquevia une zone de liaison tétrasaccharidique.

b. La zone de liaison

La zone de liaison est commune a la majorité de&&Alle initie la polymérisation
des chaines de GAGs. Elle est constituée d’'uneneh&trasaccharidique possédant trois
sucres différents : ledo-Xylose (une unité), led-Galactose (deux unités) et I'Aciae-
Glucuronique (une unité) (Schéma l. 7).

sulfatation possible  phosphorylation possible

AN
\&&@vo&@o A STIRG e

Acide-D-Glucuronique D-Galactose bD-Galactose D-Xylose
[B-D-GIcA-(1—3)B-D-Gal-(1—3)-p-D-Gal-(1—4)-B-D-Xyl-(1—0]

Schémal. 7

Des études menées sur la zone de liaison des m@sootré que les positions 4 et/ou
6 des unités de-Galactose pouvaient étre sulfafée%®et que la position 2 du résidu pe
Xylose pouvait, quant a elle, porter un groupemehosphate'> Le role de ces
modifications n’est pas encore bien établi, mageipourrait qu’elles aient une influence sur
I'orientation de la biosynthése vers I'une ou lr@udes familles de GAGs.

c. Les Glycosaminoglycanes (GAGS)

Les glycosaminoglycanes sont de longs polysacosiiitiéaires fortement polaires
(sulfatés ou non) constitués d’'une unité disacdigue élémentaire, comportant le plus
souvent une molécule d’hexosamine et une molécatddd hexuronigue. Le nombre de ces
unités varie de 10 (dans le sulfate de kérataBepa ou plus (dans I'acide hyaluronigtie)

Les GAGs se différencient par la nature de I'hertsa et sont ainsi répartis en deux
catégories : les galactosaminoglycanes (possédaat buGalactosamine GalN) et les
glucosaminoglycanes (possédant or8lucosamine GIcN). Seul le sulfate de kératane)(KS

® Sugahara K.; Yamashinall. Biol. Chem 1988 263 10168-10174

" De Waard P.; Vliegenthart J. F. &.Biol. Chem 1992 267, 6036-6043

8 Sugahara K.; Ohi Y.; Harada J.. Biol. Chem 1992 267, 6027-6035

® Yamada S.; Oyama M.; Yuki Y.; Kato K.; Sugaharagir. J. Biochem 1995 233 687-693

% Kitagawa H.; Oyama M.; Masayama K.; Yamaguchiugahara KGycobiology 1997, 7, 1175-1180
' Oegama T. R. Jr.; Kraft E. L.; Jourdian G. W.; \Xéalen T. R.J. Biol. Chem 1984 259, 1720-1726
2 Fransson L.-A.; Silverberg I.; Carlstedtll.Biol. Chem 1985 260, 14722-14726

13| -A. FranssonThe Polysaccharidess.0. Aspinall. Ed., Academic Pre4€85 3, 337-415

-9-
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ne possédant pas d'acide uronique, fait exceptiaretée classification. Leurs structures
chimiques sont présentées ci-dessous (Schéma I. 8).

Possédant un®-Glucosamine
OR

co,
OR
' \ éo%" 3 %
OH R HO A gL 7 o OHO
O}( O£< OR AcNH
\;,40 OR ,, .
Héparine (Hep)
R'=Ac or SQ

Sulfate d'Héparane (HS) Acide Hyaluronique (AH)

Possédant un®-Galactosamine R=HorsSQ

-0,S0 OH

OR
OH CO,- OR 030y OH
o 03{ ¢]
R R
AcNH OR AcNH OR AcNH

¥

Sulfate de Dermatane (DS)

°F

OR

)20

Sulfate de Chondroitine (CS) Sulfate de Kératane (KS)

Schémal. 8

Tous les GAGs sauf I'acide hyaluronique (AH) saré$ de maniere covalente a des
protéines porteuses pour former des protéoglycdoenae sous laquelle ces molécules sont
fonctionnelles. Selon leur localisation, les GAGstsmpliqués dans de nombreux processus

biologiques (Tableau I. 1).

GAGs Acide Liaison | Hexosaming Liaison | Localisation| Implications
Hexuronique U—A (A) A—U biologiques
(V)
Sites de Sites de
sulfatation sulfatation
possibles possibles
Galactosaminoglycanes
. paludisme,
Cﬁglrfgl:i'lsiﬁe D-GlcA B-1,3 D-GalN B-1,4 :Sa rggr?r(la’e rhumatologie,
2-0, 30 ' 4-0, 60 ' ' -~ . '| croissance
(CS) cornée
neuronale
D-GIcA/
S B e
(majoritaire) ' 4-0 ' gament, thrombose
(DS) 2.0 cartilage
Glucosaminoglycanes
D-GIcA/ .
Héparine L-ldoA g-1.4 2[-)l-\lG|'§-I(\I) g-1.4 (jﬁlrﬁon coagulation,
(Hep) (majoritaire) ' 6’_0 ' ' paorte ' thrombose
2-0O (IdoA)
Sulfate D-GIcA/ o-1,4 D-GIcN o-1,4 foie, facteur de

-10 -
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d’'Héparane L-ldoA 2-N, 30, poumon, | croissance,
(HS) (majoritaire) 6-O aorte reconnaissance
2-0O (IdoA) cellulaire
Acide cartilage ((:r?sdr?:tt:tli%%)e
Hyaluronique D-GIcA 3-1,3 D-GIcN B-1,4 d ge, ydratation),
erme | angiogénése,
(AH) ;
rhumatologie
Autre
Sulfate de D-GIcN cartilage, .
Kératane (KS) D-Galactose| a-1,4 6-0 o-1,4 cormeée inconnue
Tableau . 1

Les GAGs présentent beaucoup d’hétérogénéitéscgusnient de structure ou de
fonctionnalisation. En effet, les DS, Hep ou HSggaent a la fois des résidusLdigloA et de
D-GICA. Seuls les CS, AH et KS ont une unité disatchique répétitive homogéne en
structure. lls possedent un grand nombre de sigesutfatation possibles aussi bien sur le
sucre aminé que sur l'acide uronique. Ces sultatatisont hétérogéenes et toutes les
combinaisons sont envisagées, méme si les compoeas pas encore été isolés. Ces
hétérogénéités sont aussi a I'origine de leursrpt#s biologiques.

[-2.2 Structures et propriétés des protéoglycanes

Les PGs se trouvent de facon ubiquitdireu sein de I'organisme, aussi bien a la
surface des cellules, que dans la matrice extrdagt ou encore a l'intérieur des cellules
(principalement dans les granules de sécrétiore)l€au I. 2). lls sont synthétisés par tous
types de cellules. lls sont de taille et de stngcitariées rendant difficile leur classification.
Leurs propriétés hautement diversifiées dépendena dois des parties protéique et
glycosaminoglycanique. Ainsi, ils sont impliquésdaa prolifération ou I'adhésion cellulaire
ou encore dans la différenciation et la morphogeéules tissus.

Taille du Nombre et nature
Désignation Source squelette Localisation
. des GAGs
protéique (kDa)
aggrécane cartilage 208-221 >100 Eg 20-30 extracellulaire
serglycine plaguettes 17-19 CS, DS, HS, Hep intkdaee
fibroglycane fibroblastes 48(90) HS surfage
cellulaire
fibromoduline tI.SSUS' 41 1KS extracellulaire
conjonctifs

Tableau I. 2

Comme l'indiquent les Tableau I. 1 et Tableau leg,sulfates de chondroitines, étant
les principaux GAGs de I'aggrécane présent dagar@age, sont des cibles particulierement
intéressantes pour I'étude du phénomene arthrasique

. Kjellen; U. LindhalAnnu. Rev. Bioche991, 60, 443-475

-11 -
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|- 3LESSULFATES DE CHONDROITINES(CS)

[-3.1 Définition et structure

L'unité disaccharidique de base des sulfates dadritines, appelée chondrosine, est
constituée de I'enchainement de I'Acidéslucuronique (GIcA) et de laN-acétylp-
Galactosamine (GalNAc) dont la structure est pri&geai-dessous (Schéma 1. 9).

AcideD-Glucuronique D-Galactosamine
(GIcA) (GalN)

R,, Ry, R, Ry = H ou SQNa

Schémal. 9

Les différents types de CS se distinguent paokition et le nombre de groupements
sulfates (Tableau I. 3).

dénomination R Rs R4 Rs Origine du cartilage
CSA H H SQNa H humaine, bovine, ovine, baleine
CScC H H H S@\a | humaine, aviaire, bovine,
CSD SQNa H H SGNa | requin
CSE H H S@Na | SO;Na | calamar
CSK H SQNa | SOG:Na H crabe royal
CSL H SQNa H SOsNa | organismes marins
CSM H SQNa | SO;Na | SO;Na | organismes marins
Tableau I. 3

Il existe 14 combinaisons possibles de sulfatat{omsno-, di-, tri- et tétrasulfates), ce
qui confere une tres grande diversité moléculairdomc autant de propriétés biologiques
potentielles définies par ce « code de sulfatation

Dans la nature, ces CS se trouvent sous la formeodelyméres hétérogenes en
sulfatation. Dans le cartilage de requin, crabearat calamdf, par exemple, différents
oligosaccharides ont été isolés aprés digestion demrx enzymes (une hyaluronidase
testiculaire (donnant des composés saturés) ethmedroitinase (produisant des composés
insaturés)) : il a été trouvé des enchainementamolyénes », A-A, C-C, K-K, E-E (mais pas
D-D) et hétérogenes A-C, A-D, A-C-D, K-A, E-A, L-Al-A, C-E... Ces composés peuvent
aussi présenter des alternances de motifs sudaitéen sulfatés.

*Gama C. I, Tully S. E., Sotogaku N., Clark P. Rawat M.; Vaidehi N.; Goddard IIl W. A.; Nishi AHsieh-
Wilson L. C.Nature Chem. Biol2006 2, 467-473
' Sugahara K.; Yamada $tends Glycosci. Glyc200Q 12, 321-349

-12 -
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Le cartilage humain, quant a lui, possede des QS2SE et il a été démontré que le
pourcentage de CSC augmente dans un cartilagesighe.

I-3.2 Propriétés biologiques’

Les sulfates de chondroitines interviennent damshambreux et variés processus
biologiques aussi bien a la surface des cellules dans la matrice extracellulaire. Par
exemple, ils interagissent avec les facteurs dissance et les facteurs d’adhésion, stimulent
la croissance neuronale, sont reconnus en tantépepteurs par certains micro-organismes
(infections virales (herpes HSV-1, paludisme)),emcore sont impliqués dans les maladies
articulaires et les cancers (Schéma I. 10).

Protéines

/ porteuses -l-‘_

;'f"
[ ]
oFehe s r

g 8 /PF

=== facteur de 2
croissance g [l

2N ||
neurone s

Croissance
neuronale

Schémall. 10

L]
facteur de

Yirus reconnaissance

cellulaire

récepteurs
cellule Signal
noyau

Trois de ces propriétés biologigues sont détailbéeessous.

a. Les sulfates de chondroitines et le paludisme

Le paludisme (appelé aussi malaria) est une mafaatisitaire transmise a ’'Homme
par la pigre d’'un moustique femelle, provoquantfdees fiévres intermittentes. Cette
maladie cause 2 a 3 millions de déceés par an,ipalement en Afrique, ou les traitements
disponibles sont trop colteux pour les populatidtle est la premiére cause de mortalité
chez les enfants de moins de cing ans. Les femmesindes sont aussi particulierement
touchées, le placenta constituant une cible dexgtmir le parasite. En effet, il a été démontré
que des récepteurs spécifiques aux érythrocyteguseninfectés (IRBC = Infected Red
Blood Cell) par le parasit€lasmodium falciparunse trouvent sur la paroi placentaire.
D'aprés des études réalisées en 280i0a été mis en évidence que ces récepteuresedas
CSA (4-sulfate). lls ont aussi démontré que lallmwgie adhérence cellulaire était observée,
non pas avec des CS totalement 4-sulfatés mais @@ecCS possédant une sulfatation
hétérogene (soit 30 a 50% de 4-sulfatés et 50 a d@%on sulfatés), la reconnaissance
maximale ayant lieu avec un dodécasaccharide pastsddux ou trois groupements sulfates.

" Yamada S.; Sugahara &urr. Drug. Discov. Dey.2008 5, 289-301
'8 Alkhalil A.; Achur R. N.; Valiyaveettil M.; Ockerduse C. F.; Gowda D. Q. Biol. Chem 200Q 275, 40357-
40364
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b. Les sulfates de chondroitines et la croissanceuronale

Dans le but de mettre en évidence un « code datatitfn » montrant que chaque
sulfoformes de CS induirait une fonction biologicgpgcifique (tout comme les protéines et
I'ADN), I'équipe de Hsieh-Wilsol? a essayé d'établir si les facteurs de croissance
reconnaissent une unigue séquence de sulfatatoam. d@ faire, quatre tétrasaccharides ont
été préparés par synthése chimique : un de CSAlfdte), un de CSC (6-sulfate), un de CSE
(4,6-disulfate) et un compose 2’,3'-disulfaté (dpp€SR). lls ont ainsi comparé l'influence
de ces quatre sulfoformes sur la croissance nelgragtaont alors déterminé que seul le
tétrasaccharide de CSE montrait une activité promuoiu la croissance neuronale
(développement des dendrites et de I'axone).

c. Les sulfates de chondroitines et I'arthrose

L’apparition dans le commerce (notamment sur lechm@américain) de composants
cartilagineux tels que les sulfates de chondraitme encore de cartilage lui-méme (de requin
par exemple) ont conduit des équipes a étudiers laffets directs sur l'arthrose. En
comparant les effets de ces CS et d'un platefpar voie orale) sur deux groupes de patients
atteints d’une arthrose du genou, il s’est avéglgs patients traités avec des CS ressentaient
une diminution de la douleur. De plus, en mesulamaille de 'espace inter-articulaire chez
les deux groupes de patiefiisils ont pu noter une diminution de cet espacez des
personnes prenant le placebo alors qu’aucune @sigren’est observée dans le groupe traité
avec les CS.

Le mode d'action des CS reste pour le moment aidgdycafin de donner des
explications aux phénomenes physiques observés.

Cette pathologie (décrite en I-1) étant caractériz@ une destruction du cartilage et
de ses composants matriciels, notamment les PGschant que dans le cartilage 80% des
GAGs sont des CS, nous nous sommes intéresséadel'de leur biosynthese.

19 Uebelhart D.; Malaises M.; Marcolongo R.; De Vataé.; Piperno M.; Mailleux E.; Fioravanti A.; Mzto
L.; Vignon E.Ostearthritis Cartilage2004 12, 269-276

2 Michel B. A.; Stucki G.; Frey D.; De Vathaire Kignon E.; Bruehlmann P.; Uebelhart Brthritis Rheum
2005 52, 779-786
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-4 BIOSYNTHESE DES PROTEOGL YCANES

[-4.1 Biosynthese

A I'heure actuelle, la biosynthese des PGs estrenowl connue. De nombreuses

enzymes y sont impliquées et leur role n’est pasidé.

Hep/HS
OONa
o Q
HO HO Nk GIcNACT-I/
i _EXTL2 GIcAT-l GalT-ll GalT-I
OONa HO @y HO on
-5 0 ° o
CS/DS HO 0 o Hwo
HO HO Ho = © 0
OONa HO ¢OH /
o] 9] GalNACcT-I
o ©
HO NHAC
GAGs zone de liaison protéine
porteuse

Schémall. 11

La biosynthése des PGs comprend plusieurs étapes
Elle commence par la formation de la protéine pmte synthétisée par des ribosomes

liés a la membrane du réticulum endoplasmique.

La suite des étapes est réalisée dans le Golgobeége par additions successives de

monosaccharides a partir des UDP-sucres corresptsda

» La xylosylation du résidu de-sérine est catalysée par une xylosyl-transférase
(XyIT).

» L'addition des deux unités galactose est réalisgessivement par deux
enzymes, la galactosyl-transférase | (GalT-l) etgédactosyl-transférase |l
(GalT-II).

» L’ajout du dernier sucre formant la zone de liaisest réalisé par la
glucuronyl-transférase | (GICAT-I).

» L'orientation de la biosynthese, suivant qu’ellendoise aux chaines
d’Hep/HS ou de CS/DS, se fait par l'interventioniri N-acétylglucosaminyl-
transférase (GIcNAcT-I) ou d'une N-acétylgalactosaminyl-transférase
(GalNACT-I) respectivement.

Les modifications chimiques (phosphorylation ouatation) apparaissent de maniéere

simultanée a la formation des chaines, mais tagipleénomenes sont encore indéterminés.
Par contre, il a été établi que la présence d'wumggment sulfate en position 6 du
premier résidu dep-Galactose augmentait considérablement I'activiéé thinsfert de la

2l Sugahara K.;

Kitagawa KCurr. Opin. Struct. Bigl200Q 10, 518-527
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GIcAT-1%% A contrario, si la deuxiéme unité deGalactose est 6-sulfatée ou 4,6-disulfatée,
aucune activité de transfert n’est remarquée.

[-4.2 Polymérisation des chaines de sulfates de cluyoitines

Apres transfert du premier résidu Neacétylb-Galactosamine sur la zone de liaison
par la GalNAcT-I, deux autres enzymes sont nécessai I'élongation des chaines de CS.
Les sucre®-GIcA et b-GalNAc sont transférés un par un par une glucurtvapsférase |l
(GICAT-Il) et une N-acétylgalactosaminyl-transférase I (GalNAcT-llgspectivement
(Schémal l. 12).

GalNACT-II  GIcAT-II

XN 7N
OH NHAC OONa HO <OH
o)
o) o) HO oF

COONa NHAc
OH OH

Schémal. 12

Lors des recherches menées sur la biosynthede@est plus particulierement sur les
enzymes de polymérisation des chaines de CS (GaINIAet GICAT-II), Sugahara etoll.?®
ont démontré que ces enzymes étaient coéluéespessible a séparer, ils ont alors émis
I'hypothése d’'un complexe enzymatique :clondroitine synthase En 200%*, cette méme
équipe a identifié et cloné la chondroitine synghlagmaine. Cette derniére exprime donc les
activités des deux glycosyltransférases (GICAT-tI @alNAcT-IlI) requises pour la
polymérisation des chaines. lls ont, par la sui@nontré la nécessité d'un facteur de
polymérisatiof®, le chondroitin polymerizing factor (ChPF) concttamit & I'action de la
chondroitine synthase. En 2683une autre équipe étudiant I'activité de chondheit
synthases, a mis en évidence que les composésésuditplus particulierement les CSC
augmentaient l'activité enzymatique et cette deeniéétait maximale avec un
dodécasaccharide en tant que substrat.

Les réactions de sulfatation réalisées au cour&hbmgation des chaines de GAGS
sont catalysées par des sulfotransférases domdeanismes d’action restent a €lucider.

22 Gulberti S.; Lattard V.; Fondeur M.; Jacquine€J.-Mulliert G.; Netter P.; Magdalou J.; Ouzzine; M.
Fournel-Gigleux SJ. Biol. Chem 2005 280, 1417-1425

2 Tchukida K.; Lind T.; Kitagawa H.; Lindahl U.; Salgara K.; Lidholt KEur. J. Biochem.1999 264, 461-467
4 Kitagawa H.; Uyama T.; Sugahara X.Biol. Chem.2001, 276, 38721-38726

% Kitagawa H.; Izumikawa T.; Uyama T.; SugaharalKBiol. Chem.2003 278 23666-23671

% Yada T.; Masanori G.; Sato T.; Shionyu M.; Go Kaseyama H.; lwasaki H.; Kikuchi N.; Kwon Y.-D.;
Togayachi A.; Kudo T.; Watanabe H.; Narimatsu HmKta K.J. Biol. Chem.2003 278 30235-30247
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[-4.3 Conclusion

Chez les personnes atteintes d’arthrose, comfiee déja été mentionné, le cartilage
ainsi que ces composants, dont font partie les B@s,détruits. C'est pour cette raison, qu'au
sein de I'équipe nous nous intéressons a leur bibége.

Nous nous effor¢cons de répondre a la problémasguente :
Est-il possible de relancer la biosynthése des péxiglycanes ?

Dans le cadre de ce travail de these, nous nousnesnplus particulierement
intéresseés a la synthése des CS pour I'étude depddymérisation, a savoir quelle taille serait
nécessaire pour faire repartir la synthése desiebaie CS ? La sulfatation est-elle nécessaire
a la reconnaissance enzyme-substrat ? Et si celitgpe de sulfatation ?

|-SNECESSITE DE LA SYNTHESE CHIMIQUE

Dans le cadre du projet ANR et dans le but de oeéter les enzymes cibles
responsables de la polymérisation des chaines den@f nous sommes intéressés a la
synthese d’oligosaccharides de chondroitines gglfai non sulfatés.

Afin d’élucider le mécanisme d’action de ces enzgnieest important de déterminer
leur spécificité de substrat. Nous avons alors sshdé préparer des oligosaccharides de
chondroitines et de sulfates de chondroitinesitles&t de structures définies. Il est essentiel
d’obtenir des composés dont la structure chimicgigoarfaitement certaine. La synthése par
voie chimique, nous permet de synthétiser des mt@écavec une structure totalement
analysée.

Le chapitre suivant présentera les différentes niecies d’obtention
d’oligosaccharides de sulfates de chondroitineseétées dans la littérature.
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|I- TRAVAUX DE SYNTHESESDECRITSDANSLA
LITTERATURE

La principale difficulté rencontrée pour la syrgbales oligosaccharides de sulfates de
chondroitines repose sur I'obtention des deux sugué consituent I'unité répétitive a savoir
un Acideb-Glucuronique ©-GIcA) et unebp-Galactosamineb-GalN). En effet dans les
différentes synthéses qui seront présentées csagliréerses stratégies ont €té mises en ceuvre
afin de les préparer a partir de composeés facilemeressibles.

11-1 SYNTHESES PAR VOIE CHIMIQUE

Dans la littérature, il a été reporté la syntheséighsaccharides de chondroitines de
sulfatation homogéne A, C, D et E. Les oligosaddearde sulfates de chondroitines ont été
synthétisés principalement par deux groupes dostriégie de synthése adoptée est bien
différente. L'équipe de J.-C. Jacquinet constr@s gdéquences ayant le plus souvent pour
unité répétitive3-GIcA-GalNTCA ouFGIcA-GICNTCA, tandis que I'équipe de J. I. Tamura
synthétise des oligosaccharides de séquence inderspes-GalNs-GIcA.

[1-1.1 Premiere synthése d’'un disaccharide de sulfa de chondroitine

A27

En 1989, Marraet coll. décrivent la premiére synthese d’'un fragment disagdique
de chondroitine 4-sulfate(Schéma Il. 1).

2" Marra A.; Dong X.; Petitou M.; Sinay Earbohydr. Res1989 195, 39-50
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Schémall. 1

Une des étapes clés de cette synthese est la gtos entre un sucre donneby
dérivé dubp-GIcA et un sucre acceptedy précurseur de Ia-GalN. Ce sucre acceptedirest
obtenu apres protection séléctive par un acétaidene du composg lui-méme prépareé a
partir dup-Galactal7 par azidonitratioff. La réaction d’azidonitration permet d'introdua
position 2 un groupement azoture, par la suiteldam@nt transformable en amide NHAc
(fonction présente dans les molécules naturellesprésence de I'acétal benzylidene permet
d’isoler I'hydroxyle en C-3 et ainsi d’augmentes leendements de glycosylation avec l'unité
D-glucuroniques (comparés a la glycosylation avec le tiidlpour donner le disacchari@e
(85%). D’autre part, il facilite 'acces au disaacide 2, en permettant d’isoler en une étape
I'nydroxyle en position 4, par une ouverture rédiget régiosélective (NaBiCN, HCI) avec
73% de rendement. Le composé est ensuite sulfaggogition 4, puis saponifié et enfin
hydrogénolysé elN-acétylé sélectivement pour donner le disacchatidésiré (60%), unité
de base des sulfates de chondroitines A.

%8 paulsen H.; Paal MCarbohydr. Res1984 135, 53-69
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[1-1.2 Synthése de disaccharides de sulfates de clupoitines A et C*°

Dans le but d’étudier I'influence de la sulfatatisur les déplacements chimiques des
protons et des carbones en RMN et °C, J.-C. Jacquinet synthétise en 1990, les
disaccharides de chondroitines 4-sulfate et 64guligant pour enchainements GlcA-GalN
(8aet8b) et GalN-GIcA (3aet13b) (Schéma ll. 2).

enchainement GalN-GIcA

enchainement GlcA-GalN

R0 ORg RO OR;
CONa 4 4 OH
Na, % om Q How@\me
HE o ; Ho g
OH NHAC NHAc CONa

13aR, = SONa, R,= H
8aR,= SONa, R = H 4
aR,=SoNa R, 13bR, = H, R,= SONa

8bR,=H, R,= SONa U/
U 0 o
0
N3

RO _OR, R, OBn
BnO
come &&/n wo’v‘e
[e) (e} BnO (e}
ACO%/O OMe CO,Me
AcO
OAc N, 14aR,=H, R;=Bn
9aR,=Bn, R =Ac 14bR,=Bn, R,=H
9bR,=Ac, Ry=Bn \U/
RO _OR, RO ~ORs OBn
CO,Me 4 O BnoO
AcO R O oM A OMe
XCM HO e BnO 3
AOG_ cql + N, Ny OH
10 YyoUUR 15aR,= Ac, R;=Bn
11aR,=Bn, R;= Ac 4 '

11bR, = Ac, R, = Bn 15bR,= Bn, R,= Bz

\U RO ~ORg OTBDMS
AcO
OAc (o) le)
&5 BnO + B OMe
AcO 2 N OBn
3o\n/ ccl, 17
7 NH

16aR,= Ac, R;=Bn
16bR,=Bn, Rj=Bz

Schémalll. 2

La synthése des composés d’enchainement GIcA-@GaNet 8b débute par la
préparation, a partir do-Galactal7®, des motifsp-GalN accepteurdla et 11b, protégés
différemment selon gu’ils conduisent au composéué-sulfaté ; la future position sulfatée
est temporairement protégée par un groupement leetandis que l'autre est protégée par un
ester acétate.

Les disaccharide3a et 9b sont préparés par couplage entre les accee@edN 11a
et11b et le dérivéd-GIcA 3 activé par un trichloroacétimidate (72-75%) qeiss’avéré étre
un meilleur partenaire de glycosylation que son dloguea-bromé. Le groupement 2-azido

29 Jacquinet J.-CCarbohydr. Res199Q 199, 153-181
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est ensuite transformé en 2-acétamido par de Eatfitbacétique. Une hydrogénolyse des
groupements benzyle permet de libérer les hydrexyle sont ensuite sulfatés. La sulfatation
est alors prouvée par analyse RN qui montre un déplacement du signal des protans s
les carbones porteurs de groupements sulfé@®.(/8 ppm pour le H-4, 0.47 ppm et 0.54
ppm pour H-6a et H-6b respectivement). Une étapeldi de saponification mene aux
disaccharides de sulfate de chondroitin@a483%) et C8b (86%).

En ce qui concerne la synthése des unités d’ememmaint inverse GalN-GIcA, la
stratégie de protection du résidu m&alN sera inversée par rapport a celle précédermnmen
réalisée. Ainsi, la position qui sera sulfatée mstégée par un ester et l'autre par un éther
benzylique. Les trichloroacétimidat&6a et 16b sont couplés avec I'acceptelif (50-60%),
par un mécanisme « push-pull » g#,0), puis la déprotection en C-6 du matifGlucose
permet de synthétiser les disaccharidéa et 15b. L'oxydation de ces intermédiaires en
présence de dichromate de pyridinium suivie d’'usction avec du diazométhane permet
d’obtenir les unités disaccharidiques (possédamité uronique)l4aet 14b qui sont par la
suite réduites puisN-acétylées. Une étape de saponification permetibération des
hydroxyles qui sont ensuite sulfatés. L’hydrogéselyles groupements benzyle conduit aux
disaccharided3a(87%) etl3b (60%) désirés.

11-1.3 Synthése d’'un trisaccharide de sulfate de androitine A%

En 1995, I'équipe de J.-C. Jacquinet reporte lath®se d'un trisaccharide de
chondroitine 4-sulfate. La stratégie utilisée garduteurs est la préparation d’un trisaccharide
20 dérivé d’acide hyaluronique (enchainement GIcNAGBIqui est ensuite transformé en
motif chondroitine (enchainement GalN-GIcAY par épimérisation en C-4 de l'unitg
Glucosamine pour donner uneGalactosamine (Schéma ll. 3).

%0 Coutant. C.; Jacquinet J.-&C.Chem. Soc. Prekin Trans1995 1573-1581
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Schémalll. 3

Afin d’accéder au trisaccharid®0, deux glycosylations successives ont été réalisées
La premiére fait intervenir, en tant que sucre @amnune unit®-Glucosaminé4 portant un
groupementN-trichloroacétyle (NHTCA). La présence de ce grauest trichloroacétamido
permet d’augmenter la réactivité du sucre donneainsi d’utiliser directement une unibé
glucuronique plutét que d’oxyder I'hydroxyle en pms 6 apres glycosylation comme en
199¢°. De plus, ce groupement permet un trés bon sténédte lors des réactions de
glycosylations (formation exclusive de liaisons-ftghs) ainsi qu’'un acces direct facile au
dérivé 2-acétamido naturel, en conditions neutteéBugSnH, AIBN)*".

La réaction de glycosylation entre le phénylthioglside24 et I'accepteun-GIcA 25
est réalisée en présence de NIS et de TMSOTf avecremdement de 90%. La
déchloroacétylation en C-4 par la thiourée conduitintermédiaire22 qui est ensuite
glycosylé avec le tricholoroacétimida@3 afin de donner le trisaccharid2l (92%).
L’hydrolyse en milieu acide de I'acétal isopropgite suivie d’'une réaction de benzoylation
régioseélective en C-6 (BzCN) mene au com@iz@0%). L’épimérisation de I'hydroxyle en

%1 Blatter G.; Beau J.-M.; Jacquinet J.@arbohydr. Res1994 260, 189-202
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position 4 (passage dubD-Glucose au motif D-Galactose) est réalisée par
trifluorométhanesulfonylation et déplacement dulatie intermédiaire par le nitrite de
tétrabutylammonium (87%). Apres réduction du gromest trichloroacétamido, puis
sulfatation et saponification, le trisaccharidesd#ate de chondroitine A8 est alors obtenu
(80% pour cette derniere étape).

[1-1.4 Syntheése de di-, tri- et tétrasaccharides dehondroitines et
sulfates de chondroitines A, C et E

En 1998, I'équipe d’Ogawa décrit la synthese detdt et tétrasaccharides 4-, 6-, 4,6-
sulfatés ainsi que leurs analogues non sulfaté&ggeence GalNGIcA (28, 35et37). Pour la
premiere fois une stratégie divergente est utilsémartir d’un intermédiaire disaccharidique
clé 32 décrit en 199% (Schéma I1. 4).

%2 Tamura J. I.; Neumann K. W.; Kurov S.; OgawaCarbohydr. Res1998 305, 43-63
% Tamura J. I.; Neumann K. W.; OgawaBioorg. & Med. Chem. Letl995 5, 1351-1354
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Schémall. 4

L’intermédiaire clé 32 est le précurseur commun de tous les di-, tri- et
tétrasaccharides. Il est obtenu apres une réadgaoglycosylatio, entre les blo83 et 34 en
présence de BFELO, suivie de la déprotection du groupement silyl@ sur 2 étapes) afin
d’oxyder et d’'estérifier la position 6 de l'unit2Glucose. Cet intermédiaire cB2 permet
I'acces direct au disaccharide firgg.

Afin d’obtenir le squelette tétrasaccharidiguedikaccharide cl82 est transformé soit
en un bloc donneusO, apres déprotection du groupement méthoxyphényimidoylation,
soit en un bloc accepte®l par déprotection quantitative du groupement |éaylie. La
glycosylation de ces deux blocs conduit au tétdsaede29 avec un rendement de 50%.
Pour la préparation du trisacchari@®, le bloc disaccharidiqgue acceptedl est glycosylé
(39%) avec un dérivé monomeérique m&SICA protégé par des fonctions esters et activé pa
un groupement trichloroacétimidate. Afin d’accédex produits finaux, les différents dérivés
2-azido @9, 32 et 36) sont ensuite transformés en dérivés 2-acétamalohpdrogénation
catalytique suivie d’'une étape d’acétylation.

Une saponification suivie d’'une hydrogénolyse gaig@ie conduit aux composés non
sulfatés désiréa8, 35et37 (R = H).
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La syntheése des analogues sulfatés est réalisgre laettratégie suivante et ce, quelle
que soit la taille de I'oligosaccharide ( ch&ma 115).

éo oH dérivé 6-sulfatg
P ™ oen ACO oH OSQNa
Q NaBH,CN Q idi o 1) SO,NMe,, DMF 0
o oR i HFFg RO OR 1) Ac, pyridine R'O&/OR%’ R OR
2) H, PdiC aponification
NHA NHAc
3g NHAC 39 c 40 NHAC 41
R = sucre NaGSC oen NaOSQ oH NaGSQ osana
o)
R'= Lev ou sucre SO, NMe, DMP R-O&&/OR M PdC_ o A _OR SD_;%A-'L\‘MQ' RO OR
NHAC 43 NHAc 44 NHAC
dérivé 4-sulfatd [dérivé 4,6-disulfatd

Schémalll. 5

Ainsi, pour commencer, l'acétal benzylidene estestivégiosélectivement donnant
I'alcool 6-O-benzylé correspondaB® (51 a 87%).

* L’hydroxyle en position 4 est alors libre et pewnd étre sulfaté4@). Une
réaction de saponification suivie d’une hydrogégmelyatalytique méne aux
produits finaux 4-sulfaté43.

* Les produits 4,6-disulfaté44 sont obtenus apres sulfatation de I'’hydroxyle
libre restant en position 6 du dérivé 4-sulfat&agionification des esters pour
terminer.

e En ce qui concerne les produits 6-sulfatés, I'hygi® en C-4 de
lintermédiaire 60-benzylé est acétylé, puis le groupement benzyle
hydrogénolysé40). L’hydroxyle en position 6 est alors sulfaté, peonduire
apres une étape finale de saponification aux coégp@sulfatés attenddq.

Cette stratégie permet I'accés aux di-, tri- etagdccharides sulfatés désirés a partir
des intermédiaire®9, 32 et 36.

[1-1.5 Synthése de disaccharides réducteurs de salés de
chondroitines A et C**

En 1998, I'équipe de J.-C. Jacquinet reporte, pawremiére fois, une stratégie de
sulfatation régiosélective d’'un diol menant a lathgse de disaccharides de chondroitine 6-
sulfate45b possédant une extrémité réductrice. La synthesdhaledroitine 4-sulfaté5a est
également décrite (Schéma 1. 6).

% Jacquinet J.-C.; Rochepeau-Jobron L.; Combal GaFhohydr. Res1998 305, 43-63
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Schémalll. 6

Les deux disaccharides finaux sont préparés a pbuth méme diol intermédiairé6.
Ce disaccharidd6 est obtenu par glycosylation entre le dérivépd@lcA donneur48 et
I'accepteur 4,89-benzylidene47 en présence de triflate d’argent (70%), suiviend'u
hydrolyse acide de l'acétal benzylidene. Les bld@set 48 sont, quant a eux, obtenus
respectivement a partir 49 et de lap-Glucurono-6,3-lactone. A partir du didb, deux
stratégies sont alors entreprises afin de conduixecomposés 4- ou 6-sulfaté (Schéma Il. 7).
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 Ainsi, afin d'accéder au disaccharide 6-sulféfb, une sulfatation régiosélective en
position 6 du diol46 par un complexe de trioxyde de soufre-triethylaamisuivie d’'une
chromatographie d’échange d’ions, est réalisée mmumer l'intermédiaire50 avec un
rendement de 90%. Cette derniére est prouvée pai fMavec un déplacement des signaux
H-6a et H-6b et aucun changement au niveau du nésdijtats en accord avec ceux €noncés
en 1996°. La molécule est ensuite saponifiée par de I'hydroxyde de lithium puis par de
I'nydroxyde de sodium en présence de meéthanol. drbgénolyse de I'éther benzylique
conduit au disaccharide 6-sulfaté réductly attendu.

* En ce qui concerne 'accés au compéSag une protection régiosélective en position
6 par un groupement benzoyle (93%), suivie d’'udattion dans les mémes conditions que
celles décrites auparavant (90%) permet d’obtentdmposé sulfaté en positiorb4. Une
réaction de saponification des esters et une dtapke d’hydrogénolyse (97%) donnent le
disaccharide 4-sulfa#5adesire.

[1-1.6 Synthése de pentasaccharides de sulfates deondroitines A et

C35

En 2000 I'équipe de J.-C. Jacquinet décrit la S3s¢hde pentasaccharides 4-sulfaté
(52a) et 6-sulfaté §2b) en série méthyle glycoside. Leur approche s'éfie@ partir d’'un
tétrasaccharid®6 construit selon deux voies différentes, 'une pddition successive de
monomeres, l'autre par couplage de deux disaca®m(Bichéma Il. 8).

% Bélot F.; Jacquinet J.-Carbohydr. Res200Q 326, 88-97
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Au cours d'une publication précédefiftda synthése du précurseur disaccharidisfie
a été décrite. Les auteurs ont notamment démontgdagréaction de glycosylation avec une
unité 4,60-benzylidenes-Galactosamine en tant que sucre donneur, bienpquant un
groupement 2-trichloroacétamido, conduisait a utfange de disaccharides3 inséparables.

% Bélot F.; Jacquinet J.-Carbohydr. Res200Q 325, 93-106
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Afin de préparer le disacchari8®, I'étape de glycosylation a donc été réalisée évec
trichloroacétimidaté1, possédant non plus un acétal benzylidene maiestess acétates, et
I'accepteur60 (76%). Les groupements acétate du disaccharidmolsont transestérifiés et
'acétal 4,60-benzylidene est mis en place avec du benzaldéeydenilieu acide pour
donner le composg9 désiré. Ce dernier est alors :

* Soit glycosylé avec une uni2GIcA sélectivement protégée en C-3
afin de préparer le trisaccharid®7 (84%) qui est ensuite
déchloroacétylé (87%), puis glycosylé avec le tantacétimidatesl
(78%) pour conduire au tétrasacchaf@eavec un rendement global de
57% pour cette voie.

» Soit glycosylé avec un trichloroacétimidate disacahique58 avec un
rendement global de 50% pour donner le tétrasaickez.

Par la suite, comme pour la synthése du disacah&fldl’accepteur en C-%4 est
obtenu apres transestérification des esters asgfatetection des positions 4 et 6 par un
acétal benzylidene (60%). Le couplage avec le loiolacétimidate55 conduit a un
pentasaccharideavec un rendement de 55%. Les groupemessichloroacétyles du
pentasaccharide préparé sont alors réduits (79%3 eicétals benzylidenes hydrolysés (79%)
donnant le tétrob3. Afin d’obtenir les composés finaux, la stratédeesulfatation décrite en
1998 est alors adoptée (Schéma Il. 7).

Ainsi les composés 6-sulfaté2b sont obtenus aprés sulfatation régiosélective §87%
et saponification (80%), et les composés 4-sulfagsapres benzoylation régiosélective en
C-6, sulfatation en C-4 (88%) et saponification%)8

[1-1.7 Synthése d’oligosaccharide de sulfates de @hdroitines D*’

Jusqu’alors aucune synthése chimique d'oligosaaidgde sulfates de chondroitines
D n'avait été reportée. Seuls des fragments obtgrausaction d’enzymes bactériennes
(chondroitinase, hyaluronidase) avaient été pr&paré “° mais ces fragments n’étaient pas
utilisables pour des essais de reconnaissance danemue substrats pour les enzymes de
biosynthese.

Pour la premiére fois en 2080J.-C. Jacquinet et son équipe reportent la syathé
d'un disaccharide 2’,6-disulfaté. Dans la contiauide leurs travaux sur ce type de
chondroitine, ils décrivent en 2002 la premiéretisyse d'un tétrasaccharid® et d’'un
hexasaccharidé3 (Schéma Il. 9).

37 Karst N.; Jacquinet J.-&ur. J. Org. Chenm2002, 815-825

% Sugahara K.; Tanaka S.; Yamada$/coconjugate J1996 13, 609

% Sugahara K.; Nadanaka S.; Takeda K.; Kojim&r. J. Biochem1996 239, 871
0 Nadanaka S.; Sugahara®lycobiology1997, 7, 253

“LKarst N.; Jacquinet J.-Q. Chem. Soc. Perkin Trans200Q 2709-2717
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La stratégie fixée par les auteurs était d'utilides groupements benzoylés comme
protection temporaire des hydroxyles qui seronfasés (soit les positions 6 et 2’) et des

Schémalll. 9

groupements hydrogénolysables en fin de synthé@seneoprotection permanente.

Le tétrasaccharide et I'hexasaccharide sont prépgrd une synthese itérative, a

partir de deux blocs disaccharidiques commén®t 66. Le trichloroacétimidate clé7 est
obtenu a partir des unité&sGIcA 68 (bloc donneur) eb-GalN 69 (bloc accepteur), elles-
mémes préparées en 12 étapes chacune a partir rddsitp commerciaux70 et 71
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respectivement selon une stratégie décrite en “20par les auteurs. La réaction de
glycosylation en présence de TMSOTf des bl68set 69 (71%) suivie de la désilylation
donne un disaccharide portant un hydroxyle librepesition 6. La protection par un ester
benzoate de ce C-6, puis le clivage oxydant dupgoment méthoxyphényle et une réaction
d’'imidoylation (64%) permet d’obtenir I'intermédiai67. Ce composé peut alors conduire au
disaccharide accepte@6 apres glycosylation avec du méthanol (86%) et ldéchcétylation
(91%).

De facon itérative, le trichloroacétimidaté7 est couplé avec Iaccepteur
disaccharidiqué&6 pour synthétiser le tétrasacchar@tequi va subir une déchloroacétylation
(44% pour ces deux étapes), et peut alors de noueegir avec le disaccharide donnédr
pour donner I'hexasacchariéd qui sera lui aussi déchloroacétylé (46% pour césapes).
L’hydroxyle libre en C-4 dw-GIcA des tétra- et hexasaccharide obtenus est ptotégé par
un groupement 4-méthoxybenzyle (hydrogénolysablignetie synthése comme prévu dans la
stratégie de départ des auteurs).

Aprés réduction du groupemeni-trichloroacétyle, saponification des esters
benzoates, sulfatation des positions 6 et 2’, éhdrydrogenolyse, les produits finaux de
sulfate de chondroitine B2 (93%) et63 (68%) ont été obtenus.

[1-1.8 Synthése de di- et tétrasaccharide de sulfatde chondroitine B2

En 2004, I'équipe de Hsieh-Wilson publie la systhé’'un disaccharid&7 et d’'un
tétrasaccharidé3 de chondroitine 4,6-disulfate ainsi que ’homolegétrasaccharidique non
sulfaté71 pour I'étude de la croissance neuronale (Schéni®)l

“2Tully S. E.; Mabon R.; Gama C. J.; Tsai S. M.; Ky Hsieh-Wilson L. CJ. Am. Chem. So2004 126,
7736-7737
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Schémalll. 10

Une stratégie divergente est envisagée a partidisiaccharider6. Ce dernier est
obtenu par le couplage des blac&IcA 78 etD-GalN 79 (74%) eux-mémes préparés a partir
des monomeres commercia88et 81 en 8 et 9 étapes respectivement. L'intermédidé& @
peut alors étre transformé soit en un disacchaddeneur 74 aprés déprotection du
groupement allyle par une hydrogénolyse en préseénicecatalyseur de Grubbs suivie d'une
réaction d’'imidoylation, soit en un disaccharideeateur75 aprés désilylation en C-4'. La
réaction de glycosylation entre ces deux unitéesndam tétrasaccharide avec 30 a 40% de
rendement. Afin d’obtenir les composés finaux,)lgf®upement(s) 2-trichloroacétamido sont
réduits en groupements 2-acétamido, puis le(splsgpara-méthoxyphénylbenzylidene sont
hydrolysés, libérant les hydroxyles des positioret & qui sont ensuite sulfatés ou non. Les
molécules sont enfin saponifiées et désilylées plmmer72, 73 et 77 avec 52%, 93% et
67% de rendements respectivement.
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[1-1.9 Synthése d'un hexa- et d'un octasaccharide ed sulfate de
chondroitine E

En 2004° et 2008 I'équipe de Tamura reporte successivement la &gettd’un
hexasaccharid®@2 et d’'un octasaccharid3 de chondroitine 4,6-disulfate (Schéma Il. 11).

NaO,50
Na0,SO OSQNa NH AC cos_ OSOsNa OH
0 %o OoMP
o
CONa
NHAC (ofe] H NHAc
OSQNa
OSQNa
82n=
83n=
Ph N Ph
MBzO OMBz
OMBzO OMB OoMP
6@9 ¥ oo 5@7
NHAc €Ol M NHAC Co, Mo~
84R = Lev
85R = Piv
Schéma ll. 11

Les intermédiaires disacchariques clés utilisés isemtiques & ceux décrits en 18498
(Schéma Il. 4) a la différence prés que ces dermersont plus 2-azido mais 2-acétamido. En
effet, lors de la préparation de I'hexasaccharié¢éape de réduction du groupement azoture
ayant donné un rendement trés faible (<10%), ldsuasl ont choisi d'utiliser les blocs
disaccharidiques accepteurs et donnehfacétylés. Le bloc accepte@®6 ainsi que le
précurseur 13-méthoxyphényle du trichloroacétimidaé avaient déja été décrits en 1898
L’hexa- et I'octasaccharide sont donc construitdagd®n itérative, par réactions successives
de glycosylations du disacchari®d en présence de TMSOTf (64% de rendement pour la
glycosylation de I'hexasaccharide) suivie de dégmtidns du groupement lévulinoyle jusqu’a
I'hexasaccharide accepteur. L'étape de glycosylatienant a I'octasaccharide est réalisée
avec le trichloroacétimidate pivaloyd5 (58%). Les acétals benzylidene sont hydrolysés par
de I'ACS, les positions 4 et 6 sont sulfatées atrgerminer les composés sont saponifiés
donnant I'hexasaccharid@? et I'octasaccharid83.

[1-1.10 Synthese d'oligoméres de chondroitines a pa d'un
polymere

En 2008° C. Lopin et J.-C. Jacquinet décrivent la synth@stigosaccharides de
chondroitines non sulfatés (di-, tétra- et hexdsadde) ainsi que la préparation de

“3Tamura J.1.; Tokuyoshi MBiosci. Biotechnol. Bioche®004 68, 2436-2443
* Tamura J.I.; Nakada Y.; Tanigushi K.; Yamane®arbohydr. Res2008 343 39-47
“ Lopin C.; Jacquinet J.-@&ngew. Chem. Int. E@00G 45, 2574-2578

-33-



II- Travaux de syntheses déed#ss la littérature

disaccharides clés, précurseurs des différentésf@uhes de chondroitines. Pour ce faire, ils
ont mis au point une préparation innovante de oégsipar hydrolyse acide d’'un polymere
de sulfates de chondroitines commercial, permettardcces rapide a l'intermédiaire 8@
(Schéma ll. 12).

AcO

Cco,Me OAC
ACO o) o ONAP
A0 0]

OAc 87 NHTCA

!

AcO

OAc
- COMe, o
Qo0
OAC TCAN
CCl
88 OY g

NH

OH
Co,Me 5

HRo o WV OH
OH 89 NH,, CF

RO OR
CONa NHAc
NHAc CONa
90 RO OR

R =H ou SQNa
polymere de CS commercial

Schémalll. 12

L’hydrolyse acide du polymére de sulfates de choitidies 90 est basée sur les
travaux antérieurs de Leveéfieet, de Davidson et Mey¥rqui cherchaient & étudier la
structure de base des unités répétitives de ssilfigechondroitines, la chondrosine. Ainsi,
cette hydrolyse conduit a un chlorhydrate d’amiisactharidique hémiacétalique désulfaté et
N-désacétylé d’enchainement GIcA-GalN, qui, apréérifisation conduit a I'unité de base
89. Le trichloroacétimidat88 N-trichloroacétyléest préparé a la suite de différentes étapes de
protections/déprotections et d'une activation dubcae anomérique. Une étape de
glycosylation avec le 2-naphtylméthanol conduitamposés?7.

Ce disaccharid87 est l'intermédiaire clé commun qui va permetteetes a tous les
oligomeres décrits dans cette publication (Schénis8).

46 evene P. AJ. Biol. Chem1941, 140, 267-277
4" Davidson E. A.; Meyer KJ. Am. Chem. So954 76, 5686-5689
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Schéma ll. 13
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En ce qui concerne la synthése des oligomeéres ulfatés, I'intermédiaire91 est
préparé a partir d@7 aprés une transestérification des esters acépatdsction des positions
2,3 et 4,6 par un acétal isopropylidéne (67%)npettant la |évulinoylation en C-4’. Une
hydrolyse des acétals isopropylidéne et une étgmetglation conduit a l'intermédiairgl,
qui peut alors étre transformé soit en bloc acee@d par délévulinoylation, soit en bloc
donneur93 par clivage oxydant du groupement naphtylméthyleneoylation. Le tétra- et
I’'hexasaccharide sont construits de maniere itérgiar glycosylations et délévulinoylations
successives de ce trichloroacétimidate lévulingylé65%). Les composeés fina@b, 96 et
97 sont obtenus aprés réduction des groupempetitichloroacétyles et saponification des
esters.

Afin d'accéder aux précurseurs des sulfates dendritines, les auteurs ont
synthétise, toujours a partir de l'intermédiaB@ le compos&8 possédant deux acétals
différents. Ces deux acétals permettent, apréssuneession de protections/déprotections
sélectives, de conduire a quatre composés disadichees 99, 100 et 102 qui sont les
précurseurs des différentes sulfoformes de chomdesi (A, C, D, E, K, L et M) naturels
existants.

11-2SYNTHESES PAR VOIE ENZYMATIQUE

[1-2.1 Synthése de 2008

En 2000, une synthése enzymatique est reportédsantil I'activité de
transglycosylation d’'une glycosidase (= hyaluroe&aainsi que son activité inverse,
I'hydrolyse (Schéma Il. 14).

OSQH OH NHAG HO SQH
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N
Ho,s0 OH \ HO,sO OH
HO ~
o TR0 \
OH NHAc OH NHAc
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W NHAC
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HO _OSQH v HO _OSQH
OH NHAc [ CONa OH NHAc ~ CONa
HO 0o d Hb o 0 d wo o
CO,Na OH NHAc CO,Na OH ACNW\I
HO,SO “oH HO “osqH H
106 4S-65-6S-65-PA »
N
Schéma ll. 14

“8 Keiichi T.; Keinosuke ITrends in Glycoscience and Glycotechnolag9Q 67, 295-306
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L’hyaluronidase, aprés catalyse de I'hydrolyse dyatymeére de chondroitind94 va
aussi catalyser la réaction de transglycosylatiansférant ainsi le disaccharide termirs)(
du donneurl04 sur I'accepteud 03 L'oligomére 106 formé devient a son tour un accepteur
pour une nouvelle réaction de transglycosylation.

Les réactions de transglycosylation sont réaliséell 7 pendant 1 heure a 37°C. Les
oligomeres de sulfates de chondroitine83 sont synthétisés avec a leurs extrémités
réductrices un groupement 2-aminopyridine (PA).démier, en effet, facilite I'analyse des
produits de réactions par spectrométrie de massdéetermination de la masse moléculaire et
de la sulfatation est donc réalisée par MS/MS.

Il a été montré que des oligoméres avec des stitfiasahétérogenes pouvaient étre
préparés. En revanche les composés 2’,6-disulettés,6-disulfatés ne peuvent pas étre
transférés comme blocs donneurs mais il est pesslbl les utiliser en tant que blocs
accepteurs de départ. Plusieurs librairies de ceagpont été ainsi préparées avec diverses
combinaisons de sulfatations.

[1-2.2 Synthése chimio-enzymatigue a partir d'un iermédiaire
oxazoline

L’équipe de S. Kobayashi reporte la synthése entigme de chondroitiné3 et de
chondroitine 4-sulfaté catalysée par une hyaluronidase & partir d’unriméeiaire oxazoline.
En effet, ces intermédiaires sont des analoguetétl de transition lors des réactions
enzymatiques (= issu du clivage de la liaisonf) par une hyaluronidase) (Schéma Il. 15).

9 Kobayashi S.; Fujikawa S. I.; Ohmae 81.Am. Chem. So2003 125, 14357-14369
%0 Fujikawa S. I.; Ohmae M.; KobayashiBomacormolecule8005 6, 2935-2942
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Schéma ll. 15

La préparation des deux oxazolines désirées (éaabu non) est réalisée a partir de
l'intermédiaire 111 Ainsi, le groupement 2-azido du disaccharlde est transformé en
groupement 2-acétamido (participant) par de Il'actd®macétigue (86%), puis l'acétal
benzylidene est hydrolysé conduisant au diafl. L’intermédiaire 109, précurseur des
composés non sulfatés, est obtenu apres acétythtidiol, hydrogénolyse puis acétylation de
la position anomérique. L’intermédiaifd 0 précurseur des composeés 4-sulfatés, est préparé
a partir de ce méme didll1 par acétylation régiosélective en position 6 muilatation en
position 4 (54%).

Afin d’accéder aux oligomere$07a et 107b, les oxazolinesl08a et 108b ont été

synthétisées.

Ainsi, I'oxazoline 108a est obtenue aprés réaction &9 en présence de TMSOTf
(89%), puis transestérification des groupementtase par méthanolyse.

L'oxazoline 108b, quant a elle, est obtenue aprés hydrogénoly$éttier benzylique
anomerique, estérification puis activation par duowre de tosyle en présence de
diméthylaminopyridine (54%).

La polymérisation de ces deux oxazolines est ensédlisée par une hyaluronidase de
testicules de moutons (H-OTH= Ovine testicular H8ad.es oligoméres de chondroitines
107asont ainsi obtenus avec un rendement de 50% emmasse moléculaire (M de 2100
(M, 2500, décasaccharide principalement). En chandesebnditions de réaction (temps de
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réaction, pH, tampon, enzyme H-BTH), des oligomemsnt des masses de 1600
(octasaccharide) a 4800 (24-saccharide) sont oktenu

Dans le cas de I'oxazolinH8b, la polymérisation par H-OTH donne des oligoméres
107bdont la plus haute masse moléculaire est de 1@84Q0pour 64% de rendement ce qui
correspond a 72-74 unités saccharidiques.

[1-2.1 Synthése séquentielle d’oligosaccharides dghondroitines via
I'utilisation d’une chondroitine polymérase mutante*

En 2008, la synthese d’oligosaccharides de chotigesi (de 7 a 16 sucres) a été
réalisée de maniére séquentielle en utilisant adgpymes mutantes-immobilisées sur billes
(Schéma ll. 16).

—*[GIcA-GalNAc] -PA
UDP-D-GalNAc
D521K-billes
UDP

GalNAc-[GIcA-GalNAc] -PA

UDP-D-GIcA
D241K-billes

UbP

[GlcA-GaINACc],,,-PA

Schémalll. 16

L’enzyme K4CP, exprimée chdzscherichia Coli est une chondroitine polymérase
qui posséde deux activités de type transférasesi Atte enzyme transfere alternativement
I'unité D-GIcA et l'unité b-GalNAc a partir des sucres donneurs UDBICA et UDPb-
GalNAc sur un oligosaccharide de chondroitine atezep

Afin de synthétiser séquentiellement les oligosadodes de chondroitines, les auteurs
ont réalisé des mutations sur cette enzyme pemtattannuler I'activité de I'une des deux
transférases tout en maintenant I'activité de tasde. Deux enzymes mutantes greffées sur
billes ont ainsi été préparées : D-241K (GIcA-T) tpansfére I'uniténp-GIcA et D-251K
(GalNAc-T) qui transféere I'uniteé-GalNAc.

La synthése séquentielle des oligosaccharides (@Hd3t réalisée a partir de
I’'hexasaccharide portant le groupement 2-aminopyeidCH6-PA) comme substrat accepteur
initial. Le groupement pyridylamine (PA) permet f&eiliter la détection par fluorescence.
Les composés de motifs impairs sont obtenus patiodaavec 'UDPp-GalNAc et D521K-
immobilisée sur billes dans 1mL de tampon (pH 71.2)2 heures a 30°C. Le filtrat contenant
CH7-PA est séparé des billes d’enzymes et utilesgs urification pour la synthése des
motifs pairs. Il est, ensuite, mélangé avec 'UDISICA et I'enzyme D421K-immobilisée sur

*L Sugiura N.; Shimokata S.; Minamisawa T.; Hirab&yds Kimata K.; Watanabe K&lycocon;. J, 2008
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billes, agité a 30°C, jusqu’a complete élongatiGhi8-PA est alors obtenu. Ces deux étapes
sont répétées jusqu'a l'obtention de la taille wi&si(CH-7 a CH-16). Les différents
oligosaccharides sont analysés par MALDI-TOF MS/MS.

11-3 SYNTHESE COMBINATOIRE®™

En 1999, A. Lubineau et D. Bonnaffé publient uibedlirie de 8 formes de sulfates de
chondroitines obtenues par une approche combiratgatte méthodologie permet d’obtenir
les composés en 13 étapes par un protocole «asylifpool » contre 25 pour une synthése
multiparalléle. Pour la premiere fois l'unitéGalactosamine est préparée a partir d’'une unité
D-Glucosaminel 16 par oxydation puis réduction sélective en C-4 &a ll. 17).

*2 Lubineau A.; Bonnaffé DEur. J. Org. Chem1999 2523-2532
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Schéma ll. 17

Une réaction de glycosylation entre les unité&lucose 116 et 117 suivie de
différentes étapes de protections conduit au deatte115 Afin d’obtenir le motifb-GalN
désiré, la position 4 de l'unit®-Glucosamine est oxydée dans des conditons de Swesn
réduite sélectivement par du K-Sélectride pour @oriépimerep-Galactosamine (88%) et
conduire ainsi au disaccharide dl&4. Par la suite, chacune des étapes est suivie PRCH
en phase inverse. Les librairies sont purifiées gotme de sels de tétrabutylammonium sur
LH-20, le sel facilitant la quantification des sititions en analyse RMN.

Le disaccharide cl&l14 est tout d’abord diversement sulfaté ou benzyl€eh(92%
et 90% respectivement). Les produits sont ensaitais pour étre désilylés quantitativement
en C-6, afin d’étre oxydés dans des conditions wler$, puis estérifiés par du méthanol en
présence de potasse et de diiode, la positiont2Zéasétylée (92%). Les composés sont a
nouveau divisés en deux parties, puis sont soitotiéges en C-6 par du DDQ et sulfatés, soit
laissés tels quels pour ensuite étre rassembléseribrairie 113 de 4 composés. Cette
derniere est alors séparée en deux pour donnelihna@rie A de composés sulfatés en
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position 2' apres désacétylation, sulfatation, s#pmation (80% pour ces 3 étapes) et
hydrogénolyse, et une librairk: de composeés non sulfatés en position 2’ apréndagation
et hydrogénolyse.

Contrairement aux synthéses décrites auparavarigsogroupements sulfates étaient
introduits a la fin de la synthése, ils sont icspionnés au début et les auteurs soulignent que
ces esters sulfates sont donc stables sous dedi@osde réactions variables.

11-4 CONCLUSION

Comme évoqué au début de ce chapitre, les ditiearteurs de ces syntheses ont di
trouver des moyens efficaces pour préparer leasshile départ. Trois méthodes peuvent étre
recensées pour la préparation de D&alN : I'azidonitration d’'une unitéD-Galactal,
I'épimérisation en C-4 a partir d’'une unitéGlucosamine (soit par déplacement d’un trilflate
intermédiaire, soit par oxydation suivie de la m@n sélective par du K-Sélectride). En ce
qui concerne l®-GIcA il est préparé par oxydation d'mnGlucose. On comprend donc trés
vite l'intérét d’'une synthese basée sur I'obtentiapide d’'un intermédiaire disaccharidique
GIcA-GalN de départ qui permet de s’affranchirrdhon nombre d’étapes.

Cette technique, développée au sein de notredtdie (décrite en section 11-1.10), a
donc servi de point de départ a la synthése dgesalccharides de chondroitines désirés. La
stratégie de synthese envisagée sera décrite @lahapitre suivant.
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I11- STRATEGIE DE SYNTHESE

111-1 STRUCTURE DESOLIGOSACCHARIDES SYNTHETISES

Comme nous l'avons évoqué dans le chapitre |,daybithése des CS est encore mal
connue. Dans le cadre d’'une collaboration avec éqmepe de biologistes située a Nancy
(UMR 7561F° nous nous intéressons & I'étude de cette biogyatht plus particulierement
aux enzymes impliquées dans cette biosynthese.

Cette étude a été focalisée sur la polymérisaties dhaines de sulfates de
chondroitines (Schéma |. 12) et plus particuliergimsur la détermination du rdle et du
mécanisme d’action de la chondroitine synthaseyreezesponsable de cette polymérisation
et des sulfotransférases intervenant au cours tte €@ngation. Pour ce faire, nous avons
envisagé durant ce travail de thése, la synthédeydsaccharides de chondroitines de tailles
et de structures définies. En accord avec I'équipebiologistes qui effectuent les tests
enzymatiques, les différents oligomeres porteromé unolécule de biotineia un bras
espaceur sur le carbone anomere du premier régiohGaIN (Figure 111, 1).

o

HN/U\ NH
RO _OR o
OH AcHN CONa H
HO o 0 Q o MN
Ht© o d [Fo ° Ty s
CO,Na m OH AcHN | H
v OR! o}

0 ORe
m=0oul n=1,2..

AR,=R,=R,=R,=H

Figure 11I. 1

Dans le but de déterminer le point de départ delgmérisation des chaines de CS,
des oligosaccharides de chondroitines (non sujfadégde différentes tailles vont étre
préparés. Ainsi, ils nous permettront de détermiiaeaille minimale nécessaire a l'initiation
de I'élongation. Les motifs pairs (dernier sucre-&IcA) et impairs (dernier sucres=GalN)
sont envisagés pour les tests de transferts eniyueat En effet, ces structures nous aideront
dans l'identification du premier sucre transférélpachondroitine synthase.

Le deuxiéme point étudié est la spécificité desalb de la chondroitine synthase. En
effet, jusqu’a présent nous ignorons si la présemeenon de fonctions sulfates a une
importance sur la reconnaissance enzyme-substdamnetsur la polymérisation. Sachant que
le cartilage humain contient des CSA (4-sulfatejet CSC (6-sulfate), des oligosaccharides

3 ANR-05-BLAN-0198-02 « GT-GAG »

-43 -



[ll- Stratégie de synthese

de CSAB et de CSQC vont étre synthétisés. De plus, ces analogueatésl&eront utiles a
I’élucidation du mécanisme d’action des sulfotréns$es intervenant lors de I'élongation.

Pour la premiére fois, la préparation d’oligomédesCSA présentant une sulfatation
hétérogen®, sera décrite. Ces molécules serviront, ellestaau$analyse de la spécificité de
substrat de la chondroitine synthase et des saiffsfitrases.

111-2 BIOTINE/STREPTAVIDINE

La molécule de biotine a été choisie pour facilita détection de ['activité
enzymatique.

En effet, la biotine (ou vitamine H) est connue psaitrés forte affinité de liaison non
covalente pour la streptavidine (PM 60000). Lapgareidine est une protéine tétramérique
possédant quatre sites de fixation pour la bioffrigure 1ll. 2) conférant & ce complexe une
des constantes d’association les plus fortes enestal® M.

HN NH

HO

Biotine

Complexe biotine/streptavidine

Figure 1lI. 2

Une fois les composés biotinylés préparés, ilsrdeemvoyés a nos collaborateurs
biologistes pour mesurer I'activité enzymatique.

Afin de tester l'activité enzymatique d'une enzynde transfert telle que la
chondroitine synthase, I'oligosaccharide biotingra mis en présence d’'UDPGalN et
d’'UDP-D-GIcA marqués auC et de I'enzyme de transfert correspondante. Rais
streptavidine complexée sur des billes magnétigaea ajoutée dans le milieu afin que la
biotine se place dans le site actif. Les différdateages qui suivront, élimineront tous les
produits non retenus par la streptavidine. Pouir,fiseules les molécules marquées et
accrochées a la streptavidine seront détectéegjucegpermettra de quantifier I'activité
enzymatique (Schémallll. 1).
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UDP-A*(*C)
U gy 2D | s i) —um,ng) D TR »

Enzyme de transfert=

chondroitine synthase UDP'A*(TE) :
UDP-U*( C) en exces

Complexe streptavidine- U = GIcA l
D billes magnétiques lavages
A =GalN
@ Biotine U*A* (*C) —(U-A)nW\D
A, Bras espaceur

Schémallll. 1

Cette méthodologie présente plusieurs avantages.d@s enzymes de faible activité,
le marquage alf’C est le plus adapté et le complexe streptaviditeshmagnétiques permet
de s’affranchir des problémes de radioactivitéduéslie rencontrés avec d’autres méthodes de
détection. De plus, lorsque la méthodologie choesé une détection par HPLC ou par
électrophorése capillaire, il est nécessaire dahsyiser le produit d’'arrivée afin que les
biologistes aient une référence. Un travail dels§s¢ supplémentaire est alors requis, ce qui
n'est pas le cas avec la technique de biotinylation

Cette méthodologie de marquage est déja trés l|anmgemtilisée en biologie,

notamment en immunologie, mais trés peu appliqué@esa structures saccharidiques. La
synthese de sulfates de chondroitines biotinylégamais été reportée dans la littérature.

111-3STRATEGIE DE SYNTHESE

Afin d’accéder aux différents oligosaccharidesctendroitines biotinylés, la stratégie
de synthese choisie est basée sur un disacchegmésentant I'unité répétitive de base des
CS, obtenu directement d’un polymére de CS, métbgiodéveloppée au laboratdite

En ce qui concerne les composés non sulfatésséecharide intermédiaire clé sera
judicieusement protégé afin qu’il conduise a tassdligomeéres désirés (Figure 1ll. 3).
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amorce pour le bras espaceur

5 7/
COMe _
fo) (@]
TO o
P
NHTCA

OP
\ groupement participant

+ acces a NHAc

(D= ester léwulinate P = ester benzoate ou acétate
protection temporaire  protection permanente

Figure 1lI. 3

La position anomérique portera une chaine aminéeiiptégée par un groupement
benzyloxycarbonyle, qui servira ainsi d’amorce pleuiutur bras espaceur couplé a la biotine
(Figure 1ll. 3).

La fonction amine du résidu de-Galactose sera protégée par un groupement
trichloroacétyle, qui sera tres utile lors des tiéas de glycosylation et permettra d’accéder
aux moléculesN-acétylées désirées (Figure Ill. 3). Les détailsmtifs au choix de ce
groupement seront donnés dans le chapitre IV-2.

L'acide carboxylique du résidu deGIcA sera, quant a lui, masqué par un ester
méthylique (Figure Ill. 3). La présence de cet acisonique va limiter les conditions de
réaction en excluant les milieux basiques. En eféeproton en position 5’, étant ende
I'acide, est extrémement labile en milieu basiquédanisme E}) (Schéma lll. 2).

Les protections temporaires (T) devront donc éag fbnctions clivables en milieu
neutre.

CO,Me CO,Me

/ﬁ;& [-élimination %
RO —_—

Base

Schémallll. 2

Pour permettre la création de liaisors4 en allongeant les chaines de chondroitines,
une protection temporaire (T) devra étre introdwte position 4’, nous avons choisi le
groupement Iévulinoyle (Figure 1. 3).

Les autres groupements hydroxyle, pour leur paerord protégés par des
groupements permanents (P), des esters acétatenaodte, permettant leur déprotection en
fin de synthese.

Afin d’obtenir des composés sulfatés, l'introduntifun autre groupement temporaire
(T,) et orthogonal aux autres protections sera néicessa future position sulfatée sera, par
conséguent, protégée par un ester chloroacétatérfgclll. 3).
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al
PO o, / amorce pour le bras espaceur
T,0
come | &F
0) (0]
T,0 o
P
NHTCA

OP

\ groupement participant
+ acces a NHAc

(T) = ester léwulinate P = ester benzoate ou acétate
prOteCtion temporaire prOteC“On permanente

T, = ester chloroacétate
protection temporaire

Schéma lll. 3

La synthése des oligosaccharides de chondroitiaes décrite dans les chapitres
suivants selon la stratégie de synthése étabtiessus.
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IV- Synthese des oligobacdcdles non sulfatés

V- SYNTHESE DESOLIGOSACCHARIDES NON
SULFATES

Cherchant a étudier la polymérisation des chathesCS, une premiére famille
d’'oligosaccharides de chondroitines biotinylés @ @eparée. Désirant déterminer la taille
minimale de lI'oligomére pouvant relancer I'élongati des molécules non sulfatées allant du
disaccharide a I'octasaccharide (motifs pairs giaiims) ont été synthétisées.

V-1 RETROSYNTHESE

Afin de synthétiser les différents oligosacchasidie chondroitines biotinylés de
tailles désirées, la rétrosynthése suivante arg¢igéagée (Schéma IV. 1).

Les oligosaccharides biotinylés(trisaccharide a I'octasaccharide) seront préparés
partir d’oligoméres de mémes tailld$, totalement protégés possédant en position
anomeérique une amine protégée. Ces compbséguelles que soient leurs tailles, seront
obtenus a partir d’'un oligosaccharide acceptluet des blocs donneu@8 (pour les unités
paires) ou6l1 (pour les unités impaires). Les oligosaccharitles seront, quant a eux,
synthétisés par glycosylation entre deux blocscdisaridiques clés : le bloc donn@8B et le
bloc accepteui2l Il est a noter que le disaccharide accept@drest également issu du bloc
donneur93, lui-méme obtenu a partir du bloc clé donn88r Cet intermédiaire clé provient
d’'une unité disaccharidique de bakE8 issue d’'un polymére de CS commercial servant de
produit de départ.

La synthese du disaccharide biotinylé fidP, pour sa part, sera réalisée directement
a partir du disaccharide 8.

Certains des composés clés utilisés au cours tlestedtégie ont déja été décrits dans
une publication précédeiitdSchéma II. 12 et Schéma II. 13)

Nous allons, dans un premier temps, décrire lahgge des précurseurs clés, puis
exposer la stratégie d’élongation des oligosacdbari
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SchémalVv. 1
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V-2 PREPARATION DE L'UNITE DISACCHARIDIQUE DE BASE 118

Comme nous l'avons vu dans le chapitre I, la sgs¢hchimique d’oligomeres de CS
se révele longue et délicate. En 2650@ a été démontré que I'obtention en une étapm d’
disaccharide de base possédant déja une Dr@kEA et une unitédb-GalN en partant d’'un
polymere de CS diminue considérablement le nomiétagks de synthese, et apporte un gain
de temps précieux (voir section 11-1.10).

Depuis de nombreuses années, plusieurs équipestravuillé sur différentes
techniques visant la dépolymérisation des chaiae3si

IV-2.1 Dépolymérisation d’'un polymeére de sulfates € chondroitines

a. Solvolyse

L’équipe de Nagasawa a beaucoup travaillé surlimlyse des GAGs. En 1976 ils
ont obtenu la désulfatation des sels de pyridindenCSA et CSC aprés traitement dans le
DMSO avec 10% d’eau pendant 5 heures & 80°C. EA*198®ujours a partir des sels de
pyridinium de CSA et CSC, une solvolyse dans le @M®ntenant 10% de MeOH conduit &
des composés méthylglycosides désulfatdsjésacétylés de tailles variées (di-, tri et
tétrasaccharides). En 1981partant de CSC sous formes de sels de pyridirienspdium ou
sous forme d’acide libre, ils ont préparé des sucéelucteursN-acetylés et désulfatés de
tailles variables (Schéma IV. 2).

Plus recemment, Linhardt et son équipe ont appligne solvolyse dans le DMSO
avec 10% de MeOH & 80°C a des chondroitines déssiffaUne analyse RMNH des
composés obtenus aprés cette dépolymeérisation enamie tous les oligosaccharides
présentent trois signaux caractéristiques : Wl @rovenant du 2-acétamido, un CORL
issu de l'esterification de I'acide uronique du&dbn réducteur et un H-1 spécifique d’'une
unité furaniqgue meéthylée. Les produits issus déecdépolymérisation ne sont donc pas
utilisables en tant que structure de base d’'unéhege puisqu’ils comportent une premiere
unité furanique non réductrice.

b. Dépolymérisation par le diazométhan&’

Nagasawa et son équipe a aussi étudié la dépobatién des chaines de CSC par du
diazométhane en présence d’eau, qui a conduitraélange d’oligomeéres 4’,5'-insaturés, de
sulfatation hétérogéne dont la moitié possedeniGalactosamind-méthylée (Schéma IV.
2).

> Nagasawa K.; Inoue Y.; Kamata Carbohydr. Res1977, 58, 47-55

* Inoue Y.; Nagasawa kCarbohydr. Res198Q 85, 107-119

% Inoue Y.; Nagasawa kCarbohydr. Res1981, 97, 263-278

" Toida T.; Sato K.; Sakamoto N.; Sakai S.; Hosoy&mna.inhardt R. JCarbohydr. Res2009 344, 888-893
%8 Inoue Y.; Nagasawa KCarbohydr. Res1986 146, 263-278
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c. Dégradation enzymatique

> Par une chondroitinaSe

L’objectif des auteurs était de vérifier I'existende sulfatation hétérogene au sein
d’'une méme chaine de sulfates de chondroitines. ¢otaire, une chondroitinase ABC est
incubée a 37°C avec 12 mM de tampon Tris (pH 8 avepolymére de CS. La détection est
réalisée par absorbance a 232 nm de la doubleniales disaccharides réducteurs 4',5'-
insaturés, N-acétylés. lls ont pu observer que ces chondraitipessédaient soit un
groupement 4-sulfate, soit un groupement 6-suldateencore qu’ils ne possédaient aucune
fonction sulfatée. La structure de ces composést dlenc pas homogéne. De plus, I'absence
d’hydroxyle en 4’, dle a linsaturation, en fontsdeomposés inutilisables en tant
gu'accepteurs et donc en tant que produits de tldjpare synthése (Schéma IV. 2).

> Par une hyaluronida&

La digestion de CS par une hyaluronidase testi@l(@iendo hexosaminidase) donne
des disacchariddd-acétylés non désulfatés (Schéma IV. 2).

d. Hydrolyse acide

En 1941° dans le but de déterminer la structure de la dfumine, unité répétitive de
base des CS, Levene a appliqué une méthodologyeldllyse acide d’'un polymére de CS.
Pour ce faire, le polymeére est tout d’abord prépanés forme de sel de baryum, puis il est
hydrolysé dans l'acide chlorhydrique a 10% a 10p&ddant 1 heure. Il a ainsi obtenu un
disaccharide réducteur désulfatéNetiésacétylé. En 19%4 Davidson et Meyer reprenant
I'hydrolyse décrite par Levene ont démontré quetrgugroduits pouvaient étre isolés
(disaccharide et oligosaccharides de tailles physortantes), tous possédant une amine libre.
La N-désacétylation par cette technique est certaiment, pour leur part, mis au point une
hydrolyse dans I'acide sulfurique. Ainsi, un polymeéle CS est transformé en sel de baryum
correspondant, qui est enuite hydrolysé dans Kasigfurique 1N 4 heures a 100°C. lls ont
pu observer qu’en laissant I'hydrolyse un tempsspbtourt, les produits n’étaient pas
totalementN-désacétylés et en laissant un temps trop longnonosaccharide de-GalN
était formé. Le disaccharide de chondrosine estrmbtivec un rendement de 67% (Schéma
V. 2).

¥ Faltynek C. R.; Silbert J. B. Biol. Chem 1978 253 7646-7649
0 Cowman M. K.; Balazs E. A.; Bergmann C. W.; MekeBiochemistry1981, 20, 1379-1385
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hétérogénéité de taille Y
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Schéma IV. 2

e. Conclusion

Les différentes techniques de dépolymérisation i@écici-dessus engendrent bien
souvent des composés hétérogeénes en taille ouruatusé qui constitueraient de mauvais
produits de départ. La seule méthodologie menaninaintermédiaire homogene est
I'hydrolyse acide décrite par Levene puis par Dagidet Meyer. Ainsi, cette procédure a été
adaptée au laboratoire et constitue la premiepeéta notre synthése.

IV-2.2 Hydrolyse du polymeére de CS

Dans le but, d’accéder rapidement a des intermédiaile taille et de structure
définies, une méthodologie d’hydrolyse acide deym@res naturels de sulfates de
chondroitines, se basant sur les travaux précédatmdeéerits par Leverfeet, Davidson et
Meyer"’, a été optimisée au laboratdie
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Ilalson 1-4

liaison 1-3

30-35g
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Schéma V. 3

Le polymére de CSA0 (majoritairement R = SGQNa), commercial sous la forme

d’un sel de sodium, est issu de trachée bovines Darpremier temps, les ions sodiums sont

échangés par des protons sur une résine acidedrolyge en milieu acide sulfurigtre

suivie d’'une purification sur résine acide, conduiin disaccharide hémiacétalique, désulfaté

et N-désacétylé, formé d’'un-GIcA et d'unep-GalN. La coupure interglycosidique a lieu
uniquement entre le résidu deGalN et le résidu de-GIcA (liaisons 1-»4), conséquence de
I'effet électroattracteur de I'acide carboxylique position 5 dubp-GIcA. Cette technique

d’hydrolyse acide permet, en une étape a partin gsgalyméere hétérogéne en taille et en

structure (sulfatation en C-4 ou en C-6), d'obtémidisaccharidd23 de taille et de structure

définies, possédant les fonctions essentiellesainie carboxylique en C-5’ sur teGlc et
une amine en C-2 sur le-Gal). La présence de I'amine libre en C-2 deni&alN est
essentielle, puisqu’elle va permettre I'introduntaiun groupement participant choisi.

L’estérification du produft par du MeOH en présence de HCI forinésitu par du
chlorure d’acétyle, conduit au comp@&®#(Schéma V. 3).

IVV-2.3 Protection de 'amine

Le substituant en C-2 de @GalN joue un rdle primordial lors des réactions de

glycosylations puisque, selon sa nature, il varmeela liaison formée soit en 1tns soit
en 1,2¢is (Schéma V. 4).

®Jansen E. F.; Jang R.Am. Chem. Sot94§ 68, 1475-1477
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- " %/OR 1,24rang
v&w o) V/\ROH '
0
o
W 1,2<is

Schéma IV. 4

Dans les chondroitines naturels, les liaisons ghteosidiques sont toujours des
liaisons 1,2trans (soit liaisonsf3 dans le cas d’'ub-Galactose). Le groupement en C-2 doit
donc étre participant, permettant ainsi une asgistaanchimérique lors de la réaction de
glycosylation (Schéma [IV. 5). Sans cette partiocgpat la liaison formée serait
majoritairement d’anomérie, stabilisée par effet anomeére.

6))(_» / ROH %/OR
s e

R' R' Oxazolinium ou

L oxonium cycllque 1,24rans
= facea bloquée

SchémalV. 5

Les CS a I'état naturel possedent un groupemekacétyle NH-Ac), qui n’est pas un
bon auxiliaire de glycosylation. En effet, 'acéidm est un bon groupement participant
formant une oxazoline intermédiaire qui donne desb@ndements de couplage uniquement
avec des accepteurs réactifs et en chalffa®ar contre, dans un cas comme le nbtre, avec un
accepteur en position 4’, position la moins réactiu sucre, la glycosylation est extrémement
difficile. Par conséquent, le groupement protectdwuisi devra donc étre un bon groupement
participant, formant une oxazoline intermédiairacté&e, et étre un précurseur de la fonction
NHAC.

Plusieurs groupements correspondent a ces detexesti les plus connus sont les
suivants : N-Phtaloyle N-Phthf®, N-Tétrachlorophtaloyle N-TCP¥* N-(1,3-diméthyl-
2,4,6(1H, 3H, 5H)-trioxopyrimidin-5-ylidéne)méthy(®-DTPM)®°, NH-Chloroacétyle, \H-
AcCI)®®, NH-Dichloroacétyle NH-AcCl,)®’, NH-Trichloroacétyle IWH-TCA)*' et NH-
Trifluoroacétyle NH-TFA)®® (Figure IV. 1).

62 Zurabyan S. E.; Antonenko T. S.; Khorlin A. Y@arbohydr. Res197Q 15, 21-27

% Lemieux R. U.; Takeda M. T ; Chung B. XCS Symp. Serl976 39, 90-115

% Castro-Palomino J. C.; Schmidt R. Retrahedron Lett 1995 36, 5343-5346

% Deckany G.; Bornaghi L.; Papageorgiou J.; TayloF&rahedron Letf 2001, 42, 3129-3132
% Dagsupta F.; Anderson Carbohydr. Res199Q 202, 239-255
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o o Cl N/
Cl o, | o
—N —N
N N
cl ~ ~
o] o] & \([)I/
N-Phth N-TCP N-DTPM
o) 0 i o]
\HJJ\/C' \N)J\(C' \H cey, \HJJ\CFa
H
Cl
NH-AcCI NH-AcCl, NH-TCA NH-TFA
Figure IV. 1

Le groupement phtalimido est I'un des plus anceindes plus utilisés. Ce dernier et
son dérivé tétrachloré sont de trés bons partendieeglycosylation, mais leur déprotection
requiert des conditions basiques incompatibles Evpoésence d’un ester uronique (risque de
B-élimination), ils ont donc été éliminés.

Notre choix, guidé par le savoir-faire du laborataioncernant son utilisatithy s’est
porté sur le groupement trichloroacétyle (TCA). @anier est un trés bon auxiliaire de
stéréocontréle pendant les réactions de glycosylaten formant un ion oxazolinium
intermédiaire trés réactif grace aux effets élettracteurs des 3 atomes de chlore (Figure IV.

2). De plus, il permet d’accéder en une seule éapproduitN-acétylé dans des conditions
neutres.

Figure IV. 2

Dans un premier temps, le comp@&$est mis en solution dans la pyridine avec du
chlorure de trichloroacétyle, qui réagit avec I'amimais aussi avec les hydroxyles libres de
la molécule. Dans un deuxieme temps, les estenséfisont transestérifiés par un mélange
méthanol/pyridin€ et le disaccharid&18 est obtenu avec un rendement de 66% (Schéma IV.
6).

HO
CO,Me

OH
89

HQM/O%OH

OH

1) CLCC(O)ClI, pyridine, 0°C, 4h

2) MeOH, pyridine, CECI,, TA, 1h30 HQ
(6]

(0]

NH,+,Cl- 66%

coMe

OH

HO

118

OH

TCANH

OH

Schéma lV. 6

*Dupeyre D.; Excoffier G.; Utille J-RCarbohydr. Res1984 135 C1-C4
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> Le composéll8 constitue ainsi le disaccharide de base dont destibns
principales (acide carboxylique et amine) sont ggées par des groupements permanents
résistants aux étapes qui suivront.

V-3SYNTHESES DU DISACCHARIDE DONNEUR CLE 88

Afin de synthétiser les oligosaccharides désirgréparation de trois blocs clég,
93 et 121 doit étre réalisée (Schéma IV. 1). Ces derniend s3us du disaccharide de base
118obtenu précédemment.

IV-3.1 Protection des hydroxyles libres

L'unité disaccharidigue de badd48 posséde des hydroxyles libres qui doivent étre
protégés temporairement. Des groupements de typesest plus précisément des acétates,
ont alors été introduits. Une péracétylation diedé la molécule par le chlorure d’acétyle en
présence de pyridine conduit a un meélange de coéspasus forme pyranoid4 (désiree,
60%) et furaniqud 25 (non désirée, 409%5)(Schéma IV. 7). La formation du cycle furanique
n'est pas surprenante dans le cas d’un résidu@el dont I'hydroxyle en position 4 est libre.
Tout comme lors d’'une réaction de type Fischerhgdroxyle en position axiale va tendre a
former un cycle a cing chainons. Une autre voisydghese a été développée afin d’obtenir
exclusivement la forme pyranoide.

AcO _OAc
COZMeO o
A% o OAc
OAC TCANH
OH
COMe "9 124 60%
25 o AcCl
H -
o 0 OH pyridine, CHCI,
OH TCANH
118 OAc
NHTCA
SchémalV. 7

Ainsi, la réaction du produit18en présence de benzaldéhyde et de TFA condui, dan
des conditions thermodynamiques, a la formatiom @cétal benzylidene entre les positions 4
et 6 de laD-GalN, et permet de bloquer la structure sous fopyenoide. L'anhydride
acétique en présence de pyridine conduit a I'aattyl des hydroxyles restants et donne un
mélange d’isomeres et 3 126 avec une majorité de composé d’anomérjecet isomere
satisfaisant I'effet anomere (Schéma IV. 8).

Une hydrolyse acide de l'acétal benzylidene sudiime acétylation par I'anhydride
acétigue en présence de pyridine donne le disadehperacétylél24 a nouveau sous la
forme d’'un mélange des deux isomerest [3, toujours avec une prédominance de I'isomere

a (Schéma IV. 8).
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Ph

éo
HO OH O
cCoM co, Me
2% Q 1) PhCHO, TFA, TA, 24h A o
H
o 0 OH  2)Ac0, pyridine, TA, 16h
OH TCANH TCANH
118 81% a/p: 80/20

60% 1) TFA/H,0, CHCI,, 0°C, 4h
2) Ac0O, pyridine, TA, 16h

AcO OAc
COMe o
A0 ¢ OAc
OAcC TCANH
124 a/p: 90/10

SchémallV. 8

IV-3.2 Activation de la position anomérique : syntleése du
trichloroacétimidate acétylé 88

a. Méthodes d’activation

Il existe de nombreux modes d’activation donnaeti [a des sucres donnélrs a
partir d'un dérivé hémiacétalique. Les principaurdes d’activation sont résumés dans le
schéma ci-dessous (Schéma IV. 9).

OH

Activation aC|de \ictivation Basique
% Q . o
N~ v\ﬁo
H

Fischer-
X Helferich Schmidt | cl,ceN

ROH

0 O
%X catalyse o ccl,
Activatio aude
(1eq) NH
x =Br,cl Koenigs-
Knorr

X=SR  Garegg

Schéma IV. 9

0 Schmidt R. RAngew. Chem. Int. Ed. Engl986 25, 212-235
™ Zhu X.; Schmidt R. RAngew. Chem. Int. EQ2009 48, 1900-1934
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> Fischer-Helferich :

La création d’'un glycoside selon la méthode deHestielferich est la plus ancienne.
Elle est effectuée en milieu acide anhydre avealoool qui sert aussi de solvant (MeOH,
EtOH, BnOH...). Initialement I'acide était du HCI gai, mais pour des raisons pratiques, il
est aujourd’hui remplacé par des résines acidégpdeambérlite ou dowex. Cette méthode ne
permet pas le couplage entre deux unités sucres.

> Koenigs-Knorr :

Cette méthode classique de glycosylation date @4.18 partir d’'un sucre halogéné
sur sa position anomeérique (Brome ou Chlore), uctevation par un sel d’argent (type
AgOTf ou AgCQOs) en présence d'un alcool, conduit a la formatikum glycoside. Cette
technique nécessite deux étapes, dont la formatiéalable du dérivé halogéné dans des
conditions acides (HBr, HCI) parfois incompatibéa®c les fonctionnalités du saccharide mis
en jeu. Le deuxieme inconvénient de ce type d'atitwm est l'utilisation d’'une quantité
stcechiométrique de sel d’argent qui demeure trésear.

» Gareqq:

La glycosylation selon la méthode de Garegg esilanm a celle de Koenigs-Knorr.
Elle requiert la préparation antérieure d’'un thyogkide, tres stable, qui présente I'’énorme
avantage d’étre une fonction inerte jusqu’au monuentlle doit réagir. Contrairement aux
autres techniques, ou une fois les composés pe@aec la fonction activante, I'étape
suivante est la glycosylation, le groupement sop&ét servir de protection de la position
anomerique. L’activation par un acide mou de typgQTf), ou plus souvent par di-
iodosuccinimide activén situ par de l'acide trifique, en présence d'un alcpermet la
formation de liaisons glycosidiques. Malheureusdriatilisation de thioglycosides a montré
ses limites en produisant parfois des réactionerskires de transfert de thioglycoside du
sucre accepteur sur le donnéur

> Schmidt :

La méthode des trichloroacétimidates de Schmidtaegpurd’hui trés largement
utilisée. Elle consiste en la formation d'un oxyeamintermédiaire, sous catalyse basique
(Ko.COs, NaH, DBU), qui réagit ensuite avec le trichlorémmitrile pour donner le
trichloroacétimidate. La formation des deux anomearél) et (1) est contrdlée par la nature
de la base utilisée (Schéma IV. 10). En 1886ne étude comparative de deux bases a montré
gue le trichloroacétimidat@ | était formé préférentiellement, voire méme exelesient,via
une réaction rapide et une addition réversible dpitocinétique). Cependant ce produit
s’anomeérise pendant une lente réaction baso-catlym une rétro-réaction, anomerisation
de I'oxy-anion, nouvelle addition de trichloroaaditdle) pour donner le trichloroacétimidate
a Il (axial, satisfaisant I'effet anomere) thermodyngumeiment le plus stable.

2Bélot F.; Jacquinet J.-Carbohydr. Res1996 290, 79-86
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(o) _ CI,CCN (@]
WO ° wOYCCIS produit
|

/ cinétique
o NH
NaH ou
OH  Kk,co,
\\\ (e} (@]
W Cl,CCN I produit
o 0. ccl, thermodynamique

T

NH

Schéma IV. 10

Une étude cinétigue a mis en évidence, que quelsqgitde temps de réaction avec
NaH, seul le compos# Il était obtenu. Par contre avegdQOs;, en 2h seul le compo$d est
observé, en 6h, un mélang# 1/11 et en 48k Il uniquement.

L’activation de ces composés est réalisée par uheade Lewis, le plus souvent
triflate de triméthylsylile (TMSOTf) ou trifluorobane diéthyléthérate (BFELO). Les
trifluoroacétimidates ont aussi été étudiés, mesniont pas montré étre de meilleurs
partenaires de glycosylation que leurs analogugsdrés. Le trichloroacétimidate présente
eégalement 'avantage d’étre bien plus stable queasalogue activé par un brome.

» Pour nos réactions de glycosylations, nous avaons ahoisi I'activation de
nos blocs donneurs par un trichloroacétimidatensielanéthode décrite par R. Schmidt.

b. Synthese du trichloroacétimidate acétylé 88

Le carbone anomérique est, tout d’abord, sélecewvendéprotégé par de l'acétate
d’hydrazine dans le DMBE L'acétate porté par le carbone anomére est atamus
rapidement par I'acétate d’hydrazine que sur légeayositions. Au cours de la mise au point
de cette déprotectiéh) d’autres solvants ont été examinés mais la @acemblait moins
sélective et en tous cas moins rapide. De plugue=urs ont ajouté que l'utilisation d’acétate
d’hydrazine cristallin était préférable a une solutd’acétate d’hydrazine dans le DMF, nous
avons suivi ces indications pour préparer I'héntecé

L’hémiacétal obtenu est ensuite activé en tricldo&imidate par le
trichloroacétonitrile en présence de DBUAInsi, le trichloroacétimidat88 est formé avec
65 % de rendement sur les deux étapes et seuhfarem est obtenu (Schéma IV. 11) prouvé
par la RMN'H J; ,= 3.5Hz (constante 1&s).

AcO _OAc AcO _OAc
coMe o COMe o
1) H,N-NH,*“OAc, DMF, 30min, TA
AXE’MO onc — T : A&?Mo
OAC TCANH 2) CLLCCN, DBU GH,Cl,, 30min, TA oac  TCARN!
124 65% 88 \”/ 3
NH
Schéma IV. 11

"Excoffier G.; Gagnaire D.; Utille J-Rarbohydr. Res1975 39, 3668-3672
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Ce trichloroacétimidat88 va étre utilisé de nombreuses fois dans la prépardes
oligosaccharides. Il va notamment servir a la prapen des intermédiaire33 et 121 mais
ausside disaccharide terminal dans la derniére étapglyd®sylation donnant ainsi lieu a
I'oligomeére de taille paire désirée. Il permet ausgces direct a un tout premier composé
final, le disaccharide biotinylé (Schéma IV. 1).

V-4 SYNTHESE DU DISACCHARIDE BIOTINYLE 122

IV-4.1 Glycosylation

Dans l'optique de coupler, dans une étape finaedisaccharide avec un réactif
biotinylé activé par un ester succinimidyle, I'ar@r pour le bras espaceur choisi, doit étre
une amine. L’alcool choisi pour la glycosylationeavie bloc donneuB8 est donc du 2-
aminoéthanol protégé sur sa fonction amine paraanpgment benzyloxycarbonyle (Z).

La réaction de glycosylation a lieu en milieu p#ei@ment anhydre, dans le
dichlorométhane en présence de TMSOTf (catalysetr)de tamis moléculaire 4A.
L’assistance anchimérique du groupement trichla¥bde en C-2 de l@-GalN permet de
former exclusivement la liaison 1tgans attendue, confirmée par analyse RM#M donnant
une constante de couplagie €gale a 8.5Hz caractéristique. Le compb&éest obtenu avec
un rendement de 90% (Schéma IV. 12).

o
HO.
oA \/\HJ\O/\Q AcO _OAc o
come 9 ¢ coMe 0
2 TMSOTf, tamis moléculaire
Q R i © )L
A o%o A&?MO \/\N o
o o 1o CH,Cl,, TA, 30min oAc  TCAHN H
¢ o cCl, 90%
88 e 127
NH

Schéma IV. 12

IV-4.2 Réduction du groupementN-trichloroacétyle

Afin d’obtenir une fonctionN-acétylée comme dans les chondroitines naturels, le
groupement trichloroacétyle est transformé en gement acétyle. Cette réaction de
réduction est réalisée sous atmosphére inertepmaitons radicalaires, par duBusSnH et
de I'AIBN, initiateur de la réactio(Schéma IV. 13Y}. Le disaccharide désif¥28 est obtenu
avec 53% de rendement. L’apparition d’un pic & 2%@m en RMN dd*C caractéristique du
méthyle NHCQCHj; prouve la réduction.

AcO _OAc AcO _OAc
- coMe o . n-Bu,SnH, AIBN COMe | o
Reo o "Nz S A 0 "Nz
OAC NHTCA )]\N/ 80°C, 2h OAC NHAc
127 | 128
53%
Schéma IV. 13
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IV-4.3. Déprotection des esters

Afin de déprotéger les esters présents sur la mi@gane réaction de saponification
doit étre realisée. Cependant, une réaction dengagtion directe, en milieu basique,
conduirait a ungd—€limination sur lep-GIcA. C’est pourquoi la déprotection est menée en
deux temps. Tout d’abord par une solution de LiO€dt préparée a partir de LIOH et
H,0,’*™ La formation de HOQ plus nucléophile et surtout moins basique (pKa
HOOH/HOO = 11.6) que HO(pKa H,O/HO = 15.8), permet la saponification de l'ester
méthylique en évitant le risque @eélimination. Ce risque étant écarte, les acétaves, a
leur tour, saponifiés par une solution de soudprésence de méthanol. Une purification par
exclusion stérique sur LH-20 permet d’accéder, awecendement de 67%, au disaccharide
totalement déprotedE9 sous la forme d’'un sel de sodium (Schéma IV. 14).

AcO _OAc HO _OH
CON
cOMe o) 1) LiOH, H,0,, THF, TA, 16h 280 o
" o NHZ 0 o ~"NHz
o HAC 2) NaOH, MeOH, TA, 4h on NHAC
128 67% 129
Schéma IV. 14

IV-4.4 Couplage avec la biotine

Afin de conduire au disaccharide biotinylé, le grement benzyloxycarbonyle est,
dans un premier temps, hydrogénolysé en présencatdbseur de Pd activé sur charbon,
pour donner le composE30 (avec un rendement brut de 88f@rtant une amine primaire
libre qui servira d’amorce au futur bras espaceur.

Le réactif biotinylé, commercial sous la forme d'aiérivé succinimique, réagit
rapidement avec I'amine primaire de l'intermédialr® pour donner le disaccharide de
chondroitines biotinylé désir&é22 avec un bon rendement de 67% sur les deux étapes
(Schéma V. 16). Cette étape finale de biotinylatsh effectuée dans un mélange de DMF
(pour solubiliser le réactif biotinylé) et d’eauo{r solubiliser le sucre déprotégé). Le dérivé
succinimique de biotine s’hydrolyse rapidement antact de l'eau formant l'acide
correspondant, c’est pourquoi plusieurs équivalestst nécessaires. La présence de
triéthylamine évite la protonnation de I'amine pat acide libéré qui empécherait la réaction
de couplage.

La compétition entre la réaction de couplage eyditblyse du réactif biotinylé a
demandé une optimisation du nombre d’équivalentsceleéactif. Ainsi nous avons pu
constater qu'avec 4 équivalents la réaction &ainée au bout d’1 heure, ce qui n’est pas le
cas en présence de 3 équivalents. Dans ce deragr seul I'ajout d'un équivalent
supplémentaire de réactif suivi de 2 heures d’tigiigpermet a la réaction de se terminer.

" Evans D. A.; Britton T. C.; Ellman J. Aetrahedron Lettersl987 28, 6141-6144
S Lucas H.; Basten J. E. M.; van Dinther T. G.; Mgnan D. G.; van Aelst S. F.; van Boeckel C. A. A.
Tetrahedronl99Q 46, 8207-8228
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HO ~OH cona. "¢
CoNa Nay o)
"% o Oz H, PdiC  H o O,
oH NHAC H,0, TA, 16h OH NHAC
129 130 0
HN)I\NH
o
(o]
JI\/\/\/H
N N
67% qo S
o
(e}
DMF/ELN 9/1
H,0, TA, 1h o
N NH
HO _OH o
CONa "
0 0 M~
WQMO O™ s
oH NHAC H i
122
Schéma IV. 15

Nous avons ainsi synthétisé le premier oligosaddbate chondroitines biotinylé en 9
étapes a partir du disaccharide de Hds

Afin de pouvoir parfaitement interpréter les spestRMN'H et**C de nos molécules
biotinylées, qui n'avaient pas encore été déciatssda littérature, nous avons préalablement
procédé a I'analyse RMRH et'C de la biotine. Pour ce faire nous avons prépasel de
sodium du composé biotinylé relié au bras espagegure 1V. 3).

Figure IV. 3

Le spectre RMNH ainsi que I'attribution réalisée sont présentéapees (Figure IV.
4 et Tableau IV. 1 respectivement).

ooy s I o L .
= = = @ = - [ =
o o I [y ] () L) el | g
T T | T T T T | T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T ‘ T T T T | T T T
450 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 150
pprn (t1)
Figure IV. 4
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Déplacement | Multiplicité | Nombre de Constante de Attribution
chimique (ppm)| observée protons couplage
Jea< 1Hz
4.62 ddd 1H Je.a = 5Hz H-c
Jpc=8Hz
Jb’e: 5 HZ _
4.44 dd 1H Joo= 8HZ H-b
Je’f = 55HZ _
3.35 dd 1H Jor= 1Hz H-e
3.19 dd 2H Jk,k’ = Jk,| =7THz Cl‘b-k
Jd,d’: 13Hz A
3.01 dd 1H 3= 5Hz H-d
Jd,d’: 13Hz )
2.80 dd 1H Jea< 1Hz H-d
Ji,i’ = Ji‘| =7Hz r )
2.26 et 2.19 2dd 2 x 2H Joo = Jon = THZ H-i et H-0
_ CHz-f, CHz-g, CHz-h,
1.80-1.29 m 12H CHy-l. CHo-m, CHp-n
Tableau IV. 1

Le spectre RMNPC (Figure IV. 5) et son analyse (Tableau IV. 2)fient ci-dessous.

184377
177.154
165818

150 100 a0

pprn t)

Figure IV. 5

Déplacement Attribution
chimique (ppm)
184.38 et 177.15 C-jetC-p
165.92 C-a
62.70 C-b
60.87 C-c
56.01 C-e
40.35 C-d
39.87 C-k
38.13 et 36.17 C-ietC-0
28.78, 28.51, 28.31,| C-f, C-g, C-h,
26.72, 26.18, 25.86 | C-l, C-m, C-n
Tableau IV. 2
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Grace a ces analyses, le spectre de la biotinalid®as espaceur peut étre superposé
au spectre du disaccharide biotinylé et ainsi lesops et les carbones appartenant au sucre
lui-méme peuvent étre attribués (Figure IV. 6 gjuiFe V. 7).

Spectres'™H : composé 122

biotine
= = = b = = _
N - = - - - Lo —
=1 [=} w w0 [=} o 0 ra
= a2 [ = =1 = w
=

Lo s e I e T . —

- oo — = - = == oW [} i ra — — I =) —

(=T ] o O = = om — — — =1 o oo w oo

S oo o th 1 o o — > 3 [} = iy ) =] =

T T T T T T ‘ T T T T T T T T ‘ T T T T T T T ‘ T T T T T T T
4.50 4.00 3.80 3.00 250 2.00 1.50
ppm (1]
Figure IV. 6

Spectre'®*C : composé 122
biotine

150 100 a0
pprm (1)

Figure IV. 7

Les produits finaux ont ainsi été parfaitement cmdsés par RMNH et **C (voir
chapitre VIII, partie expérimentale)

La synthese d’oligosaccharides de tailles plus mapbes nécessite la préparation des
deux autres blocs clés, les disaccharfiest 121 (Schéma IV. 1).
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IV-5 SYNTHESE DES BLOCS CLES 93 ET 121 ET STRATEGIE
D'ELONGATION

IV-5.1 Synthése du bloc donneur clé: le trichlorogétimidate
[évulinoylé 93

Le trichloroacétimidat®3 est préparé a partir du trichloroacétimidd®ySchéma V.
1). Afin de synthétiser ce trichloroacétimidei8, élongateur de chaines, des protections
sélectives en position anomeérique et en C-4DdbIcA doivent étre introduites.

a. Glycosylation

Pour commencer, la position anomérique doit teamipement étre protégée par un
groupement orthogonal permettant une déprotecétatsve avant son activation.

Ainsi, le trichloroacétimidate cl88 est glycosylé avec du 2-naphtylméthdnaelon
les mémes conditions que celles décrites poursigcdharidd27, pour donner le compo$Y
attendu avec 78% de rendement (Schéma IV. 16).idiaoh glycosidique formée est
uniquement d’anomérip comme le prouve la RMN dtH J; ,= 8.5Hz. Le groupement 2-
naphtylméthyle avait déja été utilisé au laborat@our la synthése de chondroitines en tant
que groupement fluorophdre mais également pour sa facilit¢ de déprotecti@m p
hydrogénolys€ dans I'eau donnant accés aux sucres réducteusspondants. Dans notre
cas, il a été choisi comme protection temporairecailbone anomere, pour sa déprotection
tout a fait sélective en milieu oxydant.

AcO _OAc O AcO _OAc
coMe o HO coMe o o OO
AN 3% N0
TCAHN

o TMSOTH, tamis moléculaire,
OAc CHCI,, TA, 30 min OAc NHTCA
o.__ccl,
88 he 78% 87

NH

Schéma IV. 16

b. Protection sélective de I'hydroxyle en C-4’ din-GIcA

Afin de pouvoir libérer en temps voulu I'hydroxydm position 4’ dub-GIcA, une
protection orthogonale doit y étre introddtteun ester [évulinate a été choisi.

Dans une premiere étape, les acétates sont trénsés par une solution de
méthanolate de sodium, en présence de méthandifioms de Zemplén) conduisant ainsi a
un pentol. Ces conditions basiques conduisenfa@raation inévitable d’'un sous-produit due
a la B-élimination (10 & 20%). Une déprotection en cdodg acides (MeOH, HCI) a été
testée mais elle a conduit a un mélange difficileinsparable de composés furaniques et
méthylés sur la position anomérique. Une deuxietapeeconsiste en la protection par un

® Gaunt M. J.; Yu J.; Spencer J.B.Org. Chem 1998 63, 4172-4173
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acétal isopropylidéne, des positions 4 et 6 de-@GalN et, 2’ et 3' dub-GIcA, au moyen de
2-méthoxypropéne et d’ACS (intermédiait81). La formation préférentielle de cet acétal
(60% de rendement) est certainement due a la désam de I'hydroxyle en C-4’, proche de
la fonction ester. 8 a 10% d’acétal isopropylidéarené entre les positions 3’ et 4" duGIcA
ont tout de méme été isofésCe dernier est recyclable, grace & une hydrofysee de
I'isopropylidénation.

La présence de ces deux acétals laisse alors/’ligdroxyle en position 4’ et facilite
ainsi sa protection par un groupement lévulinogf@es activation de I'acide Iévulinique par
la DCC en présence de DMAP. Cette réaction de tgpplage peptidique est réalisée avec
un rendement de 91% et donne le comf@dsé.e groupement Iévulinoyle a été choisi pour sa
facilité de déprotection en milieu neutre et sahagonalité avec les autres esters.

Dans une derniére étape, les acétals sont hydsobsémilieu acide acétique et les
quatre hydroxyles libres sont, a nouveau, protqugs des esters acétates en présence
d’anhydride acétique dans la pyridine pour doneempos®2aavec un rendement de 61%
(Schéma IV. 17).

AcO OAc (0]
COzMeO o ONAP 1) MeONa, MeOH, CKCl,, TA, 2h o
AN 5 0

oA NHTCA 2) ACS)J\ , DMF, TA, 2h ><O NHTCA
OMe

87
60% o)

DCC, DMAP
CH,Cl,, TA, 3h

RO OR COM
CO,Me o 1) AcOH 60%, 100°C, 45 min 2 eo (o) ONAP
0 LevO
2) AcO, pyridine, TA, 16h o NHTCA
OR NHTCA ou BzCl, pyridine, 0°C, 2h a1

92aR = Ac (61%)
92bR = Bz (74%)

Schéma IV. 17

Le compos&dl a, par la suite, été préparé sous une forme b&E&62b par du
chlorure de benzoyle dans la pyridine avec un neredé de 74%.

Des travaux de recherches menés en parallelebatataire par Chrystel Lopin-Bon,
ont montré que des blocs accepteurs protégés paesters benzoates augmentaient les
rendements lors des étapes de glycosylation (cara@ax esters acétates).

En effet, la réaction de glycosylation entre lehioroacétimidate38 et un accepteur
protégé par des esters acétdt82a conduit a la formation d’'un tétrasaccharide perdée
133aavec 55% de rendement, alors qu’avec un acceptetégé par des esters benzoates
132ble rendement est de 63% (Schéma V. 18).
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AcO RO OR
COMe ore COMe
AcO Q 2 + 4 Q 2 _onap
Kco o 0 o
oAc  TCAHNG  ccl, OR NHTCA
116 NH 132aR = Ac
132b R =Bz
TMSOTf, CHCI,
tamis moléculaire
TA, 30 min
RO _OR
OAc NHTCA  COMe
o 0 A _onap
e} 3 SO o
COMe OR NHTCA
AcO  “OAc
133a R = Ac (55%)
133b R =Bz (63%)

Schéma IV. 18

Cette observation a ensuite été confirmée paymdhése d'un hexasaccharide. En
comparant la réaction de glycosylation en sérietydm® a et en série benzoyléb le
rendement est supérieur de 20% avec les composgsyés (Schéma IV. 19).

RO OR
co Me OR NHTCA  GOMe o
LevF(?O o O 4 Qo o) O Nz
TCAHND CO,Me OR NHTCA
93a R = Ac RO "OR  134aR=Ac
93b R = Bz NH 134b R=Bz

TMSOTf, CHCI,
tamis moléculaire, TA, 30 min

RO _OR RO _OR
CO,Me o OR NHTCA COMe o
Le R RC 0 0 R 0
'V
Ro 0 © o d Rro 0 ~SNHZ
OR NHTCA COMe OR NHTCA
RO OR

135a R = Ac (45%)
135b R = Bz (65%)

Schéma IV. 19

Afin de conduire au bloc donneur dés®& la position anomérique doit ensuite étre
activée.
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c. Synthése du trichloroacétimidate lévulinoylé 93

Le groupement 2-naphtylméthyle est clivé par coemxydante au moyen de DDQ en
présence de dichlorométhane et de métHantl réaction est totale aprés 24 heures
d’agitation et 'hémiacétal, obtenu avec de bongleenents, peut alors étre imidoylé par le
trichloroacétonitrile en présence de DBU afin débt les trichloroacétimidate33a et 93b
avec 63% et 77% de rendement respectivement, éx@ent sous forme d’anomeres

a (Schéema IV. 20

RO

RO _OR OR
cone 1) DDQ, CHCl,, MeOH, 24h, TA coMe i
2 S 0 73-78% 0
LeVOM o ONAP Levo- o
R 2) CLCCN, DBU, CHCI,, 30 min, TA TCAHN

OR (0] CCl

NHTCA
OR 63-77% Y
92aR = Ac 93aR = Ac L
92bR = Bz 93bR = Bz
Schéma IV. 20

Lors de la formation de ces trichloroacétimidé8a et 93b, nous avons pu isoler un
sous-produit récurrent, un trichloroacétimidate prgrique. Le spectre RMNH de ce
trichloroacétimidate monomériqu&6 benzoylé est présenté ci-dessous (Figure 1V. 8).

CO,Me COOMe
Le LeV
C=NH B "
BzOo__ _ccl,
H-1
l 136 NH
o = e e - . o o —_—
= I =l = —_ [ ] —_ (4] I [k ]
& H & £ g 2 2 = = e
T T T T ‘ T T T T | T T T T T T T | T T T | T T T T T T T | T T
g0 7o g.0 a0 4.0 30 20
ppm (f1)
Figure IV. 8

Sa formation peut étre expliquée par la déprotaonana de I'aldéhyde (équilibre
aldéhyde-hémiacétal) entrainant I'élimination depkatie bD-glucuronique sous forme d’un
hémiacétal, qui en présence de DBU et de tricht@rmaitrile conduit au trichloroacétimidate
monomerique (Schéma IV. 21). La proportion de cedpit monomérique dépend de la
guantité de DBU ajoutée. En effet, en passant 2@ 8.0,15 équivalent de DBU, la quantité

de composé36formée a été diminuée.

"Xia J.; Abbas S. A.; Locke R. D.; Piskorz C. Flgérfer J. L.; Matta K. LTetrahedron Lett 200Q 41, 169-
173
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RO RO
OR OR
coMe 0 COMe_ OH
Lev(Beo o o ALevgo o Hw_H
OR TCAHN OR
TCAHN
l DBU
QO Me CI,CCN, DBU COMe
Levg -~ Lev&
OH
ROG___ccl, OR
136
NH
Schéma IV. 21

Les trichloroacétimidate33aet93b vont servir de disaccharides élongateurs.
» Le groupement donneur en C-1 deok&alN permet de le glycosyler et ainsi
d’allonger les chaines de sucres.
» Le groupement lévulinoyle en C-4’ do-GIcA permet une déprotection
sélective, donnant alors un bloc accepteur, quirpcétre glycosylé a son tour.

De plus, ces trichloroacétimidates permettent Bacau troisieme et dernier bloc clé,
le disaccharide acceptel?l

IV-5.2 Synthése du bloc accepteur clé : le disacalde 121

Par analogie avec la synthése du disaccharidenyd®t les disaccharide33a et 93b
ont été glycosylés avec le 2-benzyloxycarbonylaiinanol pour conduire aux composés
137aet137bavec respectivement 54% et 89% de rendement (Schém2).

Dans le cas du composé acétyirg la séparation du disaccharide et de l'alcool en
exces est difficile sur colonne chromatographig@st pourquoi le mélange de ces deux
composés a été engagé dans une réaction de eitylggar du chlorure deert-
butyl(diméthylsilyle) dans la pyridine. L’alcoolrai silylé est beaucoup moins polaire et se
sépare parfaitement du disaccharide désiré sungelohromatographique.

En stratégie benzoylée, ces problemes de purditat'ont pas été rencontrés. Les
esters benzoates étant moins polaires que les estérates, ils vont migrer un peu plus sur
silice et se séparer plus facilement de [lalcool erces. L'utilisation de ce
trichloroacétimidate benzoyf#b présente ici un avantage supplémentaire.

La déprotection sélective du groupement lévuliaqydr I'acétate d’hydrazine formé

in situ en milieu tamponné€, conduit aux disaccharidespeces attendu$2laet 121h avec
respectivement 80% et 75% de rendement (Schemz2)V.
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RO

OR
COZI\/Ieo o
Levi o

OR TCAHN 5

93aR = Ac

93bR =Bz NH

NHZ
Ho

TMSOTHf, tamis moléculaire,
CCly cH,Cl,, TA, 30 min

137aR = Ac (54%)
137bR = Bz (89%)

H,N-NH,.H,0/
pyridine/AcOH
pyridine, 8 min, TA

RO _OR

coMe
Q
HQ o
OR

121aR = Ac (80%)
121bR = Bz (75%)

Schéma IV. 22

Les quatre blocs clés nécessaires a la synthetseudeles oligosaccharides de tailles
désirées sont maintenant disponibles (Figure 1V. 9)

>

>
>
>

Le bloc accepteul2l portant en position anomeérique I'amorce aminéer gdeu
couplage avec le réactif de biotine

Le bloc donneur élongate@8 (Schéma V. 23)

Le bloc donneur terminateur disaccharidi@8equi glycosylé en derniére étape mene
a l'oligosaccharide de taille paire attendue (Schévh 23)

Le bloc terminateur monomériquél, qui glycosylé en derniére étape mene a
I'oligosaccharide de taille impaire attendue (Schdw. 23). Ce trichloroacétimidate
monomériquebl avait été préalablement synthétfsét était encore disponible au
laboratoire.

RO RO OR
COMe ©OR coMe | o
OR OR NHTCA
93aR = Ac 121aR = Ac
93bR =Bz 121bR =Bz

O donneur

O accepteu

AcO

=

Figure IV. 9
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IV-5.3 Stratéqgie d’élongation

Grace aux trois blocs clé8, 93 et 121, tous les oligosaccharides de tailles désirées
pourront étre obtenus selon la stratégie suivdtbdma V. 23).

Le disaccharide accepteli2l pourra étre glycosylé avec le trichloroacétimidase
pour donner un oligoméréA possédant le groupement lévulinoyle en C-4'. Apres
délévulinoylation un nouveau bloc acceptBwsera préparé. Une succession de couplage avec
93 et délévulinoylation conduira a un nouveau blocepteurC de taille n. Pour atteindre la
taille désirée, le blo€ sera couplé dans une derniere étape avec le bluredr93 ou 61
pour préparer un oligomek de taille paire ou impaire respectivement.

O  OAc RO _oR RO
coMe o coMe o COMe OR
A5 o Levo%o HO%O R O™
RO
TCAHN) OR TCAHN RO NHZz
OA ccl 1) ccl NHTCA

m \[( 3 93 3 OR 121

8m=1
o
bloc donneur O~_-CCk bloc accepteur
o _ccl ;
bloc donneur 5 élongateur \[(

terminateur NH

(6]
LeVOAQ + HO ~"SNHz LevOAQ

o\n/cu3 l 0 chg

NH

o —_— O
LevO——O—O/O\/\NHZ — HO_—O—O/ N~z ——— HO-—(O/);, Tz

A B puis c
délevulinoylation

oligosaccharide |:|—(O/);O\/\NHZ
de taille désirée D

Schéma IV. 23

Les oligosaccharides désirés sont alors consseits cette stratégie.
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V-6 SYNTHESESDESOLIGOSACCHARIDES PROTEGES

RO _OR
OA TCAHN COZMeO o
ACO o o
Ac 5 o] 3 QMO N~ NHZ
COMe m OR TCAHN
OAc n

AcO A
m=0oul R= Ac ou Bz

n=12,3
Figure IV. 10

IV-6.1 Synthése du trisacchariden=1, m=0

Afin de préparer le trisaccharide, le disacchaddeepteud21b est glycosylé avec le
trichloroacétimidate monomériquid, toujours selon les mémes conditions de glycosylat
Le trisaccharide désir&é38 est obtenu avec 55% de rendement (Schéma IV. vdd a
formation de la liaisof uniquement (RMNH J, .= 8Hz).

OAc BzO OBz

OAc COZME
0 o Q Qo
AcO + %% o N~ NHZ
TCANH OBz NHTCA
o_ _ccl

61 j( : 121b

NH TMSOT, CHC,
55%)| tamis moléculaire

TA, 30 min
BzO OBz
NHTCA COMe
AcO o Q A o
4 B0 0 SNz
OBz NHTCA
AcO  ~“OAc
138
Schéma IV. 24

IV-6.2 Synthése du tétrasacchariden=1, m=1

Le tétrasaccharid&39 est préparé avec un rendement de 67% par glytmsykentre
le trichloroacétimidate acétyl8 et le bloc acceptedr21la(Schéma IV. 25). Seule la liaison
B est formée (RMNH Ji, = 8Hz). Il est & noter que le tétrasaccharidentigté préparé
avant la mise au point de la stratégie benzoyl@eéié synthétisé a partir des blocs acétylés.
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AcO

OAc COMe
COZMQO o o 2 16} o) o
AX?MO + % o T NHZ
OAC NHTCA

oAc  TCAHNG  cc,
121a
88 NH

TMSOTY, CHCI,
67% | tamis moléculaire

TA, 30 min
AcO OAc
OAc NHTCA  COMe

ACO o o Q Qo
A 4 4 Ao o ~SNHz

COMe OAcC NHTCA

AcO OAc
139
Schéma IV. 25

IV-6.3 Synthése du pentasaccharide (n 2, m = 0)t ede

I’lhexasaccharide (n =2, m=1)

Pour la synthese d’oligomeéres de tailles supélt est nécessaire d'utiliser le bloc
élongateu®3 (Schéma V. 23).

Ainsi, pour la préparation du pentasaccharideeethexasaccharide (n = 2), le bloc
accepteurl21b est glycosylé avec le trichloroacétimid&eb (bloc élongateur) pour donner
le tétrasaccharid®40 (RMN *H J,, = 8Hz) avec 87% de rendement.

La délévulinoylation du tétrasacchariti¢0 conduit au tétrasaccharide acceptedit
(75%) (Schéma IV. 26).

BzO OBz
BzO
COMe OBOZ coMe o
LevO Q + HO o O~
870 o] BzO NHZ
oBz  TCAHNG cq OBz NHTCA
93b hig 121b
NH
TMSOTf, CH,Cl,
87%| tamis moléculaire
TA, 30 min
BzO OBz
OBz NHTCA  COMe
BzO o o 0 Qo
Lev A 4 e 0 "Nz
CO,Me OBz NHTCA
BzO OBz 140
H,N-NH,.H,0/
75%| pyridine/AcOH
pyridine, TA, 8 min
BzO OBz
OBz NHTCA = COMe
BzO 0 O 2 R O\/\
HO 4 d 80 o NHZ
COMe OBz NHTCA
BzO OBz 141
Schéma IV. 26
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Le tétrasaccharide acceptdurl peut ainsi conduire a la synthese du pentasadehari
142 (66%) (RMN'H J, , = 8.5Hz) et de I'hexasacchari43 (55%) (RMN'H J;, = 8.5Hz)
aprés glycosylation avec les trichloroacétimida&#st 88 respectivement, dans les mémes
conditions que celles décrites préecédemment (Sciéniy).

BzO OBz
OBz NHTCA  COMe
o}

T
O
o}
o
o
§
z
I
N

(o)
o o) BzO
COMe OBz NHTCA

TMSOTf, CHCI, 88
66% tamis moléculaire
TA, 30 min
55%
BzO
TCANH CO,Me
d |Bzo0 o NHZ
OBz TCANH]

AcO  “OAc 142
BzO OBz
OAc TCANH COMe
AgO o 0 R Ao
Ae 0 d | 8z0 0o "Nz
COMe OBz TCANH
ACO "OAc 143 2
Schéma IV. 27

IV-6.4 Synthése de I'heptasaccharide (n = 3, m = Ot de
'octasaccharide (n =3, m=1)

Afin de synthétiser I'heptasaccharide et l'octabacide (n = 3), deux séries
successives de glycosylation (avec le bloc élonga®8b) et de délévulinoylation sont
nécessaires. La premiére conduisant au tétrasébehadl précédemment obtenu, la
deuxieme a I'hexasaccharidd4’ (avec 66% et 83% de rendements pour le couplafge et
délévulinoylation respectivement) (Schéma IV. 28).

Ce dernier est glycosylé avec les trichloroacétatds 61 et 88 pour donner
respectivement I'heptasaccharitié5 (67%) et I'octasaccharid®46 (65%) (RMN'H J;, =
8.5Hz voir Annexe 1) (Schéma IV. 28).
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BzO OBz
OBz NHTCA  COMe o
132 o @) R o
o d B2 0 NHZ
COMe Bz NHTCA
BzO “oBz 141
66% | D 93b_, TMSOTHf, _CI-QCIZ _
tamis moléculaire, TA, 30 min
830 2) pyridine/AcOH/HN-NH,.H,O
0 pyridine, 8 min, TA
BzO OBz BzO OBz
COMe OBz NHTCA COMe
HO R QB0 0 0 R o
BzO o 0 ) 4 B0 o N NHZ
OBz NHTCA COMe OBz NHTCA
BzO ~0Bz
144’
61 TMSOTf, CHCI, 88
67% tamis moléculaire
TA, 30 min
65%
BzO OBz
TCANH COMe
AcO o Q  lo
d | 820 o N SNHz
OBz TCANH
AcO OAC 145 OAC BzO OBz
TCANH coMe o
AAZO o o R o
¢ 4 g0 o N NHz
coMe OBz TCANH
AcO OAc 146
Schéma IV. 28

Lors des réactions de glycosylation un sous-prodsitformé en faible quantité. I
s’agit en fait du produit d’homocouplage du triglolacétimidate93b. Ce produit n’étant
formé qu’en trés faible quantité, il n'a pu étrerazdérisé que lors de la préparation
d’accepteurs intermédiaires nécessaires en quatifgortante. Ce composé n'a été
clairement identifié qu’aprés une réaction de ddlewylation. Son spectre RMNH est

présenté ci-aprés (Figure IV. 11). Ce composé oes@rle pas de glycoside en position
anomerique.

HILN_,__LM,N\MU A,
[ L [— [ : L L : I : L [E—
— N -~ — — &) — [~ — 2] —
=] ] ] ha s — o ka o] o s ]
=1 @ [ES ] =~ =1 = iy = faz} =~ o

‘ T T T T I T T T T T T T T ‘ T T

Figure IV. 11
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Une infime quantité d’eau pourrait hydrolyser léchforoacétimidate et former
I’'hémiacétall47, accepteur en position anomérique avec lequeidkldroacétimidate peut
alors rapidement réagir et former le produit d’haouplagel48 (Schéma V. 29).

BzO OBz BzO0 _OBz
COZMeo o H,0 COZMeO o
LeyO — =
820 ¢ Le?é?&/o OH
OBz TCAHNO cel, OBz TCAHN
93b \ﬂ/ 147
NH
93b
BzO OBz OBz
CO,Me NHTCA OBz
LevO 0 o (e} OLev
€
Bz0 o o CoMe
OBz TCAHN BzO~~ OBz
148
Schéma IV. 29

A ce stade, nous avons a notre disposition tousolgemeres de chondroitines
protégés de tailles désirées. La préparation depases biotinylés est ensuite réalisée selon
la méme méthodologie que celle suivie pour le disadde finall22

[V-7SYNTHESES DES OLIGOMERESBIOTINYLES

IV-7.1 Réduction des groupementd-trichloroacétyle

L'étape de réduction des oligosaccharides estisgmalen milieu radicalaire en
présence de-Buz;SnH et d’AIBN (Schéma V. 30).

oA TCAHN com RO OR 138n =1, m =0, R = B3
Ag0 o 2"y ° o 139n =1, m =1, R = A(
Ac 4 4 80 0O \/\NHZ 142n =2, m =0, R = B2
Co,Me m OR TCAHN 143n =2, m=1, R =Bz
AcO  “OAc 145n =3, m=0, R = B2
146n =3, m=1, R = Bz

n-Bu,SnH, AIBN

solvant, T, tps
149n=1, m=0,R=Bg
RO _OR 150n=1, m=1, R=Ac
o OA 5 AcHN CoMe o 151n=2,m=0,R =Bg
o - _ _
Ac—© g 4 o o ~""NHz 152n=2,m=1 R=Bg
CoMe m OR AcHN 153n=3, m=0,R=Bg
AcO OAc n 154n=3, m=1, R=Bg
Schéma IV. 30
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Pour commencer le tétrasaccharl®® est soumis aux mémes conditions de réduction
que celles utilisées pour le disacchardd?. Le tétrasaccharide39 est dissous dans MyN-
diméthylacétamide avec deux équivalents par chdene-BusSnH. Le milieu réactionnel est
chauffé 2 heures a 80°C. La réduction étant incétaplelle est relancée dans les mémes
conditions pour donner 30% de produit dé4be (entrée 1 du Tableau IV. 3). Ces conditions
sont testées une deuxieme fois, la manipulationermaig@ a nouveau une réduction
incompléte. Le mélange de composés subit une neuveis ces conditions et le
tétrasaccharide rédui60 est obtenu avec 53% de rendement (entrée 1 dedwabV. 3). Ces
conditions de réduction ne sont donc pas reprdolesti

Ces conditions sont alors appliquées a I'hexasam#n143 mais aprés 2 heures a
80°C, la réaction est incompléete. Elle est alotaneée 2h a 105°C pour mener a 22% de
produit réduitl52 (entrée 2 du Tableau IV. 3).

Nous avons ensuite essayé d’augmenter un pelsplesipérature.

Ainsi I'hexasaccharidé43 est tout d’abord chauffé 1h30 a 80°C puis 1h30GC,
mais les produits obtenus n’ont pas pu étre détgrsnientrée 3 Tableau IV. 3). En chauffant
4 heures a 120°C, un mélange de composés est ébgarirée 4 du Tableau IV. 3). Le
chauffage a 120°C engendrant une dégradafleslihination et déprotection), nous avons
diminué la température pour la suite des essais.

Le pentasaccharidet2 est alors réduit toujours dans le méme solvant emémes
quantités de-BusSnH et AIBN pendant 2h30 a 100°C. Un mélange deposés en résulte
dont un, possédant un atome de chlore (prouvé gestremétrie de masse) (entrée 5 du
Tableau IV. 3), la réduction n’est donc pas congpléet

Apres 8h a 100°C, la réduction n’est toujours pasplete (entrée 6 du Tableau IV.
3). Nous en concluons alors qu'augmenter la tentyéraet le temps de chauffage ne permet
pas d’améliorer la réaction.

Toujours en prenant le pentasacchatid2en tant que substrat, nous avons alors tenté
de faire des ajouts séquentiels d’AIBN et mi@u;SnH afin qu'il y ait des radicaux en
permanence dans le milieu. Ainsi les quantités-deiSnH et d’AIBN restent inchangées
mais elles sont ajoutées en trois fois (une quantés le début de la réaction, puis deux
ajouts). Aprés 4h30, la réduction est toujours inglete (entrée 7 du Tableau IV. 3).

Nous avons alors décidé d’ajouter du benzéne dange réactionnel, connu pour étre
un trés bon solvant pour les réactions radicalaires

Le pentasaccharide42 est alors dissous dans un mélangéNdédiméthylacétamide
et de benzene. Apreés les trois ajoutsdrs;SnH (1eq/Cl) et d’AIBN pendant 4h30 a 80°C la
réaction présente un mélange de composeés dont éQ3¢rdasaccharide rédabl (entrée 8
du Tableau IV. 3).

Nous avons ensuite augmenté le nombre d’équisaldain-BusSnH a quatre par
chlore. Le pentasaccharidél est alors obtenu avec un rendement de 59% (eBtrée
Tableau IV. 3).

Pour terminer, I'hnexasaccharidel3 est alors soumis aux mémes conditions et le

composé totalement réduib2 est obtenu avec 78% de rendement (entrée 10 dealaby/.
3).
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Produit Solvant Conditions n-BuzSnH Résultat Rendement
de de réaction (nb
départ équivalents)
Incomplet R
N,N- * ono . 30% a
1 139 diméthylacétamide 2h 4 80°C 2eq/Cl puis frgiI:mce 1 5306
N.N- Incomplet
2 143 diméth iacétamide 2h & 80°C 2eq/Cl puis relance 22%
y 2h 4 105°C
NN- 1h30 a 80°C
3 143 TR puis 1h30 a 2eq/Cl n.d.
diméthylacétamide 100°C
Incomplet +
N,N- R o B-élimination
4 143 diméthylacétamide 4ha120°C 2eq/Cl + produit
déprotége
N,N- 2h30 a Incomplet
S 142 diméthylacétamide 100°C 2eq/Cl Reste 1Cl
N,N- N 0
6 142 diméthylacétamide 8h a 100°C 2eq/Cl Incomplet
4h30 a 80°C
ajouts :
N,N- . . 2eq/Cl (3 fois
7 142 o PP séquentiels Incomplet
diméthylacétamide JdAIBN et n- 0.66eq/Cl)
BusSnH
4h30 a 80°C
N,N- ajouts :
8 142 | diméthylacétamide/ séquentiels 3ec1/eCI /(gl)fms Ir;rt]:glrg Eleet, 40%
Benzene d’AIBN et n- q 9
BusSnH
4h30 a 80°C
N,N- ajouts 4eq/Cl
9 142 | diméthylacétamide/ séquentiels| (2eq/Cl puis 2] Complet 59%
Benzene d’AIBN et n- | fois 1eq/Cl)
BusSnH
4h30 a 80°C
N,N- ajouts 4eq/ClI
10 143 | diméthylacétamide/ séquentiels| (2eq/Cl puis 2| Complet 78%
Benzene d’AIBN et n- | fois 1eq/Cl)
BusSnH
Tableau IV. 3

solubilisation dans le benzene et NgN-diméthylacétamide, ces conditions opératoires

Comme nous avons pu le constater ces réactiongddetion par dun-BusSnH et de
I’AIBN sont assez aléatoires. Mais grace aux ajgetguentiels da-BusSnH et d’AIBN et la

semblent améliorées (Tableau IV. 4).
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IV- Synthese des oligobacdcdles non sulfatés

Conditions initiales Nouvelles conditions
N,N-diméthylacétamide N,N-diméthylacétamide/
Solvant .
Benzene
n-BusSnH 2eq/Cl 4eq/Cl
Une fois au début de la Séquentiels en 3 fois (un
Ajouts réaction deés le début, puis deux
ajouts)
Temps de réaction 2h a 80°C 5h & 80°C
Tableau IV. 4

De plus, la mauvaise solubilité de ces composémteniré des difficultés de
purification sur colonne de silice et influence dé® rendement de cette réduction.

Ainsi, les trisaccharide, heptasaccharide et octdsaide sont soumis a ces nouvelles
conditions de réduction et sont obtenus en unesg@alction. Les rendements de toutes ces
réductions sont résumeés dans le tableau ci-de¢$abkeau IV. 5).

Oligosaccharide Rendement
Trisaccharide 149 55%
Tétrasaccharided 50 53%
Pentasaccharidé51 59%
Hexasaccharidd 52 78%
Heptasaccharid&53 7%
Octasaccharidel54 53%

Tableau IV. 5

IV-7.2 Déprotection des esters

La déprotection des esters est réalisée en dapretjuel que soit I'oligosaccharide et
selon les mémes conditions que celles décriteslpalisaccharidé29 (Schéma IV. 14). La
purification des composeés est realisée sur LH-20.

RO _OR 149n=1, m=0,R=Brp
OA AcHN co,Me o 150n=1,m=1R=Aq
o) o 0 ] o 151n=2,m=0,R=Bg
actfO 4 y RMO "Nz 152n=2,m=1,R= By
coMe —Im | OR AchN | 153n=3,m=0, R=Bp
Ohe 154n=3,m=1, R =B
1) LiOH, H,0,,
THF, TA, 16h
2) NaOH, MeOH,
TA, 4 & 5h
155n=1, m=0
OH HO _-OH 156n=1,m=1
"o o AcHN COzNao o ° 157n=2,m=0
HTO (¢ ) SMO Sz 158n=2,m=1
CO,Na m OH AcHN 159n =3, m=0
HO “oH n 160n=3, m=1
Schéma IV. 31
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Les rendements de cette étape de déprotectiondeomiés dans le tableau suivant

(Tableau IV. 6).

Oligosaccharide Temps Rendement
de
réaction
Trisaccharide 155 4h 68%
Tétrasaccharidel 56 4h 62%
Pentasaccharides7 4h 58%
Hexasaccharidd 58 4h 71%
Heptasaccharid&59 5h 95%
Octasaccharidel60 5h 84%
Tableau IV. 6

Les composés totalement déprotégés sont maintgmétst a étre engagés dans la

derniere étape de synthése : la biotinylation.

IV-7.3 Couplage avec la biotine

L’hydrogénolyse du groupement benzyloxycarbongeréalisée puis l'intermédiaire
aminé est couplé avec le réactif biotinyle en milieMF/eau pour conduire a tous les
oligosaccharides biotinylés désir#67, 168 169 170 171, 172 (Schéma IV. 32) avec de

bons rendements (Tableau IV. 7).

Les spectres RMNH et *C de I'octasaccharide biotinyl&€72 sont présentés en

Annexe 2.
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oH 155n=1, m=0
HO _ _
OH AcHN coNa 156n=1,m=1
HO o o} Q o 157n=2,m=0
HTC 3 S 0 ~ Sz 158n=2,m=1
coNa —Im © o AcHN 159n=3,m=0
HO “oH n 160n=3, m=1
H,, Pd/C,
H,0, TA, 16h
161n=1,m=0
HO OH 162n=1, m=1
OH AcHN CO,Na o 163n=2,m=0
HO o Q o 164n=2,m=1
HTO AN 4 QMO AN ONH, 165n=3,m=0
a m C — —
) Ho on OH n 166n=3, m=1
(o)
HN)]\NH
° (o)
DMF/EtN 9/1 q PPN
H,O, TA, tps “o s
R ° 5
S HO OH HN NH
H
o 5 AcHN CONa o | )OJ\/\/\/H
H 0 4 0 o \/\H S
CO,Na OH AcHN 0
HO OH n
167n=1,m=0
168n=1, m=1
169n=2, m=0
170n=2,m=1
171n=3, m=0
172n=3,m=1
Schéma V. 32

Oligosaccharide| N°| Rendement bfutN°® | Temps de| Rendement suf
hydrogénolyse réaction les 2 étapes
Trisaccharide 161 84% 167 1h30 60%
Tétrasaccharide | 162 100% 168 1h 72%
Pentasaccharide| 163 77% 169 4h 59%
Hexasaccharide | 164 75% 170 1h 63%
Heptasaccharide| 165 100% 171 1h30 85%
Octasaccharide | 166 94% 172 2h30 77%
Tableau IV. 7
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V-8 CONCLUSION

Grace a cette stratégie basée sur I'hydrolyse adide polymére de sulfates de
chondroitines, les intermédiaires cl88, 93 et 121 ont pu étre préparés relativement
rapidement en 4, 12 et 14 étapes respectivemerartér plu disaccharide cld18 Le
disaccharide final est rapidement obtenu en 5 étagmartir de I'intermédiair@8. La stratégie
d’élongation permet I'obtention des composés tasaddique a octasaccharidique Ainsi, les
analogues biotinylés sont préparés en 19 a 23 £t#paynthéses a partir de l'intermédiaire
118(Figure IV. 12).

La préparation de ces sept oligosaccharides dedebitimes biotinylés a conduit a une

. . 8
publicatiorf®.
X
HN™ "NH
HO OH
Z /JL\//“\V//\\¢/
Q o
H%M \/\N s
OH NHAc )CI)\
HO
NHAC COZNao )J\/\/\/
HO o
y QMO N
OH NHAc o)
HO OH /u\
HN NH
HO _OH o
OH NHAc ~ CONa H
2o o o O ° o JJ\/\/\/N
H 5 4 vo o \/\N s
CO,Na OH NHAc
HO OH
HO _OH HO
OH NHAC ~ CONa
o Ho o O o
o A - aMo "y
NHAc ~ CONa OH NHAc
HO OH

HN NH
HO OH o)
CO Na NHAc CONNa H
BO Q 2 R O\/\ N
d wo o N s
NHAC co Na OH NHAC H

OH

HO _OH HO
NHAC CONa OH NHAC CO,Na
HO ~-Q O 560 O ~-Q 0. )J\/\/\/
3 SO o o d I?O o \/\N
OH NHAc ~ CONa OH NHAc
HO OH HO OH

NHAC CONa &/ NHAC co Na
S gO '9 O\/\ )J\/\/\/
co, Na W % co Na ° N

NHAc NHAc

Figure IV. 12

8 Vibert A.; Lopin-Bon C.; Jacquinet J.-Chem Eur. J 2009 15, 9561-9578
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

V- SYNTHESE DESOLIGOSACCHARIDESDE
SULFATATION HOMOGENE EN POSITION 40U 6

Le cartilage humain contient des CSA (4-sulfatejlet CSC (6-sulfate). Cherchant a
déterminer le rble des sulfotransférases et la nmaiesance enzyme-substrat de la
chondroitine synthase, nous nous sommes intéredaés,un deuxieme temps, a la synthese
d’oligosaccharides de chondroitines sulfatés eitipng} ou en position 6.

La préparation d'oligosaccharides portant un growgrg sulfate en position 4 ou en
position 6 de la-GalN nécessite I'introduction d’un groupement stéiest orthogonal sur la
future position sulfatée. Ainsi ces deux positidesront étre isolées. La présence d'un acétal
benzylidene permettra cet isolement. De plus ilr@oétre, par la suite, ouvert de maniére
régiosélective du cbté 4 ou du cbté 6 selon quedesposés conduiront a la synthése des
produits 4-sulfatés ou 6-sulfatés.

V-1 PREMIERE STRATEGIE APPLIQUEE A LA SYNTHESE DE
TETRASACCHARIDES

La premiére stratégie envisagée consiste en laamipn de tétrasaccharides portant
un acétal benzylidéne qui est ensuite ouvert rétgosvement.

Le tétrasaccharide sulfaté biotinylé sera préparé a partir d'un tétrasacchakide
possédant un groupement sélectif sur la futuretipassulfatée, un ester chloroacétate. Quel
gue soit le type de sulfatation auquel il conduien,composéV sera issu, grace a une
ouverture régioseélective, d’'un précurseur comnvinpossédant I'acétal benzylidéne. Le
produitVI sera synthétisé par glycosylation entre I'acceptéuret le bloc donneut73 Ce
dernier sera aussi le précurseur de l'intermédMite Cet intermédiaire.73 sera préparé a
partir du composé 26 déja synthétisé dans le chapitre IV & partir dmité de basd 18
(Schéma V. 1).
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)OJ\
N M
HO OSQONa
OH NHAC ~ CONa Q "
o] o) N
4 Ho 0 TNy S
CONNa OH NHAc H
IHO 0SQNa v o
BzO OACcCI
OAc NHTCA COZMeO
AcO fe)
(@) o
Ae 0 4 B2 0 ~"NHz
CO,Me OBz NHTCA
BzO0 “oaccl Y
O
Ouverture )
;- . P
regloselectlvcz
o0
OAC NHTCA  COMe o
pe&R o 0 o SN
¢] g BzO NHZ
CO,Me OBz NHTCA
0 VI
o]
Ph
Ph (P\h
co,Me o COMe o
o]
A8 o <— %% o ez
NHTCA
OAc TCAHNG _ _cal, OBz
173 Vi
NH Cw
Ne
COZMeO o
LevO o) ONAP
820 NHTCA
OB
100
UZ“
e
coneO o
A% o
OAc 175 TCAHNG
NH
zh
e
coneO o
A0 one
OAC NHTCA
126
Schéma V. 1
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

V-1.1 Synthése du trichloroacétimidate benzyliden&73

Par analogie avec la synthése des composés natésuyle premier intermédiaire clé a
préparer était un bloc donneur (trichloroacétimaflale composél26 obtenu lors de la
préparation des produits non sulfatés en est lupséur (Schéma IV. 8).

Ainsi, dans un premier temps, la position anomerigst sélectivement déprotégee par
l'acétate d’hydrazin®. L’hémiacétal formé est alors imidoylé dans lesmaé conditions que
celles décrites pour le trichloroacétimid&® pour donner le composk’3 d’anomériea
exclusivement (RMN'H, J;, = 3.5Hz), avec un rendement de 54% sur les deapest
(Schéma V. 2).

Ph Ph

O o

1% o
CoMe o coMe o
1) HN-NH,*, -OAc, DMF, TA, 30min
A8 o onc 1) NN, >"%20 o
OAC TCANH 2) CI,CCN, DBU, CH,CI,, TA, 30min OAC TCAHN & ccl

126 54% 173 D
NH

SchémaV. 2

V-1.2 Glycosylations « push-pull »

Comme nous l'avons évoqué dans le chapitre Iprésence d’'un acétal benzylidene
sur un résidu-GalN 174, sous une catalyse avec un acide de Lewis duduiba des
mélangex/B inséparable. Dans cette publication, les auteurs ont démamieé malgré la
présence du groupement participant en C-2 (NHTGAYlycosylation avec un accepteur de
type sucre, quelles que soient les conditions licsdar, température, temps de réaction)
conduit a la formation de liaisomset 3 175(Schéma V. B La participation du groupement
trichloroacétyle en C-2 et I'activation du thiogztiaside n’ont pas été mises en cause, puisque
I'oxazoline intermédiaire a pu étre isolée. De plasglycosylation avec du MeOH donne
exclusivement I8-méthylgalactosidd76 (Schéma V. 3).

2
o
OBz o O _or
Ph RO R0

éo 175 NHTCA OBz
0 Ph
TMSOTfou
O _sPH NIS-TMSOTf o
RO o)
NHTCA
174 o B owme
RO
MeOH NHTCA
176

SchémaV. 3
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

Il a ainsi été mis en évidence que ce seraientelembrements stérique (de
I'aromatique) et électronique (des orbitales desnats d’oxygene) di a I'acétal benzylidene
qui conduirait, lorsque que I'accepteur est un ples encombré stériquement (de type sucre),
a une attaque par les deux faces et ainsi a laatowmdes liaisona et 3 (Figure V. ).

attaque difficilg

< % facep encombrée
(6]
(0]
R
(6]

HNQ( :
+

ccl,

Figure V. 1

Pour contourner ce probleme, nous avons envisagmeécanisme de type « push-
pull », utilisé lorsque le groupement en C-2 njgss participant et que la liaison formée doit
étre d’anomérief (voir chapitre 1I}°*> Ce mécanisme s'apparente & une substitution
nucléophile de type 2 dans lequel le catalyseuuesicide de Lewis mou (type BEt,O)
(Figure V. 2).

o push

(e}
o /\R'O-H

TCAHN

oY ccy

NH
pull
IBF,Et,O

Figure V. 2

RO

Ainsi, le trichloroacétimidat&73 est glycosylé sous conditions parfaitement antsydre
en présence de BELO (catalyseur). Les conditions de réaction ave2-tephtylméthanol
ont été optimisées par Caryn Dupont lors de sogestle Master 2 et il apparait que les
meilleurs résultats de sélectivité sont obtenu80aCG (rendement de 75% proportia3 2 :
23). A -40°C, par exemple, la proportiar3 était de 1 pour 4. Une diminution de la
température favoriserait le mécanisme « push-petlexpliquerait ces résultats.

Cette glycosylation fonctionne aussi bien ave@-leenzyloxycarbonylaminoéthanol
(72%) (Schéma V. 4).
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Ph

NH

Ph

coM
coMe 0 NAPOH ou HO(CH),NHZ 2Ye 0
A&O o AcO o OR
© TCAHN BF+E40O, CHC, © NHTCA
Ohc 173 O._~CCl; tamis moléculaire, Ohc
\[( -60°C a TA 177R = (CH),NHZ (72%)

178R = NAP (75%)

SchémaV. 4

L’intermédiaire 177, tout comme son analogue peracétglé va subir quelques
transformations afin de mener a un produit posgédagroupement |évulinoyle nécessaire a
I’élongation des chaines.

V-1.3 Synthése du disaccharide précurseur 100

La stratégie envisagée est exactement la mémeedigedécrite pour les composés non
sulfatés, avec pour objectif d’introduire le groopnt Iévulinoyle en C-4’ do-GIcA.

Les groupements acétates du compds8 sont transestérifiés par méthanolyse. La
présence de l'acétal benzylidene limite la réactief3-élimination. Les positions 2’ et 3’ du
D-GICA sont ensuite protégées par un acétal isopicgmne pour donnet79 (57%).

éph

of 1) MeONa, MeOH,

coMe CH,Cl,, TA, 2h
AROS o ONAP > ONAP

OAC NHTCA 2) CS/ﬂL , DMF, TA NHTCA

178 OMe

57%
Schéma V. 5

Ce composél79 avait déja été synthetisé au laboratoire mais yreg stratégie
différenté”. En effet, I'étape de glycosylation « push-puli’était alors pas mise au point,
augmentant ainsi le nombre d’étapes de synthesglyicasylation par la méthode « push-
pul », permet donc de conserver cet acétal berangictt ainsi de nous affranchir de 3 étapes
de synthese (Schéma V. 6).

Stratégie de 2006

1) hydrolyse de l'acétal benzylidéne
2) acétylation
3) imidoylation
Ph 4) glycosylation
4 5) transesterification
of 6) benzylidénation

8.6%

N &

CO,Me

o

7) isopropylidénation

OAc L .
NHTCA 1) imidoylation
6 2) glycosylation "puh-pull"
3) transestérification

AN

(e}
O
OAc
12

CO,Me
Q

HO
O

/

4) isopropylidénation

Stratégie "push-pull"

29%

SchémaV. 6
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Afin d’obtenir I'intermédiaire clé100 désiré, I'hydroxyle libre en C-4’ est ensuite
lévulinoylé conduisant au compo38avec un bon rendement de 73%.

L’acétal isopropylidéne est sélectivement hydrélgs milieu acide acétique pendant 24
heures. Il en résulte le didB1 avec 73% de rendement et une faible quantité tdal tE80
provenant de I'hydrolyse des deux acétals. Ce deast facilement recyclé en réintroduisant
'acétal benzylidene, par du benzaldéhyde en pogsaie TFA pendant 3 heures a
température ambiante. Le didB1 a été utilisé comme précurseur commun a la syathes
d’oligosaccharides de CSA, CSC, CSD, CSE, CSK, &SLSM”,

Les deux hydroxyles libres sont benzoylés par darale de benzoyle dans la pyridine
et le dichlorométhane. L’intermédiaire cl0 est préparé avec un rendement de 72%
(Schéma V. 7).

Ph Ph
-
LevOH, DCC, DMAP COMe
onap CHCL TA3h R ONAP
NHTCA 96% NHTCA
AcOH 80%, CHCI,
éF’h TA, 24h
of HO  oH
o COMe o COMe 0
BzCl, pyridine/CHCI, Levo%() onap + LevO%o ONAP
0°C, 1h HO HO
OH NHTCA OH NHTCA
181
72% PhCHO, TFA 180
73% X
TA, 3h

transformations possibles

CoMe
e C D ouverture
BzO
OBz (] bloc donneur
100
(D bloc accepteur
Schéma V.7

Ce précurseur cl&€00 présente trois groupements sélectifs pouvant ddieea :
» Un bloc donneur aprés déprotection du 2-naphtylyhéth
» Un bloc accepteur aprés délévulinoylation
» Une divergence vers la synthése des composésatésutiu 6-sulfatés grace a I'acétal
benzylidéne

" Jacquinet J.-C.; Lopin-Bon C.; Vibert &hem. Eur. J 2009 15, 9579-9595
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L'intermédiaire 100 permet d’accéder rapidement (une étape) a un toep
possédant l'acétal benzylidene. Cet accepteur mbmsne la possibilté de tester la
glycosylation « push-pull » entre ce dernier etriehloroacétimidatel 73 pour former un
tétrasaccharide.

L’accepteur disaccharidique est préparé a partecaposél00 par délévulinoylation
dans les mémes conditions que celles décrites gedu@ent. L'accepteur attendiB3 est
obtenu avec un rendement de 94% (Schéma V. 8).

éph Ph
of pyridine/AcOH/ of
COMe o HN-NH,H,O COMe °
BzO TA, 8min BzO
OBz NHTCA o OBz NHTCA
100 94% 183
SchémaV. 8

V-1.4 Synthése du tétrasaccharide : Glycosylation push-pull »

Le premier essai de glycosylation a été réalisés das conditions « push-pull », a
savoir avec le trichloroacétimidatier3 dans le dichlorométhane, en présence dgHO
(Schéma V. 9). Aucun produit de couplage n’est torfentrée 1 du Tableau V. 1) et de
'accepteur de départ83 est observe. Cet acceptelB83 n’étant pas tres soluble dans le
dichlorométhane, nous avons essayé d’ajouter @étbaitrile (entrée 2 du Tableau V. 1).
Dans le mélange de solvants dichlorométhane/adateni’accepteur avait I'air soluble a
I'ceil nu, mais a nouveau, le tétrasaccharide dédslfen’est pas obtenu et de I'accepteur de
départ est isolé.

Afin de savoir si les problemes de couplage proweem uniquement de I'accepteur
benzylidéne, nous avons testé sa réactivité emytmsylant avec le trichloroacétimidad®
dans le mélange dichlorométhane/acétonitrile aaddMSOTf comme catalyseur (entrée 3 du
Tableau V. 1). Cet essai a conduit au tétrasaabtad4 avec 11% de rendement (Schéma V.
9) et du produit de départ est a nouveau trouvéotraation du tétrasaccharide est prouvée
par RMN (présence notamment de deux singulets sfmorelants aux groupements méthyle
des deux unitéD-GICcA) et par spectrométrie de masse ou une magze =ml659,2
correspondante au [Mh été détectée.
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Ph
L
R, o)
come | <% CoMe
AcO 2 R 4+ HO 2 ONAP
AcO o BzO 0
OAC TCAHNO cal, OBz NHTCA
88 R, = R, = OAC 183
173R,, R;= CHPh NH catalyseur, solvant
tamis moléculaire,
-60°C a TA
éph
50
OAc NHTCA COMe
P82 o 0 R o ONAP
(o] d B0
co,Me ro OR OBz NHTCA
184 R,=R;=0Ac
185R,, Ry = CHPh
SchémaV. 9
Trichloroacétimidate  Solvant CatalyseurRendement Produit
de départ
1 173 CH,ClI, BF;.ELO / oui
2 173 CH2C|2/ACN BFg.Etzo / oui
3 88 CH.CI,/ACN | TMSOTf 11% oui
Tableau V. 1

Suite a ces résultats décevants et connaissaaibla solubilité des composeés en série
aminoéthylbenzyloxycarbonyle, la préparation ded&pteur correspondaxtl (Schéma V.
1) n’a pas été réalisée.

Dans le but de synthétiser des oligosaccharidéat&s, nous avons choisi une autre
voie de synthese, ou les précurseurs de glycosglélocs donneurs et accepteurs) sont déja
sélectivement protégés avant les étapes de couplag®n qu’ils conduisent aux composeés
4- ou 6-sulfatés.
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V-2 SECONDE STRATEGIE

Dans cette deuxieme stratégie, les disaccharidsspossedent déja une protection
orthogonale sur la future position sulfatée avastdtapes d’élongation.

Dans la rétrosynthese envisagée, les oligosaddsari-sulfatés ou 6-sulfatés
biotinyléslV seront obtenus a partir d’oligosaccharides de rséaies totalement protégés
V, qui possederont sur la future position sulfatée protection orthogonale : un ester
chloroacétate. Ces composeés seront obtenus apcéspéage entre les blocs cléd8 et 186
ou 187 Le précurseur de ces blocs clés sera le compa@@réparé dans le chapitre V-1 a
partir du blocl73

Les dissaccharides sulfatés final89a et 189b proviendront directement de ce bloc
donneurl73(Schéma V. 10).
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0
‘@ ‘ HN™ TNH
OSQNa
OH NHAC COzNaO
Q 0
VAN AR AN N, s
CONa m OH Vi NHAc
0SONa
m=0oul - % U
BzO OACcCI
OB NHTCA COMe
BZO o o Q Qo
Lev 4 4 B0 o " NHz
coMe 0Bz NHTCA
OAcCI

come” OAcCI Me 0
O <<—— 9 %o Oz
OBz NHTCA
TCAHNO cel 188

186m 1 NH

187m=0
PhU éph
of of
CoMe S CoMe o
o)
SRR oo 2
oz NHTCA OAc  TCAHNG — ccl,
100 173
NH
i
©D i N
HO OSQNa
CONa
HO Q O M
HO N~ s
oH NHAC

189%aR, = SQNa R=H
189bR,=H, R;= SONa

Schéma V. 10
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V-2.1 Stratégie divergente utilisant 'acétal benzZydene

Afin d’'introduire une protection sélective sur flature position sulfatée, différentes
méthodologies ont été envisagées utilisant I'ad&akylidene.

a. Ouverture de I'acétal benzylidene

De nombreux travaux décrits dans la littératuma foffice d’ouvertures régiosélectives
réductrices d’acétals 4®-benzylidéne, permettant d’aboutir, selon les comaé, a un
composeé protégé seélectivement en C-6 par un éetreybque et possédant un hydroxyle
libre en C-4 ou inversement protégé en 4 et lioré éSchéma V. 11).

HO OBn
bh COzMeO o
4 LevO o ONAP
BzO
o OO OBz 190 NHTCA
o ,Me &&/ONAP Réactif, Acide, ou
eézmo solvant, T, tps
OBz NHTCA BnO  OH
COZMeO o
100 LevO o ONAP
Bz
OBz NHTCA
191

SchémaV. 11

Dans notre cas, désirant synthétiser les compbsaffatés et les composés 6-sulfatés,
Nnous nous sommes intéressés aux deux types d'ateertes essais ont été réalisés, dans un
premier temps, sur le compak@0 précédemment synthétisé (Schéma V. 7).

» Ouverture en position @omposé 90 :

L’'ouverture en position 6 avait déja été realisée laboratoire sur un résidu
monomérique de-Galactose, par du £iH en présence de TBA Dans notre cas (entrées 1
et 2 du Tableau V. 2), nous avons obtenu beauceypatiuit d’hydrolyse (55% de diol 4,6)
et seulement 10% de produit d’ouvertur®©®enzyle 190. Observant la quantité de diol
formé, nous avons pensé que la protonnation pafFfI pouvait avoir lieu, mais par un
manque de réactivité desBiH, le produit d’hydrolyse apparaitrait au momeuattraitement
aqueux. Nous avons alors testé un hydrure plusiféaBH;CN.

Dans la littérature, I'utilisation du NaBBN avec du TFA sur up-Gal a donné de
bons rendemerits Sur notre composé (entrée 3 du Tableau V. 2)yrapeoduit d’ouverture
ni de produit de départ n’ont été isolés. Par epritiautres composés ont été remarques, tous
possédant I'acétal benzylideéne mais ayant perdyrdapement Iévulinoyle. Par conséquent,
I'hydroxyle en C-4’ est déprotégeé par NagHN.

NaBH:CN associé avec HCI est la méthodologie la plusaroment utilisé®, mais
elle n’est donc pas applicable a nos produits laeylés. Nos tentatives d’ouverture ont été

8 Barroca N.; Jacquinet J.-Carbohydr. Res200Q 329, 667-679
8 Johansson R.; SamuelssonJBChem. Soc., Chem. Comf984 201-202
8 Garreg P. J.; Hultberg H.; Wallin S8arbohydr. Res1982 108 97-101
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

restreintes par ce groupement lévulinoyle clivadde les hydrures. Les réactifs type LiAJH
DIBAL, BH3.NMe; ont été proscrits eux-aussi.

Deux publication¥?® précisent que les conditionss&iH/TFA ne fonctionnent pas
sur un résidu de®-Gal, mais par contre, ils montrent I'ouverture @wde l'acide triflique
(TfOH) en remplacement du TEA Dans notre cas, il a été impossible de détermier
produits de la réaction (entrée 4 du Tableau V. 2).

Nous avons en dernier recours tenté de remplaedé par un acide de Lewis, le
BFs;.EtLO. En présence de4SiH et sur un disaccharide composé d’une umit&al possédant
un acétal benzylidéne, I'ouverture réductrice éstite avec 73% de rendem®&nDans le cas
de notre substrdt80, nous n’avons pas pu déterminer la structure ex@es$ produits, mais il
n'apparait de produit résultant de I'ouverture aucun d’entre eux (entrée 5 duTableau V. 2).

Nb Nb Produit
Réactif & Acide & Solvant | Conditiong de Résultats
g g départ
lhao°C : .
1 | E&SH | 5eq TFA 5eq| CbCl, | puis 24ha| OY diol 4,6
TA
diol 4,6 (55%)
2 Et;SiH 10eq TFA 5eq| CKCl, | 24haTA | Oui 8% ouverture 6-OBn
(10%)
3 | NaBH;CN | 10eq TFA 2eq THF 5h30 a 0°C nd délévulinoylation
. TfOH 5 Ao
4 Et:SiH 5eq 0.16M leq | CHCI, | 1h30 a4 0°C nd nd
5 Et;SiH 12eq| BE.ERO 2eq| CHCIl, | 24haTA nd nd
Tableau V. 2

Nos essais ayant été restreints par le groupengmiinoyle, nous avons tenté
d’ouvrir l'acétal benzylidene du compo4é9, qui n’en possede pas. Apres 6h30 a 0°C, en
présence de NaBKN et de TFA, aucune réaction n’a eu lieu, seurteduit de départ est
retrouvé (Schéma IV. 10).

Ces conditions ne permettent donc pas d’ouvriétalcbenzylidene.

Un essai avec E3iH et TFA conduit a 17% du produit d’ouverturg9’ et 66% de
diol issu de I'hydrolyse. L'ouverture en conditiori;SiH et TFA, quel que soit le
disaccharide, ne donne pas le résultat attendu.

8 DeNinno M. P.; Etienne J. B.; Duplantier K. Tetrahedron Letf 1995 36, 669-672
8 Sakagami M.; Hamana Hetrahedron Letf 200Q 41, 5547-5551
% Debenham S. D.; Toone E.Tktrahedron Asym200Q 11, 385-387
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Ph
40 Réactif, Acide, HO  OBn
come 0 solvant, T, tps COMe o
ACO Q o R ONAP > Aigo ° o
oo’ - il OAC NHTCA
178 192
Schéma V. 12

» Ouverture en position @omposé 9l):

En 2003°, I'’équipe de D. Bonnaffé montre I'ouverture régiestive en 4 d'un acétal
4,6-0-paraméthoxybenzylidéne sur un résibiGlc, ouverture utilisant BSiH et PhBC
développée en 2084 Nous avons alors essayé ces conditons sur le as#mp0Q
malheureusement le PhBCé'avere étre un acide de Lewis trop fort qui pdtrag une
assistance pour le départ du groupement lévulinoge composés obtenus étant tous
délévulinoylés (entrée 1 du Tableau V. 3). Pourdefirmer nous avons testé la stabilité du
groupement Iévulinoyle dans ces mémes conditiongsiisumonomere protégé par des esters
benzoates et possédant un ester [évulinate. Ceedest effectivement clivé.

En essayant ces mémes conditions sur le contbédéon lévulinoylé), les produits
en résultant n’ont pas pu étre identifiés.

Reprenant I'ouverture de I'acétal benzylidene dmposé100, nous avons ensuite
remplacé I'acide de Lewis par le TMSGST Quel que soit le nombre d’équivalents d’acide
de Lewis, nous n'avons obtenu que de la dégradatiariavons pu déterminer les produits
obtenus (entrées 2, 3 et 4 duTableau V. 3).

Nb Nb Produit
Réactif | . Acide . Solvant | Conditions de Résultats
€a €a départ
1 | ESiH | 5eq PhBG | 3.4eq| CHCIl, | 4ha-78°C non délévulinoylation
45min a 0°C
2 | E:SIH | 5eq| TMSOTf| 3eq| C§Cl, puis 2h a nd nd
TA
lhao°C
3 | EtsSIH | 5eq| TMSOTf| 1eq| CkCl; puis 1h a nd nd
TA
. 0.25€ 1ha0°C
4 | E;SIH | 5eq| TMSOTf| ™ CH.Cl, puis 3h a nd nd
a TA
Tableau V. 3

8 Gavard O.; Hersant Y.; Alais J.; Duverger V.; B#hA.; Bascou A.; Bonnaffé [Eur. J. Org. Chem2003
3603-3620

¥ Dilnhas A.; Bonnaffé DTetrahedron Lett 2004 45, 3643-3645

8 Jiang L.; Chan T. HTetrahedron Letf 1998 39, 355-358

8 Jonke S.; Liu K.-G.; Schmidt R. Rhem. Eur. J 200§ 12, 1274-1290
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

Toutes nos tentatives d’ouvertures réductricesoséfgctives de I'acétal benzylidéne
ont échoué. Une autre stratégie partant d'un psécurcommun et qui méne a la divergence
recherchée : un composé 4-hydroxylé et un 6-hydéoxylors été mise en place.

b. Stratéqie de I'orthoester

Notre but était de construire une synthése poudardgrger soit vers la voie des
composeés 4-sulfatés, soit vers celle des compoesaldiés a partir d’'un précurseur commun.
La stratégie d’'ouverture de I'acétal benzylidénaryété vaine, nous nous sommes penchés
sur une voie de synthése nous permettant d’obdenine seule et méme étape cette diversité.

Pour commencer, I'acétal benzylidene de l'interrai#dil00 est hydrolysé par du
TFA a 80%, pour conduire au diol 4,6 correspond®3tavec un rendement de 84%.

Par la suite, ce diol est mis en présence du thiph@thobenzoate et d’ACS. Le milieu
réactionnel est neutralisé avec de la triéthylampmair donner un unique orthoester
intermédiaire 194, ce qui a été prouvé sur un disaccharide similg§@eec un ester
chloroacétate en C-39 Cet orthoester est ensuite hydrolysé en miliedeaacétique & 80%
pour conduire a un meélange (de ratio 1 : 1 ) dedyits195aet195b, séparables par colonne
chromatographique, avec un rendement de 72% (ScWed).

Ph
%o TFA (80%), OH _oH
coMe o CH,CI,, 0°C, 2h coMe |
BZO 84% z NHTCA
OBz NHTCA OBz
100 193

1) (CH;0),CPh, ACS,
CHCl,/toluéne, TA, 45min

2) Neutralisation (EN)

3) Traitement aqueux

Ph
Meo—é
N

coMe
o}

o]
LevO o) ONAP
BzO
OBz NHTCA
— 194 —
4) AcOH (80%)
0, 1
72% TA, 15min
OH BzO _OH
COMe 0Bz COMe
2 2 o)
o] e + o]
LevO o ONAP LevO o ONAP
BzO BzO
OBz NHTCA OBz NHTCA
195a 195b
avec neutralisation par f&t 1 1
sans neutralisation par Jt 1 3
Schéma V. 13
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Les produits195a et 195h sont caractérisés par RMNH (voir Annexes 3 et 4
respectivement), et on peut ainsi remarquer 'erilce des groupements benzoates sur les
déplacements chimiques des protons.

o(ppm) H-4 | d(ppm) H-6
193 4.26 4.03 et 3.87
195a 4.32 4.63(les 2)
195b 5.69 3.55et 3.70

L'obtention de ces deux produii®5a (4-hydroxylé) etl95b (6-hydroxylé) a partir
d’'un méme orthoester serait probablement due eolamnation respective de la position 4 et
de la position 6.

Par ailleurs, nous avons pu remarquer que si leun@tait hydrolysé directement au
cours du traitement aqueux, sans étre préalablensartalisé avec de la triéthylamine, ces
deux mémes composés étaient obtenus mais en pomgodifférentes (1 : 3). Nous avons
donc supposé que I'encombrement stérique de l'aditis€, ou plus précisément son contre-
ion, avait une influence. Ainsi, dans notre cas/'atide est de type acide acétique il
protonnerait autant 'atome d’oxygene en positicqué celui en position 6, alors que dans le
cas d’'un acide type ACS (avec un contre-ion plueibré), il protonnerait majoritairement
en position 6 d’ou la formation majoritaire du camepl95b(Schéma V. 13).

Cette stratégie divergente mise au point, lessbidés 186, 187 et 188 peuvent
maintenant étre préparés.

V-2.2 Synthése des blocs clés accepteurs 188 etromns 186 et 187

Comme évoqué lors de la stratégie rétrosynthét{§ebéma V. 10), la préparation
préalable des intermédiair&86, 187 et 188 est nécessaire.

a. Synthése des trichloroacétimidates disaccharidiggs Iévulinoylés 186

Par analogie avec la synthése des composés naatésuliun trichloroacétimidate
élongateur de chaine, c'est-a-dire possédant igpgnoent lIévulinoyle en C-4’ d+GIcA, est
prépare.

Les intermédiaires clé495a et 195b ont été précédemment préparés grace a
I'orthoester (Schéma V. 19). lIs vont, a partirrdaintenant, étre engagés séparément dans les
mémes réactions chimiques, pour conduire aux méypes d’intermédiaires, mais protégés
différemment selon qu’ils soient précurseurs dae bu l'autre type de sulfatation.

Les compose$95aet 195b présentent des hydroxyles libres non compatibles &
suite des étapes de synthése. Ces futures posstitfagees sont par conséquent protégées par
un groupement sélectif et orthogonal aux autregeptions : un ester chloroacétate.

La chloroacétylation est réalisée par de I'anhyarithloroacétique, en présence de
pyridine pour conduire aux composE¥baet 196bavec de tres bons rendements.
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La déprotection de la position anomérique par |[€Ddbivie de I'imidoylation donne
les trichloroacétimidates86aet 186b avec 66% et 73% de rendements respectifs (Schéma V
14).

RO o RO
CoMe ! i (%Ac)lzg o COMe ! ORE)
Lo 0 5 ONAP P)’“Q'ne HCl o Lew Q o ONAP
BzO: 0°C, 30min BzO
0Bz NHTCA OBz NHTCA
195aR,=H, R;=Bz 196aR,= AcCl, R; = Bz (90%)
195bR, = Bz, R, = H 196bR, = Bz, R, = AcCl (87%)

1) DDQ, CHCI,/MeOH,
TA, 24h

2) CLLCCN, DBU,
CH,Cl,, TA, 30 min

\

RO o]
COMe ! %
0] O
LevO
BZM o
OBz TCAH NO cal

3

186aR,= AcCl, R, = Bz (66%) "
186bR, = Bz, R, = AcCl (73%)

Schéma V. 14

b. Synthése des disaccharides accepteurs 188

Les disaccharides accepteurs possédant, en positiomeérique, I'amorce aminée
protégée par le groupement benzyloxycarbonyle, sosiite préparés.

Les trichloroacétimidated86a et 186b sont tout d’abord glycosylés avec le 2-
benzyloxycarbonylaminoéthanol pour conduire auxdpits 197a et 197b avec 80% de
rendements. Le groupement lévulinoyle est ensuite® gour permettre I'obtention des
disaccharides accepteur88a(78%) etl88b(77%). La délévulinoylation en présence d’ester
chloroacétates est réalisée en 3 minutes, évitasi la perte de ces esters facilement labiles
(Schéma V. 15).
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R,O OR, R,O OR,
NHZ A
o COZMeo o H O/\/ COZMeO o .
S N0 A N
OBz TCAHN, ccl, TMSOTTf, CHCI, OBz NHTCA
TA, 30 min
186aR,= AcCl, R;=Bz nn 197aR,= AcCl, R, = Bz (80%)
186bR, = Bz, R, = AcCl 197bR, = Bz, R, = AcCl (80%)
pyridine/AcOH/
H,N-NH,.H,0
pyridine, 3 min, TA
RO OR
coMe o
% ¢] O\/\NHZ
OBz NHTCA
188aR,= AcCl, R, = Bz (78%)
188bR, = Bz, R, = AcClI (77%)
Schéma V. 15

La synthese de motifs impairs requiert la prépanati préalable de
trichloroacétimidates monomeériques portant un edtésroacétate soit en position 4 soit en
position 6.

c. Synthése des trichloroacétimidates monomériqudS87

Pour obtenir ces blocs donneurs monomériques, leosamcharidd98 a été choisi
comme produit de départ. Cetftetrichloroacétylp-galactosamine protégée sur la position
anomérique par un groupement parameéthoxyphényeardes autres par des esters acétates
avait déja été préparée au laborat8ire

Les groupements acétates sont transestérifies paméthanolate de sodium en
présence de méthanol, pour conduire au 196f°. Les positions 4 et 6 sont ensuite protégées
par un acétal isopropyliene.

La réaction, réalisée en présence d’ACS et de hawgpropéne, mene au composeé
200a désiré (61%) mais aussi a l'autre isom@@0Ob et a un meélange d’acétals mixtes.
L'isomere 3,40-isopropylidéne200b et les acétals mixtes sont hydrolysés par unegési
acide, pour donner le trioll99 qui peut a nouveau subir les mémes conditions
d’isopropylidénation et conduire a [lintermédiair@00a désiré. L’ensemble de ces
manipulations permet l'obtention du produit ©&sopropylidéne 200a avec 85% de
rendement (Schéma V. 16).
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\LO
AO_onc MeONa, MeOH, OH _oH )}\ g
o] TA, 2h o) ome 'CSA o]
2O owe 7 - o omp ‘ > 10 omp
NHTCA puis résine [H] NHTCA DMF, TA, 2h20 NHTCA
198 199 85% 200
+
O _oH
résine IR-120 [H] o)
o OMP
NHTCA
200b
Schéma V. 16

L’hydroxyle libre en C-4 est ensuite benzoylé parctilorure de benzoyle, le composé
201 résultant est préparé avec 99% de rendement. Wuaeolilse acide de lacétal
isopropylidéene en milieu acide acétique donne @ én positions 4 et 02 avec un
rendement de 85% (Schéma V. 16).

Nous avons ensuite essayé la stratégie de l'ottilmosar ce dioR02 En suivant le
protocole classique, c'est-a-dire avec neutratisatiu milieu par de la triéthylamine, puis
hydrolyse de l'orthoester intermédiaire, les conégso203a et 203b sont obtenus en
proportion 3 : 1. Naturellement, nous désirionsealsit autant des deux composés afin de
poursuivre la synthese vers les trisaccharides.nAgdservé que la neutralisation par la
triéthylamine avait une influence sur les proparsiqChapitre V-2. partie b), nous avons
essayé le protocole sans neutralisation. Appligaé&e diol monomérique202 cette
méthodologie, a mené aux deux compdd&3aet 203b en proportions 1 : 2. Quelle que soit
la technique, le mélange de composés est obterudivérés bons rendements supérieurs a
90% (Schéma V. 17).

- 100 -

\LOO BzCl, CHCl,/pyridine, OO AcOH 80%, HO  on
0°C, 30 min 80°C, 40 min
e} > (@] o (@]
HO OoMP 99% BzO OMP 85% BzO OMP
NHTCA NHTCA NHTCA
200a 201 202
1) (CH,0),CPh, ACS,
CHLCI,, TA, 20 min
2) AcOH 80%,
TA, 10 min
HO OBz BzO OH
0 + o
BzO OMP * BzO OMP
NHTCA NHTCA
203a b
avec neutralisation 74% 25%
sans neutralisation  32% 61%
SchémaV. 17
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Les hydroxyles libres sont ensuite chloroacétypss, de I'anhydride chloroacétique
donnant les compos@84aet204bavec 88% et 80% de rendement respectivement.

Les groupements paraméethoxyphényle sont séléctiviedéprotégés en présence de
CAN en phase hétérogéne toluéne/acétonitrilé’edes CAN n’étant pas soluble en phase
organique. Les hémiacétals sont obtenus avec 72%7386 de rendements. Les
trichloroacétimidates sont préparés selon les m@&meditions que celles décrites auparavant
pour conduire aux moléculé87aet187bavec de tres bons rendements (Schéma V. 18).

RO oR, (CIA),0 RO _oR, 1) CAN, toluene/ACN/HD RO oR
2 .
O CH,Cl,/pyridine C oMP TA, 30 min - Q
OMP 0°C 1h = B0 > BzO
BzO : 2) CLCCN, DBU

NHTCA 3 ! ! TCAHN

NHTCA CHCl,, TA, 30 min o\n/c(:l3
NH

203aR,=H, R = Bz 204aR, = AcCl, R, = Bz (88%) 187aR, = H, R, = Bz (83%)
203bR, =Bz, R = H 204bR, = Bz, R = AcCl (80%) 187bR, = Bz, R, = H (86%)

Schéma V. 18

Ces trichloroacétimidates monomeériqué¥aet 187b ont été obtenus aprés 8 étapes
de synthése a partir du précurseur acé9te

Les trois précurseurs clé86, 187 et 188 ayant été préparés, les oligosaccharides vont
pouvoir étre synthétises.

V-2.3 Syntheses des oligosaccharides protégeés

a. Synthése des disaccharides protégés

Comme nous l'avons vu dans l'analyse rétrosynthétides disaccharides sulfatés
biotinylés sont obtenus directement a partir dthtaroacétimidatd 73 (Schéma V. 10). Nos
essais de glycosylation « push-pull », ont conduitdisaccharid&77, possédant en position
anomerique I'amorce pour le couplage final avebiddine (Schéma V. 4). Afin d’obtenir les
disaccharides 4-hydroxylé et 6-hydroxylé désir@sisnavons tenté la stratégie divergense
I'orthoester intermédiaire.

Dans un premier temps, 'acétal benzylidene du am@p77, est hydrolysé selon les
mémes conditions que celles décrites auparavanir, pener au diok05 avec un bon
rendement de 79%.

Dans un deuxieme temps, le diol est mis en réaevec le triméthylorthobenzoate et
I'ACS pour donner, aprés neutralisation avec dé&ié@hylamine, I'orthoester intermédiaire
qui est ensuite hydrolysé par de I'acide acétidioeit comme nous I'avions observé pour les
produits précédents, les compo&€&a et 206b sont préparés en guantité équimolaire, avec
un trés bon rendement de 85% (Schéma V. 19).

0 Fukuyama T.; Laird A. A.; Hotchkiss L. Metrahedron Lett 1985 26, 6291-6292
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éph
S0
cOMe o
A&QMO
OAC TCAHN 1o cal,
173
NH
HO(CH,),NHZ
72%
BF,.Et,0, CHCI, ° on
tamis moléculaire, 4
-60°C & TA o
COMe o TFA (80%), OH OH
Me, o0 . CH,Cl,, 0°C, 2h coMe_ o
AcO I ——
BN e R e R
OAC NHTCA 0 o NHTCA
177 205
1) (CH,0),CPh, ACS,
CH,Cl,/toluéne, TA, 45min
85%
2) AcOH (80%),
TA, 15min
OH 0Bz BzO OH
coMe g@/o N CO,Me o
A o ~"Sakz A% o N Nhz
OAC NHTCA OAC NHTCA
206a 1 1 206b

Schéma V. 19

Nous avons ainsi démontré que cette techniqusaniil’orthoester fonctionne sur des
disaccharides différents, en donnant les prodéitiréls en proportion équivalente et avec de
bons rendements.

b. Synthese des tétrasaccharides protégés

Afin de préparer le tétrasaccharide 6-chloroaé&@i7b, le trichloroacétimidaté86b
et le bloc accepteurl88b sont couplés au moyen de TMSOTf (0,15eq) dans le
dichlorométhane Le tétrasaccharide 6-chloroac&9ié désiré est synthétisé avec 67% de
rendement (Schéma V. 20).
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OACCI OAcCI

CoMe CoMe
LevO + Ho % Oz
BzO
TCAHN,

% 186t CC3 188D

NH

TMSOTf, CHCI,,
63% tamis moléculaire,

TA, 30min
BzO OAcCI

OBz NHTCA  COMe

BZO o Q A o
Lev Y gy 20 o T NHZ
CoMe OBz NHTCA
BzO “oAccl
207b
Schéma V. 20

En ce qui concerne la synthése de son analogudorbacétylé dans les mémes
conditions, le tétrasacchari@®@7aest obtenu avec un rendement de 23% (Schéma V. 21)

CIAcO OBz CIAcO OBz
Le‘é?m/ ogﬁ + "é?m/o Oz
OBz TCAHNO cal, OBz NHTCA
186a 188a

NH

TMSOTf, CHCl,ou CDCL,
23%| tamis moléculaire,

TA, 30min
ClAcO OBz
OBz NHTCA  COMe
60 O 0 Q R )
Lev y 4 B0 0 " NHZ
COMe OBz NHTCA
CIAcO 0B
207a
Schéma V. 21

Le faible rendement de glycosylation obtenu avecckpteurl88aest certainement
dd & sa trés mauvaise solubilité (entrée 1 du aabie 4).

Nous avons alors essayé d'effectuer la réactions die chloroforme et le
tétrasaccharide est préparé avec un rendementtéeditrée 2 du Tableau V. 4).

En augmentant la quantité de triflate de trimétiyle la réaction conduit au composé
désiré avec 41% de rendement (entrée 3 du Tabledu V

Pour chacun de ces essais 30 a 40% d’acceptaigpdet sont retrouvés (Tableau V.
4).
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Produit de TMSOTf Solvant | Conversion Rendement
départ | (nb équivalents
1 188a 0,15 eq CHCI, 67% 23%
2 188a 0,15 eq cbd 62% 31%
3 188a 0,20 eq Ccbd 70% 41%
Tableau V. 4

Avant de pouvoir réduire les groupements trichloébgle en groupements acétyle, la
déprotection des esters chloroacétate doit étralgiiement réalisée. En effet, en milieu
BusSnH et AIBN, ces derniers risqueraient d’étre réxlan esters acétates et par conséquent,
seraient difficilement différenciables des autret®es (benzoate, Iévulinate).

c. Déchloroacétylation

Les esters chloroacétates sont sélectivement dg@®tpar la thiourée dans un
mélange de pyridine et d’éthafblLa réaction est réalisée a 80°C pendant 4h30 lgodr
chloroacétate et 3 heures pour le 6-chloroacét@ette déprotection conduit aux
tétrasaccharide®Zd8aet 208bavec 84% et 77% de rendements respectivement.

RO _OR;
OBz NHTCA  COMe
Béo [e) Q Q (o)
Lev 4 4 B20 o T NHZ
CO,Me OBz NHTCA

R,O OR;
207aR,= AcCl, Ry = Bz
207bR, =Bz, R, = AcCl

thiourée,
pyridine/EtOH
80°C
RO OR;
0Bz NHTCA  COMe !
BzO o 0 o A o
Lev 0 d B0 0 ~"NHz
CoMe OBz NHTCA

RO OR;
208aR,= H, R, = Bz (84%)
208bR, =Bz, R = H (77%)

Schéma IV. 33

1 Naruto M.; Ohno K.; Naruse N.; Takeushi Fetrahedron Lett 1979 20, 251-254
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

d. Synthése des trisaccharides protégés

Pour préparer les trisaccharides,

les disaccharidecepteurs188a et 188b

précédemment obtenus (Schéma V. 15) sont glycoayks les trichloroacétimidaté87aet
187b selon les conditions de glycosylation décritexcedémment (0.20eq de TMSOTY). Les

trisaccharide09a et 209b sont obtenus avec 66% et

53% de rendements. lesuragons

de solubilité, la glycosylation avec I'acceptd@8aest réalisée dans le chloroforme.
Ces derniers sont ensuite déchloroacétylés ptridarée pour donner les composés

210a(73%) et210b(85%) (Schéma V. 22).

RO _OR,
o
BzO
TCAHND
187aR, = AcCl, R, = Bz
187bR, = Bz, R, = AcCl

CO,Me

T g

ccl,

TA, 30min

R,0
NHTCA  COMe
o)
BZO
z o)

OBz

(@)
o) BzO

R,O OR,

4

thiourée,

80°C, 2h

|

R,0
co,Me
0

NHTCA

BzO o

OBz

(0]
o BzO

R,O OR,

4

210bR, =Bz, R;= H

188aR,= AcCl, R; = Bz
188bR, = Bz, R, = AcCl

TMSOTf, CH,CI, ou CDCI,
tamis moléculaire,

209aR,= AcCl, R, = Bz (66%)
209bR, = Bz, R, = AcCl (53%)

pyridine/EtOH,

210aR,= H, R, = Bz (73%)

R,O

OBz

OR;
0

OR;
o)

(85%)

Schéma V. 22

V-2.5 Réduction des groupementbl-trichl

oroacétyle

a. Disaccharides

Les groupements trichloroacétyle des deux disamds206aet 206b sont réduits en
groupements acétyle selon la méthode mise au pairthapitre 1V-7.1. Les composés sont
dissous dans un mélange de benzene BtNaiméthylacétamide et des ajouts séquentiels de
n-BusSnH et d’AIBN sont effectués. Les molécuMsacétylée1laet 211b sont obtenues
avec de bons rendements respectifs de 79% et 88%értta V. 23).
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CoMe "9 ORZ) CoMe RO ORg
Q n-Bu,SnH, AIBN
o) 3SnH, AIBN, aAco o
Aﬁ?m/o "Nz o AcO O "t " NHz
NHTCA OA c
OAc CeHy/ W c
206aR, = H, R, = Bz 80°C. 6h | 211aR, = H, R, = Bz (79%)
206bR, =Bz, R = H 211bR, = Bz, R, = H (88%)
Schéma V. 23

b. Tétrasaccharides

Pour commencer, les trichloroacétamides des &&tcharides207a et 207b sont
réduits selon les conditions radicalaires décritegessus. Pour les deux produits ces
conditions n'ont pas conduit aux composés totaleméauits. Nous avons essayé d'utiliser
un pousse-seringue afin d’avoir en permanence atbsaux dans le milieu réactionnel, sans
succeés. En effet, par RMM, nous avons constaté la présence de GHIHLCI en accord
avec la RMNC qui montre des Ci€I (inversé en dept 135). Il n’est pas évident'assurer
par la RMN, du fait du mélange de tous les prod#ts contre les analyses de spectrométrie
de masse confirment la présence d’'un mélange akripscsans atome de chlore ou possédant
un, deux, trois ou quatre atomes de chlores. linegbssible de déterminer ou se situent ces
chlores.

RO _OR;
OBz NHTCA  COMe
BZ0 o 0 2 o
Lev Y y 20 0 " NHZ
COMe 0Bz NHTCA
R,O o)

207aR,= H, R, = Bz
207bR, =Bz, R,=H

Réduction
RO _OR;
OBz NHAC COMe
BzO o o R Qo
Lev 0 4 80 0 " SNHZ
COMe OBz NHAC
R4O ORG

212aR= H, R, = Bz
212bR,=Bz, R,= H

Schéma V. 24

Ces étapes de réduction sont trés problématicaresxtrémement aléatoires. Il est
impossible de prévoir si une structure sera rédteine seule fois ou s'’il sera nécessaire de
la relancer dans les mémes conditions et parformenéemettre en solution n’aboutit pas aux
composés totalement réduits. Nous avons cherchétre& méthodologies de réduction
applicables a nos molécules.
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

a. Déprotection en conditions basiques puis acétyat

Lors d'une synthése d’acide hyaluronique parue26@7, les auteurs utilisent la
déprotection concomitante des esters (COOMe, OBzndgdes (NHTCA) suivie d’'une
acétylation pour obtenir les composés totalemeptaiégés eN-acétylé&. La déprotection
est réalisée par addition de I'hydroxyde de potassd,5M sur 48 heures puis agitation a
température ambiante et I'acétylation par®@cElle est appliquée a des oligosaccharides de
différentes tailles en changeant le temps de @act# jours pour le trisaccharide, 7 jours
pour le tétrasaccharide et 12 jours pour le peothsaide.

Nous avons alors décidé d’essayer nos conditiersadonification (NaOH 4M) a des
composédN-trichloroacétylés puis d'y ajouter I'étape d’adétion. Le suivi des réactions est
effectué par CCM et révélation a la ninhydrine.

Le premier essai est effectué sur le dissacchdrddd (Figure V. 3) possédant la
chaine aminoéthylbenzyloxycarbonyle (entrée 1 dbleka V. 5). Aprés 52 heures de
saponification, 4 heures d’acétylation et une jpaifon sur LH-20, seule une toute petite
guantité de produits est récupérée, due a un pnebtke solubilité lors du passage sur résine.
Nous n’avons alors pas pu déterminer les prodoitads.

Le disaccharidel21b est alors soumis, une nouvelle fois, aux conditiaie
saponification pendant 6 jours a température anidinest assez difficile de voir I'évolution
de la saponification par suivi CCM. Aprés acétygatet analyse par RMN, on peut observer
la présence de deux NH@BI; et la disparition du groupement benzyloxycarborfglgrée 2
du Tableau V. 5). Lors de cet essai on constatecgugoupement n'est pas résistant dans ces
conditions basiques. La molécule formée présenis dleux amines libres qui sont acétylées
par la suite. L’avancement de cette saponificagisintrop difficile a suivre pour savoir a quel
moment ce groupement benzyloxycarbonyle est clivgae conséquent, non applicable sur
nos molécules portant ce groupement.

Afin de vérifier la résistance du groupement beoxytarbonyle, un essai est
effectuée sur le disaccharide totalement déprd2ég€Figure V. 3) possédant ce groupement
benzyloxycarbonyle. Aprés 8 heures a 55°C, la mhrtgroupement est constatée (entrée 3 du
Tableau V. 5). Les prochains essais se feront darmmuveau a température ambiante.

Pour terminer, afin de déterminer si cette tealide saponification est tout de méme
applicable a un oligomere possédant plusieurs ifmmettrichloroacétamides en dehors de la
présence du groupement benzyloxycarbonyle, elleésdisée sur un pentasacchariiet
(Figure V. 3) possédant un groupement benzyle esitipp anomérique et trois
trichloroacétamides. La saponification de ces tgrisupements est encore une fois trés
difficile a contréler par CCM. Apres acétylationyrgication et analyse, des mélanges de
produits sont observés et il est n'est pas ais@isimguer s'il y a sur la molécule un, deux ou
trois N-acétates.

°2Dinkelaar J.; Codée J. D. C.; Van den Bos L. Jer@eeft H. S.; Van der Marel G. 4.0rg. Chem 2007,
72, 5737-5742
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BzO 0Bz HO _OH HO _OH
CoMe o o o
HO SNGFN NG
70 o NHZ HO o NHZ
OBz NHTCA OH OH
121b 213
OH OH
o OBz NHTCA  COMe o
BzO
HQT o) y hoO g o HOZ OBn
NHTCA COMe OBz NHTCA
OH
214
Figure V. 3
Produit de départ | Conditions Résultats
1 | Disaccharide 121b| 52h aTA n.d.
2 | Disaccharide 121b| 6jaTA 2 NHAc
. . P Perte du
3 | Disaccharide 213 | 8h a55°C NHZ
4 | Pentasaccharid&l4 12ja TA n. d.
Tableau V. 5

En conclusion, cette technique n’est pas appkcabhos molécules, le groupement
benzyloxycarbonyle étant clivé. De plus, nous avomsonstater qu’elle était difficilement
envisageable avec plusieurs groupembhtischloroacétyles.

L. Réduction en présence d’'amalgame de Zn-Cu eauatide

acétigue

> Essais sur des disaccharides

Une synthése publiée en 2007 montrait la rédudatian trichloroacétamide sur un
hexasaccharide portant un groupement benzyloxyng®aen position anomérique, par un
amalgame de Zn-Cu en milieu acide acétiqukee protocole que nous avons suivi est le
suivant®: les composés sont solubilisés dans I'acide gwétd 50°C sous flux d'argon et
'amalgame de Zn-Cu est ajouté par portions (cioig)ftoutes les heures, puis le milieu
réactionnel est agité a 50°C. Une filtration suliteépermet de s’affranchir des résidus
métalliques. Les composés sont analysés apres umeficagion sur colonne
chromatographique de silice.

Nous avons d’abord essayé ces conditions sureliffé disaccharides.

Le disaccharide peracétyl@4 d’anomériea est soumis a ces nouvelles conditions
(entrée 1 du Tableau V. 6). Le disaccharide réghtibbtenu avec un rendement de 95%.

Le deuxieme essai a été realisé sur le disacchiBitipossédant le 2-naphtylméthyle.
Le composé réduit est obtenu avec un rendemerii%e@ntrée 2 du Tableau V. 6).

% Hanashima S.; Castagner B.; Esposito D.; Nokamb&eberger P. HOrg. Lett, 2007, 9, 1777-1779
% El-Abadla N.Tetrahedron1999 55, 699-722
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Encouragés par ces résultats, nous avons choisste ces conditions sur le composé
121b possédant la chaine aminoéthylbenzyloxycarbonylenehydroxyle libre en C-4'. La
réduction a tres bien fonctionné avec 98% de reedéfentrée 3 du Tableau V. 6).

Par la suite, nous avons procédé a un essai ésirptite quantité du didl93
possédant un groupement lévulinoyle (entrée 4 dileda V. 6). Le produit majoritairement
formé était assez inattendu car il s'agit en faitdisaccharideN-acétylé mais sous forme
furanique218 (Schéma V. 25)

OH _oH
COZMEO o
LevO ONAP
BzO O
COMe OH_OH OBz NHAGC
2 o
LevO%O%ONAP Zn-Cu, AcOH, 215
BzO 50°C, 24h coMm
OBz NHTCA e ONAP
193 \ LevO
BzO
OBz
o)
NHAC
OH
216
Schéma V. 25

La réduction du groupementtrichloroacétyle a été prouvée par RMN (présence d
NHCOCHS>) et par masse (m/z 880.5 [M+Npa]Ce genre de réarrangement avec un substrat
glycoside (non réducteur) avait déja été observdahoratoire au cours de la thése de
Nathalie Karst"> Il peut étre expliqué par la présence d'un adieiéewis (sels de zinc) qui
favoriserait I'ouverture du cycle pyranique en famh un ion oxonium. Dans le cas d’'une
unité p-Gal avec un hydroxyle axial libre en position 4, fermeture est favorisée par
I'attaque de cet hydroxyle formant un cycle furar@g16 (Schéma V. 26).

OH OH OH _oH oz OH _oH Zn2+
Zn ONAP -
183 NHAC sels de zinc NHAC Tt NHAC
ONAP
o OH .
R e R =0,
NAP
(0]
% NHAC
NHAc OH
OH
216
Schéma V. 26
Nous désirions ensuite comparer avec un diol pesgédla chaine

aminoéthylbenzyloxycarbonyle sur sa position andouoér (entrée 5 du Tableau V. 6). Par
manque de produit, nous avons pris une toute pelidéatité de I'intermédiair205 et aprés
24 heures nous avons pu observer par CCM plusidam®es indiquant la présence de
plusieurs produits et donc une manipulation diid¢drsqu’un diol est substrat.

% These de Nathalie Karst, Université d’Orlé£2G01
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V- Synthese des oligoBaddes de sulfatation homogéne en position 4 ou 6

Le composé monohydroxylé en position1895a est ensuite soumis aux mémes
conditions de réduction (entrée 6 du Tableau VO®) peut alors noter que le cycle furanique
est formé mais en quantité moindre, tres certainérdae a la présence du groupement
benzoate en position 6, assez encombré stériquepmantlimiter le réarrangement.

En suivant I'avancement de la réaction, nous avéuassi a obtenir le disaccharitle
acétylé désiré avec un rendement de 71% (entréeTableau V. 6). Il savére donc, qu’en
controlant le temps de réaction, il est possiblendeimiser la formation du sous-produit
furanique et d’obtenir le composé désiré avec ndement tout a fait correct.

Pour terminer la réduction a été réalisée subtaposé monohydroxylé en position
6 195b, en suivant 'avancement de la réaction. La rédoast effectuée apres 7h30 avec un
rendement de 85% (entrée 8 du Tableau V. 6).

Substrat de départ Conditions Rendement
de réaction | réduction
AcO
CoMe_ O/;c
1 AN 24h 250°C|  95%
OAC TCAHN
124 OAc
AcO _OAc
coMe o .
2 AN\ onap 24h450°C|  77%
OAC 131 NHTCA
BzO OBz
COMe o
3 9N o O~uz | 24ha50°C|  98%
OBz NHTCA
121b
OH
CO,Me OZ
4 Levo? o ONAP 24h 4 50°C furane
OBz NHTCA
193
OH OH
CoMe_ o
5 | AN o o~, | 24ha50°C n.d
OAc NHTCA
205
COMe oH oz
°_Q 0 .
6 e Ao onAp 24ha50°C|  48%
OBz 195a NHTCA
COM On 0Bz
e
e} o] \
7 e Ao onp 5has50°C | 71%
NHTCA
B2 1954
coM B2q oM
e
e} 0 .
8 Leé?Mo%ONAP 7h30 450°C  85%
OBz 195b NHTCA
Tableau V. 6

En conclusion les réductions par 'amalgame de #neéd milieu acide acétique
conduisent systématiquement aux composeés redusieedéavec de bons rendements. Elles
sont compatibles avec toutes les fonctions chinsgpeésentes sur nos molécules. La
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difficulté rencontrée avec les composés possédaititydroxyle libre en C-4 est finalement
limitée lorsque la position 6 est protégée par enzbate et que I'avancement de la réaction
est contrélé. L’autre avantage majeur de ces donditest qu’elles nous affranchissent de
I'utilisation d’étain, toxique et difficile a élimier.

» Essais sur des tétrasaccharides

Nous avons ensuite essayé de réduire les deux ggrads trichloroacétyle présents
sur les tétrasaccharid@®7a et 207b (Schéma V. 24). Pour les deux composés, apres 24
heures, la réaction est toujours incompléte, ptéséplusieurs taches sur plaque CCM.

Ne voyant pas d’évolution apres 24 heures, noussayoocedé a la séparation des
composés par colonne chromatographique pour lesrdanipulations.

HO OBz
OBz NHAC COMe o
o]
207a o . BzO o] o
Lev 4 g 5 o N NHZ
COoMe OBz NHAc
HO ~oBz
212a
BzO _OH
OBz NHAC COMe o
o]
207 —— BzO o ¢}
LevO 4 g 226 o ~"NHz
COMe OBz NHAC
B20 TOH 2121
Figure V. 4

» La purification du tétrasaccharide 6-hydroxyléoaduit a I'isolement d’'un composé
majoritaire identifié par RMN'H, qui présente un seul groupement trichloroacétgthiit
(spectre 2 Figure V. 5). Uniquement 12% de tétrasaide réduiR12b sont obtenus (spectre
3 Figure V. 5). La fraction majoritaire contenaat rmolécule incomplétement réduite est
relancée avec I'amalgame de Zn-Cu en milieu AcOHdpat 20 heures, aucune évolution
n'est observée.
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Figure V. 5

Nous décidons alors de tenter la réduction, sumigdange, dans les conditions
précédemment utiliséeg;BusSnH et AIBN. Elles conduisent au tétrasacchahdacétylé

212bavec un rendement de 34%.

» La purification du tétrasaccharide 4-hydroxylé aah& un mélange de produits de
réduction incompléte. Ce mélange est relancé desmsmiémes conditions et du composé
furanique est alors isolé. Une autre fraction présdoujours un meélange de composés
incomplétement réduits. Comme pour son analogugdésiiylé, le tétrasaccharide est soumis
aux conditions radicalairesBuzSnH et AIBN, mais la réduction est encore inconglet
seulement quelques milligrammes de produits ontéépérés. Le tétrasacchar@lE2an’a

donc pas été synthétisé.

La réduction, par 'amalgame de Zn-Cu, de comppedsédant plus d’'un groupement
trichloroacétamide s’avere beaucoup moins évidgotedans le cas des disaccharides. Elle
semble s’arréter a un stade de la réduction sanlsivee compléter. Le recours a la réduction
parn-BuzSnH et AIBN nous a permis d’obtenir le tétrasaciclea?12b désiré, mais comme
nous avions pu le constater auparavant, ces consglitisont trés aléatoires et non

reproductibles.
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c. Trisaccharides

Les conditions de réduction utilisant 'amalgame Zh-Cu en milieu AcOH sont
appliguées au trisacchari@¢0a Nous voulions ainsi voir si, sur une structurtédente, il
était tout de méme possible de réduire deux groepesil-trichloroacétyle. Mais apres 24
heures a 50°C, la réaction n’est toujours pas cetapt il apparait sept taches sur plaque
CCM dont une représentant du produit de départs $ae nous n'ayons d’explications, la
réduction d’oligomeéres de tailles supérieures aaaiharide n’a donné aucun résultat positif.
Nous n’avons donc pas essayé ces conditions stusdecharide 6-hydroxylé.

La réaction en conditions radicalairesBusSnH et AIBN est alors essayée. Les
trisaccharides210a et 210b sont dissous dans un mélange de benzene eN,Ne
diméthylacétamide. Le-BusSnH et I'AIBN sont ajoutés séquentiellement, candg mises
au point dans le chapitre précédent. Les trisamdsN-acétylés?217aet 217b attendus sont
obtenus avec des rendements de 48% et 71% respeetiv (Schéma V. 27).

RO OR;
NHTCA  COMe
0 O

o
20 o N NHZ
OBz NHTCA

BzO
(0]

R,O 0
oo 210aR,= H, R, = Bz

210bR, = Bz, R, = H

n-Bu,SnH, AIBN,

o
ey
80°C, 6h
RO _OR
NHAC COMe o
o}
BzO O
o B20 ¢ ~"NHz
OBz NHAc

R,O [e)
T % 17aR=H R = Bz (48%)

217bR, = Bz, R = H (71%)

Schéma V. 27

V-2.6 Réaction de sulfatation

Les différents oligosaccharides sont ensuite gdfaCette réaction a lieu par un
complexe de trioxyde de soufre-triméthylamine dars,N-diméthylformamide en chauffant
(Schéma V. 28). Les conditions opératoires differeglon le substrat a sulfater. D’'une
maniere générale, les sulfatations en positiond glois lentes qu’en position 6 et nécessitent
une quantité de réactif plus importante.
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Sulfatation en position 4

HO OBz
R 5 AcHN COZMeo o .
4 Ro 0 T NHZ
OR AcHN
HO ~oBz
n

21lan=1, m=0

R=R'=Ac SO,.NMe,, DMF
217an=1, m=1 T, tps,

R=R'=Bz puis résine [N&]

NaQ,SO 0Bz
R’ AcHN COMe
0 Q 2l o
4 Ro o
OR AcHN
NaQ,SO OR,
n

218an=1, m=0

R=R'=Ac
220an=1, m=1
R=R'=Bz

Sulfatation en position 6

BzO
R' o AcHN &/
o
778
OR
BzO “~OH

211bn=1, m=0
R=R'=Ac
212bn=2,m=0
R =Bz, R'=Lev
217bn=1, m=1
R=R'=Bz

SQ,.NMe,, DMF
T, tps,
puis résine [Nd]

BzO
AcHN COMe

© g QM/O

OR
0SON

R'

BzO

218bn=1, m=0
R=R'=Ac
219bn=2, m=0
R =Bz, R'=Lev
220bn=1, m=1
R=R'=Bz

OH

o}

n

0SQNa
0

AcHN

o
N NHz
AcHN

o
N NHZ

n

Schéma V. 28

= Sulfatation en position 6

Pour le disaccharid@11b, la réaction est compléte apres 16 heures a 48fi@.
d’éliminer I'exces de réactif, le produit est diment purifiée par chromatographie sur gel
de silice. Aprés échange sur résine cationique ‘[Na]composé&18b est obtenu avec un
rendement de 82% (entrée 1 du Tableau V. 7).

La sulfatation du tétrasaccharid@&2b a nécessité 10 équivalents de réactif. Lorsque la
guantité de réactif est aussi importante une paitittn par chromatographie sur gel silice
n'est pas suffisante pour s’en affranchir. Le m@&amréactionnel est, dans ces cas-la,
préalablement purifié sur colonne LH-20 afin d’éher I'excés de réactif. Le tétrasaccharide
6-sulfaté219b est préparé aprés purification sur colonne deesiéit échange sur résine [Na]
avec 67% de rendement (entrée 3 du Tableau V. 7).

La réaction ayant été un peu lente pour le tétchsairle, la température de sulfatation
du trisaccharide est augmentée a 65°C. La réadsinainsi compléte apres 30 heures.
L'excés de réactif est a nouveau éliminer par LH{A@s le produit est purifié par
chromatographie sur gel de silice et échangé simegNaJ pour conduire au trisaccharide
attendu220b avec 48% de rendement (entrée 3 du Tableau MC&)endement peut étre
expliqué par la mauvaise solubilité des composdfatés. Lorsque cela ne sera pas
nécessaire, c'est-a-dire lorsque le produit brutprésentera qu’un unique produit, cette

purification sur colonne de silice sera évitée.
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Produit de SGs.NMe; | Conditions Purification Produif Rendement
départ (nb eq total)| de réaction sulfaté
Disaccharide + o~ Chromatographie 0
1 211b 3.5eq 5h a 40°C sur silice 218b 82%
4 . LH-20 puis
2 Tetra;fzcgharld i 10eq 48h a 40°C chromatographie 219b 67%
sur silice
Trisaccharide LH-20 puis
3 217 9eq 30h a 65°C chromatographi¢ 220b 48%
sur silice

Tableau V. 7

La réaction de sulfatation est facilement prouvée gnalyse RMN (voir Annexes 6
pour le disaccharide), l'introduction d’'une fonctisulfate ayant une forte influence sur les
protons et les carbones les portant, en les débiind

Composé H-6 (ppm) C-6 (ppm

Di harid 6-hydroxylé211b 3.60 et 3.48 60.24
Isacchande 7 ulfaté  218b|  4.17 et 4.07 68.00
_ , 379322 (les2)|  60.15
Trsaccharide 6-hydroxyle217b | =5 o’ 2 64 59.63
6culfaté 220D | 42861396383 68.10
3.62 et 3.36 65.30
_ , 3.48-3.27 (les 2)|  59.94
Tétrasaccharidﬁ hydroxyleé212b | ™, 29 et 2.16 58.89
6culfaté o1op | 4-25€13.92 65.98
3.55 et 3.28 64.74

Tableau V. 8

=  Sulfatation en position 4

La sulfatation du disacchari@d 1aa nécessité 5 équivalents de réactif et 16 helaes
chauffage a 40°C (entrée 1 du Tableau V. 9). Dansas, I'exces (modéré) de réactif est
précipité dans le dichlorométhane, puis filtré. dheomatographie sur gel de silice suivie du
passage sur résine échangeuse d’ions *[Nnnent le compos@18a avec 92% de
rendement.

Pour le trisaccharid@17a en chauffant a 65°C, la réaction a été lente (72
heures). Le large excés de réactif est éliminéLpkR0. Dans ce cas-la, la purification par
chromatographie sur gel de silice n'étant pas rsades I'échange d’ions est réalisé pour
mener au trisaccharid®0aavec un trés bon rendement de 85% (entrée 2 dediak'. 9).

Produit de | SO;.NMez; | Conditions de| Purification Produif Rendement
départ (nb eq total) réaction sulfaté
1 Disaccharide 5eq 16h 4 40°C chromatqgraphle 218a 9204
211a sur silice
o | Trisaccharide 4,0, 72h & 65°C LH-20 | 220a | 85%
217a
Tableau V. 9
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Les réactions de sulfatation ont été prouvées paiX RTableau V. 10 et voir Annexe
5 pour le disaccharide).

Composé H-4 (ppm) C-4 (ppm)
D harid 4-hydroxylé 211a 4.14 71.32
ISacehande y sifate  218a|  4.93 76.08

4-hydroxylé 217a | 4.18 et 3.99] 67.08 et 64.59
4-sulfaté  220a| 5.20 et 4.90| 73.47 et 72.61
Tableau V. 10

Trisaccharid

Ces réactions de sulfatations fonctionnent avebaes rendements. L'avantage, dans
notre cas, est que seule la position a sulfatelibest Nous pouvons ainsi, ajouter du réactif
ou augmenter la température de la réaction sagaeid.a partie délicate est finalement la
purification de ces composeés, du fait de leur mardgusolubilité.

V-2.7 Saponification des esters

a. Disaccharides

Par analogie avec les composés non sulfatés,isesctiaride218a et 218b sont
saponifiés en deux étapes, dans les mémes corsddiom celles décrites auparavant. Aprés
une purification sur LH-20, les composés totalenadgrotégé®2laet 221b sont obtenus
avec des rendements respectifs de 39% et 66% (SCWEaD).

R,O OR, ) R,O OR;
CoMe 1) LiOH, H,0,, THF, TA, 16h CO,Na
A O% o o 2 (e} (@] o
(o] HO
AcO ° " NHZ 2) NaOH, MeOH, TA, 4h HMO Nz
OAC NHAc OH NHAc
218aR, = SONa, R, = Bz 221aR, = SONa, R, = H (39%)
=Bz, = a = , = a (1)
218bR,=B SON 221bR,=H SONa (66%
Schéma V. 29

Le faible rendement de la saponification sur le posé 4-sulfaté est expliqué par la
formation de 32% d’un sous-produit tout a fait feaatlu, un monomere aeGalN sulfaté en
position 4222 (Schéma V. 30). Ce composé a été identifié palys@&RMN *H et présente
un H-3 plus blindé que le disaccharide correspon22ha

NaO,;SO OBz NaO,SO OH
coMe o 1) LiOH, H,0,, THF, TA, 16h coNa o
AcO o. HO o
ACO o Nz 2) NaOH, MeOH, TA, 4h  HO ° Tz
OAc NHAc OH NHAc
218a 221a 39%
+
NaO,SO OH
o)
HO Oz
NHAC
222 32%

Schéma V. 30
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b. Tétrasaccharide

La saponification des esters du tétrasaccha2iiéb est réalisée dans les mémes
conditions que celles décrites précédemment. lrastcharid®23b totalement déprotégé
est préparé avec 71% de rendement (Schéma V. 31).

OBz NHAC COMe
Béo o) ] Q (o)
Lev o d B20 o " SNHZ
COMe OBz NHAc
BzO “osgNa
219b

1) LIOH, H,O,, THF, TA, 16h

1% | 5) NaOH, MeOH, TA, 24h

HO _OSQNa
OH NHAC COoNa
HO o R o
H 0 o o 0 T NHZ
CO,Na OH NHAc
HO “~osqoNa
223b
SchémaV. 31

c. Trisaccharides

Les trisaccharide®20aet 220b sont saponifiés selon les mémes conditions quescel
décrites pour les autres oligomeres. Le temps pensiication est toujours de 24 heures. La
saponification du produit 6-sulfaté conduit au acsharide désir&24b avec 77% de
rendement (Schéma V. 32). Par contre celle ductiismide 4-sulfat20an’a pas produit
I'oligomére désir&24amais une large dégradation de la molécule. L'a®abes différentes
fractions est effectuée par RMNH. L'une d'entre elles ne présente plus de groupgeme
benzyloxycarbonyle et est donc sous forme d’amimagire, confirmé par la révélation a la
ninhydrine. Une autre montre la présence de 33%mdoomeére222 (Schéma V. 32). Nous
soupconnons donc une corrélation entre les compbsédfatés, la présence de la chaine
aminoéthylbenzyloxycarbonyle et cette coupure daisdns interglycosydiques—13. En
effet, des étapes de saponifications dans ces méomditions ont déja largement été
réalisées au laboratoire sur des composés 4-sydtegédant un glycoside différent sur la
position anomérique et ce sous-produit n'a pasoégervé®. Il en est de méme pour les
composeés possédant la chaine aminoéthylbenzyldxyage et qui sont non sulfatés (section
IV-7.2) ou 6-sulfatés comme nous venons de le eberst
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NaQSQ OBz
NHAC ~ COMe o NHAc — COoMe | 0
Q B20 o
BzO o) 0. O%O ~
4 BZM [e} T NHZ 4 BzO NHZ

NHAc
OBz NHAc 0Bz
NaQ,SO “oH HO “osoNa
220a 220b

1) LiOH, HO,, THF, TA, 16h

2) NaOH, MeOH, TA, 24h 7%

NaQSO _-OH HO _OSQONa
NHAC CONa NHAC CONa
HO R A o HO Q 2 o
3 qo 0o NNz 4 qo o N SNHz
OH NHAc OH NHAc
NaQSO  “oH HO “osopa
224¢ 224b
Schéma V. 32

V-2.8 Couplage avec la biotine

Afin de biotinyler les produits, une hydrogénolyséles groupements
benzyloxycarbonyle est effectuée en présence dackdé sur charbon. L'étape finale de
biotinylation est réalisée dans les mémes conditigne celles décrites précédemment
(Schéma V. 33) et conduit aux oligosaccharidesrégsivec les rendements donnés dans le
Tableau V. 11.

RO _OR; 22lan=1,m=0
‘4.
AcHN coMa_ ° R=SQNa, R =H
"o % o O~y 221bn=1,m=0
0o o Y R = H, R,= SONa
RO “OR, 223bn=2,m=0
m n R=H, R = SONa
224bn=1,m=1
R =H, R,=SONa
1) H,, Pd/C, N
H,0, TA, 24h
HNJkNH
(o]
[e]
[0} S
[e]
(o]
DMF/EL,N 9/1
H,0, TA, 1h )OI\
NH
s

RO OR, o HN
AcHN CONa
H4o 0 Q 0 )J\/\/\/H
7T o Ny
OH AcHN H o
RO OR; .

189an=1, m=0

R =SONa, R, =H
189%bn=1,m=0

R =H, R, = SONa
225bn=2,m=0

R =H, R, = SONa
226bn=1, m=1

R =H, R,=SONa

Schéma V. 33
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Rendement brut Rendement suf
hydrogénolyse| les 2 étapes
Disaccharide 4-sulfaté 189a 100% 50%
Disaccharide 6-sulfaté 189b 100% 68%
Trisaccharide 6-sulfaté 225b 82% 70%
Tétrasaccharide 6-sulfat&26b 94% 7%
Tableau V. 11

V-3 CONCLUSION

L'étape de glycosylation « push-pull » mise aunpgpermet une diminution du
nombre d’étapes et un acces rapide aux disacckdridenylés finaux en 11 étapes.

Grace a cette étape de couplage et a la stratéiisant 'acétal benzylidene puis
I'orthoester les trichloroacétimidatd86a et 186b ont été préparés en 14 étapes a partir du
disaccharide de badd8et les blocs accepteut88aet188ben 16 étapes.

Les trisaccharide et tétrasaccharide 6-sulfatésinglés ont été obtenus aprés 23
étapes de synthése pour chacun (Figure V. 6).
X
Na0,SO HN  NH
coNa OH o
HO% 2 )J\/\/\/H
1o o o\/\N N <
OH AcNH H
) X
HO HN NH
COzNa OSO3Na 0
HO% 2 )J\/\/\/H
HO. o O\/\N N IS
OH AcNH H
O X
HN” TNH
AcNH COzNa HO OSO3Na o
HO O%O&&/O MH
O Ho \/\N S
OH OSO,Na OH AcNH H
o o
N
HN” TNH
HO OH ACNH  coNa HO _osopNa o
"o o © ° Q &&/ MH
CONa O Ho © O\/\N N S
OH OSO,Na OH AcNH H
O
Figure V. 6
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VI- Synthese d@gosaccharides de sulfatation hétérogéne en posii

VI- SYNTHESE DESOLIGOSACCHARIDESDE
SULFATATION HETEROGENE EN POSITION 4

Pour 'étude des sulfotransférases et de la chatmiEcsynthase de la biosynthese, un
trisaccharide et un tétrasaccharide de sulfatatiéiérogene ont été synthétisés. En effet,
comme nous l'avons vu dans le chapitre |, dansatare, les chaines de chondroitines sont
hétérogenes en sulfatation.

Ces composés seront sulfatés sur la premiére daitéGalN et non sulfatés sur la
deuxieme. Aucun oligosaccharide de sulfates de dreftmes présentant une sulfatation
hétérogéne n'a encore été décrit dans la littézatur

VI-1 SYNTHESE DES TRISACCHARIDE ET TETRASACCHARIDE
PROTEGES

Afin de préparer le trisaccharide et le tétrasacdbasulfaté en position 4 de la
premiére unitéd-GalN, I'accepteul88a4-chloroacétylé, préparé dans le chapitre prédgden
est utilisé.

L’accepteur disaccharidiqud88a (Schéma V. 15) est glycosylé soit avec le
trichloroacétimidate monomériquél pour donner le trisaccharid@27, soit avec le
trichloroacétimidate disaccharidiq88 pour conduire au tétrasacchark8 (Schéma VI. 1).
Ces réactions sont effectuées dans le chlorofomoey des raisons de solubilité. Les
rendements étant assez faibles dans les conddiassiques, c'est-a-dire avec 0,20 équivalent
de catalyseur (entrées 1 et 2 du Tableau VI. I)sravons essayé avec 0,25 équivalent. Les
rendements sont un peu meilleurs mais demeureném@®dentrées 3 et 4 du Tableau VI. 1).
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CIAcO OBz
CO,Me
0 R o
20 o ~"SNHz
OBz NHTCA
oA 177a
@Cﬁ AcO _OAC
Q coMe o
AcO
TCANHE el Aﬁcc)o o )
Nl TMSOT, CDC, Ohe o.__ccl
61 tamis moléculaire, 88 \ﬂ/
TA, 30min NH
CIAcO OBz
OAc NHTCA  COMe
o o Q A o
o) 4 B0 o N NHZ
COMe OBz NHTCA
AcO  “OAc
228
ClAco OBz
NHTCA  COMe
AcO o 0 A o
4 B0 o ~"SNHZ
OBz NHTCA
AcO OAC
227
Schéma VI. 1
Produit obtenuf TMSOTf (nb eq) Rendement
1 227 0,20 eq 19%
2 228 0,20 eq 30%
3 227 0,25 eq 36%
4 228 0,25 eq 38%
Tableau VI. 1

VI-2 DECHLOROACETYLATION

Les positions 4 des composEa/ et 228 sont ensuite déchloroacétylées par la thiourée
pendant 3h30 pour conduire au trisacchazi@l@avec 67% de rendement et au tétrasaccharide

230avec 82% de rendement (Schéma V1. 2).
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ClAcO OBz

NHTCA
AcO e}
8 A 820 o

CoMe
0

Ac o
COMe
AcO —
~ OAc  227m=0
228m=1

thiourée,
pyridine/EtOH,
80°C, 3h30

NHTCA  COMe
AgO o Q
Ac o ¢}
COMe
AcO
m

820 o
OBz

OAc

229m =0 (67%)

230m =1 (82%)

o}

Schéma VI. 2

VI-3REDUCTION DESGROUPEMENTSN-TRICHLOROACETYLES

Pour réduire les groupemenistrichloroacétyles des moléculé@?9 et 230, nous
avons effectué les ajouts séquentiels rdBusSnH et AIBN. Les conditions utilisant
I'amalgame de Zn-Cu dans I'’AcOH n’ayant pas doneé&dsbultats concluants sur des unités
supérieures a deux sucres, nous ne les avonsrgasdesur ces substrats. Les compdsés
acétylés désiré31 et 232 sont préparés avec des rendements respectifs deeb®3%

(Schéma VI. 3).

HO OBz
OA NHTCA  COMe
AGO o o 0 A o
Ac 0 d B0 o " NHz
COMe OBz NHTCA
O "OAc 229m=0
230m=1
n-Bu,SnH, AIBN,
CGHGI/U\T/
80°C, 6h
\ HO OBz
OA NHAc ~ COMe
AGO o o Q 2 o
Ac J 4 B0 o ~NHZ
coMe OBz NHAC
ACO TOAC 231m =0 (50%)
232m =1 (63%)

Schéma VI. 3
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VI-4 REACTION DE _SULFATATION

L’étape de sulfatation est réalisée a 65°C pourdesx oligomeres231 et 232

(Schéma VI. 4). Les sulfatations sur la positiom’dtant pas aisées, plusieurs ajouts de
réactifs ont été nécessaires ainsi que des temggadion relativement longs (Tableau VI. 2).
La purification des composés a été réalisée suRQlet il n’a pas été utile de les purifier par
chromatographie sur silice. Ainsi, aprés I'échasge résine [Nd] les produits233 et 234
sont obtenus avec des bons rendements de 70% ae3g#ctivement (Tableau VI. 2).

3).

HO
OA NHAc coneO
AcO fo)
Ac 8 o 4 B20 o
CO,Me OBz
AcO  ~OAc
m 231m=0
232m=1
SO,.NMe,, DMF
65°C, tps,

puis résine [Nd]

OBz
(0]

NaQ; SO OBz
OA NHAc COZMeO o
AcO
pctO 4 1° 4 o o Oz
CO,Me OBz NHAc
Ach OAc
233m =0 (70%)
234m = 1 (84%)
Schéma VI. 4
Produit de SO:.NMe; Temps de| Rendement
départ (nb équivalent total) réaction
1 231 13 eq 106h 70%
2 232 15 eq 10 h 84%
Tableau VI. 2

La sulfatation des composés est, a nouveau, prqaaréanalyse RMN (Tableau VI.

Composé H-4 (ppm C-4 (ppm)
4-h 6231 4.1 7.7
Trisaccharide ydro>,<ye 3 8 67.75
4-sulfaté 233 5.20 76.72
i .| 4-hydroxylé232 414 67.90
Tétrasaccharid¢e .
4-sulfaté 234 5.24 76.68

Tableau VI. 3
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VI-5 SAPONIFICATION DESESTERS

La déprotection des esters est réalisée selon lmem@rotocole que celui décrit
précédemment (Schéma VI. 5). Pensant que le moeoBf#2 pouvait se former plus
facilement lorsque le temps de saponification diansoude était trop long, nous avons
comparé ces temps de réaction.

Le trisaccharide233 est saponifié pendant 24 heures et le produit aiége
correspondan235 est obtenu avec 70% de rendement (Tableau VOd peut effectivement
observer la présence du monomzze.

Le tétrasaccharid234 est, quant a lui, saponifié pendant 8 heures &ieposé désiré
236est formé avec 50% de rendement (Tableau VI. 4jnbBOomeére222 est a nouveau isolé.

NaO,SO OBz
OA NHAC COMe
AgO o o Q A o
Ac o) 4 BC o Nz

COMe OBz NHAC
WO TOAC 233m =0
234m=1

1) LiOH, H,0,, THF, TA, 16h

2) NaOH, MeOH, TA, tps
NaO,sO _OH
OH NHAC COMe
HO o R o
H 4 4 o o Nz

CONa OH NHAC
MmO OH 235m=0
236m=1

Schéma VI. 5
Produit | Temps de| Rendement
de départ| réaction
233 24h 70%
234 8h 50%
Tableau VI. 4

Comme nous avions pu le constater lors de la s#gztion du disaccharide et du
trisaccharide 4-sulfaté dans le chapitre IV-3.9y i formation systématique de ce sous-
produit monomeérique issu de la rupture la liaisterglycosidique 43 et ce quel que soit le

temps de réaction.
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V1-6 COUPLAGE AVEC LA BIOTINE

Afin de préparer les composés biotinylés désiggroupement benzyloxycarbonyle
est tout d’abord hydrogénolysé (Tableau VI. 5).tafge finale de biotinylation est ensuite
réalisée en milieu DMF/eau avec le dérivé de b@tsuccinimique selon la méme
méthodologie que celle appliquée dans les chapim@sédents. Les trisaccharide et
tétrasaccharide biotinylés sont obtenus avec defensents de 56% et 44% respectivement
pour ces deux étapes.

NaQsO -OH
OH NHAC CONa
HO Q R
HO o Q SN
3 4 (o] o NHZ
CONa OH NHAC
HO
m- " 235m=0
236m=1
1) H,, Pd/C, O
H,0, TA, 24h

2)§;f | PP M

DMF/EtN 9/1

y MO TAI1h O
OH NHAC cozlvleONaOSSO
HO2 o OWQMO )J\/\/\/
(e}
CONa OH NHAc
O OH 237m = 0 (56%)
238m = 1 (44%)
Schéma VI. 6
Produit de départ Rendement brutRendement sui
hydrogénolyse les 2 étapes
Trisaccharide 235 84% 56%
Tétrasaccharid236 84% 44%
Tableau VI. 5

Les spectres RMNH et **C du trisaccharide biotinyl237 sont présentés en Annexe
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VI-7 CONCLUSION

Pour la premiere fois, un trisaccharide et unas&ccharide de sulfates de

chondroitines présentant une sulfatation hétérogenecté préparés. Ces derniers ont été
obtenus a partir du bloc acceptd@Baet des blocs donneugd et88 déja synthétisés dans le
chapitre V et le chapitre IV respectivement. Air3 étapes de synthese ont conduit aux
trisaccharide et tétrasaccharide 4-sulfatés datsiilbn hétérogene (Figure VI. 1).

HO2

X
NH
NaO,SO _OH HN
NHAc COMe o @) H
0
HO O )J\/\/\/N
4 qo 0 ~N s
oH NHAC H o
HO OH o
X
HN™ “NH
NaO,sO _OH
OH NHAC COMe o o) H
o 2 o\/\ )J\/\/\/N
3 4 ) o N S
CONa oH NHAC H o
HO OH

Figure VI. 1

Les analogues 6-sulfatés présentant une sulfatatterogene sont actuellement en

cours de préparation.
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VII- CONCLUSION GENERALE

L'objectif de ce travail était la synthése d'oligesharides de chondroitines et de
sulfates de chondroitines pouvant étre des subgitdentiels de la chondroitine synthase et
de sulfotransférases impliquées dans la biosyntihés@rotéoglycanes du cartilage.

Une stratégie efficace, basée sur une hydrolyse galymére de départ conduit
rapidement au disaccharide de b4%8 et permet d’obtenir les intermédiaires & 93 et

121(Schéma VII. 1).

RO~ HO
COZNao o HO o
B0 AN
OH

NHAc ~ CONa

RO
CcOoMe

R =Ac, Bz

LevO R
R (0]
OR TCA
93

OR
o
-
H’\‘o\n/cu3

NHAC]

R

(¢} — > H?IO
RO ORs n

A5

NH

CoMe
o

AcO OAC

) (o]
%o%

TCAHN

HO o

OH NHTCA

118

|

OAc
88

0.__Cccl,

0 0 o
HSMO NN
OR NHTCA

121
R=Ac, Bz
Schéma VII. 1

Grace a une stratégie d’élongation utilisant ceis tolocs clé88, 93 et 121 ainsi que
le bloc monomérique donneBd (pour les motifs impairs), sept oligosaccharidestallles
désirées (du disaccharid22 a I'octasaccharid&72) ont été obtenus (Figure VII. 1).
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O

HN)]\NH
HO OH o
OH AcHN CONa

HO o} Q H

o] o N
o (e o \/\N S

H o (]
CO,Na m OH AcHN H
n
HO “oH o]

122n =0,
167n=1,
168n=1,
169n =2,
170n =2,
171n =3,
172n =3,

3333333
(T TR T TR TR TR
POROROR

Figure VII. 1

Tous les oligosaccharides sulfatés sont, quantxa guparés a partir d’'un bloc
donneur clé173 Lintermédiaire 100 est ensuite préparé et va permettre d’obtenir la
divergence recherchée sur les positions 4 et @ftety, une stratégie utilisant 'acétal 456-
benzylidéne et passant par un orthoester a étéanigmint et a conduit a la préparation, en
proportions équivalentes, des blocs donneursl@ésaet 186b puis des blocs accepteurs clés
188aet188b(Schéma VII. 2).

Ph
-
HO  on ?
COMe o QOMe o)
H% o o) OH A/g\(c)O %
on NHTCA OAc  TCAHNG ¢
118 173
NH
ll ,
o0
COMe
Levo o ONAP
BzO
OBz NHTCA
/ 100
CIACO OBz / Bz20 _OAcCI
COMe o COMe
(0] o) o
LevO 0 LevO
BzO TCAHN BzO ©
OBz o.__ccl, oBz  TCAHN;  cq
186a \ﬂ/ 186b
l NH i NH
CIAcO OBz BzO - OAcCl
CoMe o coMe o)
"2 o} ~"Swz 8o o T NHZ
OBz NHTCA 0Bz NHTCA
188a 188b
Schéma VII. 2
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Les blocs donneurs monomériguea7a et 187b ont, pour leur part, été synthétisés a
partir du compos&98en utilisant la stratégie de I'orthosester (Sch&tha3).

CIACO g,
o)
BzO
ACC " _onc /7 TeANo cal,
o 187a \”/
ACO OMP NH
NHTCA \ BZO  oaccl
198
0
\ Bzo&ﬁ
TCAHNY, ca,
187b \ﬂ/
NH
Schéma VII. 3

Les blocs accepteuds88aet 188b ont servi a la préparation des oligosaccharides de
sulfates de chondroitines de sulfatations homog&n&étérogene selon qu’ils aient été
glycosylés avec les blocs donnedr86g 186b 1873 187b ou 61 et 88 respectivement

(Figure VII. 2).

225an=0,m=1

R, =SONa, Ry=H
225bn=0,m=1

R. = H, R, = SQNa
226bn=1,m=1

R =R, =H, R;= R;= SONa
227bn=1, m=0

R=R,=H,R;=R;=SONa
238 n=1,m=0

R=SONa R, =R;=Rs=H
239 n=1,m=1

R=S0ONa, R, =R;=Ry=H

HN/U\ NH
RO _OR;
OH AcHN CONa ¢ Q
HO o) o H
(e} o) (e} N
1 o g |Ho © ~ s
CO,Na m OH AcHN | H
R',O OR}, (0]

(0]

Figure VII. 2

Durant ces trois années de these, nous avonssaimisiétisé sept oligosaccharides de
chondroitines, quatre oligosaccharides sulfatéaclen homogéne soit en position 4, soit en
position 6 et deux oligosaccharides sulfatés derfaigtérogene en position 4.
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VIII- Partie expérimentale

VIII- PARTIE EXPERIMENTALE

Chromatographie

Les CCM ont été realisées sur des feuilles d’aliminrecouvertes de silice Merck
60F54 (épaisseur 0.2 mm). Elles ont été révélées parépaation d’'un mélange éthanol-
acide sulfuriqgue (95: 5) ou par une solution dehpdrine (1% dans I'acétone), puis par
chauffage au moyen d’'un décapeur thermique.

Les chromatographies flash sont réalisées sur lutkegglice (E.Merck, 40-6@m).

Spectrométrie

Les spectres de masse ont été obtenus a partirsgectrometre Micromass Quattro
Ultima triple quadripble opérant en modes négatipeasitif 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 éiéé®alu Centre Régional de mesure
Physique (Université Blaise Pascaal, Clermont-relr&rance).

Les spectres de RMMH et **C ont été enregistrés & 25°C au moyen de speciresnét
Brucker DPX-250 ou AV-400. Les déplacements chirag@) sont mesurés en ppm, (s:
singulet, d: doublet, dd; doublet de doublet,ttiplet, m: massif, q: quadruplet) par
rapport :

- au MeSi en tant que standard interne pour les spediiestgés dans le CDgI

- al'acétone en tant que standard interne pourpestses effectués dans le

- au signal résiduel de I'acétone, du DMSO et du Mg®Hr les spectres effectués

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 déterminés dans dessteapillaires au moyen d'un
appareil Buchi.

Les analyses élémentaires sont réalisées par lec8etentral de Microanalyse du
CNRS (Vernaison, France).

Divers

Afin de simplifier la description des protocoles éogtoires, les composés
trichloroacétimidoylés seront dénommeés « imidate ».
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Les réactions finales de biotinylation sont réasséavec leN-succinimidyl-6-
(biotinamido)hexanoate qui sera appelé « réaatifibylé » dans la description des protocoles
opératoires qui suivront.

Organisation de la partie expérimentale

Dans la partie expérimentale chague molécule afigamaordre numérique croissant.

Lors de la description des spectres de RMiNles constantes de couplage ne sont pas
rappelées.

Les difféerents composés sont dénommés selon la mdatere anglo-saxone
francisée.
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AcO OAc

coMe o Cs6H40CIsNOy7
Mo onaP| MW = 865.08 g.mot

cO
OAC NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétylf3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-
O-aceétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranoside (87)

Un mélange d’imidat&8 (10 g, 11.5 mmol), de 2-naphthaleneméthanol (§,280.7
mmol, 1.8eq) et de tamis moléculaire (4A) dans ddp@, anhydre (130 mL) est agité
pendant 1 heure a température ambiante sous aktgoMSOTf (312puL, 1.72 mmol,
0.15eq/imidate) est ajouté, puis la solution estéag30 minutes supplémentaires et est
ensuite neutralisée avecsHt (721 pL, 5.17mmol, 3eq/TMSOTTf), filtrée sur célite, puis
concentrée. Une purification par chromatograplastflsur colonne de silice (AcCOEt/EP 1:1
avec 0.1% de BMN) donne le produit désiré (7.80 g, 78 %) sousdianEé d’'une poudre
blanche.

[a] 2 -20 € 1.06, CHCY).

F 120-122°CicPrOH).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz): &(ppm) 7.85-7.39 (m, 7H, Ar), 6.83 (d, 18k 7.5Hz,
NH GalN), 5.47 (dd, 1HJ4 s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4 GaIN), 5.15-5.19 (m, 2H, H-3 et H-4 GI¢A)
4.95-4.92 (m, 1H, H-2 GIcA), 4.92 (ABq, 2HHZ-Ar), 4.91 (d, 1H,J1, 8.5Hz, H-1 GalN),
4.69 (d, 1HJ; » 7.5Hz, H-1 GIcA), 4.50 (dd, 1H, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.20-4.09 (m, 2H, H-
6a et H-6b GalN), 3.96 (d, 1H45 10Hz, H-5 GIcA), 3.91-3.82 (m, 2H, H-2 et H-5 G&IN
3.76 (s, 3H, CO0Hs,), 2.12, 2.10, 2.02, 1.99, 1.98 (5s, 15H, OC(B)C

RMN '°C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 170.61, 170.12, 169.94, 169.42, 166.82,
162.14 (7C, C-6 GIcA et C=0), 133.90, 133.27, 128.528.00, 127.83, 127.44, 126.42,
126.34, 126.12 (10C, Ar), 99.75, 97.90 (2C, C-1NGad C-1 GlIcA), 92.43 (1CGCClg), 73.70,
72.53, 72.20, 71.49, 71.34, 71.01, 69.21, 68.44 (83, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4, C-5
GIcA et CH,-Ar), 62.30 (1C, C-6 GalN), 55.54, 52.99 (2C, C-al& et COQCH3), 20.88,
20.76, 20.66, 20.57 (5C, OC(CHi3).

ES-SM: m/z 864 [M+H]", 886 [M+Na] pour*>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H4CIsNO,7: C, 49.98 ; H, 4.66; N, 1.62 ;
trouvée C, 49.84 ; H, 4.82; N, 1.55
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AcO _OAc
COMe
2y o
AGQ O&ﬁ Ca7H32CleN2017
% o) o[ MW = 869.28 g.mot
T

O-(Méthyl 2,3,4-tri- O-acétyl{f3-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-4,6-di-O-acétyl-2-
désoxy-2-trichloroacétamido-10-trichloroacétimidoyl- a-pD-galactopyranose (88)

A une solution de disaccharid4 (6.99 g, 9.30 mmol) dissous dans du DMF (55
mL), est ajouté de l'acétate d’hydrazine (1.26 370 mmol, 1.5eq). Le mélange réactionnel
est agité 1 heure a température ambiante sousi'fingon. La solution est ensuite versée dans
de I'eau glacée et de 'AcOEt (200 mL) est ajout@.phase aqueuse est extraite avec de
I’AcOEt et la phase organique est lavée avec uhgign de NaCl saturée, puis séchée sur
MgSO, et concentrée pour donner un solide blanc.

L’hémiacétal obtenu (6.48 g, 8.95 mmol) est dissdass du CKCl, (65 mL). Le
trichloroacétonitrile (9 mL, 89.5 mmol, 10eq) etD8BU (33 mL, 0.22 mmol, 0.25eq) sont
ajoutés successivement. Le mélange réactionnelgésgt 30 minutes a température ambiante
sous flux d’argon puis est concentré. Une puriftcapar chromatographie flash sur colonne
de silice (AcCOEY/EP 1: 1 avec 0.1% deNgtdonne le produit désiré (5.24 g, 65 % sur les 2
étapes) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +59 € 1.05, CHCY).

F 113-114°C (AcOEVEP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.80 (s, 1H, C=N), 6.88 (d, 1HJu2 8.5Hz,
NH GalN), 6.53 (d, 1HJ; » 3.5Hz, H-1 GalN), 5.45 (dd, 1H,5<1Hz,J3 4 2.5Hz, H-4 GalN),
5.20-5.15 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.05 (dd, 1H35Hz,J; » 8Hz, H-2 GIcA), 4.82 (d, 1H,
H-1 GlcA), 4.63 (ddd, 1H}), 3 11Hz, H-2 GalN), 4.35-4.32 (m, 1H, H-5 GalN), 4@, 1H,
H-3 GalN), 4.19 (dd, 1HJs 6. 6Hz, Jea6p11.5Hz, H-6a GalN), 4.06 (d, 1H,5 9.5Hz, H-5
GlcA), 3.99 (dd, 1H/Js 6, 7Hz, H-6b GalN), 3.74 (s, 3H, CO®), 2.12, 2.08, 2.04, 2.01 (4s,
15H, OC(O)®5).

RMN *°C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 170.06, 170.04, 169.76, 169.35, 166.74,
162.14 (7C, C-6 GIcA et C=0), 160.39 (1CsNH), 99.03 (1C, C-1 GlcA), 94.67 (1C, C-1
GalN), 92.50, 90.77 (2G3Cls), 73.12, 72.18, 70.04, 69.89, 69.34, 68.15 (7@, C-4, C-5
GalN, C-2, C-3, C-4 et C-5 GIcA), 62.55 (1C, C-6Ipa 53.23, 50.66 (2C, C-2 GalN et
COQOCH3), 20.98, 20.76, 20.68, 20.57 (5C, OC{BIY).

ES-SM: m/z 885 [M+Na] pour>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H3,ClgN,Oq7 : C, 37.31; H, 3.71; N, 3.12 ;
trouvée C, 37.19 ; H, 3.82; N, 3.01.
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C37H44CIsNO14
eos o ™| MW = 833.12 g.mot

><o NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-O-isopropylidéne-4-O-lévulinoyl--b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-4,89-isopropylidene-2-trichloroacétamidof-
D-galactopyranoside (91)

Un mélange de disaccharid81 (4.05 g, 5.51 mmol) et d’acide lévulinique (0.7,7 g
6.61 mmol, 1.2eq) est dissous dans dyCliHanhydre (40.5 mL) sous argon. La DMAP (202
mg, 1.65 mmol, 0.3eq) et la DCC (1.36 mg, 6.61 mridteq) sont ajoutées et le mélange
réactionnel est agité 3 heures a température atebgous argon. La solution est ensuite
filtrée sur bichner et le solide est rincé avedCtiCl,. Le filtrat est lavé avec une solution
de NaHCQ saturée puis avec de l'eau. La phase organiqueséadiée sur MgSQOet
concentrée. Une purification par chromatograplastflsur colonne de silice (ACOEVEP 3 : 2
avec 0.2% de BN) donne le produit désiré (4.18 mg, 91%) sousolané d'une poudre
blanche.

[a] © -33 (¢ 1.05, CHCY).

F 196°C (ACOEV/EP).

RMN H (CDCls, 250 MHz). &(ppm) 7.28-7.15 (m, 7H, Ar), 7.07 (d, 18k, 6.5Hz,
NH GalN), 5.30-5.20 (m, 1H, H-4 GIcA), 5.17 (d, 1K, 8Hz, H-1 GalN), 4.96 (Abq, 2H,
CH-Ar), 4.83 (d, 1H,J; » 7Hz, H-1 GIcA), 4.59 (dd, 1HJs4 3.5Hz,J, 5 11Hz, H-3 GalN),
4.40 (dd, 1HJ,5<1Hz, H-4 GalN), 4.15-4.01 (m, 2H, H-6a et H-6b gl3.91-3.79 (m, 2H,
H-2 GalN et H-5 GIcA), 3.71 (s, 3H, CO®f), 3.61-3.54 (m, 2H, H-2 et H-3 GIcA), 3.42-
3.32 (m, 1H, H-5 GalN), 2.75-2.60 (m, 4HHELev), 2.17 (s, 3H, B3 Lev), 1.51, 1.50, 1.40,
1.36 (4s, 12H, C(8B3), isopropylidéne).

RMN *3C (CDCls;, 62.5 MHz)} &(ppm) 206.14 (1C, C=0O Lev), 171.60, 167.66,
162.34, (3C, C-6 GIcA et C=0), 133.33, 129.16, 338.128.04, 127.82, 127.24, 126.13,
125.42 (10C, Ar), 112.34 (1C(CHs),), 102.91, 99.25, 97.80 (3C(CHs),, C-1 GalN et C-1
GlcA), 91.54 (1CCCly), 75.81, 75.47, 74.39, 70.90, 68.74, 66.72 (7@, C-4, C-5 GalN,
C-2, C-3, C-4 et C-5 GIcA), 71.50 (1CH-Ar), 62.88 (1C, C-6 GalN), 52.95, 52.02 (2C, C-
2 GalN et CO@H3), 37.73, 27.83 (2GCH; Lev), 29.99, 29.36, 26.60, 21.58, 18.59 (BEl;
Lev, (CH3), isopropylidéne)).

ES-SM: m/'z830 [M-HJ, 747 [M-C(CH);]" pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GH44ClsNOy4: C, 53.34 ; H, 5.32 ; N, 1.68 ; trouvée C,
53.55;H,5.45; N, 1.72.
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AcO

OAc
CoMe o Cs9Ha4CI3NOyg

ONAP
Levos 0 MW = 921.14 g.mot

OAC NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-acétyl-4-O-lévulinoyl-f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranoside (92a)

A une solution chauffée a 100°C de disaccha®itié4.19 g, 5.02 mmol) dissous dans
I’AcOH (42 mL) est ajoutée de I'eau distillée (Bf). Le mélange réactionnel est agité a
100°C pendant 45 minutes, puis est concentré eapoéé a I'eau puis au toluene. Le solide
obtenu et I'AgO (3.8 mL, 40.19 mmol, 8eq) dissous dans la pyeid#0 mL) sont agités
toute la nuit a température ambiante. La solutsincencentrée puis coévaporée au toluéne.
Une purification par chromatographie flash sur nal® de silice (ACOEV/EP 3 : 2) donne le
produit désiré (2.69 g, 58%) sous la forme d’unedve blanche.

[a] © -18 (¢ 1.00, CHCY).

F 158°C (-PrOH).

RMN H (CDCls3, 250 MHz). &(ppm) 7.84-7.38 (m, 7H, Ar), 6.68 (d, 18y . 7.5Hz,
NH GalN), 5.43 (dd, 1HJss<1Hz, J; 4 3Hz, H-4 GalN), 5.20-5.10 (m, 3H, H-2, H-3 et H-4
GlcA), 4.91 (Abq, 2H, E-Ar), 4.88 (d, 1H,J; » 8.5Hz, H-1 GalN), 4.69 (d, 1H) » 7.5Hz,
H-1 GIcA), 4.51 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.20-4.10 (m, 2H, H-6a et H-6bIXa3.96
(d, 1H,J,5 9.5Hz, H-5 GIcA), 3.90-3.81 (m, 2H, H-2 et H-5 @§l 3.72 (s, 3H, COORs3),
2.73-2.61 (m, 2H, 8, Lev), 2.48-2.40 (m, 2H, &, Lev), 2.13, 2.12, 2.09, 2.01 (4s, 15H,
CHj3).

RMN C (CDCls, 62.5 MHz) 3(ppm) 205.95 (1C, C=0O Lev), 171.13, 170.67,
170.35, 169.98, 166.83, 162.15 (7C, C-6 GIcA et §=133.91, 133.28, 128.53, 128.02,
127.44, 126.42, 126.35, 126.12 (10C, Ar), 99.779872C, C-1 GalN et C-1 GIcA), 92.44
(1C,CCly), 73.71, 72.56, 71.94, 71.49, 70.42, 69.24, 68/43 C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-
3, C-4 et C-5 GIcA), 71.00 (1CH,-Ar), 62.29 (1C, C-6 GalN), 55.54, 53.05 (2C, C-ali&
et COQCHg), 37.68, 27.75 (2CCH; Lev), 29.76 (1CCH; Lev), 20.89, 20.79, 20.69 (4C,
OC(O)CHsy).

ES-SM: m/'z 937 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢H4,CIsNOg : C, 50.85; H, 4.81; N, 1.52 ;
trouvée C, 50.82 ; H, 4.92 ; N, 1.43.
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BzO OBz

LeyO COZMEO O ONAP C59H52C|3N018
o0 © MW=1169.43g.mgc}

OBz NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidq3-D-
galactopyranoside (92b)

Le disaccharid®1 (4.76 g, 5.07 mmol) est dissous a 100°C dansAEOH (56 mL).

L’eau distillée (37 mL) est ajoutée et le mélangactionnel est agité a 100°C pendant 45
minutes, puis est concentré et coévaporé a I'eamiquutoluene. Le solide obtenu et du BzCl
(5 mL, 0.05 mol, 8eq) dissous dans la pyridinert8( sont agités 2 heures a 0°C. Du MeOH
(4.8 mL) est ensuite ajouté, le mélange réactioeselagité 15 a 20 minutes puis est dilué
avec du CHCI,, lavé avec de I'eau puis avec une solution de NadH&aturée et enfin avec
de I'eau. La phase organique est ensuite séchée®lgB,, concentrée puis coévaporée au
toluéne. Une purification par chromatographie flasih colonne de silice (AcCOEt/EP 1: 1)
donne le produit désiré 23 (5.25g, 74%) sous laéod une poudre blanche.

[a] © +24.5 € 1.01, CHCY).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz). &(ppm) 8.17-7.71 (m, 27H, Ar), 6.76 (d, 18> 6Hz,
NH GalN), 5.86 (dd, 1HJss<1Hz,Js4 3Hz, H-4 GalN), 5.55 (dd, 1Hj 3 = Js34 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.41 (dd, 1H,)45 10Hz, H-4 GIcA), 5.91 (dd, 1H), » 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.13 (d, 1H,
Ji1» 8Hz, H-1 GalN), 4.88 (Abg, 2H, I&-Ar), 4.89 (d, 1H, H-1 GIcA), 4.87 (dd, 1H; 3
10Hz, H-3 GalN), 4.56-4.50 (m, 2H, H-6a et H-6b IB@l4.16 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.12-4.08
(m, 1H, H-5 GalN), 3.87-3.81 (m, 1H, H-2 GalN), B.(, 3H, COO€El3), 2.62-2.31 (m, 4H,
CH; w), 2.02 (s, 3H, €3 Lev).

RMN *3C (CDCls;, 62.5 MHz)} &@ppm) 205.76 (1C, C=O Lev), 171.12, 168.85,
166.25, 165.64, 164.72, 162.27 (7C, C-6 GIcA et £=133.82, 133.48, 133.41, 133.33,
133.26, 130.23, 129.96, 129.78, 129.01, 128.76,6128128.45, 128.00, 127.80, 127.52,
126.33, 126.33, 126.12 (34C, Ar), 100.53, 97.43,(2€l GIcA et C-1 GalN), 92.13 (1C,
CClg), 73.40, 72.79, 72.31, 72.01, 71.64, 69.92, 69789 C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-
4, C-5 GIcA), 71.38 (1CCH,-Ar), 63.03 (1C, C-6 GalN), 56.59, 53.07 (2C, C-alK et
COQCHj3), 37.78, 27.80 (2QCH; Lev), 29.65 (1CCHs Lev).

ES-SM: m/z 1190 [M+Na] pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §Hs.CIsNOyg: C, 60.60 ; H, 4.48 ; N, 1.20 ;
trouvée C, 60.35; H, 4.56 ; N, 1.27.
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AcO

NS gi’ﬁ CaoHacCleN,0
LevO 30H36CIsN2018
EEA— MW = 925.34 g.mc?

OAc  TCAHNG_ _ccl,

NH
O-(Méthyl 2,3-di-O-acétyl-4-O-lévulinoyl-3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-
acetyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-10-trichloroacétimidoyl- a-D-galactopyranose
(93a)

A une solution de disacchari®@a (943 mg, 0.79 mmol) dissous dans du,CH (9
mL) et du MeOH (1 mL), est ajouté du DDQ (693 mgd53mmol, 3eq). Le mélange
réactionnel est agité 24 heures a température atebiea solution est ensuite diluée dans du
CHCI; et la phase aqueuse est extraite avec WCGKPR fois). La phase organique est lavée
avec une solution de NaHGQaturée (3 fois), séchée sur MgS@uis concentrée pour
donner un solide marron. Une purification par chaiwgraphie flash sur colonne de silice
(CH,Cly/acétone 9 : 1) donne le produit désiré (620 m§p)78ous la forme d’'une poudre
jaune pale.

A une solution d’hémiacétal précedemment obten0 (68, 0.79 mmol) dissous dans
du CHCI; anhydre (7 mL) sont ajoutés successivement daldrigacétonitrile (79¢L, 7.94
mmol, 10eq) et du DBU (3QL, 0.20 mmol, 0.25eq). Le mélange réactionnel g#ea30
minutes sous argon a température ambiante. La@olest concentrée pour donner une huile
noire. Une purification par chromatographie flash lonne de silice (AcOEY/EP 2 : 1 avec
0.1% EgN) donne le produit désiré (464 mg, 63%) sous lméod’'une poudre blanche.

[a] 2 +55 (c 0.97, CHCY).

F 100°C (AcCOEY/EP).

RMN 'H (CDCls, 250 MHz). &(ppm) 8.78 (s, 1H, C=N), 6.88 (d, 1HJun2 8Hz,
NH GalN), 6.49 (d, 1H)J;» 3Hz, H-1 GalN), 5.42 (dd, 1Hls<1Hz, Js4 3Hz, H-4 GalN),
5.21-5.13 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.10-5.01 (i, H-2 GIcA), 4.81 (d, 1HJ:» 8Hz, H-1
GlcA), 4.62 (ddd, 1HJ, 3 11Hz, H-2 GalN), 4.32-4.27 (m, 2H, H-3 et H-5 GpIN.21-3.99
(m, 3H, H-5 GIcA, H-6a et H-6b GalN), 3.74 (s, 3HPOM,), 2.73-2.68 (M, 2H, B, Lev),
2.50-2.46 (m, 2H, B, Lev), 2.15, 2.08, 2.05, 2.03 (4s, 15H4.

RMN **C (CDCls, 62.5 MHz)} 3(ppm) 205.84 (1C, C=0 Lev), 171.12, 170.48,
170.20, 169.70, 166.66, 162.12, 160.35 (8C, C-6AGIE=0 et C=NH), 98.92 (1C, C-1
GlcA), 94.57 (1C, C-1 GalN), 92.27, 90.76 (2CCls), 73.08, 71.92, 70.55, 69.99, 69.73,
68.10 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4 et GIBA), 61.55 (1C, C-6 GalN), 53.25,
50.66 (2C, C-2 GalN et COTMHs), 37.65, 27.69 (2QCH, Lev), 29.74 (LCCH; Lev), 20.95,
20.72, 20.66 (4C, OC(@H>).

ES-SM: m/z 762 [M-OC(NH)CC4]" pour>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H3sCleN2O15: C, 38.94 ; H, 3.92; N, 3.03 ;
trouvée C, 38.56 ; H, 3.73 ; N, 2.88.
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BzO

COoMe OBz
=0 © CsoH44CleN,O
LevO 501144\~ 16IN2\UU18
ézm‘)&ﬁ MW = 1173.63 g.m¢™

OBz TCAHN Ie) ccl,

NH
O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4O-1évulinoyl-B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-

benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-10-trichloroacétimidoyl- a-D-galactopyranose
(93b)

A une solution de disacchari®2b (2.9 g, 2.48 mmol) dissous dans duCH (27
mL) et du MeOH (3 mL), est ajouté du DDQ (1.69 g447 mmol, 3eq). Le mélange
réactionnel est agité 24 heures a température atebilaa solution est ensuite diluée dans du
CH.CI; et la phase aqueuse est extraite avec WCGKR fois). La phase organique est lavée
avec une solution de NaHGQaturée (3 fois), séchée sur MgS@uis concentrée pour
donner un solide marron. Une purification par chaygraphie flash sur colonne de silice
(CHxCly/acétone 18 : 1) donne le produit désiré (1.803§p)7sous la forme d’'une poudre
jaune pale.

A une solution d’hémiacétal préecédemment obterR0(fing, 1.75 mmol) dissous dans
du CHCI, anhydre (18 mL) sont ajoutés successivement dhldroacétonitrile (1.76 mL,
17.52 mmol, 10eq) et du DBU (654&, 0.44 mmol, 0.25eq). Le mélange réactionnel ggéa
30 minutes sous argon a température ambiante. ludcsoest concentrée pour donner une
huile noire. Une purification par chromatographasii sur colonne de silice (ACOEt/EP 2 : 3
avec 0.1% EN) donne le produit désiré (1.58 g, 77%) sous tméd’une poudre blanche.

[a] 2 +89 € 1.05, CHCY).

F 115°C (CHCI/EP).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz). 3(ppm) 8.70 (s, 1H, C=N), 8.18-7.72 (m, 8H, Ar),
7.60-7.23 (m, 12H, Ar), 6.95 (d, 1Hyn 2 7Hz, NH GalN), 6.69 (d, 1HJ; » 3Hz, H-1 GalN),
5.95 (dd, 1HJs5<1Hz, Js 4 3Hz, H-4 GalN), 5.64 (dd, 1Hj 3 = J34 9.5Hz, H-3 GIcA), 5.45
(dd, 1H,J;, 8Hz, H-2 GIcA), 5.41 (dd, 1H),5 10Hz, H-4 GIcA), 5.16 (d, 1H, H-1 GIcA),
4.82-4.78 (m, 1H, H-2 GalN), 4.62-4.58 (m, 2H, KtH-6a GalN), 4.43-4.38 (m, 2H, H-5 et
H-6b GalN), 4.23 (d, 1HJs5 10Hz, H-5 GIcA), 3.69 (s, 3H, COO), 2.62-2.34 (m, 4H,
CH; Lev), 2.04 (s, 3H, 83 Lev).

RMN *¥C (CDCls, 62.5 MHz)} 3(ppm) 205.84 (1C, C=0O Lev), 171.12, 170.48,
170.20, 169.70, 166.66, 162.12, 160.35 (8C, C-6AGIE=0 et C=NH), 98.92 (1C, C-1
GlcA), 94.57 (1C, C-1 GalN), 92.27, 90.76 (2CCls), 73.08, 71.92, 70.55, 69.99, 69.73,
68.10 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4, C-BA, 61.55 (1C, C-6 GalN), 53.25,
50.66 (2C, C-2 GalN et CQTH3), 37.65, 27.69 (2GZH; Lev), 29.74 (1C, CklLev).

ES-SM: m/z 1026 [M-C(NH)CC4]" pourCl.

Analyse élémentairecalculée pour §H44ClgN,Og : C, 51.17 ; H, 3.78 ; N, 2.39 ;
trouvée C, 51.06 ; H, 4.04 ; N, 2.39.
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VIII- Partie expérimentale

Ph
o

COMe P C41H44C|3N014
Levo%/o&&/omp MW = 881.17 g.m(j’r
o
—0

NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-O-isopropylidéne-4-O-lévulinoyl-3-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-4,89-benzylidéne-2-trichloroacétamidof-p-
galactopyranoside (98)

Un mélange de disaccharid@9 (4.64 g, 5.94 mmol) et d’acide Iévulinique (833,mg
7.13 mmol, 1.2eq) est dissous dans duCliHanhydre (46 mL) sous argon. La DMAP (220
mg, 1.78 mmol, 0.3eq) et la DCC (1.48 mg, 7.13 mriidteq) sont ajoutées et le mélange
réactionnel est agité 2 heures a température atebgus argon. La solution est ensuite
filtrée sur blchner et le solide est rincé avecCdipCl,. Le filtrat est lavé successivement
avec de l'eau, une solution de NaH{€aturée et avec de I'eau. La phase organique est
séchée sur MgSQ(et concentrée. Une purification par chromatogrflaish sur colonne de
silice (CHCly/acétone 12 : 1 avec 0.2% deNBtdonne le produit désiré (5 g, 96%) sous la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 -9 (c 1.04, CHCY).

F 213°C (AcOEt).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) §(ppm) 7.81-7.33 (m, 12H, Ar), 7.17 (d, 185 nn
6.5Hz, NH GalN), 5.61 (s, 1H, B-Ph), 5.29 (d, 1HJ; > 8.5Hz, H-1 GalN), 5.26 (dd, 1H;4
= Ju5 9Hz, H-4 GIcA), 4.94 (ABq, 2H, B»-Ar), 4.89 (d, 1HJ; , 8Hz, H-1 GIcA), 4.71 (dd,
1H, Js 4 3Hz, J; 3 11Hz, H-3 GalN), 4.43 (dd, 1H,=<1Hz, H-4 GalN), 4.38 (d, 1HJsaeb
12.5Hz, H-6a GalN), 4.13 (d, 1H, H-6b GalN), 3(821H, H-5 GIcA), 3.91-3.85 (m, 1H, H-
2 GalN), 3.69 (s, 3H, COQg), 3.63-3.55 (m, 3H, H-5 GalN, H-2 et H-3 GIcA)83:2.64
(m, 4H, (H, Lev), 2.19 (s, 3H, B3 Lev), 1.38, 1.35 (2s, 6H, CHZ).).

RMN *3C (CDCls, 100 MHz). &(ppm) 205.97 (1C, C=0 Lev), 171.53, 167.66, 162.29
(3C, C-6 GIcA et C=0), 137.73, 134.33, 133.18, 183.128.89, 127.90, 127.67, 127.10,
126.39, 126.09, 126.04, 125.99 (16C, Ph), 112.42 (ACHj3),), 102.44 (1C, C-1 GlIcA),
100.83 (LCCH-Ph), 97.60 (1C, C-1 GalN), 92.24 (1CCls), 77.23 (1C, C-3 GIcA), 75.90,
75.80 (2C, C-4 GalN et C-2 GIcA), 74.46, 74.39 (ZBZ3 GalN et C-5 GIcA), 71.30 (1C,
CH2-Ar), 70.92 (1C, C-4 GlcA), 69.08 (1C, C-6 Galeh.70 (1C, C-5 GalN), 55.53 (1C, C-
2 GalN), 52.92 (1C, COCHj3), 37.58, 27.65 (2C, CHLev), 29.84 (1C, CklLev), 26.62,
26.48 (2C, CCHg)y).

ES-SM: m/z 897 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse calculée pour GH4CIsNOy4 : C, 55.89 ; H, 5.03; N, 1.59 ; trouvée C,
55.63; H, 5.07 ; N, 1.52.
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VIII- Partie expérimentale

Ph

o of Cs2H18CI3NOs6
R &C’WONAP MW = 1049.32 g.mét

BzO o
OBz NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-4,89-benzylidéne-2-trichloroacétamidof-p-
galactopyranoside (100)

Une solution de disaccharid81 (3.5 g, 4.16 mmol) et de BzCl (1.9 mL, 16.64 mmol,
4eq) dissous dans un mélange de pyridine (11 mdil¢ &HCl, anhydre (23 mL), est agitée 1
heure a 0°C sous argon. Du MeOH (1.5 mL) est emsjduté, le mélange réactionnel est
agité 15 a 20 minutes puis est dilué avec dy@filavé avec de I'eau puis avec une solution
de NaHCQ saturée et enfin avec de I'eau. La phase orgargguensuite séchée sur MgSO
concentrée puis coévaporée au toluéne (3 fois).reemstallisation dans le MeOH a reflux
puis une purification des eaux meres par chromaptge flash sur colonne de silice
(CH.Cly/acétone 19 : 1) donne le produit désiré (3.15§6)780ous la forme d’'une poudre
blanche.

[a] 2 +28 € 1.02, CHCY).

F 234°C (MeOH).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 7.89-7.33 (m, 22H, Ar), 6.98 (d, 18- 7Hz,
NH GalN), 5.61 (dd, 1HJ, 3 = J3 4 9Hz, H-3 GIcA), 5.58 (s, 1H, I&-Ph), 5.52-5.45 (m, 2H,
H-2 et H-4 GIcA), 5.22 (d, 1H}; » 8.5Hz, H-1 GalN), 5.18 (d, 1H; , 8Hz, H-1 GIcA), 4.91
(ABq, 2H, (H,-Ar), 4.76 (dd, 1HJs 4 3Hz, J, 3 11.5Hz, H-3 GalN), 4.50 (dd, 1H,s<1Hz,
H-4 GalN), 4.40 (dd, 1HJs 6<1Hz, Jsa 6 12.5Hz, H-6a GalN), 4.19 (d, 18,5 11.5Hz, H-5
GlcA), 4.11 (dd, 1H,Js<1Hz, H-6b GalN), 3.89-3.81 (m, 1H, H-2 GalN), 3.78 ($,3
COOHs3), 3.55 (m, 1H, H-5 GalN), 2.66-2.34 (m, 4H1£Lev), 2.05 (s, 3H, B3 Lev).

RMN **C (CDCl;, 100 MHz). 3(ppm) 205.68 (1C, C=0O Lev), 171.23, 167.29,
165.50, 164.94, 162.26 (5C, C-6 GIcA et C=0), 137.834.32, 133.40, 133.14, 133.02,
129.85, 129.79, 128.82, 128.62, 128.38, 128.15,00/28127.87, 127.62, 126.16, 126.05,
125.94 (28C, Ar), 100.65 (1CH-Ph), 100.13 (1C, C-1 GIcA), 97.73 (1C, C-1 Galsg,13
(1C, CCl3), 75.69 (1C, C-4 GalN), 73.38 (1C, C-3 GalN), Z2(4C, C-3 GIcA), 72.14 (C-5
GlcA), 71.39 (1CCH,-Ar), 71.19, 69.01 (2C, C-2 et C-4 GIcA), 69.43 (1I56 GalN), 66.64
(1C, C-5 GalN), 55.15 (1C, C-2 GalN), 53.06 (1C,@THs), 37.54, 27.61 (2CCH, Lev),
29.55 (1CCHjs Lev).

ES-SM: m/z 1070 [M+Na] pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H4sCIsNOss : C, 59.58 ; H, 4.52; N, 1.34 ;
trouvée C, 59.50 ; H, 4.55; N, 1.27.
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VIII- Partie expérimentale

] 0 C15H21CIsNO12
o o oH MW =513.69 g.mot

OH NHTCA

O-(Méthyl B-b-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-2-trichloroacétamidob-
galactopyranose (118)

A une solution de disacchari®® (31.89 g, 008 mol) dans la pyridine (320 mL) est
ajouté lentement a 0°C du TCACI (99 mL, 0.89 mdl,2eq) sous argon. Le mélange
réactionnel est ensuite agité 1 heure a 0°C, peisedu est ajoutée goutte a goutte. La
solution est diluée et extraite 2 fois avec du,Ckl (800 mL puis 300 mL), la phase
organique est lavée avec de I'eau (500 mL) puis ave solution de NaCl saturée (500 mL),
puis elle est séchée rapidement sur Mg&oncentrée. Le résidu obtenu est agité 4 heures
température ambiante dans un mélange dgoGHMeOH-pyridine (1 : 1: 1, 280 mL), puis la
solution est concentrée et enfin évaporée avec élange EtOH/Toluéne. Une purification
par chromatographie flash sur colonne de silice x(@4#MeOH 5: 1 puis 4 : 1) donne le
produit désiré (20 g, 50%) sous la forme d’une peurdianche.

[a] 2 +35 € 1.00, MeOH).

RMN *H (D20, 250 MHz). &(ppm) 5.22 (dJy» 3.5Hz, H-Ix GalN), 4.72 (dJ; » 8Hz,
H-1B GalN), 4.60, 4.52 (2d, 1H;, 8Hz, H-1 GIcA), 4.15 (dd, 1H]; <1Hz,J, 3 11Hz, H-3
GalN), 3.96, 3.94 (2d, 1HL 5 9.5Hz, H-5 GIcA), 3.76, 3.74 (2s, 3H, COBg), 3.39, 3.37
(2dd, 1H,J 5= J34 9Hz, H-3 GIcA), 3.28, 3.27 (2dd, 1H, H-2 GIcA).

RMN *C (D,0, 62.5 MHz) §(ppm) 171.20, 165.00 (2C, C-6 GIcA et C=0), 104.07,
103.81 (1C, C-1 GIcA), 101.98 (1C, B-GalN), 94.71 (1C, Cd GalN), 91.85, 90.75 (1C,
CCl5), 82.93, 79.30 (1C, C-3 GalN), 74.62, 74.20, 72760, 71.51, 71.36, 70.37 (6C, C-4,
C-5 GalN, C-2, C-3, C-4, C-5 GIcA), 61.29, 61.08C(1C-6 GalN), 54.79, 53.88 (1C,
COQCH,), 51.49, 49.07 (1C, C-2 GalN).

ES-MS: m'z 535 [M+Na] pour>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GH2:CIsNO;,: C, 35.07 ; H, 4.12; N, 2.73 ;
trouvée C, 34.80 ; H, 4.31 ; N, 2.54.
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VIII- Partie expérimentale

COoMe

0 Cs3H41CI3N2Osg
1% 0 O"wez| MW = 860.68 g.mat

OAC NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-acétyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1-3)-4,6-di-O-aceétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranoside (121a)

A une solution de disaccharid87a(365.5 mg, 0.38 mmol) dans la pyridine (3.5 mL)
est ajouté un mélange de pyridine-acide acétiqueaaine monohydrate (12 : 8 : 1, 8 mL).
Le mélange réactionnel est agité 8 minutes a tesyo@ ambiante puis est dilué avec du
CH,CI,. La phase aqueuse est extraite avec dpOGKR fois). La phase organique est ensuite
lavée avec une solution de NaHEC€aturée (3 fois) puis a I'eau. Elle est ensuitthéé sur
MgSQy, concentrée et enfin coévaporée au toluene (2 foisr donner un solide blanc. Une
purification par chromatographie flash sur colowigesilice (AcOEt/toluéne 2 : 1) donne le
produit désiré (263.5 mg, 80%) sous la forme d’poedre blanche.

[a] 2 +1 (c 0.95, CHCY).

RMN H (CDCls, 250 MHz) &(ppm) 7.39-7.32 (m, 5H, Ph), 6.72 (d, 1. 7.5Hz,
NH GalN), 5.49 (dd, 1HJ,5<1Hz, J; 4 3Hz, H-4 GalN), 5.21-5.17 (m, 1H,HC(0)0), 5.18
(s, 2H, GH,-Ph), 5.02-4.98 (m, 1H, H-3 GIcA), 4.91-4.83 (m,,2##1 GalN et H -2 GIcA),
4.69 (d, 1HJ; » 7.5Hz, H-1 GIcA), 4.39 (dd, 1H), 3 11Hz, H-3 GalN), 4.20-3.99 (m, 3H, H-
6a, H-6b GalN et H-5 GIcA), 3.92-3.82 (m, 3H, H-alS, H-4 GIcA et O-E,), 3.79 (s, 3H,
COO@H3), 3.78-3.67 (m, 2H, H-2 GalN et OH3), 3.45-3.35 (m, 2H, B>-N), 3.13 (d, 1H,
Jon,4 3Hz, CH), 2.11, 2.05, 2.04, 2.02 (4s, 12H, OC(®){E

RMN **C (CDCl;, 62.5 MHz)} d(ppm) 176.96, 170.82, 170.67, 169.98,

168.96, 162.34 (6C, C-6 GIcA et C=0), 156.52 (1EI{O)0), 136.51, 128.67, 128.33 (6C,
Ph), 100.28, 99.44 (2C, C-1 GalN et C-1 GIcA), 8 BC,CCls), 74.27, 73.83, 71.61, 71.11,
69.89, 68.59 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, étL£-5 GIcA), 69.66 (1C, @H,), 66.94
(1C, CH»-Ph), 62.42 (1C, C-6 GalN), 55.54, 53.14 (2C, Cd&Nset COCCH3), 41.08 (1C,
CH,-N), 20.95, 20.87, 20.82, 20.79 (4C, OCQBI).

ES-MS: m/'z 857 [M-H] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢H41CIsN2O5+ H,O : C, 45.14 ; H, 4.83 ; N,
3.19 ; trouvée C, 45.44 ; H, 4.83 ; N, 3.12.
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VIII- Partie expérimentale

COMe
2°°0 0 Cs3H49ClI3N2015

% o O~"nHz| MW = 1108.34 g.mot
OBz NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidq3-D-
galactopyranoside (121b)

A une solution de disaccharid®7b (882 mg, 0.73 mmol) dans la pyridine (0.9 mL)
est ajouté un mélange de pyridine-acide acétiqueazine monohydrate (12: 8 : 1, 18 mL).
Le mélange réactionnel est agité 8 minutes a tesyo@ ambiante puis est dilué avec du
CH,CI,. La phase aqueuse est extraite avec dpQGHR fois), la phase organique est ensuite
lavée a I'eau, avec une solution de NaHGaturée (3 fois) et a I'eau, puis est séchée sur
MgSQy, concentrée et enfin coévaporée au toluene (2 foisr donner un solide blanc. Une
purification par chromatographie flash sur colorde silice (AcCOEt/EP 1: 1) donne le
produit désiré (621 mg, 75%) sous la forme d’'unedpe blanche.

[a] 2 +39 € 1.07, CHCY).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 8.09-7.71 (m, 25H, Ar), 6.88 (d, 18- 7Hz,
NH GalN), 5.89 (dd, 1HJ4s<1Hz, J; 4 3Hz, H-4 GalN), 5.43 (dd, 1H, 3 = J34 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.30-5.22 (m, 1H, H-2 GIcA), 5.12-5.09 (nm;, AINHC(O)0), 5.09 (d, 1HJ; > 8Hz, H-

1 GalN), 5.01 (s, 2H, B,-Ph), 4.96 (d, 1HJ, » 7Hz, H-1 GIcA), 4.84 (dd, 1H], 3 11Hz, H-3
GalN), 4.49-4.38 (m, 2H, H-6a et H-6b GalN), 4.5834(m, 2H, H-5 GalN et H-4 GIcA),
4.08 (d, 1HJs5 9.5Hz, H-5 GIcA), 3.91-3.80 (m, 1H, OH3), 3.77 (s, 3H, CO0RB3), 3.72-
3.61 (m, 2H, H-2 GalN et O4;), 3.42-3.34 (m, 2H, B>-N), 3.33 (d, 1HJon 4 3Hz, CH).

RMN *C (CDCls;, 62.5 MHz) d(ppm) 169.04, 166.40, 166.26, 165.73, 164.99,
162.47, (6C, C-6 GIcA et C=0), 156.44 (1C, §fD)0), 136.50, 133.45, 133.35, 130.16,
129.97, 129.93, 129.83, 129.70, 129.04, 128.87,582828.57, 128.47, 128.43, 128.21 (30C,
Ar), 100.83 (1C, C-1 GlIcA), 99.02 (1C, C-1 GalN2.@2 (1C,CClg), 74.74 (1C, C-3 GIcA),
74.52 (1C, C-5 GIcA), 73.80 (1C, C-3 GalN), 72.0€( C-5 GalN), 71.63 (1C, C-2 GIcA),
70.03 (1C, C-4 GIcA), 69.92 (1C, C-4 GalN), 69.4T( OCH,), 66.81 (1CCH,-Ph), 60.01
(1C, C-6 GalN), 56.30 (1C, C-2 GalN), 53.04 (1C,@TMs), 40.94 (1CCH,-N).

ES-MS: m/'z 1129 [M+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §&H4oCIsN2Osg @ C, 57.44 ; H, 4.46 ; N, 2.53 ;
trouvée .C, 57.79 ; H, 4.62 ; N, 2.45.
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VIII- Partie expérimentale

OH NHAC

Csz2H52NsNaO;sS
MW = 801.85 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranoside (122)

Le disaccharidd29 (19 mg, 32umol) est dissous dans l'eau distillée (2 mL) et une
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.méddange réactionnel est agité sous
atmospheére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes st filtré sur célite et
concentré (éluant CCM : AcCOEt/MeOHM@E 1 : 1 : 1).

Un mélange de I'amine précedemment obtenue (15 38gpmol) et de réactif
biotinylé (58 mg, 0.13 mmol, 4eq) est dissous damsnélange de DMF (678L), de EtN
(75 uL) et d’eau distillée (75QiL). Le mélange réactionnel est agité a tempéranrbiante
pendant 1 heure, puis concentré. Le solide est pdwgieurs fois avec de 'EtOH. Une
purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I'daane le produit désiré (17 mg, 67%)
sous la forme d’une poudre blanche (éluant CCMOEB&ZMeOH/HO 3: 2 : 1).

[a] 2 -0.5 € 0.99, HO).

RMN *H (D,0, 400 MHz). 3(ppm) 4.62 (ddd, 1H). <1Hz, J. ¢ 5Hz,Jsc 8Hz, H-C),
4.52 (d, 1HJ, > 7Hz, H-1 GalN), 4.51 (d, 1H; » 8Hz, H-1 GIcA), 4.43 (dd, 1H), . 5Hz, H-
b), 4.19 (dd, 1H)45<1Hz,J; 4 3Hz, H-4 GalN), 4.03 (dd, 1H; 311Hz, H-2 GalN), 3.96-3.90
(m, 1H, H,-r), 3.84 (dd, 1H, H-3 GalN), 3.82-3.67 (m, 6H, Hi3-6a, H-6b GalN, H-5
GIcA et (Hyr), 3.53-3.46 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 3.40-3.82, 4H, H-2 GIcA, H-e et
CH2-q), 3.19 (dd, 2HJkx = J; 7THz, (H>-k), 3.01 (dd, 1HJ4 4 13Hz, H-d"), 2.80 (dd, 1H-
d), 2.29-2.23 (m, 4H, B,-i et CH»-0), 2.03 (s, 3H, NHC(0)B3), 1.80-1.30 (m, 12H, B,-f,
CHz-g, CHz-h, CHz-', CH>-m et CHz-n).

RMN *3C (D,0, 100 MHz): 3(ppm) 177.61, 177.27, 176.57, 175.34 (4C, C-6 GitA
C=0), 165.99 (1C, C-a), 104.74 (1C, C-1 GIcA), 112(1C, C-1 GalN), 80.80 (1C, C-3
GalN), 76.80, 75.99 (2C, C-5 GalN et C-5 GIcA),58/.72.44 (2C, C-3 et C-4 GIcA), 73.37
(1C, C-2 GlcA), 68.77 (1C, C-r), 68.35 (1C, C-4 8pl62.76 (1C, C-b), 61.71 (1C, C-6
GalN), 60.91 (1C, C-c), 56.06 (1C, C-e), 51.83 (02 GalN), 40.36 (1C, C-d), 39.93, 39.74
(2C, C-k et C-q), 36.30, 36.18 (2C, C-i et C-0),628 28.51, 28.34, 26.25, 25.89, 25.66 (6C,
C-f, C-g, C-h, C-l, C-m et C-n), 22.95 (1C, NHC(@D)3).

ES-SM: m/z 778 [M-Na].

HR-MS(ES): m/z calculée pour §HssNa NsO:sS ([M+H]"): 802.3157 ; trouvée :
802.3149.
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VIII- Partie expérimentale

AcO _OAc
VMe 0 Co7H34CI3NO1g
A 9%0 "Swwors MW = 766,93 g.mot

O-(Méthyl 2,3,4-tri- O-acétylf3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-1,4,6-tri-O-acétyl-2-
désoxy-2-trichloroacétamidop-galactopyranose (124)

A une solution refroidie a 0°C de disaccharid#b (14.42 g, 18.32 mmol) dans du
CH.Cl; (275 mL), un mélange de TFA et d'eau (3: 1, 18)mkt ajouté. Le mélange
réactionnel est agité 3 heures (suivi CCM :.CHMeOH 13 : 1 avec 0.1% de 48l), puis
une solution aqueuse de 'AcONa&MH(49.50 g, 0.36 mol) est ajoutée. La phase aquesise
ensuite extraite avec du @QEl; et la phase organique est lavée avec une soldédwaHCQ
saturée, séchée sur Mg&S€ concentrée.

Le disaccharide obtenu et I'X0 (10 mL, 0.11 mol, 5eq) dissous dans la pyridi&0(
mL) sont agités une nuit a température ambiantg@yk@ine est évaporée puis coévaporée au
toluéne. Une purification par chromatographie flash colonne de silice (AcCOEVEP 3: 2)
donne le produit désiré (8.57 g, 60 % ; 94/B) sous la forme d’'une poudre blanche.

Composen :

[a] 2 +41 (€ 0.98, CHCY).

F 175°C (AcOEY/EP).

RMN H (CDCls, 400 MHz): &(ppm) 6.97 (d, 1HJnw2 7.5Hz, NH GalN), 6.37 (d,
1H, J; » 3Hz, H-1 GalN), 5.35 (dd, 1H,s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4 GalN), 5.27-5.19 (m, 3H, H-2,
H-3 et H-4 GIcA), 4.84 (d, 1H)., 8Hz, H-1 GIcA), 4.51 (ddd, 1H] 5 11Hz, H-2 GalN),
4.41 (dd, 1H, H-3 GalN), 4.52-4.31 (m, 1H, H-5 GglK.13-4.05 (m, 3H, H-5 GIcA, H-6a et
H-6b GalN), 3.76 (s, 3H, COQ®), 2.15, 2.12, 2.02 (3s, 18H, OC(]E).

RMN **C (CDCl;, 62.5 MHz) &(ppm) 171.76, 171.31, 170.93, 170.69, 170.49,
169.84, 168.18, 163.10 (8C, C-6 GIcA et C=0), 992C, C-1 GlIcA), 93.49 (1GZCly),
91.70 (1C, C-1 GalN), 73.89, 73.06, 70.63, 70.251@, 69.29 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2,
C-3, C-4 et C-5 GIcA), 62.32 (1C, C-6 GalN), 54.33,27 (2C, C-2 GalN et CQTMa),
21.99, 21.94, 21.81, 21.79, 21.66, 21.57 (6C, OCKR).

ES-SM: m/z 788 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H3,CIsNOyg : C, 42.28 ; H, 4.47 ; N, 1.83;
trouvée C, 42.12 ; H,4.60 ; N, 1.71.
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VIII- Partie expérimentale

Composés :

[a] 2 +12 (€ 1.05, CHCY).

F 213-214°C (AcOEY/EP).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz): &(ppm) 6.71 (d, 1HJnw.2 9Hz, NH GalN), 5.90 (d, 1H,
J1,8.5Hz, H-1 GalN), 5.45 (dd, 1H,s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4 GalN), 5.22-5.12 (m, 2H, H-3 et
H-4 GIcA), 4.97 (dd, 1HJ 2 8Hz,J, 3 9Hz, H-2 GIcA), 4.74 (d, 1H, H-1 GIcA), 4.35 (dtH,
J3 11Hz, H-3 GalN), 4.16 (ddd, 1H, H-2 GalN), 4.198(m, 4H, H-5 GIcA, H-5, H-6a et
H-6b GalN), 3.75 (s, 3H, COQ4), 2.11, 2.10, 2.05, 2.03, 2.01, 2.00 (6s, 18H, @CHs).

RMN **C (CDCl;, 62.5 MHz) &(ppm) 171.34, 170.77, 170.47, 170.26, 170.05,
169.89, 167.58, 162.85 (8C, C-6 GIcA et C=0), 26091.70 (2C, C-1 GalN et C-1 GIcA),
94.53 (1CCCls), 74.45, 73.36, 73.23, 72.74, 71.27, 69.88, 68€], C-3 C-4, C-5 GalN, C-
2, C-3, C-4 et C-5 GIcA), 62.55 (1C, C-6 GalN), Z31.53.82 (2C, C-2 GalN et Cbls),
21.52, 21.37, 21.32, 21.24 (6C, OCQBlY).

ES-SM: m/'z 788 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H3,CIsNOg: C, 42.28 ; H, 4.47 ; N, 1.83 ;
trouvée C, 42.30 ; H, 4.56 ; N, 1.77.
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VIII- Partie expérimentale

Ph

0 C3oH34CI3NO1e
A0 O N o MW =770.96 g.mol
OAC NHTCA

O-(Méthyl 2,3,4-tri- O-acétyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-1-O-acétyl-4,6-O
benzylidene-2-désoxy-2-trichloroacétamidm-galactopyranose (126)

co,Me
o}

A un mélange de disaccharidé8 (18.83 g, 0.04 mol) et de benzaldéhyde (150 mL)
agité a température ambiante, sous flux d’argonajesité du TFA (7.5 mL, 0.10 mol). Le
mélange réactionnel est agité a température angbtamant 24 heures. De ’AcONa (16.56 g,
0.20 mol) est additionné et I'agitation est lais88eminutes puis la pyridine (150 mL) et de
I'Ac,0 (417 mL, 0.44 mol, 12eq) sont ajoutés. La sotuBst agitée a température ambiante
toute la nuit. Le mélange réactionnel est enswgteé/dans 600 mL d’eau glacée et est agité 1
heure. La phase agueuse est extraite 2 fois av&Hedl,, puis la phase organique est lavée
avec une solution de NaHGGaturée, séchée sur MggQ@oncentrée puis coévaporee
plusieurs fois au toluene. Une purification parochatographie flash sur colonne de silice
(CHXCI/EP 5 : 1, puis CECl, 100% puis ChHCl/acétone 15 : 1) donne le prodaitsous la
forme d’'une poudre blanche, puis I'élution avec,CHacétone 12 : 1 donne le prodit
sous la forme d’une poudre blanche (23.16 g, 882200a/p).

Composé :

[a] 2 +45 (¢ 1.00, CHCY).

F 124-125°C (AcOEVEP).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz): &(ppm) 7.51-7.48 (m, 2H, Ph), 7.38-7.30 (m, 3H, Ph),
6.80 (d, 1HJwn2 7.5Hz, NH GalN), 6.48 (d, 1HJ; » 3.5Hz, H-1 GalN), 5.50 (s, 1H,HGPh),
5.27-5.21 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.11-5.03 (ri,H-2 GIcA), 4.95 (d, 1H}, » 7.5Hz, H-

1 GlcA), 4.60 (ddd, 1HJ), 3 11Hz, H-2 GalN), 4.51 (dd, 1H,5<1Hz,Js 4 3.5Hz, H-4 GalN),
4.47 (dd, 1H, H-3 GalN), 4.28 (dd, 1B ¢, 1.5Hz, Jsa 60 13Hz, H-6a GalN), 4.13-4.02 (m,
2H, H-5 GIcA et H-6b GalN), 3.79-3.76 (m, 1H, H-&@I), 3.72 (s, 3H, COOMy), 2.01,
2.00, 1.99 (3s, 12H, OC(OM3).

RMN 'C (CDCls, 62.5 MHz) &(ppm) 171.24, 171.08, 170.88, 170.74, 168.48,
163.08 (6C, C-6 GIcA et C=0), 138.83, 130.47, 129.89.66, 127.60, 127.31 (6C, Ph),
102.28, 99.81 (2C, C-1 GIcA &@H-Ph), 93.83 (1CCCls), 92.67 (1C, C-1 GalN), 75.85,
73.80, 73.22, 71.89, 71.39, 70.41, 70.36 (7C, ©3, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4 et C-5
GlcA), 66.37 (1C, C-6 GalN), 54.57, 51.05 (2C, GaIN et CO@H,), 22.46, 22.21, 22.03,
21.91 (4C, OC(QJHa).

ES-MS: m/'z 762 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢Hs4CIsNOy6: C, 48.63 ; H, 4.63 ; N, 1.89;
trouvée C, 48.50 ; H, 4.73 ; N, 1.78.
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VIII- Partie expérimentale

Composés :

[a] 2 +25 (€ 1.05, CHCY).

F 245-246°C (EtOH).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz): &(ppm) 7.56-7.49 (m, 2H, Ph), 7.41-7.32 (m, 3H, Ph),

7.06 (d, 1H,Jun2 8Hz, NH GalN), 6.00 (d, 1HJ; » 9Hz, H-1 GalN), 5.50 (s, 1H,:Ph),
5.28-5.12 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.08-5.00 (i, H-2 GIcA), 4.93 (d, 1H}), » 7.5Hz, H-
1 GIcA), 4.47 (dd, 1HJs 4 3.5Hz,J, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.42 (dd, 1H4&1Hz, H-4 GalN),
4.29 (dd, 1HJs 62 1HZ, Jsa6p 12Hz, H-6a GalN), 4.23-3.93 (m, 3H, H-5 GIcA, HeRH-6b
GalN), 3.61 (s, 3H, COOds), 3.59-3.55 (m, 1H, H-5 GalN), 2.03, 2.00, 1.9%,(32H,
OC(O)H>).

RMN '°C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 168.32, 167.81, 167.75, 167.68, 165.46,
160.41 (6C, C-6 GIcA et C=0), 135.85, 127.24, 426.124.46, 124.19 (6C, Ph), 98.94,
98.22, 89.43 (3C, C-1 GIcA, C-1 GalN €HPh), 90.66 (1CCCls), 73.27, 72.62, 70.54,
70.40, 69.39, 67.38, 65.72 (7C, C-3, C-4, C-5 G&Mp, C-3, C-4 et C-5 GlcA), 67.07 (1C,
C-6 GalN), 51.33, 51.29 (2C, C-2 GalN et COM), 19.13, 19.06, 18.87, 18.79 (4C,
OC(O)CHs3).

ES-SM: m/z 762 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢H34CIsNOss : C, 48.63; H, 4.63; N, 1.89 ;
trouvée C, 48.70 ; H, 4.51 ; N, 1.81.
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VIII- Partie expérimentale

o coMe ) 0 6 CssH43CI3N2019
%20 o ~"nHz| MW = 902.09 g.mot

OAC NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-
galactopyranoside (127)

Un mélange d’'imidat&8 (100 mg, 0.57 mmol), de 2-benzyloxycarbonylamihaébl
(40 mg, 0.21 mmol, 1.8eq) et de tamis moléculalé®) dissous dans du GBI, anhydre (1
mL) sous argon, est agité 30 minutes a tempéramisante. Une solution de TMSOTf dans
le toluene (1M, 23ul, 23 umol, 0.20eqg/imidate) est ajoutée et la solutionaggite a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée avec d#sh (10 puL, 69 pmol, 3eq/TMSOTY),
filtrée sur célite et concentrée. Une purificatioar chromatographie flash sur colonne de
silice (CHCI,/i-PrOH 19 : 1 avec 0.1% des&f) donne le produit désiré (94 mg, 90%) sous
la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +6 (€ 1.03, CHCY).

F 192-193°C (ACOEY/EP).

RMN *H (CDCls, 250 MHz). 3(ppm) 7.35 (s, 5H, Ph), 6.85 (d, 184, 7.5Hz, NH
GalN), 5.44 (dd, 1HJ,s<1Hz, J34 3Hz, H-4 GalN), 5.21-5.15 (m, 3H, H-3, H-4 GIcA et
NHC(0)0), 5.08 (s, 2H, B,-Ph), 4.99-4.91 (m, 1H, H-2 GIcA), 4.84 (d, 1H, 8.5Hz, H-1
GalN), 4.72 (d, 1HJ, > 7.5Hz, H-1 GIcA), 4.50 (dd, 1H, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.16 (dd, 1H,
J5 6a5HZ, Jsa 6 11HZ, H-6a GalN), 4.09-3.97 (m, 2H, H-6b GalN ebKbIcA), 3.91-3.82 (m,
2H, O-(H; et H-5 GalN), 3.76 (s, 3H, CO{3), 3.74-3.65 (m, 2H, H-2 GalN et OHp),
3.45-3.35 (m, 2H, B,-N), 2.12, 2.05, 2.03, 2.01, 1.99 (5s, 15H, OC(ByC

RMN *C (CDCls, 62.5 MHz) 3(ppm) 169.07, 168.85, 168.41, 168.34, 165.8, 161.29
(7C, C-6 GIcA et C=0), 155.44 (1C, NO)0), 135.47, 127.61, 127.25 (6C, Ph), 98.57 (1C,
C-1 GlcA), 98.49 (1C, C-1 GalN), 91.33 (1CCl3), 72.71, 71.54, 71.16, 70.51, 69.94, 68.13,
67.14 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4 et GI6A), 68.65 (1C, CcH,), 65.87 (1C,
CH,-Ph), 61.18 (1C, C-6 GalN), 54.35, 52.02 (2C, C&@Nset COCCH3), 40.01 (1CCH»-

N), 19.87, 19.74, 19.71, 19.62, 19.53 (5C, OTy).

ES-SM: m/'z 899 [M-H] pour®*Cl

Analyse élémentairecalculée pour &H43CIsN2O19: C, 46.60 ; H, 4.80; N, 3.11 ;
trouvée C, 46.44 ; H, 4.92 ; N, 3.15.
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VIII- Partie expérimentale

% CasHa6N2019 ;
A%Q 0 O MW = 798.76 g.mo
0 - e NHZ

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-4,6-di©O-acétyl-2-désoxyB-D-
galactopyranoside (128)

A une solution de disaccharide27 (186 mg, 0.21 mmol) dissous dans NeN-
diméthylacétamide (2 mL) sous argon, sont ajoutésessivement de I'AIBN (90 mg) et du
n-BuzSnH (356uL, 1.32 mmol, 6eq). La solution est dégazée 1 hadesnpérature ambiante,
puis chauffée 2 heures a 80°C et enfin est conaentie produit est précipité dans I'éther de
pétrole (5 mL) a 0°C pendant 1 heure, avant d'diteé. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(88 mg, 53%) sous la forme d’une poudre blanche.

[a] 2 +5 (€ 1.31, CHCY)

F 124°C (EtOH/ELO).

RMN *H (CDCls, 250 MHz) 3(ppm) 7.35 (s, 5H, Ph), 6.07 (d, 1Bky 2 7Hz, NH
GalN), 5.37-5.34 (m, 1H, NC(O)0), 5.33 (dd, 1HJ45<1Hz, J;4 3Hz, H-4 GalN), 5.22-5.12
(m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.09 (s, 2H,Hz-Ph), 4.97 (m, 1H, H-2 GIcA), 4.85 (d, 18>
8.5Hz, H-1 GalN), 4.73 (d, 1H; » 8Hz, H-1 GIcA), 4.47 (dd, 1HL 3 11Hz, H-3 GalIN), 4.12
(dd, 1H,Js 62 6HZ, Jsa6p 11.5Hz, H-6a GalN), 4.03-3.99 (m, 2H, H-6b GalNHe6 GIcA),
3.40-3.30 (m, 2H, H-5 GalN et OHB), 3.74 (s, 3H, COORB3), 3.69-3.61 (m, 2H, H-2 GalN
et O-CH,), 3.38-3.32 (m, 2H, B,-N), 2.07, 2.04, 2.02, 2.01, 1.99 (5s, 18H, OC(®)@t
NHC(O)CH5).

RMN '°C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 170.56, 170.06, 170.01, 169.54, 169.44,
167.09 (7C, C-6 GIcA et C=0), 156.54 (1C, §D)0), 136.59, 128.55, 128.17 (6C, Ph),
100.39, 99.11 (2C, C-1 GalN et C-1 GIcA), 74.29,282 72.21, 71.22, 70.69, 69.27, 67.84
(7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4 et C-5 GIcBY.06 (1C, OcH,), 66.70 (1CCH.-
Ph), 62.24 (1C, C-6 GalN), 53.77, 52.95 (2C, C-2NGet COQCHs), 40.94 (1C,CH»-N),
23.44 (1C, NHC(QHs3), 20.74, 20.70, 20.58, 20.49 (5C, OCQBY).

ES-SM: m/z 821 [M+Na]J.

Analyse élémentairecalculée pour ¢gH4eN2019 + HO : C, 51.47 ; H, 6.04 ; N, 3.36 ;
trouvée C, 51.49 ; H, 5.85; N, 3.72.
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VIII- Partie expérimentale

HO _OH
COZNeb o CosH33NoNaO 4

H ) O\/\NHZ MW = 596.53 gmdl

OH NHAc -

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-
acéetamido-2-désoxyf3-p-galactopyranoside (129)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 559uL, 0.56 mmol,
5eq) et de biD, (30%, 280uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution sacdharide 28
(88 mg, 0.11 mmol) dissous dans du THF (2 mL) idfeoa —10°C. Le mélange réactionnel
est agité pendant 1 heure a -10°C puis toute laantempérature ambiante. La solution est
ensuite refroidie a 0°C, du MeOH (1.5 mL) et unkison de NaOH (4M, 0.7 mL, 25eq) sont
ajoutés. Le mélange réactionnel est agité 4 heauresnpérature ambiante, puis dilué dans
I'eau distillée (10 mL) et neutralisé avec de laimé amberlite IR-120[H jusqu’'a pH 2.5
(contréle pHmétrique). La solution est ensuitedidt sur coton, concentrée puis coévaporee a
I'eau distillée (4 fois). Une solution de NaOH &M. est ajoutée jusqu’a pH 10, puis le
mélange réactionnel est agité une nuit a tempé&ambiante et enfin est concentré. Une
purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I'eanduit au produit désiré (45 mg, 67 %)
sous la forme d’une poudre blanche (éluant CCMOBZMeOH/HO 4 : 2 : 1).

[a] 2 -29 € 1.04, HO).

RMN *H (D0, 400 MHz). 3(ppm) 7.45 (s, 5H, Ph), 5.14 (s, 2HHEPh), 4.50 (d,
1H, J; 2, 8Hz, H-1 GIcA), 4.47 (d, 1Hl, , 8.5Hz, H-1 GalN), 4.17 (dd, 1H45<1Hz, J; 4 3Hz,
H-4 GalN), 4.01 (dd, 1H}, 3 11Hz, H-2 GalN), 4.04-3.98 (m, 1H, OHg), 3.91 (dd, 1H, H-3
GalN), 3.79-3.68 (m, 2H, H-6a et H-6b GalN), 3.73(m, 1H, H-5 GalN), 3.70 (d, 1b4s
10Hz, H-5 GIcA), 3.68-3.63 (m, 1H, OHp), 3.53-3.46 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA ), 3.38-3.31
(m, 3H, H-2 GIcA et E»-N), 1.96 (s, 3H, NHC(O)85).

RMN **C (D0, 62.5 MHz) 3(ppm) 176.34, 175.18 (2C, C-6 GIcA et C=0), 158.71
(1C, NHC(0)0), 136.87, 129.29, 128.90, 128.33, 126.39 (B), 104.59 (1C, C-1 GlcA),
101.98 (1C, C-1 GalN), 80.58 (1C, C-3 GalN), 76.38,83, 75.88, 73.24, 72.31 (5C, C-5
GalN, C-2, C-3, C-4, C-5 GIcA), 68.18 (1C, C-4 GplR9.04 (1C, OEHy), 67.35 (LCCH,-
Ph), 61.49 (1C, C-6 GalN), 51.67 (1C, C-2 GalN),.340 (1C, CH»-N), 22.69 (1C,
NHC(O)CHs).

ES-SM: m/z574 [M+H-Na].

Analyse élémentairecalculée pour &H33N2NaO, : C, 48.32; H, 5.58; N, 4.70 ;
trouvée C, 48.13 ; H, 5.59 ; N, 4.28.
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VIII- Partie expérimentale

o
coMe C32H3gCIsNOy2
o O ONAP

o MW = 735.02 g.mot

><o NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-O-isopropylidene3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-
désoxy-4,60-isopropylidéne-2-trichloroacétamidof3-D-galactopyranoside (131)

Une solution de MeONa (quantité catalytique) estutie a une solution de
disaccharide87 (1.86 g, 2.19 mmol) dans du MeOH anhydre (16 nilduieCHCIl, anhydre
(4 mL) placée sous argon. Le mélange reactionnelaggé pendant 2 heures puis est
neutralisé avec de la résine amberlite IR-12Q[HlItré sur coton, concentré et séché sous
vide.

A une solution de disaccharide précedemment olteBuy, 2.75 mmol) et deeJACS
(180 mg) dans le DMF (18 mL), est ajouté 6 foisésues 20 minutes, du 2-méthoxypropéne
(342 pL, 3.57 mmol, 1.3eq). De la £ (960 pL) est ensuite additionnée et la solution est
concentrée. Le mélange est dilué avec de I'AcCifpHase organique est lavée avec une
solution de NaHC®@saturée puis plusieurs fois avec une solution @€llsaturée, séchée sur
MgSQ, et concentrée. Une purification par chromatogmapiash sur colonne de silice
(AcOEt/toluéne 3 : 2 avec 0.2% del&} donne le produit désiré (0.96 g, 60 %) sousteé
d’'une poudre blanche.

[a] 2 -29 € 1.05, CHCY).

F 214°C (-PrOH).

RMN H (CDCls3, 250 MHz). &(ppm) 7.81-7.41 (m, 7H, Ar), 7.09 (d, 18k . 6.5Hz,
NH GalN), 5.22 (d, 1HJ; > 8Hz, H-1 GalN), 4.96 (Abq, 2H, K-Ar), 4.83 (d, 1HJ;» 7Hz,
H-1 GIcA), 4.59 (dd, 1HJ; 4 3Hz,J, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.47 (dd, 1H,s<1Hz, H-4 GalN),
4.15-4.03 (m, 3H, H-4 GIcA, H-6a et H-6b GalN), B, 3H, COOEl3), 3.84-3.78 (m, 2H,
H-2 GalN et H-5 GIcA), 3.55-3.39 (m, 2H, H-2 et H=3cA), 3.47-3.45 (m, 1H, H-5 GalN),
3.28 (d, 1HJon 4 2HzZ, CH), 1.49, 1.46, 1.40, 1.36 (4s, 12H, E{%), isopropylidene).

RMN **C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 168.93, 161.89 (2C, C-6 GIcA et C=0),
133.32, 133.24, 128.39, 128.03, 127.82, 126.24 (Y, 112.25, 103.42 (2CC(CHs),),
99.17, 97.80 (2C, C-1 GalN et C-1 GIcA), 92.46 (Xls), 79.45, 75.91, 75.81, 75.71,
70.96, 68.73, 66.70 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-B,C-4, C-5 GIcA), 71.51 (1EH,-Ar),
62.94 (1C, C-6 GalN), 55.24, 52.92 (2C, C-2 GalNC&OCHj3), 26.80, 26.62 (4C, CHa)2
isopropylidéne).

ES-SM: mz 732 [M-HJ, 718 [M-CHy]” pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &HssCIsNO,, @ C, 52.29 ; H, 5.21; N, 1.91;
trouvée C, 52.47 ; H, 5.32 ; N, 1.78.
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VIII- Partie expérimentale

coMe
o

o 2 o CsgH47ClI3N202
*Xo o ~"nHz| MW = 958.16 g.mol

OAC NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-acétyl-4-O-lévulinoyl-3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid3-D-
galactopyranoside (137a)

Un mélange dimidate 93a (262 mg, 0.28 mmol), de 2-
benzyloxycarbonylaminoéthanol (100 mg, 0.51 mmidbeq) et de tamis moléculaire (4A)
dissous dans du GBI, anhydre (2.6 mL) sous argon, est agité 30 minatésmpérature
ambiante. Une solution de TMSOT(f dans le toluéend, (42.5 ul, 42 umol, 0.15eqg/imidate)
est ajoutée et la solution est agitée a nouveadgmerB80 minutes puis est neutralisée avec
EtN (18 uL, 0.13 mmol, 3eq/TMSOTT), filtrée sur célite etno@ntrée. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {Clblacétone 12 : 1 avec 0.1% deNBtdonne
le produit désiré et 'alcool résiduel en excésinAfe pouvoir séparer ces deux produits, le
mélange est dissous dans la pyridine (2 mL), sogsna et du TBDMSCI (145 mg, 0.96
mmol, 1.5eq) est ajouté a la solution. Le mélamgetionnel est agité une nuit sous argon a
température ambiante, puis est dilué avec duGEHLa phase aqueuse est extraite avec du
CH.ClI,, la phase organique est ensuite lavée avec ungasode NaHCQ saturée, séchée
sur MgSQ, et enfin concentrée. Une purification par chrargedphie flash sur colonne de
silice (CHCl,/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNbtdonne le produit désiré (147 mg, 54%) sous
la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +8 (€ 0.97, CHCY).

RMN H (CDCls3, 250 MHz) &(ppm) 7.33-7.21 (m, 5H, Ph), 7.09 (d, 1, 7.5Hz,
NH GalN), 5.33 (dd, 1HJ45<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 GalN), 5.10-4.97 (m, 5H, H-3, H-4 GIcA,
CH2-Ph et HC(0)O), 4.89-4.81 (m, 1H{-2 GIcA), 4.71 (d, 1HJ, >, 8Hz, H-1 GalN), 4.64
(d, 1H,J;» 8Hz, H-1 GIcA), 4.39 (dd, 1HL 3 11Hz, H-3 GalN), 4.08 (dd, 1Hs ¢26HZ, Jsa6b
11.5Hz, H-6a GalN), 3.99-3.95 (m, 2H, H-6b GalNHb GIcA), 3.81-3.71 (m, 2H, H-5
GalN et O-CH,), 3.63 (s, 3H, CO0RB;3), 3.62-3.57 (m, 2H, H-2 GalN et OHp), 3.31-3.21
(m, 2H, (H,-N), 2.63-2.59 (m, 2H, B, Lev), 2.42-2.33 (m, 2H, B, Lev), 2.07, 2.03, 1.96,
1.95 (4s, 15H, 65).

RMN *3C (CDCls, 62.5 MHz) 3(ppm) 209.97 (1C, C=0O Lev), 171.15, 170.64,
170.33, 169.96, 169.49, 166.91, 162.34 (7C, C-6AGIt C=0), 156.52 (1C, NgO)0),
136.51, 128.64, 128.28 (6C, Ph), 99.68, 98.49 (2C,GalN et C-1 GIcA), 92.44 (1CCls),
73.77,72.59, 71.94, 71.52, 70.90, 69.24, 68.22 /3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4 et C-5
GlcA), 70.90 (1C, CGcH,), 66.99 (1CCH,-Ph), 62.25 (1C, C-6 GalN), 55.23, 53.11 (2C, C-2
GalN et CO@H;3), 41.04 (1C,CH2-N), 37.67, 27.74 (2CCH, Lev), 29.75 (1CCHjs; Lev),
20.89, 20.78, 20.75, 20.08 (4C, OC(biy).

ES-SM: mvz 955 [M-H] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢gH47/CIsN2Oy: C, 47.64 ; H, 4.94 ; N, 2.92;
trouvée C, 47.56 ; H, 5.02 ; N, 2.85.
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VIII- Partie expérimentale

o OMe % 6 CsgHs55CI3N2020
¥ o ~"SnHz| MW = 1206.45 g.mot

OBz NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidq3-D-
galactopyranoside (137b)

Un mélange d’'imidat®3b (1 g, 0.85 mmol), de 2-benzyloxycarbonylaminoétian
(300 mg, 1.53 mmol, 1.8eq) et de tamis molécul@?e dissous dans du GBI, anhydre (10
mL) sous argon, est agité 30 minutes a températmtdante. Puis une solution de TMSOTf
dans le toluene (1M, 124, 0.13 mmol, 0.15eqg/imidate) est ajoutée et latsmh est agitée a
nouveau pendant 30 minutes puis est neutralisée &N (54 pL, 0.38 mmol,
3eqg/TMSOTY), filtrée sur célite et concentrée. Uneification par chromatographie flash sur
colonne de silice (AcOEt/toluéne 1 : 1 avec 0.1%Edd&) donne le produit désiré (918 mg,
89%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +44 € 1.0, CHCH).

RMN *H (CDCls, 250 MHz). 3(ppm) 8.09-7.31 (m, 25H, Ar), 6.88 (d, 1Byn.
6.5Hz, NH GalN), 5.88 (dd, 1HJ, s=<1Hz, Js 4 3Hz, H-4 GalN), 5.58 (dd, 1H3 4 9.5Hz,J, 3
10Hz, H-3 GIcA), 5.42 (dd, 1HL 5 10Hz, H-4 GIcA), 5.21 (dd, 1Hl, » 7.5 Hz, H-2 GIcA),
5.18-5.10 (m, 1H, NC(0)0), 5.08 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1 GalN), 5.04 (s, 2H,H5-Ph), 4.98
(d, 1H, H-1 GIcA), 4.82 (dd, 1HJ,5 11Hz, H-3 GalN), 4.45-4.40 (m, 2H, H-6a et H-6b
GalN), 4.21 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.13-4.08 (m, 1H,3HzalN), 3.89-3.71 (m, 2H, H-2 GalN et
O-CHy), 3.72 (s, 3H, COORB;3), 3.71-3.62 (m, 1H, 0-8,), 3.41-3.29 (m, 2H, B>-N), 2.62-
2.37 (m, 4H, €, Lev), 2.02 (s, 3H, 83 Lev).

RMN C (CDCls, 62.5 MHz)} 3(ppm) 204.78 (1C, C=O Lev), 170.13, 165.88,
165.23, 164.64, 164.58, 163.82, 161.46 (7C, C-6AGt C=0), 155.45 (1C, N&(O)0),
136.99, 135.53, 132.46, 132.32, 129.19, 129.01,9828128.88, 128.72, 128.69, 128.16,
127.97, 127.74, 127.60, 127.57, 127.50, 127.46,3627127.21, 124.42 (30C, Ar), 99.48 (1C,
C-1 GIcA), 98.15 (1C, C-1 GalN), 91.07 (1CCl3), 72.73, 71.83, 71.35, 71.05, 70.69, 68.69,
68.34 (7C, C-3, C-4, C-5 GalN, C-2, C-3, C-4, C-BA3, 68.52 (1C, OcH,), 65.81 (1C,
CH,-Ph), 61.88 (1C, C-6 GalN), 55.23, 52.12 (2C, C&Nset COQCH3), 39.97 (1CCH.-
N), 36.77, 26.80 (2GCH, Lev), 20.58 (1CCHs Lev).

ES-SM: m/z 1229 [M+Na] pour®Cl

Analyse élémentairecalculée pour §HssCIsN2O0 + 2 H,O: C, 56.07 ; H, 4.79 ; N,
2.25 ; trouvée C, 56.20 ; H, 4.26 ; N, 2.47.
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VIII- Partie expérimentale

NHTCA COZMeO o C H Cl N O
AcO O
B?O o ~ " NNhz 671165\~ 161N3J26

© oz NHTCA MW = 1540.99 g.mét

AcO  “OAc
11 I I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidg3-
D-galactopyranosyl)-(+-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranoside (138)

Un mélange d’accepteur21b (200 mg, 0.18 mmol), d’'imidatél (193 mg, 0.33
mmol, 1.8eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoaasddu CHCl, anhydre (2 mL) sous
argon, est agité 30 minutes a température ambidmie solution de TMSOTf dans le toluéne
(1M, 66 pl, 66 umol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutée et la smiuest agitée a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée avec &M\ (25 L, 0.19 mmol, 3eq/TMSOTY),
filtrée sur célite et concentrée pour donner undsokose pale. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice (AcCBEtB : 2 avec 0.1% de 48l donne le
produit désiré (64.5 mg, 55%) sous la forme d’uoedpe blanche.

[a] © +10 € 1.01, CHCY).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3(ppm) 8.12-7.25 (m, 25H, Ar), 6.98 (d, 1B\n-
7.5Hz, \H"), 6.83 (d, 1HJyn2 7.5Hz, N\H"), 5.88 (dd, 1HJss<1Hz, J34 3Hz, H-4), 5.54
(dd, 1H,J, 5 = Js4 9Hz, H-3), 5.54 (dd, 1H); , 7Hz, H-2"), 5.20-5.13 (m, 1H, NZ), 5.12
(dd 1H,J4 5<1Hz, Js 4 3Hz, H-4"), 5.07 (dd, 1HJ23 11Hz, H-3"), 5.07 (d, 1HJ., 8Hz, H-
1'), 5.02 (s, 2H, €,-Ph), 4.97 (d, 1H), » 7Hz, H-1'), 4.89 (d, 1H,; , 8Hz, H-1"), 4.82 (dd,
1H, Jo 5 11Hz, H-3), 4.48 (dd, 1H,Js 62 5Hz, Jsaep 12Hz, H-68), 4.40 (dd, 1HJs 6, 7Hz, H-
6b'), 4.29 (dd, 1H,Js5 10Hz, H-4), 4.16-4.09 (m, 2H, H'%et H-8'), 4.05-3.96 (m, 1H, H-
2", 3.91-3.84 (m, 1H, 0-B,), 3.79-3.62 (m, 3H, H2 H-5" et O-(H,), 3.72 (s, 3H,
COOH3), 3.44-3.31 (m, 2H, B,-N), 3.27 (dd, 1H,Js 62 8Hz, Jsasp 12Hz, H-64'), 3.21 (dd,
1H, Js ¢ 6Hz, H-6H"), 1.95, 1.94, 1.93 (3s, 9H, OC(QE).

RMN %C (CDCls;, 100 MHz) &(ppm) 170.14, 169.85, 169.82, 168.63, 166.02,
165.60, 165.01, 164.80, 162.30, 161.68 (10C! @6C=0), 156.23 (1C, NE(0O)O), 136.34,
133.30, 133.25, 133.22, 133.13, 129.94, 129.81,6129129.56, 129.51, 129.49, 129.46,
128.79, 128.44, 128.39, 128.32, 128.13, 128.00 (20§ 100.87 (1C, C-4), 100.05 (1C, C-
1", 98.76 (1C, C-4, 92.40, 91.78 (2CCCls), 75.80 (1C, C-%), 74.12 (1C, C-3, 73.50
(ac, c-g vy 72.05 (1C, C-9, 71.88 (1C, C-5>M), 71.61 (1C, CH), 70.74 (1C, C-%),
70.09 (1C, C-5, 69.80 (1C, C-3, 69.31 (1C, GEH,), 66.62 (1C,CH,-Ph), 66.08 (1C, C-
4"y 62.87 (1C, C-%, 60.16 (1C, C-8), 56.08 (1C, C-3, 53.08 (1C, COCHs), 52.65 (1C,
c-2"), 40.78 (1CCH,-N), 20.53, 20.36, 20.34 (3C, OC(CH>).

ES-SM: m/z 1536 [M-H] pourCl.

Analyse élémentairecalculée pour §HgsCleN3Oz6 + H,O: C, 51.92 ; H, 4.21 ; N
2.70 ; trouvée : C,51.95; H, 4.38 ; N, 2.63.
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VIII- Partie expérimentale

AcO _OAc
OAc NHTCA  COMe
ACO o o Q A o
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come OAC NHTCA MW = 1566.93 g.mot
AcO  “OAc
v 1] [l |

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-aceétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-acétyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamiddg3-D-galactopyranoside (139)

Un mélange d’accepteur2la (150 mg, 0.17 mmol), d’imidat&8 (212 mg, 0.24
mmol, 1.4eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoassddu CHCl, anhydre (1.5 mL) sous
argon, est agité 30 minutes a température ambidmiz solution de TMSOTf dans le toluene
(1M, 36 ul, 36 umol, 0.15eg/imidate) est ensuite ajoutée et latimoilest agitée a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée aved @i5 pL, 0.11 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée
sur célite et concentrée. Une purification par ofatographie flash sur colonne de silice
(AcOEt/toluéne 3 : 1 avec 0.1% des;l®} donne le produit désiré (181.5 mg, 67%) sous la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +6 (c 1.01, CHC)).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz): 3(ppm) 7.33-7.29 (m, 5H, Ph), 6.87, 6.78 (2d, 3k
8Hz, NH' et NH"), 5.46, 5.41 (2dd, 2Hl, s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4 et H-4"), 5.25-5.21 (m, 1H,
NHC(0)0), 5.19-5.01 (m, 5H, H'3H-3Y, H-4Y et (H,Ph), 4.92 (d, 1H); > 8Hz, H-1"),
4.90-4.82 (m, 3H, H'1H-2" et H-2Y), 4.69-4.61 (m, 2H, H1et H-1Y), 4.49, 4.28 (2dd, 2H,
Jo3 11Hz, H-3 et H-3"), 4.20-3.70 (m, 7H, H-6aH-61, H-4", H-5', H-6d", H-68" et H-
5Y, 3.82-3.79 (m, 4H, H2"" H-5, H-5" et O-CH,), 3.82, 3.78 (2s, 6H, COOG), 3.77-
3.65 (m, 2H, H-2""" et O-CH,), 3.47-3.36 (m, 2H, B>-N), 2.11, 2.04, 2.01, 2.00, 1.99, 1.98
(6s, 27H, OC(O)Els).

RMN *C (CDCl;, 62.5 MHz) d(ppm) 169.21, 168.50, 168.31, 166.89, 162.37,
162.11, 161.70 (13C, C'6C-8" et C=0), 156.49 (1C, NE(0O)0O), 136.51, 136.43, 128.61,
128.26, 128.21 (6C, Ph), 100.51, 99.87, 99.44, 081€, C-1, C-1', c-1" et C-1Y), 92.63,
92.32 (2CCCly), 75.18, 74.32, 73.74, 73.65, 72.47, 72.15, 717980, 71.39, 70.98, 70.78,
69.28, 68.76, 68.36 (14C, ¢-&-4, c-58, c-2', c-3', c-4', c-g', c-3", c-4", c-5", c-2,
c-3Y, c-4Y et C-8Y), 69.52 (1C, OCH,), 66.86 (1CCH-Ph), 62.52, 61.81 (2C, C-6t C-
6"), 55.24, 54.87, 53.30, 52.99 (4C, CO@, C-2' et C-2Y), 40.96 (1C,CH»-N), 20.87,
20.80, 20.75, 20.61, 20.52 (9C, OCQB).

ES-SM: m/z 1562 [M-H] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour €gH7:CIgN3Os4: C, 44.46 ; H, 4.57 ; N, 2.68 ;
trouvée C, 44.22 ; H, 4.47 ; N, 2.48.
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VIII- Partie expérimentale

BzO OBz
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L Béwo o ) 0 0w~
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidq3-p-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside (140)

Un mélange d’accepteur21b (650 mg, 0.59 mmol), d'imidat83b (895 mg, 0.76
mmol, 1.3eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoassddu CHCl, anhydre (6.5 mL) sous
argon est agité 30 minutes a température ambildnie solution de TMSOTf dans le toluene
(1M, 152ul, 0.15 mmol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutda eblution est agitée a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée avec &M (64 pL, 0.45 mmol, 3eq/TMSOTY),
filtrée sur célite et concentrée. Une purificatipar chromatographie flash sur colonne de
silice (CHCly/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNBtdonne le produit désiré (1.07 g, 87%) sous
la forme d’'une poudre blanche.

[a] © +18.5 € 1.01, CHCY).

Plage de fusionl31-151°C.

RMN 'H (CDCls, 250 MHz): §(ppm) 8.12-7.10 (m, 45H, Ar), 6.80, 6.78 (2d, 2H,
Jnn2 8Hz, NH' et NH"), 5.83 (dd, 1HJ45<1Hz,J3 4 3Hz, H-4), 5.67 (dd, 1HJ,s<1Hz, J34
3Hz,H-4"), 5.53-5.42 (m, 2H, H-Bet H-3"), 5.32 (dd, 1HJs 4 = J45 10Hz, H-4"), 5.38-5.24
(m, 2H, H-2' et H-2Y), 5.23-5.16 (m, 1H, NC(O)O), 5.14 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1), 5.06 (d,
1H, J.», 8Hz, H-1"), 5.02 (s, 2H, B,-Ph), 4.92, 4.87 (2d, 2H; » 7Hz, H-1' etH-1"), 4.80
(dd, 1H,J,3 11Hz, H-3), 4.69 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"), 4.47 (dd, 1HJ5 62 6HZ, Jsa6p 12Hz,
H-6d), 4.43 (dd, 1H,Js ¢, 7Hz, H-61), 4.32 (dd, 1HJ;4 9.5Hz,J, 5 10Hz, H-4"), 4.16-4.09
(m, 2H, H-8 et H-8Y), 4.05 (d, 1H, H-%), 3.91-3.82 (m, 2H, H-8a et O-CH,), 3.73, 3.66
(2s, 6H, COOG@3), 3.69-3.52 (m, 4H, H!2 H-2", H-6b" et O-CH,), 3.42-3.29 (m, 3H, H-
5" et (H,-N), 3.42-3.29 (m , 4H, B, Lev), 2.00 (s, 3H, 83 Lev).

RMN *3C (CDCls, 62.5 MHz) 3(ppm) 205.73 (1C, C=0O Lev), 171.05, 167.71,
166.72, 166.18, 165.86, 165.60, 165.15, 164.87,56462.42, 161.75 (13C, C-6C-6" et
C=0), 156.37 (1C, NB(0)0O), 136.49, 133.34, 133.12, 130.10, 129.98, 829129.83,
129.69, 129.55, 129.13, 129.01, 128.93, 128.73,5628.28.36, 128.18, 128.05 (54C, Ar),
101.23, 100.37, 98.82, 97.90 (4C, Ca-1', c-1" et C-1Y), 92.32, 91.92 (2QCCls), 74.97,
74.27, 74.12, 73.16, 72.64, 72.26, 72.02, 71.4718%%9.41 (14C, C!3C-4, C-5, C-2', C-
3" c-4' c-5, c3 c4" c5" c2Y c3Y c-4et C-8), 69.52 (1C, OcH,), 66.78
(1C, CH,-Ph), 62.95, 61.89 (2C, C-6t C-8"), 56.33, 56.09, 53.36, 52.94 (4C, G-@-2" et
COQCHj3), 40.93 (1CCH.-N), 37.75, 27.77 (2G3H; Lev), 29.61 (1CCHjs Lev).

ES-SM: m/z 2114 [M-H] pourCl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢iHg:ClsN3Oss @ C, 57.23 ; H, 4.33 ; N 1.98 ;
trouvée : C, 57.23 ; H, 4.13 ; N, 1.82.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidq3-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside (141)

A une solution de tétrasaccharitié0 (1.06 g, 0.50 mmol) dans la pyridine (10 mL)
est ajouté un mélange de pyridine-acide acétiqueazyne monohydrate (12: 8: 1, 10.5
mL). Le mélange réactionnel est agité 8 minutesndptrature ambiante puis est dilué avec
du CHCI,. La phase aqueuse est extraite avec duOGH?2 fois), la phase organique est
ensuite lavée a I'eau, puis avec une solution deQ\@ saturée (3 fois) et enfin a I'eau. Elle
est ensuite séchée sur MgSQ@oncentrée et enfin coévaporée au toluéne (2 foisr donner
un solide blanc. Une purification par chromatograplilash sur colonne de silice
(CH.Cly/acétone 12 : 1) donne le produit désiré (759 mgp)7sous la forme d’'une poudre
blanche.

[a] % +9.5 € 1.01, CHCY).

RMN H (CDCl3, 250 MHz). &(ppm) 8.12-7.09 (m, 43H, Ar), 6.88-6.71 (m, 4HH'N
NH" et 2H Ar), 5.69 (dd, 1HJss<1Hz, Js3 4 3Hz, H-4), 5.59 (dd, 1HJ,s<1Hz, J; 4 3Hz, H-
4"y, 5.46 (dd, 1H), 3 = J3 4 9.5Hz, H-3), 5.34 (dd, 1HJ, 3 = J34 9.5Hz, H-3"), 5.27-5.09
(m, 4H, H-1", H-2', H-2V et NHC(O)0), 5.03 (d, 1H}) > 8Hz, H-1), 4.98 (s, 2H, El,-Ph),
4.89, 4.82 (2d, 2HJ,» 7Hz, H-1' et H-1Y), 4.76, 4.67 (2dd, 2H}, 3 11Hz, H-3 et H-3"),
4.47-4.31 (m, 2H, H-Baet H-6B), 4.26 (dd, 1HJs5 9.5Hz, H-4), 4.09-3.93 (m, 2H, H-%et
H-4Y), 4.02, 3.97 (2d, 2H, H'%®t H-8Y), 3.89-3.78 (m, 2H, 08, et H-64&'), 3.68, 3.61 (2s,
6H, COOQH3), 3.60-3.50 (m, 4H, H2H-2", H-60" et O-CH,), 3.34-3.23 (m, 4H, H'5,
CH2-N et CH).

RMN *C (CDCls;, 62.5 MHz) d(ppm) 169.16, 167.77, 166.39, 166.23, 165.91,
165.69, 165.61, 165.36, 164.92, 164.80, 162.46,846(12C, C-8, C-68" et C=0), 156.43
(1C, NHC(0)0), 136.51, 133.38, 133.22, 130.14, 129.99, 929129.82, 129.71, 129.61,
129.10, 128.99, 128.96, 128.65, 128.60, 128.41,2P28.28.06 (54C, Ar), 101.27, 100.66,
98.83, 97.91 (4C, cl1c-1", c-1" et c-1Y), 92.32, 91.93 (20CCls), 75.00, 74.66, 74.26,
74.13, 73.20, 72.40, 72.06, 71.59, 71.45, 70.11816%9.70 (14C, C'3C-4, C-5, C-2', C-
3, c-4' cg, c3 c4 cs c2Y c-3Y c-4et c-8), 69.55 (1C, OcH.), 66.83
(1C, CH»-Ph), 62.99, 61.75 (2C, C-6t C-8"), 56.40, 56.17, 53.56, 53.38 (4C, C-2-2" et
COQCHj3), 40.96 CH»-N).

ES-SM: m/'z 2018 [M+H] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour 6HssClsN3Os3 + 2 HO : C, 56.04 ; H, 4.36 ; N
2.06 ; trouvée : C, 56.02 ; H, 4.23 ; N, 2.03.
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VIII- Partie expérimentale

OAc

AcO o8y BZO
NHTCA  COMe
Aco&&/%wo O%O&&O\/\ C110H101ClgN4O41
Bz0 NHZ - )
NHTCA CO?MeO ° 0Bz NHTCA MW = 2454.11 g.moj[

BzO “oBz
\% v 11 Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidg3-
D-galactopyranosyl)-(1+-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd@3-D-galactopyranosyl)-(:-4)-
(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-
2-trichloroacétamido-3-D-galactopyranoside (142)

Un mélange d’accepted#1 (200 mg, 0.10 mmol), d'imidatgl (106 mg, 0.18 mmaol,
1.6eq) et de tamis moléculaire (4A) dissous dan€HpCl, anhydre (2 mL) sous argon est
agité 30 minutes a température ambiante. Une salutle TMSOTTf dans le toluéene (1M, 36
ul, 36 umol, 0.2eqg/imidate) est ensuite ajoutée et la slutst agitée a nouveau pendant 30
minutes puis est neutralisée avec de ENEKL5 L, 0.11 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur
célite et concentrée. Une premiére purificationgraomatographie flash sur colonne de silice
(CHxCly/acétone 10 : 1 avec 0.1% deNBt puis une deuxiéme (AcOEt/toluene 2 : 3 avec
0.1% de EiN) donne le produit désiré (210 mg, 85%) sous lméd’'une poudre blanche.

[a] © -3 (¢ 1.03, CHC)).

F 144-145°C iPrOH/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz) &(ppm) 8.09-7.11 (m, 43H, Ar), 6.88-6.82 (m, 3HH'N
et 2H Ar), 6.78 (d, 1HJw2 7Hz, NHY), 6.71 (d, 1H,dwn> 7Hz, NH"), 5.81 (dd, 1H,
Jas<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 5.62 (dd, 1HJss<1Hz, J3 4 3Hz, H-4"), 5.51, 5.49 (2dd, 2Hl, 3 =
Js.4 9Hz, H-3 et H-3Y), 5.27-5.02 (m, 3H, H'2 H-2V et NHC(O)0), 5.18 (d, 1HJ, » 8.5Hz,
H-1'), 5.11 (dd, 1HJss<1Hz, J5 4 3Hz, H-4), 5.06 (d, 1HJ; > 8.5Hz, H-1"), 5.11 (dd, 1H,
Jo.311Hz, H-3), 5.01 (s, 2H, E-Ph), 4.93 (d, 1HJ, , 7.5Hz, H-1), 4.86 (d, 1H,); , 8.5Hz,
H-1V), 4.85 (d, 1H,)); » 7THz, H-1'), 4.80 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-3), 4.67 (dd, 1HJ), 3 11Hz, H-
3"), 4.47 (dd, 1HJs 62 5Hz, Jsa6p 12Hz, H-68), 4.39 (dd, 1HJs¢, 7Hz, H-60), 4.32, 4.23
(2dd, 2H,J, 5 10Hz, H-4' et H-4Y), 4.12-4.07 (m, 1H, H'% 4.05 (d, 2H, H-5et H-8Y), 4.15-
3.94 (m, 1H, H-), 3.92-3.81 (m, 2H, H et O-tH,), 3.73, 3.61 (2s, 6H, COQG), 3.75-
3.54 (m, 5H, H-2 H-2", H-6d", H-5" et O-CH,), 3.44-3.20 (m, 4H, B>-N, H-61" et H-
6a’), 3.09 (dd, 1H,Js ¢, 6HZ, Jsa 6o 12Hz, H-61) 1.95, 1.94, 1.92 (3s, 9H, OC(CHE).

RMN %C (CDCls, 100 MHz) d(ppm) 170.19, 169.88, 168.72, 167.58, 166.03,
165.72, 165.44, 165.42, 165.30, 165.04, 164.72,685462.27, 161.67 (16C, C-6C-6" et
C=0), 156.22 (1C, NB(0)0), 136.33, 133.27, 133.23, 133.20, 133.18, 133129.96,
129.76, 129.63, 129.60, 129.55, 129.52, 129.46,4829129.03, 128.85, 128.78, 128.50,
128.42, 128.38, 128.30, 128.28, 128.04, 127.87 (5%, 101.11, 100.69, 100.05, 98.63,
97.67 (5C, C-1 C-1', c-1", c-1V et C-1), 92.39, 92.06, 91.76 (3CCls), 77.21, 75.95,
74.85, 74.15, 73.95, 73.56, 73.30, 72.24, 72.1288(171.42, 71.23, 70.25, 69.64, 69.49,
66.08 (17C, c3c-4, c-5, c-2', c-3', c-4', c-¢, c-3" c-4" c-5" c-2Y c-3 c-4
C-5Y, C-3', C-4' et C-B), 69.38 (1C, OcH,), 66.64 (LCCH»-Ph), 62.81, 61.62, 60.13 (3C,
C-6, C-8" et C-6), 56.22, 55.86, 53.21, 53.00, 52.56 (5C,'c2" C-2' et COQCHS),
40.78 (1CCH2-N), 21.59, 20.41, 20.38 (3C, OC(CH5).

ES-SM: m/z 2447 [M-H] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GoHi10:ClgN4Os + 3 HO : C, 52.68 ; H, 4.30 ;
N 2.23 ; trouvée : C, 52.45; H, 4.25; N, 2.14.
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VIII- Partie expérimentale

NHTCA  COMe

CO,Me NHTCA CO,Me
Ax%% W% Oz

VI Vv WY I |

C121H115ClgN4Oag
MW = 2728.34 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoy!{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-p-galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl
2,3-di-O-benzoyl{f-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (143)

Un mélange d’accepted#1 (209 mg, 0.10 mmol), d'imidat@8 (162 mg, 0.19 mmaol,
1.8eq) et de tamis moléculaire (4A) dissous dan€HCl, anhydre (2 mL) sous argon est
agité 30 minutes a température ambiante. Une salatle TMSOTTf dans le toluene (1M, 37
ul, 37 umol, 0.15eg/imidate) est ensuite ajoutée et latmwllest agitée a nouveau pendant 30
minutes puis est neutralisée avegN\N=¢16 L, 0.11 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur célite et
concentrée. Une purification par chromatograptashisur colonne de silice (AcOEt/toluene
2 : 3 avec 0.1% de gM) donne le produit désiré (154 mg, 55%) sous tenéod’'une poudre
blanche.

[a] 2 +2.5 € 1.02, CHCY).

F 177-179°C {PrOH/EP).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz). &(ppm) 8.09-6.62 (m, 45H, Ar), 6.85 (d, 182 7Hz,
NH'), 6.85 (d, 1HJnn 2 7Hz, NHY), 6.85 (d, 1HJyn.2 7Hz, NH"), 5.82 (dd, 1HJ45<1Hz,Js 4
3Hz, H-4), 5.59 (dd, 1H,)ss<1Hz,Js4 3Hz, H-4"), 5.49, 5.47 (2dd, 2Hl, 5 9Hz, Js 4+ 10Hz,
H-3" et H-3"), 5.28-5.01 (m, 10H, H!1H-2" H-1", H-2Y, H-4", H-3", H-4"", CH,-Ph et
NHC(0)0), 4.94-4.78 (m, 3H, H'1H-1V et H-2"), 4.81 (dd, 1HJ,5 11Hz, H-3), 4.89 (d,
1H, J. » 8.5Hz, H-1), 4.68 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"), 4.58 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1"), 4.47-4.31
(m, 2H, H-64 et H-61), 4.30-4.16 (m, 3H, H4 H-3" et H-4"), 4.14-4.07 (m, 1H, H'},
4.02, 3.97 (2d, 2H,5 10Hz, H-3 et H-5Y), 3.96-3.78 (m, 3H, H%, H-5" et O-CH,), 3.74,
3.71, 3.64 (3s, 9H, COQG), 3.79-3.51 (m, 6H, H'2 H-2", H-6d", H-2Y, H-5' et O-CH,),
3.41-3.22 (m, 4H, H-6b, H-6a’ et (H,-N), 3.09 (dd, 1HJsa 60 12HZ,Jgp 5 6Hz, H-61), 2.02,
1.99, 1.97, 1.96, 1.82 (5s, 15H, OC(O)}JH

RMN *C (CDCl;, 62.5 MHz) &(ppm) 169.16, 167.77, 166.39, 166.23,

165.91, 165.69, 165.61, 165.36, 164.92, 164.80,4862161.84 (19C, C'6 C-6Y, C-6" et
C=0), 156.43 (1C, NB(0)0O), 136.51, 133.37, 133.13, 130.14, 129.99, 929129.80,
129.69, 129.59, 129.15, 129.04, 128.94, 128.67,5828.28.49, 128.22, 128.04 (54C, Ar),
101.28, 101.03, 99.91, 98.80, 98.51, 97.73 (6C/, @11', c-1", c-1V, c-1 et C-1"),
92.70, 92.24, 91.92 (3CCls), 75.08, 75.04, 74.96, 74.29, 74.13, 73.95, 7318074, 72.46,
72.41, 72.20, 72.10, 72.06, 71.58, 71.39, 71.28Z®%9.82, 69.65, 69.30, 68.11 (21C,'C-3
c4,c-5, c-2, cd c4 cs,c3 c4 cs" c2Y c3 c4Y csY c3, ca,
c-5’, c-2", c-3"", c-4" et C-5"), 69.54 (1C, OcH,), 66.82 (1C,CH»-Ph), 63.01, 61.81,
61.24 (3C, C-6 C-6" et C-6), 53.38, 56.42, 56.09, 55.03, 53.19, 52.93 (6@, &-2", C-
2" et COQCH3), 40.96 (LCCH,-N), 21.57, 20.87, 20.66, 20.57, 20.41 (5C, OC9)).

ES-SM: m/z 2721 [M-HJ pour®Cl.
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VIII- Partie expérimentale

Analyse élémentairecalculée pour §iH;115ClgN4O49 + 2 HO : C, 52.57 ; H, 4.34 ; N
2.03 ; trouvée : C, 52.39 ; H, 4.35; N, 1.89.
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VIII- Partie expérimentale

CO Me NHTCA  COMe
Le}é W % Oz

NHTCA  COMe

VI V

C144H127/ClgN4Osg
MW = 3032.69 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-1évulinoylf3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl
2,3-di-O-benzoyl{f-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (144)

Un mélange d’accepteur4l (759 mg, 0.34 mmol), d'imidat®3b (705 mg, 0.60
mmol, 1.6eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoassddu CHCl, anhydre (7.6 mL) sous
argon est agité 30 minutes a température ambildnie solution de TMSOTf dans le toluene
(1M, 120pl, 0.12 mmol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutda eblution est agitée a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée avec &M (51 pL, 0.36 mmol, 3eq/TMSOTY),
filtrée sur célite et concentrée. Une purificatipar chromatographie flash sur colonne de
silice (CHCl,/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNBtdonne le produit désiré (754 mg, 66%) sous
la forme d’'une poudre blanche.

[a] ® +5.5 € 1.01, CHC)).

F 150-155°C i-PrOH/EP).

RMN H (CDCls, 400 MHz): 3(ppm) 8.08-7.12 (m, 61H, Ar), 6.86-6.80 (m, 5H, 4H
Ar et NH), 6.74 (2d, 2HJun2 7Hz, NH" et NHY), 5.81 (dd, 1HJ4s<1Hz, J34 3Hz, H-4),
5.59, 5.55 (2dd, 2HJss<1Hz, J; 4 3Hz, H-4" et H-4), 5.51, 5.48, 5.42 (3dd, 3H;3 = J34
9.5Hz, H-3, H-3" et H-3")), 5.37 (dd, 1H,,5 10Hz, H-4"), 5.18, 5.10 (2d, 2H} » 8Hz, H-

1" et H-1Y), 5.24-5.09 (m, 4H, H'2 H-2V, H-2"" et NHC(0)0), 5.07 (d, 1HJ;» 8Hz, H-1),

5.01 (s, 2H, El,-Ph), 4.91 (d, 1HJ,, 7.5Hz, H-1"), 4.87, 4.81 (2d, 2HJ, , 7.5Hz, H-1 et
H-1), 4.79 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-3), 4.68, 4.65 (2dd, 2Hl, 5 11Hz, H-3' et H-3), 4.47 (dd,
1H, Js 62 5HZ, Jsa 6 11.5Hz, H-68, 4.39 (dd, 1HJs 6, 7Hz, H-6B), 4.31, 4.25 (2dd, 2HL 5

9.5Hz, H-4' et H-4Y), 4.10 (d, 1H, H-%), 4.12-4.07 (m, 1H, H!}5 4.03, 3.96 (2d, 2H, H'5
et H-8Y), 3.89-3.82 (m, 3H, H'5, H-5" et O-(H.), 3.73, 3.64, 3.63 (3s, 9H, CO®IE), 3.74-
3.50 (m, 6H, H-2, H-2" H-6d", H-68", H-2" et O-CH,), 3.42-3.24 (m, 4H, H-B8aH-6b’ et
CH»-N), 2.60-2.31 (m, 4H, B, Lev), 2.01 (s, 3H, B; Lev).

RMN **C (CDCls, 62.5 MHz)} 3(ppm) 205.58 (1C, C=0O Lev), 170.87, 167.56,
167.51, 166.57, 166.00, 165.67, 165. 65, 165.45 046 164.96, 164.69, 164.53, 164.37,
162.24, 161.60, 161.54 (19C, ¢;&-6", C-6" et C=0), 156.19 (1C, NE(O)O), 136.29,
133.22, 133.13, 133.14, 132.93, 129.91, 129.78,7P29129.69, 129.60, 129.50, 129.46,
129.36, 128.95, 128.81, 128.72, 128.53, 128.43,382828.25, 128.18, 128.00, 127.82 (78C,
Ar), 101.05, 100.82, 100.15, 98.66, 97.73, 97.588 @6-1, c-1', c-1", c-1V, C-1¥ et C-1),
92.14, 92.04, 91.75 (3@CCls), 74.88, 74.77, 74.13, 73.92, 73.77, 73.48, 7310545, 72.20,
72.16, 72.08, 71.82, 71.35, 71.20, 71.08, 69.6(816%9.24 (21C, C!3C-4, C-5, C-2', C-
3", c4' c8, c3" c4 cs' c2Y c-3 c4Y csY cF, ca, cy, c2 c3
c-4"" et C-5"), 66.60 (1C, OcH,), 62.79 (1CCH.-Ph), 61.53, 61.43 (3C, C-&-6" et C-
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VIII- Partie expérimentale

6), 56.11, 55.93, 55.86, 53.16, 53.02, 52.76 (6Q!,@-2", C-2/ et COGCH3), 40.74 (1C,
CH2-N), 37.56, 27.59 (2GCH, Lev), 29.43 (1CCHs Lev).

ES-SM: m/'z 1512 [M-2HF" pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour G4H127CIgN4Oso + 2 HO : C, 56.36 ; H, 4.30 ; N
1.83 ; trouvée : C, 56.28 ; H, 4.33 ; N, 1.71.
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VIII- Partie expérimentale

come o OBz NHTCA COZMeo o
N0 A B A AN o~z CrashziCloNaOss
o8z NHTCA  COMe 0Bz NHTCA MW = 2934.59 g.mot
BzO OBz
Vi Y% \Y I [ |

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranosyl)-(3-4)- (méthyl
2,3-di-O-benzoyl{f-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (144°)

A une solution d’hexasaccharidd4 (754 mg, 0.25 mmol) dans la pyridine (7.5 mL)
est ajouté un mélange de pyridine-acide acétiqueaayne monohydrate (12 : 8: 1, 5.2 mL).
Le mélange réactionnel est agité 8 minutes a testyrér ambiante puis est dilué avec du
CH.Cl,. La phase aqueuse est extraite avec dpGGKR fois), la phase organique est ensuite
lavée a I'eau, puis avec une solution de Naki€&urée (2 fois) et a I'eau, puis est séchée sur
MgSQy, concentrée et enfin coévaporée au toluene (3 poisr donner un solide blanc. Une
purification par chromatographie flash sur colodessilice (CHCl,/acétone 12 : 1) donne le
produit désiré (604.5 mg, 83%) sous la forme d’poedre blanche.

[a] © +1 (€ 0.99, CHCY).

F 162°C {-PrOH).

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.08-7.12 (m, 62H, Ar), 6.91 (d, 18, 7Hz,
NH'), 6.87-6.76 (m, 5H, N"', NH" et 3H Ar), 5.81 (dd, 1HJss<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 5.61,
5.56 (2dd, 2HJss<1Hz, J3 4 3Hz, H-4" et H-4'), 5.49, 5.42, 5.38 (3dd, 1H;3 = Js4 9.5Hz,
H-3", H-3Y et H-3"), 5.25-5.09 (m, 6H, H'2 H-1", H-2V, H-1", H-2"' et NHC(0)O), 5.06
(d, 1H,J; , 8Hz, H-1), 5.00 (s, 2H, €,-Ph), 4.92, 4.84, 4.81 (3d, 384, 7.5Hz, H-1', H-1"
et H-1""), 4.79 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-3), 4.68, 4.63 (2dd, 2HL 5 11Hz, H-3' et H-3), 4.45
(dd, 1H,Js 625HZ, Jsaen11.5Hz, H-68, 4.38 (dd, 1H,Js ¢, 7Hz, H-6B), 4.30, 4.26 (2dd, 2H,
J3.48Hz,J459.5Hz, H-4 et H-4Y), 4.12-3.95 (m, 5H, H'5H-5", H-5Y, H-4"' et H-5"), 3.89-
3.81 (m, 3H, O-@,, H-5" et H-5), 3.72, 3.67, 3.63 (3s, 9H, CO®IE), 3.72-3.52 (m, 6H,
H-2', H-2", H-6d", H-68", H-2" et O-CH,), 3.40 (d , 1H,Jon 4 3Hz, CH), 3.42-3.22 (m, 4H,
H-6a’, H-6b" et CH,-N).

RMN *°C (CDCl;, 100 MHz) d(ppm) 169.02, 167.61, 167.54, 166.23, 166.06,
165.73, 165.52, 165.44, 165.19, 165.09, 164.75,616464.59, 162.29, 161.66, 161.64 (18C,
c-6', C-6Y, C-6" et C=0), 156.25 (1C, NE(0O)O), 136.35, 133.30, 133.21, 133.18, 133.05,
132.97, 129.98, 129.82, 129.77, 129.64, 129.56,5B29129.42, 129.04, 128.99, 128.94,
128.88, 128.84, 128.79, 128.48, 128.43, 128.30,2128.28.06, 127.87 (78C, Ar), 101.11,
100.87, 100.45, 98.63, 97.71, 97.59 (6C,'ca-1', c-1", c-1V, c-1V et Cc-1"), 92.17,
92.10, 91.76 (30CCls), 77.20, 74.94, 74.78, 74.50, 74.15, 74.07, 731852, 73.49, 73.02,
72.24,71.80, 71.42, 71.26, 71.09, 69.95, 69.38 (213, C-4, Cc-8, c-2', c-3', c-4', Cc-5',
c-3", c4" c-8" c-2v c3 c4 c8 c-3 c4 cy, c2 c3 caetc-5,
69.53 (1C, OCH,), 66.66 (1CCH.-Ph), 62.85, 61.59 (3C, C;6C-6" et C-6), 56.25, 55.99,
53.21, 53.09, 52.78 (6C, C;Z-2", C-2" et COQCH3), 40.79 (LCCH.-N).

ES-SM: m/z 2927 [M-H], 1463 [M-HF pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GaH12:ClgN4O4s + HO @ C, 56.54 ; H, 4.20 ; N
1.90 ; trouvée : C, 56.30 ; H, 4.33 ; N, 1.81.
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BzO OBz BzO OBz

NHTCA  COMe OBz NHTCA  COMe
AcO o Q A B0 o o Q A o
4 B0 o 4 4 B0 o ~NHz
OBz NHTCA  COMe OBz NHTCA
AcO OAC BzO OBz
VII Vi \Y v ] [l |
Ci153H137Cl12N5O0s6

MW = 3367.23 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidg3-
D-galactopyranosyl)-(2-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoylf3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranosyl)-(12-4)-
(méthyl 2,3-di-O-benzoyl3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-
désoxy-2-trichloroacétamidoB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl §3-
D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-D-
galactopyranoside (145)

Un mélange d’accepteur44’ (250 mg, 0.085 mmol), d'imidatél (91 mg, 0.15
mmol, 1.8eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoassddu CHCl, anhydre (2.5 mL) sous
argon est agité 30 minutes a température ambildnie solution de TMSOTf dans le toluene
(1M, 30ul, 0.03 mmol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutéla eblution est agitée a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée aved @O pL, 0.09 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée
sur célite et concentrée. Une purification par ofatographie flash sur colonne de silice
(CH.Cl,/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNBt donne le produit désiré (183 mg, 67%) sous la
forme d’'une poudre blanche.

[a] © -6 (€ 0.99, CHC)).

F 160-162°C it PrOH).

RMN *H (CDCls, 400 MHz). 3(ppm) 8.09-7.55 (m, 63H, Ar), 7.19 (d, 1Byn.
6.5Hz, NH'), 6.98-6.95 (m, 5H, 2H Ar, N"', NH" et NH""), 5.82 (dd, 1HJ4s<1Hz, Js 4 3Hz,
H-4"), 5.59, 5.56 (2dd, 2Hly 6<1Hz,J5.4 3Hz, H-4" et H-4%), 5.51, 5.49, 5.45 (3dd, 3K, 3=
Js.a OHz, H-3, H-3Y et H-3"Y), 5.26-5.19 (m, 2H, H'?'V°“V' et H-2" 'V°“V') 5.18, 5.13 (2d,
2H, Ji, 8.5Hz, H-1' et H-1), 5.15-4.97 (m, 6H, H1 H-2" "V VI H.1" CH,-Ph et
NHC(0)0), 5.10 (d, 1HJss<1Hz, J; 4 3Hz, H-4"), 4.95, 4.89, 4.86 (3d, 3K, 7.5Hz, H-
1", H-1" et H-1"), 4.87-4.82 (m, 1H, HY), 4.78 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-3), 4.59 (2dd, 2H,
Jo.311Hz, H-3' et H-3), 4.46 (dd, 1HJs 62 5HZ, Jeaep 12Hz, H-68), 4.39 (dd, 1HJs ¢ 7Hz,
H-6b), 4.31, 4.27, 4.24 (3dd, 38,5 10Hz, H-4', H-4" et H-4"), 4.11-4.03 (m, 2H, H %t
H-5""V°UVh 4,04, 4.01 (2d, 2H, H'8Y " VietH-5" VouVh "4 02-3.95 (m, 1H, HY), 3.90-
3.78 (m, 4H, H-2 H-5", H-5 et O-CH,), 3.72, 3.61 (2s, 9H, COQG), 3.74-3.52 (m, 6H,
H- 2", H-6d", H-2Y, H-6a’, H-5"" et O-CH,), 3.48-3.19 (m, 4H, H-8b, H-6b" et CH.-N,),
3.17 (dd, 1HJsa6p11Hz,Js 5 6Hz, H-6&"), 3.13 (dd, 1HJ5645Hz, H-64"), 1.95, 1.93, 1.92
(3s, 9H, OC(O)Eis).

RMN C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 170.24, 169.94, 169.91, 168.68, 167.84,
166.08, 165.73, 165.70, 165.52, 165.48, 165.46,3665165.16, 164.84, 164.76, 164.68,
163.72, 162.30, 161.87, 161.73 (22C, '¢-6-6", C-6" et C=0), 156.28 (1C, NE(O)0),
136.25, 133.20, 132.94, 129.93, 129.82, 129.76,7129129.60, 129.56, 129.45, 129.38,
128.98, 128.94, 128.78, 128.69, 128.48, 128.40,3128128.23, 128.19, 127.13, 128.02,
127.99, 127.84 (78C, Ar), 100.94, 100.80, 100.61.01, 99.00, 98.07, 98.01 (7C, €-C-
1", c-1", c-1v, c-1Y, c-1"" et C-1"), 92.32, 92.05, 91.92 (4CCls), 77.20, 75.84, 75.00,
74.94, 74.24, 73.91, 73.74, 73.29, 72.24, 71.7839171.36, 71.32, 71.22, 71.11, 70.62,
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VIII- Partie expérimentale

70.15, 69.62, 69.42, 69.30, 66.02 (24C,'0e34, c-58, c-2', c-3', c-4', c-5', c-3", c-4",
c-5" c-2Y, c-3Y, c-4Y, c-8, c-?, c-4, c-v, c-2", c-3" c-4" c-v' c-3" c-4"et
c-5""), 69.23 (1C, OcH,), 66.63 (1CCH»-Ph), 62.85, 61.56, 60.08 (4C, ¢-6-6", C-6’et
c-6"), 55.74, 55.55, 55.40, 53.19, 53.05, 530.1, 54A3, C-3, C-2" c-2/, c-2" et
COQCHj3), 40.72 (1CCH.-N), 20.56, 20.39, 20.37 (3C, OC(CH)>).

ES-SM: m/'z 1679 [M-HF pour>°Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GaH137Cl1oNsOs + HO @ C, 54.58 ; H, 4.10 ; N
2.08 ; trouvée : C, 54.45; H, 4.18 ; N, 1.99.
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NHTCA CO, Me

NHTCA CO,Me NHTCA CO,Me
(o]
% BZM ~
CO Me
AcO

VI

C164H151Cl12N5064
MW = 3641.46 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-aceétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl
2,3-di-O-benzoyl3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-p-galactopyranosyl)-(2-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-
galactopyranoside (146)

Un mélange d’accepteur44’ (321 mg, 0.11 mmol), d'imidat88 (256 mg, 0.22
mmol, 2eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoussddn CHCI, anhydre (3 mL) sous argon,
est agité 30 minutes a température ambiante. Undasode TMSOTTf dans le toluéne (1M,
44 ul, 44 umol, 0.2eqg/imidate) est ensuite ajoutée et la Eoluest agitée a nouveau pendant
45 minutes puis est neutralisée avesNHRO pL, 0.13 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur célite
et concentrée. Une purification par chromatograpfiesh sur colonne de silice
(AcOEt/toluene 2 : 3 avec 0.1% desl&t donne le produit désiré (260 mg, 65%) sous la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 -4.5 € 1.05, CHCY).

F 165°C (E1O).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) (ppm) 8.06-7.12 (m, 43H, Ar), 6.86 (d, 1Byn-
6.5Hz, NH'), 6.86-6.77 (m, 2H, Ar), 6.78 (d, 1Hyn, 7Hz, N\H"), 6.74, 6.71 (2d, 2Hl\H .2
7Hz, NH" et NHY), 5.81 (dd, 1H,)s s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 5.57, 5.54 (2dd, 2Hl, s<<1Hz, J3 4
3Hz, H-4" et H-4'), 5.47, 5.46, 5.43 (3dd, 3Ky 3 = J3.4 9.5Hz, H-3, H-3V et H-3"), 5.18
(dd, 1H,J45<1Hz, J343Hz H- zt’“) 5.07 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1), 5.25-5.05 (m, 8H, H2 H-
1 12V H-1Y, -2 A, HA et NHC(0)O), 5.02 (s, 2H, Bo-Ph), 4.91 (d, 1HJ1
7.5Hz, H-1"Vou b, 4.89 (d, 1HJ;, 8.5Hz, H-1"), 4.87-4.77 (m, 4H, Hi3H-1" "V 'V H-

At VouVlet 42y 4.65 (2dd, 2H,), 3 11Hz, H-3' et H-3'), 4.57 (d, 1HJ.» 8Hz, H-1V”'),
4.47 (dd, 1HJ5 62 5Hz, Jea6p11.5Hz, H-68, 4.38 (dd, 1H,Js 6, 7Hz, H-6B), 4.30, 4.26, 4.22
(3dd, 3H,Js5 9.5Hz, H-4, H-4" et H-4"), 4.21 (dd, 1HJs4 3Hz, J, 5 11Hz, H-3"), 4.12-
4.07 (m, 1H, H-§, 4.03, 3.99, 3.92 (3d, 3H, H'5H-5 et H-5"), 3.96 (d, 1H,Js5 10Hz, H-
5", 3.89-3.82 (m, 3H, 0-B,, H-5" et H-5'), 3.73, 3.71, 3.64, 3.62 (4s, 12H, COQY;
3.74-3.53 (m, 8H, H!2 H-2" H-6d", H-2", H-6&, H-2""", H-5"" et O-H,), 3.36 (dd, 1H,
Js.6a 6HZ, Jsaep 11Hz, H-64"), 3.29, 3.21 (2dd, 2HIs ¢ 7HZ, Jsa o 11Hz, H-68' et H-6b),
3.40-3.26 (m, 2H, H,-N), 3.09 (dd, 1HJs ¢y 7Hz, Jsaep 11Hz, H-68"), 2.02, 1.99, 1.98,
1.96, 1.82 (5s, 15H, OC(OM3).

RMN C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 170.24, 170.00, 169.50, 169.27, 169.20,
168.30, 167.58, 166.73, 166.06, 165.75, 165.51,4865165.45, 165.29, 165.10, 164.76,
164.69, 164.59, 164.59, 162.31, 161.67 (25C!' 066", C-6", C-6"" et C=0), 156.26 (1C,
NHC(0)0), 136.34, 133.31, 133.21, 129.97, 129.82, 129129.65, 129.61, 129.55, 129.52,
129.42, 129.03, 128.99, 128.88, 128.77, 128.51,4B28128.40, 128.32, 128.29, 128.27,
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128.24, 128.06, 127.87, 127.85 (78C, Ar), 101.1m.85, 100.82 (3C, C!'1C-1V et C-1),
99.75 (1C, c-1"), 98.64 (1C, C-4, 98.36 (1C, c-1"), 97.61 (2C, CH et C-1), 92.53,
92.09, 91.76 (40CCls), 74.90, 74.87, 74.78, 74.11, 73.96, 73.82, 73[8%4, 73.76, 73.48,
72.29, 72.25, 72.06, 71.93, 71.89, 71.41, 71.247,70.71, 69.65, 39.47, 69.15, 67.97 (28C,
c-3, c-4, c-5,c-2', c3, c4 cs, c3' c4" cs' c-2Y c3Y c4Y cs c-F
C-4V, C-5V, C_2VI' C-3V', C_4VI' C_5VI, C-3V”, C_4VII' C_5VII, C-2V”', C-BV'”, c-A" et C-S/”'),
69.40 (1C, OCH,), 66.67 (LCCH.-Ph), 62.85 (1C, C35 61.69, 61.58, 61.08 (3C, Cl6C-
6" et C-6"), 56.23, 56.21, 55.95, 55.87, 53.22, 53.08, 532479 (8C, C-2 c-2", C-2', C-
2" et COQCH3), 40.78 (LCCH.-N), 20.70, 20.50, 20.41, 20.24 (5C, OCQBIy).

ES-SM: m/z 1815 [M-2HF" pour®Cl.
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o NHAC COzMeo o . C67H71N3026
d &0 ° izl MW = 1334.32 g.mot
AcO OAC
I Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranoside (149)

A une solution de trisaccharid88 (135 mg, 87umol) dissous dans Id,N-diméthyl
acétamide (1 mL) et le benzene (3mL) sous argom, &outés successivement de 'AIBN
(150 mg) et dun-BusSnH (212uL, 0.79 mmol, 9eq). La solution est dégazée 30 tema
température ambiante, est ensuite chauffée a 8tGutes les 90 minutes de I'AIBN et du
BusSnH (141puL, 0.52 mmol, 6eq) sont ajoutés (2 fois) puis l&uson est concentrée. Le
produit est précipité a 0°C dans un mélange d'étleepétrole (2 mL) et d'ED (2mL) en
agitant 1 heure, avant d’étre filtré pour donnee poudre jaune pale. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {Clklacétone 2 : 1) donne le produit désiré
(64.5 mg, 55%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] £ +24 € 1.01, CHC)).

F 131°C (E3O/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.12-7.17 (m, 25H, Ar), 6.03 (dd, 18,s<1Hz,
Ja33Hz, H-4), 6.98 (d, 1HJ\n2 9Hz, NH"), 5.63 (d, 1HJnn2 7Hz, NHY), 5.52 (dd, 1H, 3
9Hz, J, 5 7Hz, H-3), 5.29-5.21 (m, 1H, NC(0)O), 5.23 (dd, 1HJ,, 6Hz, H-2'), 5.18 (d,
1H, Ji» 8Hz, H-1), 5.07 (dd, 1H),s<1Hz, J; 4 3Hz, H-4"), 5.03 (s, 2H, E,-Ph), 4.99 (dd,
1H, J, 5 11Hz, H-3"), 4.97 (d, 1H, H-Y), 4.86 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3), 4.60 (d, 1H,J:>
8.5Hz, H-1"), 4.51 (dd, 1HJ45 10Hz, H-4), 4.46 (dd, 1HJs 62a5HZ, Jsa 60 12Hz, H-68), 4.35
(dd, 1H,Js 6, 5Hz, H-61), 4.24 (d, 1H, H-%), 4.13 (dd, 1H, H-5, 3.98-3.91 (m, 1H, H'),
3.87-3.79 (m, 1H, O-B,), 3.78-3.66 (m, 2H, H'5 et O-(H,), 3.77 (s, 3H, COORB3) , 3.48-
3.31 (m, 4H, H-2 H-6d" et CH»-N), 3.21 (dd, 1HJs ¢ 6HZ, Jsa o 12Hz,H-6b"), 1.97, 1.95
(2s, 9H, OC(O)Ei3), 1.90, 1.89, (2s, 6H, NHC(O)M3).

RMN 'C (CDCls, 100 MHz) d(ppm) 171.44, 170.45, 170.42, 170.03, 169.83,
168.56, 166.08, 166.04, 164.92, 164.82 (10C! @6C=0), 156.31 (1C, NE(O)O), 136.48,
133.59, 133.52, 133.25, 133.15, 130.01, 129.77,6829129.54, 129.39, 129.19, 128.88,
128.71, 128.56, 128.44, 128.35, 128.32, 128.05 (20}, 101.15 (1C, C-1), 100.18 (1C, C-
1"), 99.42 (1C, C-, 75.94 (1C, C-4), 74.44 (1C, C-3, 73.64 (1C, C-9, 73.25 (1C, C-
5, 72.26 (1C, C-9), 71.87 (1C, C-9, 70.58, 70.55 (2C, C'Bet C-3"), 70.30 (1C, C-3,
69.24 (1C, OCHy,), 66.61 (1CCH-Ph), 66.03 (1C, C%), 63.03 (1C, C-9, 60.26 (1C, C-
6"), 55.49 (1C, C-3, 52.88 (1C, COCHs), 50.97 (1C, C-%), 40.85 (1C.CH.-N), 23.31,
22.95 (3C, OC(0)8s3), 20.57, 20.51 (2C, NHC(QHs)

ES-SM: m/z 1334 [M+HT.

Analyse élémentairecalculée pour EH71N3O6 + 2 HO : C, 58.73 ; H, 5.52 ; N 3.07
; trouvée : C, 58.58 ; H, 5.55 ; N, 3.06.
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VIII- Partie expérimentale

Ac

HAC COMe
Oz CsgH77N3034
COMe .. NHAC MW = 1360.26 g.mot
C

Ac

I
2-Benzyloxycarbonylam|noethle—(méthyI 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-acétyl-2-désoxyp-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-acétyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-
acétamido-4,6-diO-acétyl-2-désoxyB-D-galactopyranoside (150)

A une solution de tétrasaccharid89 (313 mg, 0.20 mmol) dissous dansNa\-
diméthylacétamide (5 mL) sous argon, sont ajoutésessivement de I'’AIBN (150 mg) et du
n-BusSnH (645uL, 2.40 mmol, 12eq). La solution est dégazée 1 éneurtempérature
ambiante, est ensuite chauffée 2 heures a 80°€,gstiiconcentrée. Le produit est précipité
dans I'éther de pétrole (2 mL) a 0°C pendant 1 éeavant d’étre filtré. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliMeOH 15 : 1) donne le produit désiré
(145 mg, 53%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +8.5 € 1.01, CHCY).

F 159-160°C (AcCOEU/EP).

RMN H (CDCls, 250 MHz): 3(ppm) 7.35 (s, 5H, Ph), 5.91, 5.81 (2d, Jh» 7Hz,
NH' et NH"), 5.39-5.26 (m, 3H, H4H-4" et NHC(0)0), 5.25-5.11 (m, 4H, H"3 H-4" et
CH.-Ph), 5.03 (dd, 1Hl, 3 = J3 4 9Hz, H-3), 4.93-4.80 (m, 3H, Ht"" H-2" et H-2Y), 4.75
(d, 1H,J1, 8.5Hz, H-1°""), 4.68-4.62 (m, 2H, Het H-1V), 4.57-4.42 (m, 2H, H-3t H-
3", 4.09-3.64 (m, 11H, H!5H-6d, H-68, H-4", H-5', H-5", H-6d", H-61", H-5Y et O-
CH,), 3.73, 3.66 (2s, 6H, COQ®G), 3.54-3.41 (m, 4H, H2H-2" et (H.-N), 2.11, 2.04,
2.01, 2.00, 1.99, 1.98 (6s, 33H, OC(®)2t NHC(O)Hs).

RMN *°C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 170.23, 170.15, 169.99, 169.82, 169.40,
167.86, 167.08, (13C, C'6C-8" et C=0), 156.56 (1C, NE(O)O), 136.62 128.64, 128.27
(6C, Ph), 100.07, 99.89, 99.52, 98.12 (4C,'cet1", c-1" et C-1Y), 75.39, 74.77, 74.28,
73.97, 72.62, 72.34, 72.24, 71.46, 71.35, 71.087/069.11, 68.44, 67.91 (14C, -8-4,
c-5, c-2', c3, c4 cs, c3 c4 c5" c-2Y c-3 c-4 et C-8), 69.34 (1C, O-
CH,), 66.82 (1CCH.-Ph), 62.67, 61.87 (2C, C-6t C-8"), 54.55, 54.36, 53.24, 52.95 (4C,
C-2, c-2" et COQCH3), 41.05 (LCCH,»-N), 23.64, 23.58, 22.72, 20.82, 20.70, 20.66, 20.5
(11C, OC(OFH;zet NHC(OXCH,).

ES-SM: m/z 1359 [M+2H].

Analyse élémentairecalculée pour §H77/N3O3,+ 2 HO : C, 49.89 ; H, 5.85 ; N,
3.01; trouvée C, 50.13 ; H, 5.88 ; N, 2.91.
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AcO _OAc BzO
o OBz NHAc COoMe o
AGO J 4 B0 o ~" Nz 110H110N4O041
OBz NHAC

NHAc  COMe MW = 2144.11 g.met

z BzO OBz

Vv v [l Il
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-
benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-4,6-di©O-benzoyl-2-désoxyB-D-
galactopyranoside (151)

OBz
|

A une solution de pentasacchariilé2 (103 mg, 42umol) dissous dans |&l,N-
diméthylacétamide (0.75 mL) et le benzéne (3mLpsangon, sont ajoutés successivement de
'AIBN (150 mg) et dun-BusSnH (152uL, 0.57 mmol, 13.5eq). La solution est dégazée 30
minutes a température ambiante, est ensuite cleaaff80°C, et toutes les 90 minutes de
'AIBN et du n-BusSnH (102uL, 0.38 mmol, 9eq) sont ajoutés (2 fois). La salntiest
concentrée puis le produit est précipité a 0°C dansnélange d’éther de pétrole (2 mL) et
d’Et,O (2 mL) en agitant 1 heure, avant d’étre filtréupdonner une poudre jaune pale. Une
purification par chromatographie flash sur colouleesilice (CHCI,/acétone 2 : 1) donne le
produit désiré (53 mg, 59%) sous la forme d’'unedpeublanche.

[a] 2 +5 (€ 0.91, CHCY).

F 159-160°C (EO/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.07-6.81 (m, 45H, Ar), 5.88 (d, 182 9Hz,
NHY), 5.82 (dd, 1HJ,<1Hz, J; 4 3Hz, H-4), 5.73 (dd, 1HJ45<1Hz, Js 4 3Hz, H-4"), 5.52
(d, 1H, Inn2 9Hz, NH'), 5.51 (dd, 1H) 3 = J3 4 9Hz, H-3), 5.49-5.44 (m, 2H, N" et H-
3Y), 5.29 (dd, 1H,)); , 8Hz, H-2"), 5.20-5.15 (m, 1H, NC(O)O), 5.14-5.10 (m, 2H, H2et
H-1""), 5.04 (dd, 1HJ),<1Hz, J; 4 3Hz, H-4), 5.01 (s, 2H, €>-Ph), 4.98 (d, 1HJ; » 8Hz,
H-1), 4.92 (dd, 1H), 5 11Hz, H-3), 4.91-4.86 (m, 2H, H %t H-1'), 4.86 (d, 1H,); , 8Hz,
H-1"), 4.79 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"), 4.51 (d, 1H,J, » 8.5Hz, H-1), 4.50-4.44 (m, 2H, H-6a
et H4"°“™) 4.31 (dd, 1HJs 60 5HZ, Jsasp 11Hz, H-61), 4.23 (dd, 1H,),5 10Hz, H-4' ™),
4.16 (dd, 1H, H-5°""Y) 4.09-4.05 (m, 2H, H'5et H-8'°" "), 3.99-3.89 (m, 1H, H"9, 3.85-
3.75 (m, 2H, H-8 et O-CH,), 3.72, 3.67 (2s, 6H, COQG), 3.75-3.68 (m, 2H, H5' et O-
CH,), 3.55-3.50 (m, 1H, H-88), 3.46-3.40 (m, 1H, H-8Y), 3.44-3.20 (m, 6H, H2H-2",
H-2Y, H-62’, H-6b’ et CH,-N), 1.96, 1.93, 1.87 (3s, 9H, OC(QNE), 1.76, 1.63, 1.25 (3s, 9H,
NHC(O)CH5).

RMN C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 171.53, 171.18, 170.15, 170.43, 170.06,
169.82, 168.65, 166.87, 166.06, 165.66, 165.59,5B68.65.45, 164.87, 164.69, 164.66 (16C,
C-6', C-8" et C=0), 156.27 (1C, NE{(O)O), 136.48, 133.54, 133.48, 133.20, 133.14,
133.08, 133.03, 130.03, 129.96, 129.79, 129.73,7029129.66, 129.46, 129.43, 129.34,
129.16, 129.04, 128.93, 128.92, 128.71, 128.55,4828128.40, 128.35, 128.31, 128.05,
127.94 (54C, Ar), 101.58, 101.24, 99.88, 99.182345C, C-1, c-1', c-1", c-1V et C-1),
77.32, 75.98, 75.94, 75.81, 74.77, 73.80, 73.54897272.30, 72.25, 71.83, 71.30, 71.28,
70.71, 70.61, 69.91, 69.43, 66.04 (17C,'0c34, c-8, c-2', c-3', c-4', c-58', c-3", c-4",
c-5", c-2Y, c-3Y, c-4Y, c-8Y, C-3’, C-4' et C-5), 69.27 (1C, OcH,), 66.59 (LCCH»-Ph),
63.11, 61.62, 60.26 (3C, C-&-68" et C-6), 55.51, 55.86, 53.13, 52.70, 50.80 (5C,'Ce2
2" C-2/ et COQCH3), 40.83 (1C,CH»-N), 23.21, 23.10, 22.73 (3C, NHC(CH), 20.57,
20.54, 20.51 (3C, OC(@Hs>).

SM-HR(ES) : m/z : calculée pour GH11N4Osr ([M]?9) : 1072.3401 trouvée :
1072.3434.
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VIII- Partie expérimentale

CO Me NHAC CO,Me
W % \/\NHZ C121H124N4049

MW = 2418.33 g.mot

Vi \% v I I
2-Benzyloxycarbonylam|noethyIO-(methyI 2,3,4-tri-O-acétylf3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-acétyl-2-désoxyp-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoy!{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-p-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-
benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-4,6-di©O-benzoyl-2-désoxyB-D-
galactopyranoside (152)

A une solution d’hexasaccharide43 (154 mg, 56umol) dissous dans |&,N-
diméthylacétamide (2 mL) et le benzene (1.5 mL)sangon, sont ajoutés successivement de
I'AIBN et du n-BusSnH (273pL, 1.02 mmol, 18eq). La solution est dégazée 45utem a
température ambiante, est ensuite chauffée a 8tGutes les 90 minutes de 'AIBN et du
BusSnH (136puL, 0.50 mmol, 9eq) sont ajoutés (2 fois). Apres élures, la solution est
concentrée puis le produit est précipité a 0°C dansnélange d’éther de pétrole (2 mL) et
d’Et,O (2 mL) en agitant 1 heure, avant d’étre filtréupdonner une poudre blanche. Une
purification par chromatographie flash sur coloudeesilice (CHCI,/MeOH 19 : 1) donne le
produit désiré (106 mg, 78%) sous la forme d’'unedpe blanche.

[a] © +4 (€ 1.00, CHCY).

F161-162°C (CHCI./EP/EO).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.09-6.77 (m, 45H, Ar), 5.72 (dd, 18,s<1Hz,
Js.4 3Hz, H-4), 5.67 (d, 1HJnn2 7Hz, NHY), 5.54 (dd, 1HJ, =<1Hz, Js 4 3Hz, H-4"), 5.49-
5.43 (m, 3H, H-8, H-3Y et NH'), 5.38 (d, 1HJnn2 7Hz, NH"), 5.28 (dd, 1HJ;,» 7Hz, )3
9Hz, H-2'°"™), 5.22-5.08 (m, 6H, H!1H-2'*""V H-4', H-3"', H-4"' et NHC(O)O), 5.01 (s,
2H, CH,-Ph), 4.94 (d, 1H); , 8Hz, H-1"), 4.89-4.81 (m, 3H, HA* "V H-3" et H-2"), 4.77
(dd, 1H,J, 53 11Hz, H-3), 4.76 (d, 1HJ,, 7THz, H-1°“™) 4.71 (d, 1HJ,, 8Hz, H-1), 4.60
(d, 1H, J1, 8Hz, H-1"), 4.51-4.45 (m, 2H, H-6aet H-3)), 4.33 (dd, 1HJs 6, 7HZ, Jsasb
11.5Hz, H-6b), 4.22, 4.18 (2dd, 2Hl5 4 9.5Hz,Js 5 10Hz, H-4" et H-4"), 4.09-3.99 (m, 3H,
H-5', H-5' et H-8Y), 3.93 (m, 1H, H-5), 3.82-3.59 (m, 3H, H, H-5' et O-CH,), 3.68,
3.61 (2s, 9H, COO0RB3), 3.53 (dd, 1HJs 64 6HZ, Jsasp 12Hz, H-6d'), 3.48-3.23 (m, 5H, H-
6b", H-62", CH,-N et O-CH,), 3.21-3.08 (m, 4H, H!2H-2" H-2’ et H-61), 2.01, 1.98,
1.97, 1.96, 1.89 (5s, 15H, OC(QY), 1.78, 1.40, 1.30 (3s, 9H, NHC(OHG).

RMN C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 171.29, 171.21, 170.91, 170.14, 170.01,
169.53, 169.25, 169.18, 167.38, 166.82, 166.72,0066165.67, 165.51, 165.03, 164.65,
164.59 (19C, C'§ C-68Y, C-6" et C=0), 156.42 (NB(0O)O), 136.49, 133.52, 133.20,
133.08, 129.98, 129.85, 129.79, 129.74, 129.69,6729129.52, 129.43, 129.16, 128.56,
128.43, 128.36, 128.18, 128.06, 127.88 (54C, A¥),.684, 101.37, 99.48, 99.16, 98.55, 97.89
(6C, c-1, c-1", c-1", c-1V, c-1Y et C-1), 75.98, 75.66, 75.26, 74.82, 74.68, 74.16, 74.01,
72.51, 72.23, 72.12, 71.84, 71.20, 71.02, 70.8®%6%9.02, 67.48, 65.83 (21C, £-8-4,
c-5,c-2,c3 c4 cs ,c3' c4 cs" c-2Y c3 c4 csY, c3 ca, c
c-2', c-3", c-4" et C-5"), 69.54 (1C, OEH,), 66.83 (LCCH»-Ph), 63.15, 61.21 (3C, C-6
et C-8" et C-6), 55.55, 55.54, 53.08, 52.94, 52.71 (6C,'022", C-2 et COGCHs), 40.96
(1C, CH,-N), 23.52, 22.60, 22.32 (3C, NHC(CHl), 20.68, 20.54, 20.45, 20.32, 19.15 (5C,
OC(O)CHs).

SM-HR(ES) : m/z : calculée pour ©iH120N4Os ([M]?*) : 1209.3745 ; trouvée :
1209.3773.
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VIII- Partie expérimentale

OBz Bz

NHAC CO Me NHAc CO Me
AcO
W W \/\NHZ

AcO  “OAc
VII VI \Y v |

C153H149N5056
MW = 3367.23 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxf-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-p-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-
benzoylf3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxy-
D-galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranoside (153)

A une solution d’heptasaccharidet5 (193 mg, 57umol) dissous dans [&,N-
diméthylacétamide (3 mL) et le benzéne (2 mL) sang®n, sont ajoutés successivement de
I'AIBN et du n-BusSnH (368uL, 1.37 mmol, 24eq). La solution est dégazée 45utem a
température ambiante, est ensuite chauffée a 8tGutes les 90 minutes de '’AIBN et du
BusSnH (184uL, 0.68 mmol, 12eq) sont ajoutés (2 fois). Apredetires, la solution est
concentrée puis le produit est précipité a 0°C dansnélange d’éther de pétrole (2 mL) et
d’Et,O (2 mL) en agitant 1 heure, avant d’étre filtr&updonner une poudre jaune pale. Une
purification par chromatographie flash sur coloueesilice (CHCI,/MeOH 19 : 1) donne le
produit désiré (130 mg, 77%) sous la forme d’'unedpe blanche.

[a] © -6 (c 0.98, CHCY).

F 168-170°C (E£/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.02-7.73 (m, 65H, Ar), 5.88 (d, 1B1IJ,H2 9Hz,
NHY"), 5.81 (dd, 1HJss<1Hz, Js.s 3Hz, H-4), 5.69 (dd, 1HJss<1Hz, Js.4 3Hz, H-4" %),
5.52-5.41 (m, 6H, N', H-3", NH" %V, {4l ouV [ 3V ot 4-3¥ 537 (d, 1HJum2 9Hz,
NH" °'Y) 5.28-5.13 (m, 3H, H2V VI gl IV ou VI gy NHC(0)0), 5.10 (d, 1HJ; » 8.5Hz,
H-1""°"Y), 5.12-5.08 (m, 1H, H2"V VY 502 (dd, 1HJ4s<1Hz,Js4 3Hz, H-4"), 4.98 (s,
2H, CH,-Ph), 4.93 (d, 1HJ, » 8Hz, H-1), 4.91 (d, 1HJ; , 8Hz, H-1"°"Y), 4.77 (dd, 1HJs 4
3Hz, J, 53 11Hz, H-3'°*Y), 4.92-4.80 (m, 5H, H'3H-1", H-1", H-3"°"V et H-3"), 4.74 (d,
1H, J;, 8Hz, H-1"), 4.51 (d, 1HJ.» 8.5Hz, H-1"), 4.49-4.45 (m, 2H, H-6at H4" "),
4.31 (dd, 1HJs ¢ 7HZ, Jsaep 11Hz, H-6D), 4.21-4.13 (m, 2H, Hig!V ou Vigr g IV ou vh
4.16 (dd, 1HJs5 10Hz, H-8" "V VY 4.06-3.90 (m, 2H, H'5et H-2"), 4.02 (d, 1H,Js5
10Hz, H-8""V°'YY '3 99 (d, 1H,), 5 10Hz, H-8 "V VY 3.81-3.58 (m, 5H, H'%, H-5', H-5""
et O-CH.), 3.68, 3.65, 3.63 (3s 9H, CO®), 3.55-3.39 (m, 4H, H-84 H-68", H-6a’ et H-
6b"), 3.44-3.20 (m, 7H, , H:2H-2", H-2Y, H-6a"", H-6b"" et CH,-N), 1.96, 1.93, 1.87 (3s,
9H, OC(O)QGHs), 1.34, 130, 1.25 (3s, 12H, NHC(O)I@.

RMN C (CDCls;, 100 MHz) &(ppm) 171.25, 170.48, 170.08, 169.84, 168.68,
166.91, 166.72, 166.07, 165.68, 165.59, 165.52,8064.64.51 (22C, C'6 C-6Y, C-6" et
C=0), 156.28 (1C, NB(0)O), 136.47, 133.54, 133.09, 133.04, 132.99, 030129.96,
129.79, 129.71, 129.66, 129.42, 129.35, 128.72,5528128.44, 128.39, 128.36, 128.31,
128.06, 127.92, 127.87 (78C, Ar), 101.63, 101.2885, 99.17, 98.21, 97.82 (7C, &-€-1",
c-1", c-1V, c-1’, c-1"" et C-I'"), 77.21, 75.99, 75.78, 75.61, 75.04, 74.82, 7473632,
73.58, 72.86, 72.25, 72.17, 71.84, 71.28, 71.2015/170.75, 70.61, 69.92, 69.40, 69.04,
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VIII- Partie expérimentale

66.03 (24C, c3c-4, c-5, c-2', c-3', c-4', c-g, c-3" c4" c-58" c-2Y c-3 c-4
c-5Y, c-3, c-4, c-v, c-2", c-3", c-4" c-5' c-3" c-4" et c-5"), 69.26 (1C, O-
CH.), 66.60 (1CCH,-Ph), 63.18, 61.63, 60.27 (4C, ¢-6-6", C-6’ et C-6"), 55.51, 55.47,
55.45, 53.07, 53.00, 52.71 (7C, ¢-¢-2", c-2/, c-2""" et COQCH3), 40.83 (1C.CHx-N),
23.20, 23.07, 22.81, 22.71 (4C, NHC@B}s), 20.58, 20.55, 20.53 (3C, OC(CH)).

ES-SM: m/z 2953 [M+2H].
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VIII- Partie expérimentale

NHAC CO Me NHAC CO Me
O
% % O
CO Me

AcO

VI VII

C164H163N5064
MW = 3641.46 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-acétyl-2-désoxyp-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(+-4)-(méthyl 2,3-di-O-
benzoylf3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxy-
D-galactopyranosyl)-(+-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-2-acétamido-4,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranoside (154)

A une solution d'octasaccharide46 (214 mg, 59umol) dissous dans [I&,N-
diméthylacétamide (3 mL) et le benzéne (2 mL) sang®n, sont ajoutés successivement de
I'AIBN et du n-BusSnH (380uL, 1.41 mmol, 24eq). La solution est dégazée 45utem a
température ambiante, est ensuite chauffée a 8tGutes les 90 minutes de I'AIBN et du
BusSnH (190uL, 0.68 mmol, 12eq) sont ajoutés (2 fois). Au bdet2 heures, la solution est
concentrée puis le produit est précipité a 0°C dansnélange d’éther de pétrole (2 mL) et
d’Et,O (2 mL) en agitant 1 heure, avant d’étre filtréupdonner une poudre blanche. Une
purification par chromatographie flash sur coloudeesilice (CHCI,/MeOH 19 : 1) donne le
produit désiré (100 mg, 53%) sous la forme d’unedpe blanche.

Rq : Si le produit n'est pas totalement réduitpietocole précédent est répété jusqu’'a
réduction compléte.

[a] © -7 (¢ 1.01, CHCY).

F 182°C (AcOEV/EP).

RMN H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.02-6.74 (m, 65H, Ar), 5.71 (dd, 1Hs<1Hz,
Js.4 3.5Hz, H-4), 5.69 (d, 1HJ\n2 6.5Hz, NH"), 5.51, 5.45 (2dd, 2Hl;s<1Hz, Js 4 3Hz, H-
4" et H-4), 5.49-5.41 (m, 4H, H'3 H-3Y, H-3"' et \H""), 5.40-5.35 (m, 2H, N"" et NHY),
5.30-5.11 (m, 6H, H2 H-2V, H-2"", H-3"" H-4""" et NHC(0)0), 5.11 (d, 1HJ); » 7.5Hz,
H-1'), 5.09 (dd, 1H,J,5<1Hz,Js 4 3Hz, H-4""), 5.00 (s, 2H, ©,-Ph), 4.91, 4.89 (2d, 2H) »
8Hz, H-1" et H-1Y), 4.82, 4.76 (2d, 2H}, » 7.5Hz, H-1""V Vet H-1"VoUVY ' 4.92-4.74 (m,
4H, H-3, H-3", H-3"et H-2"), 4.72 (d, 1H ), » 7.5Hz, H-1""V°'Y) 4,70 (d, 1H),» 8.5Hz,
H-1""), 4.58 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1"),4.49-4.43 (m, 2H, H3 et H-64), 4.31 (dd, 1HJs 6p
7Hz, Jsacr 12Hz, H-61), 4.23, 4.16, 4.13 (3dd, 3Hg4 = Jus 9.5Hz, H-4, H-4Y et H-4"),
4.07-3.99 (m, 1H, H'%5, 4.02, 4.01, 3.93 (3d, 3H, H'5H-5Y et H-5"), 3.92 (d, 1H,Js5
10Hz, H-8M), 3.81-3.58 (m, 5H, H'%, H-5', H-5"" et O-CH,), 3.69, 3.67, 3.66, 3.61 (4s,
12H, COO@®s), 3.57-3.06 (m, 12H, H2H-2" H-6d", H-68", H-2", H-6a", H-6b’, H-2"",
H-6a"", H-6b"" et H,-N), 2.01, 1.98, 1.97, 1.96, 1.89, 1.78, 1.38, 1.B29 (9s, 27H,
OC(O)CHg et NHC(O)®Hs).

RMN 'C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 171.19, 170.91, 170.11, 169.96, 169.51,
169..23, 169.17, 167.38, 166.81, 166.71, 166.65,0B5 165.63, 165.47, 165.43, 165.17,
165.00, 164.82, 164.61, 164.54, 164.44 (25C!"' 066", C-6", C-6""" et C=0), 156.26 (1C,
NHC(0)0), 136.44, 133.46, 133.41, 133.03, 129.91,829129.77, 129.74, 129.67, 129.64,
129.61, 129.46, 129.43, 129.36, 129.03, 128.97,9528128.85, 128.50, 128.39, 128.31,
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VIII- Partie expérimentale

128.23, 128.14, 128.00, 127.81 (78C, Ar), 101.68,.39, 101.26 (3C, C'1C-1V et C-1,
99.43 (1C, c-1"), 98.16 (1C, C-4, 98.61 (1C, c-1"), 97.83, 97.77 (2C, C™M et C-1),
77.20, 75.95, 75.57, 75.25, 75.03, 74.77, 74.56077473.98, 72.47, 72.21, 72.17, 72.13,
72.07, 71.78, 71.35, 71.12, 71.01, 70.98, 70.944®9.35, 69.19, 67.47 (28C, £-8-4,
c-5,c-2,c3 c4 cg, c3' c4 cs" c-2Y c3 c4 csY, c3 ca, c,
C_2VI' C-3V', C_4VI' C_5VI' C-3V”, C_4VII' C_S\/II' C-ZV'”, C-BV'”, C-AM et C_s/m), 68.98 (1C,
O-CH,), 66.55 (1C,CH»-Ph), 63.12 (1C, C'§ 61.65, 61.62, 61.15 (3C, C-6C-6’ et C-
6", 55.46, 55.42, 54.24, 53.01, 52.89, 52.68 (8 as-2", C-2/, C-2" et COCCH,),
40.78 (1CCH,-N), 23.45, 22.80, 22.75, 22.66 (4C, NHC(@B)), 20.64, 20.49, 20.41, 20.28
(5C, OC(OCHs3).
ES-SM: m/z 1613 [M+HF".
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VIII- Partie expérimentale

HO _OH

NHACc CO,Na
Ho e Qo Cs2H46N3NaOze
d Ao e vy = 799,72 g.mot

HO “oH

" I I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(sodium{3-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-acétamido-2-désoxy-D-

galactopyranoside (155)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 206uL, 0.21 mmol,
5eq) et de kD, (30%, 103uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution idit@ —10°C de
trisaccharidel49 (55 mg, 41umol) dissous dans du THF (1 mL). Le mélange réantb est
agité pendant 1 heure a -10°C puis toute la nu#napérature ambiante. La solution est
ensuite refroidie a 0°C, puis du MeOH (0.75 mLye¢ solution de NaOH (4M, 36, 1.44
mmol, 35eq) sont ajoutés. Le mélange réactionrtehgit® 4 heures a température ambiante
puis concentré. Le produit est ensuite dissous tHeag distillée (10 mL) et neutralisé avec
de la résine amberlite IR-120[Husqu’a pH 3 (controle pHmétrique). La soluticst ensuite
filtrée sur coton, concentrée puis coévaporée auldistillée (3 fois). Le solide est ensuite
lavé 3 fois a I'acétone (4 mL). Une solution de Ma@®0.1M est ajoutée jusqu’a pH 10, puis
le mélange réactionnel est agité une nuit a tenymérambiante et enfin est concentré. Une
purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I'eanduit au produit désiré (23 mg, 68%)
sous la forme d’une poudre blanche (éluant CCMOBZMeOH/HO 4 : 2 : 1).

[a] © -7 (€ 1.00, HO).

RMN H (D0, 400 MHz). 5(ppm) 7.42 (s, 5H, Ph), 5.12 (s, 2HiEPh), 4.51-4.43
(m, 2H, H-1 et H-1"), 4.50 (d, 1HJ,» 8Hz, H-1'), 4.11 (dd, 1HJ45<1Hz, J3 4 3Hz, H-4),
4.01 (dd, 1H); » 8.5Hz,J, 3 9.5Hz, H-2), 3.95-3.61 (m, 15H, H'3H-5, H-64d, H-6H, H-4",
H-5", H-2" H-3" H-4" H-5" H-6d", H-68", NHC(O)O et O-®,), 3.59 (dd, 1HJ, 3 =
Js4 9.5Hz, H-3), 3.38 (dd, 1H, H-9), 3.35-3.29 (m, 2H, B,-N), 2.06, 1.96 (2s, 6H,
NHC(O)CH).

RMN C (D,O, 100 MHz) &ppm) 175.69, 175.46, 175.26 (3C, &-6t C=0),
158.96 (NHC(0)0), 137.06, 129.44, 129.06, 128.46 (6C, Ph),.aD41C, C-1), 102.12,
101.67 (2C, C-1et C-1"), 80.76, 80.28 (2C, C'3t C-4), 77.05, 75.87, 75.50, 74.34,
73.11, (8C, c-5c-2', c-3', c-5', c-3" et C-8"), 69.22 (1C, OcH,), 68.41 (2C, C-4et C-
4", 67.58 (1CCH.-Ph), 61.69, 61.64 (2C, C-6t C-8'), 52.97, 51.76 (3C, C'2t C-2"),
41.04 (1CCH»-N), 23.13, 22.81 (2C, NHC(GH-).

SM-HR(ES) : m/z : calculée pour €H4/N3NaOys ([M+H] ") : 800.2701 ; trouvée :
800.2691.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-( 2-
acétamido-2-désoxyf3-p-galactopyranosyl)-(1—4)-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—-3)-2-acetamido-2-désoxB-D-galactopyranoside (156)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 1.3 mL, 1.27 mmol,
10eq) et de kD, (30%, 650uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution idiE@a —10°C
de tétrasaccharid@50 (173 mg, 0.13 mmol) dissous dans du THF (4 mL).nh&lange
réactionnel est agité pendant 1 heure a -10°C poés nuit & température ambiante. La
solution est ensuite refroidie a 0°C, du MeOH (3)rat.une solution de NaOH (4M, 1.1 mL)
sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agitéudekea température ambiante, puis dilué
dans I'eau distillée (10 mL) et neutralisé avedaleésine amberlite IR-120[Hjusqu’a pH
2.5 (contréle pHmétrique). La solution est ensuileée sur coton, concentrée puis
coévaporée a I'eau distillée (4 fois). Une solutilenNaOH a 0.1M est ajoutée jusqu’a pH 10,
puis le mélange réactionnel est agité une nuitripéeature ambiante et enfin est concentré.
Une purification sur colonne Sephadex LH-20 daeau’ conduit au produit désiré (78.5 mg,
62 %) sous la forme d’'une poudre blanche (éluarfICBcOEt/MeOH/HO 4 : 2 : 1).

[a] © +17 € 1.05, HO).

RMN *H (D0, 400 MHz). 3(ppm) 7.44 (s, 5H, Ph), 5.11 (s, 2HHEPh), 4.53 (d,
1H, Ji» 8.5Hz, H-1), 4.51 (2d, 2H,); , 8Hz, H-1 et H-1Y), 4.49 (d, 1H,; , 8.5Hz, H-1"),
4.17 (dd, 1HJ,s<1Hz, Js 3 3Hz, H-4), 4.11 (dd, 1HJs<1Hz, Js 5 3Hz, H-4"), 4.02, 3.99
(2dd, 2H,J, 3 11Hz, H-2et H-2"), 3.94-3.89 (m, 1H, O-8,), 3.84-3.68 (m, 11H, H!3H-5,
H-6d, H-6, H-4", H-5', H-3", H-5", H-6d", H-68" et H-8Y), 3.66-3.62 (m, 1H, O-B)),
3.60 (dd, 1H,), 3 8.5Hz,J, 3 9Hz, H-3), 3.53-3.46 (m, 2H, H 3 et H-4"), 3.38 (2dd, 2H, H-
2" et H-2Y), 3.36-3.30 (m, 2H, B,-N), 2.04, 1.96 (2s, 6H, NHC(O)}%).

RMN *3C (D,O, 100 MHz): &ppm) 175.98, 175.60, 175.43, 174.72 (4C,"C&-6"
et C=0), 158.92 (1C, NEOO), 137.03 129.43, 129.05, 128.46 (6C, Ph), 104.89.77 (2C,
c-1" et c-1Y), 102.09, 101.57 (2C, C-&t C-1"), 80.88, 80.77, 80.40 (3C, C-&8-4' et C -
3", 76.45, 75.90, 75.61, 75.47, 74.33, 73.31, 73/@134 (9C, c-5Cc-2', c-3', c-5', c-5",
c-2V, c-3Y, c-4" et C-8Y), 68.40, 68.31 (2C, C'#t C-4"), 69.21 (1C, OcH,), 67.55 (1C,
CH,-Ph), 61.69, 61.61 (2C, C-6t C-8"), 51.74, 51.67 (2C, C'2t C-2"), 41.03 (1CCHy-
N), 23.14, 22.80 (2C, NHC(GH-).

ES-SM: m/z 976 [M+2H-NaJ, 952 [M+H-2Nal].

SM-HR(ES) : W'z calculée pour gHssNaNsO,s ([M+2H-NaJ") : 976.3022 ; trouvée :
976.3004.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(sodium{3-p-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-désox\3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-2-
désoxyf-D-galactopyranoside (157)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir deHLi(1M, 172uL, 0.17 mmol,
10eq) et de kD, (30%, 86L) est ajoutée goutte a goutte a une solution idira —10°C de
pentasaccharidé51 (37 mg, 17umol) dissous dans du THF (1 mL). Le mélange réanto
est agité pendant 1 heure a -10°C puis toute laantempérature ambiante. La solution est
ensuite refroidie a 0°C, puis du MeOH (0.75 mLye¢ solution de NaOH (4M, 234., 0.95
mmol, 55eq) sont ajoutés. Le mélange réactionrnedgit® 4 heures a température ambiante,
puis dilué dans I'eau distillée (10 mL) et neuséliavec de la résine amberlite IR-12Q[H
jusqu’a pH 3 (contrdle pHmétrique). La solution essuite filtrée sur coton, concentrée puis
coévaporée a I'eau distillée (3 fois). Le solideassuite lavé 3 fois a I'acétone (4 mL). Une
solution de NaOH a 0.1M est ajoutée jugu’a un pHpLOs le mélange réactionnel est agité
une nuit a température ambiante et enfin est cdricdone purification sur colonne Sephadex
LH-20 dans I'eau conduit au produit désiré (12 B&f6) sous la forme d’'une poudre blanche
(éluant CCM : ACOEt/MeOH/KD 2 : 2 : 1).

[a] © -9 (€ 1.01, HO).

RMN H (D;0, 400 MHz): 5(ppm) 7.41 (s, 5H, Ph), 5.14 (s, 2HHEPh), 4.54-4.47
(m, 5H, H-1, H-1", H-1", H-1" et H-1"), 4.13, 4.11 (2dd, 2Hl, <<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 et H-
4", 4.04-3.98 (m, 2H, Hi2t H-2"), 3.93 (dd, 1H,J, =<1Hz, Js4 3Hz, H-4'), 3.92-3.56 (m,
21H, H-3, H-5, H-6d, H-68, H-3', H-4", H-5", H-3", H-5", H-6d", H-6b", H-3Y, H-4",
H-5Y, H-2, H-3, H-5', H-62’, H-6b’ et O-CH,), 3.42-3.31 (m, 4H, H!2 H-2V et CH,-N),
2.06, 2.04, 1.96 (3s, 9H, NHC(Oht).

RMN *C (D0, 100 MHz). 5(ppm) 175.69, 175.63, 175.46, 175.30, 175.19 (5C, C
6', C-6" et C=0), 158.96 (1C, NE(0O)0), 129.44, 129.06, 128.46 (6C, Ph), 104.91, 12
101.62, 101.49, 100.66 (5C, ¢-C-1' c-1", c-1V et C-1), 80.97, 80.74, 80.39, 80.23 (4C,
c-3, c-4', c-3" et c-4Y), 77.06, 77.01, 75.88, 75.60, 75.52, 74.37, 747R]14, 73.09,
71.75 (13C, c5¢c-2', c-3', c-5', c-5", c-2Y, c-3Y, c-8Y, C-3' et C-5), 69.23 (1C, O-
CH,), 68.45, 68.41, 68.39 (3C, C-€-4" et C-4), 67.58 (LCCH»-Ph), 61.70, 61.65 (3C, C-
6, C-68" et C-6), 52.98, 51.77, 51.65 (3C, C;Z-2" et C-2), 41.05 (1C,CH>-N), 23.16,
23.13, 22.81 (3C, NHC(@Hs).

SM-HR(ES) : mVz : calculée pour &HssN4sOzoNa ([M+2H-NaJ) : 1179.3816 ;
trouvée : 1179.3839 ; calculée pousedssNsOso ([M+2H-2Naf) : 577.1181 ; trouvée :
577.1880.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-(2-
acétamido-2-désoxyB-b-galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(2-acetamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(3-4)-(sodium{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-2-désoxB-D-galactopyranoside (158)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir deHLi(1M, 254uL, 0.25 mmol,
15eq) et de kD, (30%, 127uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution iciga —10°C
d’hexasaccharidel52 (41 mg, 17umol) dissous dans du THF (1.5 mL). Le mélange
réactionnel est agité pendant 1 heure & -10°C tpui® la nuit a température ambiante. La
solution est ensuite refroidie a 0°C, puis du Me@t mL) et une solution de NaOH (4M,
275 L, 1.1 mmol, 65eq) sont ajoutés. Le mélange réantb est agité 4 heures a
température ambiante, puis dilué dans I'eau dstilLO mL) et neutralisé avec de la résine
amberlite IR-120[H] jusqu'a pH 3 (controle pHmétrique). La solutiost ensuite filtrée sur
coton, concentrée puis coévaporée a l'eau disiiBéeis). Le solide est ensuite lavé 3 fois a
I'EtOH (3x 4 mL). Une solution de NaOH a 0.1M egiwee jusqu’a pH 10, puis le mélange
réactionnel est agité une nuit a température antdbietnenfin est concentré. Une purification
sur colonne Sephadex LH-20 dans I'eau conduit &gyt désiré (17 mg, 71 %) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MeB4®D 2 : 2 : 1).

[a] 2 -21.5 € 1.00, HO).

RMN 'H (D,O, 400 MHz) &(ppm) 7.81-7.30 (m, 5H, Ph), 5.15 (s, 2HH£Ph),
4.52-4.42 (m, 6H, H1H-1", H-1"", H-1V, H-1" et H-1"), 4.16 (dd, 1H),s<1Hz, J; 4 3Hz,
H-4'), 4.11, 4.10 (2dd, 2Hl, s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4" et H-4’), 4.04-3.95 (m, 3H, H2H-2" et
H-2%), 3.94-3.54 (m, 21H, H!3H-5, H-6d, H-6H, H-3', H-4", H-5' H-3" H-5" H-6d",
H-6b", H-3Y, H-4V, H-5Y, H-3", H-5Y, H-6&’, H-6b’, H-5"' et O-CH,), 3.50-3.46 (m, 2H, H-
3" et H-4"), 3.39-3.25 (m, 5H, H2 H-2Y, H-2" et (H,-N), 2.03, 2.02, 1.95 (3s,
NHC(O)CHs5).

RMN *C (D,0, 100 MHz). &(ppm) 175.63, 175.62, 175.47, 174.92 (6C,"C®&-6",
C-6" et C=0), 158.97 (1C, NE(0)0O), 129.45, 129.07, 128.47 (6C, Ph), 104.96,9%4
104.80 (3C, C-4, c-1V et C-1"), 102.14, 101.16, 101.54 (3C, ¢-1C-1" et C-1), 80.94,
80.74, 80.42, 80.37 (5C, C;x-4' c-3", c-4" et C-3), 76.76, 76.75, 75.94, 75.61, 75.52,
74.35, 73.36, 73.08, 73.05, 72.41 (13C,'cs?', c-3', c-5', c-8", c-2Y, c-3Y, c-58Y, C-
5V, c-2"", Cc-3", c-4" et C-5"), 69.24 (1C, OcH,), 68.42, 68.34 (3C, C4C-4" et C-4),
67.58 (1C,CH.-Ph), 63.72, 61.65 (3C, C;6C-6" et C-6), 51.76, 51.69, 51.65 (3C, C-Z-
2" et C-2), 41.06 (LCCH»-N), 23.14, 22.80 (3C, NHC(GH-).

SM-HR(ES) : m/z: calculée pour GH7eN4Oss ([M+3H-3Naf) : 665.2041 ; trouvée :
665.2032.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(sodium{3-p-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-désoxB-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(sodium{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-
désoxyf-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium{3-d-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-
acétamido-2-désoxyf3-p-galactopyranoside (159)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 711puL, 0.71 mmol,
15eq) et de kD, (30%, 3550L) est ajoutée goutte a goutte a une solution idiE@a —10°C
d’heptasaccharidd 53 (140 mg, 47umol) dissous dans du THF (3 mL). Le mélange
réactionnel est agité pendant 1 heure a -10°C tpui® la nuit a température ambiante. La
solution est ensuite refroidie & 0°C, puis du MeQ@F mL) et une solution de NaOH (4M,
0.88 mL, 3.12 mmol, 35eq) sont ajoutés. Le mélarggctionnel est agité 5 heures a
température ambiante puis concentré. Le produitmestite dissous dans I'eau distillée (10
mL) et neutralisé avec de la résine amberlite IBHZ] jusqu’a pH 3 (controle pHmétrique).
La solution est ensuite filtrée sur coton, conaanfpuis coévaporée a I'eau distillée (3 fois).
Le solide est ensuite lavé 7 fois a I'acétone (2.milne solution de NaOH a 0.1M est ajoutée
jusqu’a pH 10, puis le mélange réactionnel estagite nuit a température ambiante et enfin
est concentré. Une purification sur colonne Sephadé20 dans I'eau conduit au produit
désiré (71 mg, 95%) sous la forme d’'une poudredblar(éluant CCM : AcOEt/MeOHAD
1:1:1).

[a] © -4 (€ 0.95, HO).

RMN H (D;0, 400 MHz): 5(ppm) 7.45 (s, 5H, Ph), 5.13 (s, 2HHEPh), 4.51-4.49
(m, 7H, H-1, H-1", H-1", H-1V, H-1, H-1"' et H-1""), 4.12, 4.11 (2dd, 3Hl4s<1Hz, J5 4
3Hz, H-4, H-4" et H-4"), 4.00, 3.99 (2dd, 3HJ, , 8Hz, J, 3 11Hz, H-2, H-2" et H-2), 3.88
(dd, 1H,J;», 8Hz,J, 53 11Hz, H-2"), 3.94-3.67 (m, 23H, H!3H-5, H-64, H-68, H-4", H-5",
H-3", H-5", H-6d", H-68", H-4", H-5Y, H-3', H-5, H-6&’, H-6b’, H-4", H-5"', H-3"", H-
g H-5" H-62", H-6b" et O-CH,), 3.65-3.61 (m, 1H, O-B,), 3.58 (dd, 3HJs 4 3Hz,J> 3
11Hz, H-3, H-3Y et H-3"), 3.41-3.30 (m, 5H, H'2 H-2V, H-2"" et CH»-N), 2.06, 2.03, 1.96
(3s, 12H, NHC(O)Eis).

RMN *C (D,O, 100 MHz) &(ppm) 175.70, 175.64, 175.47, 175.21, 175.12 (7C, C
6', C-8Y, C-6" et C=0), 158.96 (1C, NE(0O)0O), 137.06, 129.47, 129.08, 128.48 (6C, Ph),
104.96, 104.92 (3C, c!1c-1V et c-1"), 102.14, 101.67, 101.52, 101.50 (4C, 'ca-1",
c-1¥ et C-1"), 80.98, 80.76, 80.41, 80.37, 80.26 (6C,'034', c-3", C-4Y, C-3’ et C-4"),
77.01, 76.99, 76.96, 76.93, 75.90, 75.62, 75.585/473.14, 73.09, 71.75 (14C, 6-68-2',
c-3', c-g, c8" c2v c3Y c5Y ¢y, c2 c3' ¢! c-3"et c-5"), 69.27 (1C,
O-CH,), 69.25, 68.42 (4C, C4c-4", C-4’ et C-4"), 67.59 (LCCH.-Ph), 61.74, 61.67 (4C,
c-6, c-8", c-6’ et C-6™), 52.99, 51.78, 51.66 (4C, ¢-x-2", C-2’ et C-2"), 41.09 (1C,
CH»-N), 23.17, 22.84 (4C, NHC(GHs).

SM-HR(ES) : m/z : calculée pour gHgoNsOsNa ([M+3H-2Naf) : 1558.4931 ;
trouvée : 1558.4933, calculée pouktdssNsOs ([M+3H-3Naf) : 766.7438 ; trouvée :
766.7424.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl-B-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-(2-
acétamido-2-désoxyf3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl--b-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(2-acetamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl-B-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-désoxy3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(méthyl-B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-2-désoxy-D-
galactopyranoside (160)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 496uL, 0.49 mmol,
20eq) et de kD, (30%, 247uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution i@ —10°C
d’octasaccharid&@54 (80 mg, 25umol) dissous dans du THF (1 mL). Le mélange réantb
est agité pendant 1 heure a -10°C puis toute laantémpérature ambiante. La solution est
ensuite refroidie a 0°C, puis du MeOH (0.75 mLuee solution de NaOH (4M, 0.53 mL,
2.11 mmol, 85eq) sont ajoutés. Le mélange réacatiorst agité 5 heures a température
ambiante puis concentré. Le produit est ensuitsods dans I'eau distillée (10 mL) et
neutralisé avec de la résine amberlite IR-12D[Hsqu’a pH 3.5 (contrble pHmétrique). La
solution est ensuite filtrée sur coton, concenfréis coévaporée a I'eau distillée (3 fois). Le
solide est ensuite lavé 7 fois a I'acétone (2 nilne solution de NaOH a 0.1M est ajoutée
jusqu’a pH 10, puis le mélange réactionnel estagite nuit a température ambiante et enfin
est concentré. Une purification sur colonne Sephad$-20 dans I'eau conduit au produit
désiré (37 mg, 84%) sous la forme d’'une poudredblar(éluant CCM : AcCOEt/MeOHAD
2:2:1).

[a] 2 -24.5 €0.99, HO).

RMN H (DO, 400 MHz): &(ppm) 7.45 (s, 5H, Ph), 5.13 (s, 2HHEPh), 4.52-4.45
(m, 8H, H-1, H-1", H-1"", H-1V, H-1", H-1"", H-1"" et H-1""), 4.18 (dd, 1H ), s<1HZ, J5 4
3Hz, H-4), 4.12, 4.11 (2dd, 3Hl, s=<1Hz, Js 4 3Hz, H-4", H-4" et H-4"), 4.04-3.97 (m, 4H,
H-2', H-2", H-2" et H-2""), 3.95-3.89 (m, 1H, 0-8,), 3.83-3.55 (m, 24H, H!3H-5, H-64,
H-6b, H-4", H-5', H-3", H-5", H-6d", H-60", H-4", H-5Y, H-3", H-5’, H-6&’, H-61’, H-
g H-5" H-3""' H-5"" H-62", H-6b"", H-5"" et O-CH,), 3.48 (dd, 3H,b 5 9HzZ, J; 4 10Hz,

H-3", H-3" et H- 3", 3.51- 3.45 (m, 2H, H4' et H-4"), 3.41-3.30 (m, 6H, H2 H-2V, H-

2V', H-2V”' et CH»-N), 2.04, 2.03, 1.96 (3s, 12H, NHC(Q)9).

RMN *3C (D,O, 100 MHz) : &(ppm) 176.59, 175.62, 175.44, 175.24, 175.22, 1775.1
(8C, c-8, c-6Y, c-6", C-6™ et C=0), 158.95 (1C, NE(O)O), 137.05, 129.43, 129.05,
128.45 (6C, Ph), 104.96, 104.89, 104.76 (4C/"ca-1V, c-1" et Cc-1'"), 102.11, 101.45
(4c, c-1, c-1", c-1" et Cc-1'"), 80.95, 80.72, 80.34, 80.33 (7C, £3-4', c-3", c-4Y, C-
3Y, c-4" et Cc-3"), 77.05, 77.00, 76.76, 75.94, 75.60, 75.50, 7473836, 73.10, 73.08,
72.44, (17C, c5¢c-2', c-3, c-5', c-5", c-2Y, c-3Y, c-8Y, c-&, c-2/, c-3'", c-5”", C-
s/ c-2/M -3 c-4" et c-5™), 69.22 (1C, OcH,), 68.37, 68.33 (4C, Ct4ac-4", C-4’
et C-4""), 67.56 (1CCH,-Ph), 61.72, 61.63 (4C, C;6C-68", C-6' et C-6"), 51.75, 51.66,
51.62 (4C, C-2 C-2", C-2' et C-2'"), 41.04 (1CCH,-N), 23.14, 22.80 (4C, NHC(@H5).

SM-HR(ES) : m/ z calculée pour §Hg/NsO47 ((M+4H-4NaF) : 854.7599 ; trouvée :
854.7588.
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(2-acétamido-2-désox\B-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl8-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-acétamido-2-
désoxyf-D-galactopyranoside (167)

Le trisaccharidd55 (20 mg, 25umol) est dissous dans I'eau distillée (1.5 mL) et u
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.mddange réactionnel est agité sous
atmosphére de Hballon) 1 nuit a température ambiante, puis itisé sur célite et concentré
pour donner le composé aminé biétl (14 mg, 84%) (éluant CCM : AcOEt/MeOH/ME 1 :
1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment et atdifrdiotinylé (38 mg, 0.08
mmol, 4eq) est dissous dans un mélange de DMF|{BY,5de EtN (75uL) et d’eau distillée
(750 uL). Le mélange réactionnel est agité a températumbiante pendant 1h30, puis
concentré. Le solide est lavé plusieurs fois aved’BtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit dédisénig, 60% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MeB4® 1 :1: 1).

[a] 2 +10 € 1.00, HO).

RMN 1H (D;0, 400MHz) : 3(ppm) 4.63 (ddd, 1HJ. «<1Hz,J.q 5Hz, Jpc 8Hz, H-C),
4.51 (d, 1H,J; » 8Hz, H-1"), 4.50 (d, 1HJ; > 8Hz, H-1), 4.48 (d, 1HJ, , 8Hz, H-1"), 4.44
(dd, 1H,J, ¢ 5Hz, H-b), 4.13 (dd, 1Hl45<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 4.02 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-2),
3.96-3.68 (m, 14H, H'3H-5, H-6d, H-64, H-4", H-5', H-2", H-3", H-4" H-5", H-6d",
H-6b" et CH-r), 3.59 (dd, 1HJ, 5= Js4 9Hz, H-3), 3.41-3.32 (m, 4H, H!2 H-e, (H,-q),
3.19 (dd, 2HJ = Ji; 7THz, CHx-k), 3.01 (dd, 1HJq ¢ 13Hz,H-d"), 2.80 (dd, 1H, H-d), 2.29-
2.23 (M, 4H, El»-i et CHy-0), 2.06, 2.02 (2s, 6H, NHC(O}G), 1.80-1.28 (m, 12H, B,
CHy-g, CH,-h, CHo-l, CH2-m et Hz-n).

RMN 13C (D,O, 100MHz) : &(ppm) 177.59, 177.26, 175.68, 175.35, 175.17 (5C, C
6' et C=0), 165.98 (1C, C-a), 104.93 (1C, '§;101.99, 101.71 (2C, C-&t C-1"), 80.87
(1C, C-3), 80.29 (1C, C-4), 76.99, 76.96, 75.88, 75.53 (4C, -6-5', c-4", c-5"), 74.37
(1c, c-3"), 73.10 (1C, C-9), 71.71 (1C, C-8), 68.77 (1C, C-r), 68.42 (1C, C}462.75 (1C,
C-b), 61.69 (1C, C'§ 60.90 (1C, C-c), 56.05 (1C, C-e), 52.97 (1C,"9;51.77 (1C, C-3,
40.36 (1C, C-d), 39.92, 39.73 (2C, C-k et C-q)38636.18 (2C, C-i et C-0), 28.68, 28.51,
28.34, 26.25, 25.88, 25.66 (6C, C-f, C-g, C-h, Gkm et C-n), 23.12, 22.94 (2C,
NHC(O)CHs).

SM-HR(ES) : m/z: calculée pour @HeeNaNsO20S ([M+H]") : 1005.3950 ; trouvée :
1005.3953.
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MW = 1203.15 g.meét

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-{3-p-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(3-4)-(sodium{f3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-2-désoxB-D-galactopyranoside (168)

Le tétrasaccharid&56 (20 mg, 20umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et une
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.mddange réactionnel est agité sous
atmosphére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé W62 (17.5 mg, 100%) (éluant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment etatdifr@iotinylé (36.6 mg, 0.08
mmol, 4eq) est dissous dans un mélange de DMF |{BY,5de EtN (75uL) et d’eau distillée
(750 pL). Le mélange réactionnel est agité a températumbiante pendant 1 heure, puis
concentré. Le solide est lavé plusieurs fois aved’BtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit dédivénig, 72% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MeB® 1 :1: 1).

[a] ® -2.5 € 0.97, HO).

RMN 'H (D0, 400 MHz). d(ppm) 4.63 (ddd, 1HJ. «<1Hz,J.q 5Hz, Jpc 8Hz, H-C),
4.58-4.48 (m, 4H, H'1 H-1", H-1" et H-1Y), 4.44 (dd, 1HJ, ¢ 5Hz, H-b), 4.19 (dd, 1H,
Jas<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 4.16 (dd, 1HJ4s<1Hz, J34 3Hz, H-4"), 4.02 (2dd, 2H,); > 8.5Hz,
Jo3 11Hz, H-2 et H-2"), 3.96-3.90 (m, 1H, B,-r), 3.85-3.67 (m, 12H, H!3H-5, H-64d, H-
6b, H-4", H-5', H-3", H-5", H-6d", H-61", H-5Y et CH,r), 3.59 (dd, 1HJ34= Js3 9Hz,
H-3"), 3.52-3.47 (m, 2H, H'3 et H-4), 3.41-3.31 (m, 5H, H2 H-2"V, H-e et G1-q), 3.19
(dd, 2H,Jcc = Jc1 7Hz, CH-k), 3.01 (dd, 1HJy ¢ 13Hz, H-d"), 2.80 (dd, 1H, H-d), 2.29- 2.23
(m, 4H, (Ho-i et CH»-0), 2.04, 2.02 (2s, 6H, NHC(OM3), 1.81-1.32 (m, 12H, B,-f, CH-g,
CHz-h, G‘|2-|, CH,-m et G"z-n).

RMN **C (DO, 100 MHz): 3(ppm) 177.60, 177.27, 176.57, 175.61, 175.35, 5.1
(6C, C-8, C-68Y et C=0), 165.97 (1C, C-a), 104.94, 104.79 (2C,"at C-1Y), 101.99,
101.52 (2C, C-1et C-1"), 80.94, 80.84, 80.42 (3C, C-8-4' et C-3"), 77.06, 76.78, 75.96,
75.65, 75.55, 74.39, 73.38, 73.08, 72.46 (9c! w8, c-3', c-¢8', c-8", c-2Y, c-3Y, C-
4V et C-8), 68.76 (1C, C-r), 68.41, 68.33 (2C, tet C-4"), 62.75 (1C, C-b), 61.75, 61.71
(2C, C-6 et C-8"), 60.91 (1C, C-c), 56.05 (1C, C-e), 51.79, 5188, (C-2 et C-2"), 40.36
(1C, C-d), 39.93, 39.74 (2C, C-k et C-q), 36.30,186(2C, C-i et C-0), 28.68, 28.50, 28.34,
26.25, 25.88, 25.66 (6C, C-f, C-g, C-h, C-I, C-nCen), 23.17, 22.94 (2C, NHC(OM).

SM-HR(ES) : m/z calculée pour gH7NaNsO»6S ([M+2H-NaJ) : 1181.4271 ;
trouvée : 1181.4279 ; calculée pousst;sNgO2S (M+2H-2Naf) : 578.2108 ; trouvée :
578.2097.
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxy3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-
désoxyf-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium{3-d-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-
acétamido-2-désoxyB-b-galactopyranoside (169)

Le pentasaccharide57 (15 mg, 12umol) est dissous dans I'eau distillée (1.2 mL) et
une quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutéemélange réactionnel est agité sous
atmosphéere de H(ballon) 4 jours a température ambiante, puis fiéisé sur célite et
concentré pour donner le composé aminé LG8 (10 mg, 77%) (éluant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment et aldifréiotinylé (21 mg, 0.05
mmol, 5eq) est dissous dans un mélange de DMF |{th0de EgN (50 L) et d’eau distillée
(500puL). Le mélange réactionnel est agité a températnreiante pendant 4 heures, puis est
concentré. Le solide est lavé plusieurs fois aved’'lBtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit déedigénig, 59% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcOEt/MeB4® 1 :1: 1).

[a] 2 -2.5 € 1.05, HO).

RMN 1H (D,0, 400MHz) : 3(ppm) 4.62 (ddd, 1HJ. «<1Hz,J.q 5Hz, Jpc 8Hz, H-C),
4.53-4.51 (m, 5H, H'1H-1", H-1", H-1"V et H-1"), 4.43 (dd, 1HJy ¢ 5Hz, H-b), 4.13, 4.11
(2dd, 2H,Js5<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 et H-4"), 4.04-3.97 (m, 2H, Hi2%t H-2"), 3.95-3.68 (m,
20H, H-3, H-5, H-6d, H-68, H-4", H-5' H-3", H-5", H-6d", H-68", H-4Y, H-5Y, H-2",
H-3Y, H-4", H-5', H-6a’, H-6b’ et CH-1), 3.59, 3.58 (2dd, 2Hl, 3=J3 4 9.5Hz, H-3 et H-3Y)
3.41-3.32 (m, 5H, H'2 H-2V, H-e et G12-q), 3.19 (dd, 2HJ}x\c = J; 7Hz, CHx-k), 3.01 (dd,
1H, Jg.¢ 13Hz, H-d"), 2.80 (dd, 1H, H-d), 2.28-2.21 (m, 4EH-i et CH»-0), 2.02, 2.02, 2.01
(38, 9H, NHC(O)(H?,), 1.78-1.22 (m, 12H, Hz-f, CHz-g, G"z-h, G‘|2-|, CH2-m et O‘|2-n).

RMN 13C (D,O, 100MHz) : &(ppm) 177.54, 177.21, 175.64, 175.57, 175.29 (7C, C
6", C-6" et C=0), 165.92 (1C, C-a), 104.95 (2C, et C-1), 102.00, 101.62, 101.51 (3C,
c-1, c-1" et -1, 80.97, 80.83, 80.39, 80.21 (4C, ¢-3-4', c-3" et C-4Y), 77.06, 77.01,
75.88, 75.60, 75.54, 74.84, 74.32, 73.14, 73.0850C, c-5 c-2', c-3', c-58', c-5", C-
2V, c-3Y, c-58Y, c-3' et C-BY), 68.76 (1C, C-r), 68.76, 68.41, 68.39 (3C,'car4" et C-4),
62.75 (1C, C-b), 61.70 (3C, C-&-6" et C-6), 60.90 (1C, C-c), 56.05 (1C, C-e), 52.98,
51.77, 51.63 (3C, C'2c-2" et C-2), 40.36 (1CC-d), 39.92, 39.73 (2C, C-k et C-q), 36.29,
36.18 (2C, C-i et C-0), 28.67, 28.49, 28.34, 262887, 25.65 (6C, C-f, C-g, C-h, C-l, C-m
et C-n), 23.15, 23.13, 22.93 (3C, NHC(@D)s).

SM-HR(ES) : mVz : calculée pour §Hg:N;O3NaS ([M+2H-Naj) : 1384.5065 ;
trouvée : 1384.5046 : calculée pousddsN;Os:S ([M+2H-2Naf) : 679.7505 ; trouvée :
679.7482.
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(2-4)-(sodium{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-désoxy3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(sodium{3-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-acétamido-2-désox-D-
galactopyranoside (170)

L’hexasaccharidd58 (28 mg, 20umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et une
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.mddange réactionnel est agité sous
atmosphére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé 64 (19 mg, 75%) (€luant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment et adifrdiotinyé (27mg, 0.06
mmol, 4eq) est dissous dans un meélange de DMF (j5de EtN (75 pL) et de I'eau
distillée (75uL). Le mélange réactionnel est agité a tempéradambiante pendant 1 heure,
puis est concentré. Le solide est lavé plusieuis dwec de 'EtOH. Une purification sur
colonne Sephadex LH-20 dans I'eau donne le pratistré (17 mg, 63% sur les 2 étapes)
sous la forme d’une poudre blanche (éluant CCMOBZMeOH/HO 1: 1 : 1).

[a] © -8.5 € 0.92, HO).

RMN *H (D20, 400MHz) : 5(ppm) 4.60 (ddd, 1HJ). <1Hz, J. ¢ 5Hz,J»c 8Hz, H-c),
4.53-4.48 (m, 6H, H'1H-1", H-1", H-1V, H-1" et H-1""), 4.43 (dd, 1HJ, . 5Hz, H-b), 4.16
(dd, 1H,J45<11Hz,J5 4 3Hz, H-4), 4.12, 4.11 (2dd, 2Hl4 5<11Hz,J5 4 3Hz, H-4" et H-4),
4.04-3.96 (m, 3H, H-2H-2" et H-2), 3.95-3.67 (17H, H-3H-5, H-6d, H-68, H-4", H-5',
H-3", H-5", H-6d", H-68", H-4Y, H-5Y, H-3, H-5', H-6&’, H-6b’ et H-5"), 3.59 (dd, 2H,
J3.4 9Hz, J3 5, 8Hz, H-3' et H-3Y), 3.53-3.45 (m, 2H, H3 et H-4"), 3.39-3.26 (6H, H-2 H-
2V, H-2", H-e et ®l-q), 3.18 (dd, 2HJx = J; 7Hz, CH-k), 3.00 (dd, 1HJq 4 13Hz, H-
d), 2.79 (dd, 1H, H-d), 2.21-2.28 (m, 4HH&i et CH»-0), 2.02, 2.02, 2.01 (3s, 9H,
NHC(O)CH3), 1.78-1.22 (m, 12H, B,-f, CHx-g, CHy-h, CH,-I, CHo-m et CHz-n).

RMN *3C (D,0, 100MHz) : 8(ppm) 177.60, 177.27, 175.36 (8C, &-6-6", C-6" et
C=0), 165.92 (1C, C-a), 104.94, 104.79, 101.98.8®16C, c-1 c-1', c-1", c-1V, c-1"
et C-1), 80.91, 80.87, 80.42, 80.38 (5C, {-8-4', c-3", C-4" et C-3), 76.68, 76.66,
76.62, 76.60, 75.92, 75.63, 75.61, 75.53, 74.3B5/43.33, 73.04, 73.02, 72.38 (13C,'C-5
c-2', c-3, c-8, c-8" c-2Y, c3Y c8Y c-v, c-2" c-3" c-4"et C-5, 68.42, 68.37,
68.33 (3C, C-4 c-4" et C-4), 68.76 (1C, C-r), 62.75 (1C, C-b), 61.70 (3C6'@t C-8" et
C-6"), 60.90 (1C, C-c), 56.04 (1C, C-e), 51.77, 51®B65 (3C, C-2 C-2" et C-?), 40.35
(1C, C-d), 39.91, 39.72 (2C, C-k et C-q), 36.29, 36.18,(E-i et C-0), 28.67, 28.49, 28.33,
26.24, 25.87, 25.65 (6C, C-f, C-g, C-h, C-I, C-nCen), 23.13, 22.93 (3C, NHC(OM).

ES-MS: m'z 1536 [M+3H-3Na]

SM-HR(ES) : nV z calculée pour gHg4N7O37S ([M+2H-3Na]) : 1536.5410 ; trouvée
: 1536.5398.
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxy3-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(sodium{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-
désoxyf-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium{3-d-glucopyranosyluronate)-(+-3)-(2-
acétamido-2-désoxy3-D-galactopyranosyl)-(3-4)-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-2-acétamido-2-désoxB-D-galactopyranoside (171)

L’heptasaccharidd59 (30 mg, 19umol) est dissous dans I'eau distillée (1.5 mL) et
une quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutéemélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H(ballon) une nuit a température ambiante, puisfidsé sur célite et
concentré pour donner le composé aminé kr6s (27 mg, 100%) (éluant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment etatdifr@iotinylé (27.5 mg, 0.02
mmol, 5eq) est dissous dans un mélange de DMF (B85 de EtN (150 yL) et d’eau
distillée (1.5 mL). Le mélange réactionnel est égittempérature ambiante pendant 1h30,
puis concentré. Le solide est lavé plusieurs feecale I'EtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit de@génig, 85% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcOEt/MeéB4® 1 :1: 1).

[a] 2 -13 € 1.02, BO).

RMN 1H (D,0, 400MHz) : 3(ppm) 4.62 (ddd, 1HJ; «<1Hz, J.¢ 5Hz, Jpc 8Hz, H-C),
4.54-4.45 (m, 7H, H1H-1", H-1", H-1V, H-1¥, H-1"" et H-1"), 4.43 (dd, 1H,), ¢ 5Hz, H-
b), 4.12, 4.11 (2dd, 3H,s<1Hz, J3 4 3Hz, H-4, H-4" et H-4'), 4.04-3.97 (m, 3H, Hi2H-2"
et H-2), 3.95-3.-88 (m, 2H, H? et CH-r), 3.95-3.63 (m, 24H, H!3H-5, H-64d, H-6H, H-
4" H-5' H-3" H-5" H-6d" H-68", H-4Y, H-5Y, H-3, H-5", H-6a’, H-6L’, H-4"", H-5",
H-3", H-a"" H-5"" H-6a", H-6b™ et CH,-r), 3.59, 3.58 (2dd, 3HL 3= Js4 9.5Hz, H-3,
H-3V et H-3"), 3.41-3.31 (m, 6H, H2 H-2Y, H-2"", H-e et ®1,-q), 3.19 (dd, 2HJc = I,
7Hz, CH-k), 3.01 (dd, 1HJqq 13Hz,H-d"), 2.80 (dd, 1H, H-d), 2.28-2.21 (m, 4HHGi et
CH3-0), 2.06, 2.03, 2.02 (3s, 12H, NHC(QYg), 1.78-1.28 (m, 12H, B,-f, CH.-g, CHx-h,
CH2-|, CH,-m et CHz-n).

RMN 13C (D;O, 100MHz) : 8(ppm) 177.57, 177.24, 175.66, 175.59, 175.31, B(5.2
175.14 (9C, C-6 C-68Y, C-6" et C=0), 165.95 (1C, C-a), 104.97 (3C, &-€¢-1V et C-1),
102.01, 101.62, 101.52, 101.46 (4C, 'ca-1", c-1’ et C-1""), 81.02, 80.99, 80.35, 80.21
(6C, Cc-3, c-4', c-3", c-4Y, c-3 et c-4"), 77.07, 77.02, 75.89, 75.61, 75.56, 74.40, 74.35,
73.32, 73.15, 73.13, 73.08, 71.77 (14C,'0s2', c-3', c-8', c-8", c-2Y, c-3Y, c-8Y, C-
5V, c-2/, c-3", c-5", c-3V" et C-5"), 68.77 (1C, C-r), 68.45, 68.41, 68.38 (4C,'cend",
C-4" et C-4"), 62.76 (1C, C-b), 61.73, 61.71 (4C, £-6-6", C-6’ et C-6""), 60.91 (1C, C-
c), 56.05 (1C, C-e), 52.99, 51.78, 51.64 (4C,'0=22", c-2/ et C-2"), 40.36 (1C,C-d),
39.93, 39.74 (2C, C-k et C-q), 36.30, 36.18 (20, &&-C-0), 28.68, 28.50, 28.36, 26.25,
25.88, 25.66 (6C, C-f, C-g, C-h, C-l, C-m et C28,15, 23.13, 22.94 (4C, NHC(CHis).

SM-HR(ES) : m/z : calculée pour &H10NgO4S ([M+3H-3Naf) : 869.3063 ;
trouvée: 869.3078.
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VIII- Partie expérimentale

HO _OH

OH NHAC co, Na
TR TR R N TR
CONa

NHAc C

VI )il VI

C74H112NsNasO48S
MW = 2005.77 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(méthyl-3-p-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(2-4)-(méthyl-B-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-désoxy3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(méthyl-B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl-B-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-acétamido-2-
désoxyf-D-galactopyranoside (172)

L’octasaccharidd 60 (36 mg, 2Qumol) est dissous dans I'eau distillée (1.5 mL)ret u
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.mddange réactionnel est agité sous
atmosphére de H(ballon) une nuit a température ambiante, puisfidsé sur célite et
concentré pour donner le composé aminé 66 (31 mg, 94%) (€luant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment et adifrdiotinylé (42 mg, 0.1
mmol, 5eq) est dissous dans un mélange de DMF (B85 de EtN (150 yL) et d’eau
distillée (1.5 mL). Le mélange réactionnel est égittempérature ambiante pendant 2h30,
puis concentré. Le solide est lavé dix fois aveclB&EOH (2 mL). Une purification sur
colonne Sephadex LH-20 dans I'eau donne le pratisiré (33 mg, 77% sur les 2 étapes)
sous la forme d’une poudre blanche (éluant CCMOBZMeOH/HO 1:1: 1).

[a] © -13 € 1.06, HO).

RMN 1H (D20, 400MHz): &(ppm) 4.62 (ddd, 1H). <1Hz,J. 4 5Hz,J»c 8Hz, H-C),

4.54-4.45 (m, 8H, H'1H-1", H-1", H-1V, H-1Y, H-1, H-1"" et H-1""), 4.43 (dd, 1HJye
5Hz, H-b), 4.17 (dd, 1H], s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 4.12, 4.11 (2dd, 3Hl, s<1Hz,Js 4 3Hz, H-
A" H-4" et H-4""), 4.03-3.94 (m, 4H, H12H-2", H-2" et H-2""), 3.94-3.88 (m, 1H, B.-1),
3.85-3.62 (m, 24H, H!3H-5, H-64, H-68, H-4", H-5', H-3", H-5", H-6d", H-61", H-4",
H-5Y, H-3', H-5', H-6a’, H-6b’, H-4"', H-5, H-3"" H-5"", H-6a", H-6b"", H-5"" et (H.-
r), 3.61-3.55 (m, 3H, H'3 H-3Y et H-3"), 3.52-3.46 (m, 2H, H¥' et H-4""), 3.40-3.29 (m,
7H, H-2', H-2Y, H-2"", H-2""| H-e et B4,-q), 3.18 (dd, 2HJ} i = J; 7Hz, tH,-k), 2.99 (dd,
1H, Jg¢ 13Hz,H-d), 2.79 (dd, 1HH-d), 2.28-2.21 (m, 4H, B,-i et CH»-0), 2.02, 2.01, 2.00
(38, 12H, NHC(O)(B'g), 1.78-1.28 (m, 12H, Hz-f, CHz-g, Q"z-h, Q‘|2-|, CH2-m et O"z-ﬂ)).

RMN 13C (D,O, 100MHz) : &(ppm) 177.60, 177.27, 175.63, 175.35, 175.27, B7/5.2
(10C, c-8, c-6Y, c-6", Cc-6"" et C=0), 165.99 (1C, C-a), 104.95, 104.77 (4C,"cet1V,
c-1"" et c-"), 102.00, 101.47 (4C, C;1c-1", c-1' et C-1""), 80.96, 80.85, 80.40, 80.35
(7c, c-3, c-4', c-3", c-4Y, c-3, c-4" et c-3"), 77.06, 77.04, 76.77, 75.96, 75.63, 75.54,
74.39, 74.35, 73.38, 73.12, 72.46 (17C,'cs?', c-3', c-5', c-8", c-2Y, c-3Y, c-58Y, C-
5V c-2" c-3" c-5 ceM c- M C-3Vil coaVil e c-5", 68.77 (1C, C-r), 68.41, 68.35
(4C, C-4, c-4”', c-4' et C- A", 62.76 (1C, C-b), 61.74 (4C, C-&-8", C-6' et C-6"),
60.91 (1C, C-c), 56.06 (1C, C-e), 51.78, 51.696514C, C-2 C-2", C-2' et C-2"), 40.37
(1C, C-d), 39.93, 39.74 (2C, C-k et C-q), 36.30, 36.1G,(E-i et C-0), 28.69, 28.51, 28.35,
26.25, 25.88, 25.66 (6C, C-f, C-g, C-h, C-I, C-nCen), 23.17, 22.94 (4C, NHC(OM>).

SM-HR(ES): m/z : calculée pour GH11NgOsS ([M+4H-4Naf) : 957.3223 ;
trouvée : 957.3259.
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VIII- Partie expérimentale

Ph

S0 C3oH32ClgN2015
&Mtv &% MW = 873.31 g.mot
A% o
OAC TCAHN 0 cal

NH
O-(Méthyl 2,3,4-tri- O-acétylf3-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-4,6-O-benzylidéne-2-
désoxy-2-trichloroacétamido-10©-trichloroacétimidoyl- a-D-galactopyranose (173)

A une solution de disaccharid@6 (5 g, 6.5 mmol) dissous dans du DMF (50 mL), est
ajouté de 'acétate d’hydrazine (1.07 g, 11.7 mrhdeq). Le mélange réactionnel est agité 1
heure a température ambiante sous flux d’argorsdliation est ensuite versée dans de I'eau
glacée (100 mL), et de I'AcOEt (200 mL) est ajouta. phase agueuse est extraite avec de
I’AcOEt et la phase organique est lavée avec uhdisno de NaCl saturée (4 a 5 fois), puis
séchée sur MgS{et concentrée pour donner un solide blanc.

L’hémiacétal obtenu (4.38 g, 6.02 mmol) est disstarss du dichloroéthane (50 mL).
Le trichloroacétonitrile (6 mL, 60.2 mmol, 10eq)leDBU (135uL, 0.90 mmol, 0.15eq) sont
ajoutés successivement. Le mélange réactionnelgégt 30 minutes a température ambiante
sous flux d’argon puis est concentré. Une purifczapar chromatographie flash sur colonne
de silice (AcOEt/EP 1 : 1 avec 0.1% dgNBtsuivie d’'une recristallisation dans I&x donne
le produit désiré (5.23 g, 54 % sur les 2 étapas$ a forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +67 € 1.00, CHCY).

F 131-132°C (EO).

RMN 'H (CDCl3, 250 MHz). &(ppm) 8.76 (s, 1H, C=N), 7.55-7.30 (m, 5H, Ph),
6.79 (d, 1HJun 2 8Hz, NH GalN), 6.65 (d, 1HJ; » 3.5Hz, H-1 GalN), 5.57 (s, 1H,HGPh),
5.29-5.16 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.02 (dd, 1K, 7.5Hz,J, 3 8.5Hz, H-2 GIcA), 4.82 (d,
1H, H-1 GIcA), 4.76 (ddd, 1HJ, 3 11Hz, H-2 GalN), 4.56 (dd, 1Hjs<1Hz, J34 3Hz, H-4
GalN), 4.39 (dd, 1H, H-3 GalN), 4.33 (dd, 1H,6<1Hz, Jsa6n12.5 Hz, H-6a GalN), 4.12 (d,
1H, Js5 10Hz, H-5 GIcA), 4.08 (dd, 1HJse<1Hz, H-6b GalN), 3.93-3.91 (m, 1H, H-5
GalN), 3.72 (s, 3H, COO3), 2.02 (s, 9H, OC(0)R3).

RMN *°C (CDCl;, 62.5 MHz) 3(ppm) 169.85, 169.54, 169.25, 166.77, 161.66,
160.08 (6C, C-6 GIcA, C=0 et C=NH), 137.33, 129.098.19, 126.14 (6C, Ar), 100.79 (1C,
CH-Ph), 98.85 (1C, C-1 GIcA), 94.40 (1C, C-1 Galdp,23, 90.82 (20CCls), 74.29 (1C, C-
4 GalN), 72.57 (1C, C-5 GIcA), 72.03, 69.06 (2C3@t C-4 GIcA), 71.05 (1C, C-3 GalN),
70.66 (1C, C-2 GIcA), 68.79 (C-6 GalN), 65.26 (15 GalN), 52.99 (1C, COOMe), 49.98
(1C, C-2 GalN), 20.60, 20.50, 20.39 (3C, OCra)).

ES-SM: m/z 893 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢H3.ClgN.Os5 : C, 41.26 ; H, 3.69 ; N, 3.28 ;
trouvée C, 41.11 ; H, 3.58 ; N, 3.09.
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VIII- Partie expérimentale

Ph

of CagHa3ClI3N2017
CO?MEO o MW = 905.13 g.mal
A QM/ © O~z
OAcC NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-O-benzylidene-2-désoxy-2-trichloroacétamid-p-
galactopyranoside (177)

Un mélange dimidate 173 (419 mg, 048 mmol), de 2-
benzyloxycarbonylaminoéthanol (150 mg, 0.77 mmdbed) et de tamis moléculaire (4A)
dans du ChKCl, anhydre (4 mL) est agité pendant 1 heure a teryérambiante sous argon.
A -60°C, le BR.EL,O (1M, 48uL, 0.05 mmol, 0.10eqg/imidate) est ajouté, puisdatson est
agitée jusqu’a ce que la température remonte a&C-208 solution est ensuite neutralisée avec
de la EtN (420 pL, 0.14 mmol, 3eq/BEELO), filtrée sur célite, puis concentrée. Une
purification par chromatographie flash sur colorm®e silice (CHCI,/i-PrOH 19: 1 avec
0.1% de EiN) donne le produit désiré (312 mg, 72 %) soustmé d’une poudre blanche.

[a] 2 +13.5 ¢ 1.00, CHCY).

F 190-192°C (ACOEVEP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) §(ppm) 7.54-7.22 (m, 10H, Ar), 7.06 (d, 1B
6.5Hz, NH GalN), 5.58 (s, 1H, B-Ph), 5.29-5.24 (m, 1H, NC(0)0), 5.25 (dd, 1HJs4 =
Jis 9.5Hz, H-4 GlcA), 5.17 (dd, 1H 38.5Hz, H-3 GlcA), 5.11-5.01 (m, 3H, H-2 GIcA et
CH.-Ph), 5.03 (d, 1H}; 2> 8Hz, H-1 GalN), 4.94 (d, 1H» 7.5Hz, H-1 GIcA), 4.58 (dd, 1H,
J3.43.5Hz,J,3 11Hz, H-3 GalN), 4.44 (dd, 1H,5<1Hz, H-4 GalN), 4.31 (dd, 1Hs ¢<1Hz,
Jsasb 12Hz, H-6a GalN), 4.07 (dd, 1Hse<1Hz, H-6b GalN), 4.02 (d, 1H, H-5 GIcA), 3.96-
3.89 (m, 1H, O-E), 3.85-3.78 (m, 1H, H-2 GalN), 3.71 (s, 3H, CO@{; 3.72-3.65 (m,
1H, O-CH,), 3.50-3.48 (m, 1H, H-5 GalN), 3.45-3.33 (m, 2H{£N), 2.01, 2.00, 1.99 (3s,
9H, OC(O)H>).

RMN !C (CDCIls, 100 MHz): 3(ppm) 169.96, 169.36, 169.16, 167.06, 162.26 (5C,
C-6 GIcA et C=0), 156.35 (1C, NE{0)0O), 137.58, 136.48, 128.84, 128.10, 127.99,026.
(12C, Ph), 100.56 (1GGH-Ph), 99.96 (1C, C-1 GlcA), 98.93 (1C, C-1 Gal®}.20 (1C,
CCls), 75.54 (1C, C-4 GalN), 74.01 (1C, C-3 GalN), T’(3C, C-4 GIcA), 71.93 (1C, C-5
GlcA), 71.18 (1C, C-2 GIcA), 69.09 (1C, CH.), 68.95 (1C, C-3 GIcA), 68.92 (1C, C-6
GalN), 66.68 (1C, C-5 GalN), 66.59 (1CH.-Ph), 54.86, (1C, C-2 GalN), 52.90 (1C,
COQCHj3), 40.87 (1C, E>-N), 20.76, 20.52, 20.44 (3C, OC(CH5).

ES-SM: m/z 922 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour €H43CIsN2O;7: C, 50.37 ; H, 4.78 ; N, 3.09 ;
trouvée C, 50.45 ; H, 4.96 ; N, 2.95.
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VIII- Partie expérimentale

Ph
=0 CsoH4oCIsNO15
come % MW = 868.5 g.mdl
AS\O 0 ONAP
C% NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétylf3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-4,6-O-
benzylidéne-2-désoxy-2-trichloroacétamidm-galactopyranoside (178)

Un mélange d’imidaté73(10 g, 11.4 mmol), de 2-naphthaleneméthanol (8,88.3
mmol, 1.6eq) et de tamis moléculaire (4A) dans ddp@, anhydre (100 mL) est agité
pendant 45 minutes a température ambiante sous.akg®0°C, du BE.ELO (1M, 1.14 mL,
1.14 mmol, 0.10eg/imidate) est ajouté, puis la tsmhu est agitée jusqu’a ce que la
température remonte a -20°C. La solution est emswutralisée avec de lagBHt(477 L,
3.42 mmol, 3eq/BEELO), filtrée sur célite, puis concentrée. Une dissoh dans I'AcOEt a
chaud suivie d'une précipitation avec de I'éthepd&ole et une purification des eaux meres
par chromatographie flash sur colonne de silice (@AACOEtL 1 : 1 avec 0.1% de &)
donne le produit désiré (8.55 g, 86 %) sous la éod'nne poudre blanche.

[a] 2D° -11 € 1.00, CHCY)).

F 250-251°C (AcOEY).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 7.78-7.44 (m, 12H, Ar), 7.05 (d, 183,nn 7Hz,
NH GalN), 5.61 (s, 1H, B-Ph), 5.15-5.11 (m, 3H, H-1 GalN, H-2 et H-4 GlcA)p3 (dd,
1H, J.3=J349Hz, H-3 GIcA), 4.98 (ABq, 2H, B,-Ar), 4.90 (d, 1HJ; » 7.5Hz, H-1 GIcA),
4.67 (dd, 1HJs 4 3.5Hz,J, 5 11Hz, H-3 GalN), 4.45 (dd, 1H, <1Hz, H-4 GalN), 4.40 (d,
1H, Jsaep 12.5Hz, H-6a GalN), 4.12 (dd, 18 g<1Hz, H-6b GalN), 4.00 (d, 1H} 5 10Hz,
H-5 GlcA), 3.91-3.85 (m, 1H, H-2 GalN), 3.70 (s, 3800M®s), 3.54-3.52 (m, 1H, H-5
GalN), 1.99 (s, 9H, OC(O)dz).

RMN *C (CDCls, 100 MHz): 3(ppm) 170.01, 169.37, 169.12, 162.11 (5C, C-6 GIcA
et C=0), 137.69, 134.30, 133.18, 133.09, 128.88.1112 127.89, 127.67, 127.56, 127.11,
126.15, 126.09 (16C, Ph), 100.67 (1CH-Ph), 100.07 (1C, C-1 GlIcA), 97.73 (1C, C-1
GalN), 92.28 (1CCCls), 75.72 (1C, C-4 GalN), 73.88 (1C, C-3 GalN), B2.89.04 (2C, C-3
et C-4 GIcA), 71.96 (1C, C-5 GlcA), 71.22 (1C, GSkA), 71.18 (1CCH.-Ar), 69.06 (1C,
C-6 GalN), 66.71 (1C, C-5 GalN), 55.24 (1C, C-2K§ab2.88 (1C, COGHs), 20.79, 20.55,
20.47 (3C, OC(QJHsy).

ES-SM: m/'z891 [M+Na] pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H4CIsNOss: C, 53.90 ; H, 4.64; N, 1.61 ;
trouvée C, 53.79 ; H, 4.62 ; N, 1.49.
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VIII- Partie expérimentale
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(0]
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%@&w MW = 782.5 g.mof
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NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-O-isopropylidéene3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-
désoxy-4,60-benzylidéne-2-trichloroacétamidoB-D-galactopyranoside (179)

Une solution de MeONa dans le MeOH (quantité cttplg) est ajoutée a une
solution de disaccharid&78 (5.56 g, 6.4 mmol) dans du MeOH anhydre (45 mLdet
CH.Cl, anhydre (25 mL) placée sous argon. Le mélangetioeael est agité pendant 2
heures puis est neutralisé avec de la résine aitebi&+120[H], filtré sur coton, concentré et
séché sous vide.

A une solution de disaccharide précedemment ob{émB g, 6.94 mmol) et de
(x)ACS (480 mg) dans le DMF (48 mL), est ajouté 6sftwutes les 20 minutes, du 2-
méthoxypropéne (36AL, 3.99 mmol, 0.6eq). De la ¥ (864 L) est ensuite additionnée et
la solution est concentrée. Le mélange est dile€ de I'AcOEt, la phase organique est lavée
avec une solution de NaHG®aturée puis plusieurs fois avec une solution d€lNaturée,
séchée sur MgSQ(et concentrée. Une purification par chromatogmflaish sur colonne de
silice (CHCl,/acétone 9 : 1 avec 0.2% del¥t donne le produit désiré (2.84 g, 57 %) sous
la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 -5 (€ 1.01, CHCY).

F 218°C (AcOEt).

RMN *H (CDCl3, 250 MHz). 3(ppm) 7.77-7.32 (m, 12H, Ar), 7.18 (d, 18,1 8Hz,
NH GalN), 5.59 (s, 1H, B-Ph), 5.32 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1 GalN), 4.96 (ABq, 2H, I&-Ar),
4.91 (d, 1HJ; » 7.5Hz, H-1 GIcA), 4.73 (dd, 1Hks 4 3Hz,J, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.46 (dd, 1H,
J45<1Hz, H-4 GalN), 4.40 (d, 1Ha 6, 12.5Hz, H-6a GalN), 4.14-4.03 (m, 2H, H-6 GalN et
H-4 GlcA), 3.94-3.81 (m, 5H, H-2 GalN, H-5 GIcA &00s), 3.57-3.55 (s, 1H, H-5
GalN), 3.53-3.37 (m, 2H, H-2 et H-3 GIcA), 3.26 (H, Js o1 2Hz, CH), 1.40, 1.37 (2s, 6H,
C(CHs)y).

RMN C (CDCl;, 62.5 MHz)} 3(ppm) 169.83, 162.40 (2C, C-6 GIcA et C=0),
137.84, 134.48, 133.33, 133.25, 129.06, 128.41,2128128.04, 127.83, 127.23, 126.42,
126.26, 126.17 (16C, Ph), 112.43 (XCHs),), 102.77 (1C, C-1 GIcA), 100.93 (1CH-
Ph), 97.65 (1C, C-1 GalN), 92.42 (1CCls), 79.50 (1C, C-3 GIcA), 76.21 (1C, C-4 GalN),
75.85 (1C, C-2 GlcA), 75.73 (1C, C-5 GIcA), 74.76C( C-3 GalN), 71.46 (1C, GHAr),
70.93 (1C, C-4 GIcA), 69.34 (1C, C-6 GalN), 66.8€( C-5 GalN), 55.66 (1C, C-2 GalN),
53.08 (1C, COGHs), 26.80, 26.61 (2C, THx)>).

ES-SM: m/'z 799 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢H3sCIsNOy, : C, 55.22; H, 4.89; N, 1.79 ;
trouvée C, 54.97 ; H, 4.96 ; N, 1.70.
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VIII- Partie expérimentale

CsgHaoClI3NO14
coe 0 MW = 841.09 g.mot
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2-Naphtylméthyl O-(méthyl 4-O-lévulinoyl-B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-
4,6-O-benzylidéne-2-trichloroacétamidoB-bp-galactopyranoside (181)

Une solution de disaccharid8 (5 g, 5.67 mmol) est agité 24 heures a température
ambiante dans un mélange {£&HY/ACOH/H,O (5: 4 : 1, 100mL), puis évaporé et coévaporé
a l'eau. Une purification par chromatographie flash colonne de silice donne le produit
désiré (3.5 g, 73%), sous la forme d’'un solide @lan

[a] 2 -26 (€ 0.98, CHCY).

F 198°C (AcOEV/EP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3(ppm) 7.86-7.35 (m, 12H, Ar), 7.09 (d, 185 nn
6.5Hz, NH GalN), 5.59 (s, 1H, B-Ph), 5.14 (d, 1HJ, » 8.5Hz, H-1 GalN), 5.02 (dd, 1H; 4
= Js5 9.5Hz, H-4 GIcA), 4.94 (ABq, 2H, &>-Ar), 4.57 (dd, 1H,J3 4 3Hz, J, 3 11Hz, H-3
GalN), 4.89 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1 GIcA), 4.41-4.37 (m, 2H, H-4 et H-6a GjIM.11 (dd, 1H,
Js.6:<1Hz, Jsa6p 12Hz, H-6b GalN), 4.00-3.95 (m, 1H, H-2 GalIN), 3.@, 1H, H-5 GIcA),
3.71 (s, 3H, COOH,), 3.65 (ddd, 1HJs o1 3HZ, J» 3 = Ja4 9.5Hz, H-3 GIcA), 3.56-3.52 (m,
2H, H-5 GalN et H-2 GIcA), 3.09 (d, 1H,H33 GIcA), 2.77-2.74 (m, 3H, B-2 GIcA et (H,
Lev), 2.58-2.54 (m, 2H, B; Lev), 2.16 (s, 3H, B3 Lev).

RMN *3C (CDCIy/CDsOD 1:1, 100 MHz) &(ppm) 208.89 (1C, C=0 Lev), 173.38,
169.87, 164.16 (3C, C-6 GIcA et C=0), 141.84, 185.634.75, 134.21, 129.86, 129.42,
128.91, 128.72, 128.45, 127.69, 126.90, 126.70 (¥Gq; 104.99 (1C, C-1 GlcA), 102.28
(1C, CH-Ph), 100.26 (1C, C-1 GalN), 92.12 (1CCls), 76.80 (2C, C-3 et C-4 GalN), 74.45
(1C, C-3 GIcA), 74.06 (1C, C-2 GlcA), 73.27 (LCAGSIcA), 73.16 (1C, C-5 GIcA), 71.77
(1C, CH,-Ar), 67.82 (1C, C-5 GalN), 55.23 (1C, C-2 GaINB.4&2 (1C, CO@Hs), 34.63,
25.88 (2CCH; Lev), 28.59 (1CCH; Lev).

ES-SM: m/'z 862 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour €H4oClsNO14 @ C, 54.26; H, 4.79; N, 1.66;
trouvée C, 54.19 ; H, 4.86 ; N, 1.52.
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VIII- Partie expérimentale

Ph
40 C47H42CI3NO14
come 0&& MW = 951.22 g.mot
20 o
HO o ONAP
Bz% HTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-
désoxy-4,60-benzylidéne-2-trichloroacétamidoB-D-galactopyranoside (183)

A une solution de disaccharid®0 (200 mg, 0.19 mmol) dans la pyridine (2 mL) est
ajouté un mélange de pyridine-acide acétique-hyaeamonohydrate (12 : 8 : 1, 4.02 mL).
Le mélange réactionnel est agité 8 minutes a tesyo@ ambiante puis est dilué avec du
CH,CI,. La phase aqueuse est extraite avec dpOGKR fois). La phase organique est ensuite
lavée avec une solution de NaHEC&aturée (4 fois) puis avec de 'eau. Elle est kaséchée
sur MgSQ, concentrée et enfin coévaporée au toluene (3 fmisr donner un solide blanc.
Une purification par chromatographie flash sur ool de silice (CkCl/acétone 19: 1)
donne le produit désiré (124 mg, 68%) sous la fadiaee poudre blanche.

[a] ? +17 € 1.00, CHCY).

F 251°C (CHCI,/EP).

RMN *H (CDCly CDsOD, 400 MHz). 3(ppm) 7.95-7.28 (m, 22H, Ar), 6.82 (d, 1H,
Jonn 6.5Hz, NH GalN), 5.56 (s, 1H, B-Ph), 5.48 (dd, 1HJ:» 8Hz, J,5 9Hz, H-2 GIcA),
5.44 (dd, 1HJs 4 9Hz, H-3 GIcA), 5.27 (d, 1H4-1 GlcA), 5.22 (d, 1HJ1» 7Hz, H-1 GalN),
4.88 (ABg, 2H, ®,-Ar), 4.73 (dd, 1H,Js4 3.5Hz, J, 3 11.5Hz, H-3 GalN), 4.45 (dd, 1H,
J45<1Hz, H-4 GalN), 4.40 (dd, 1HJs 6a1Hz, Jsa6p 12.5Hz, H-6a GalN), 4.21 (dd, 1K, on
3Hz,Js5 10Hz, H-4 GIcA), 4.36 (dd, 1H)s ¢, 1Hz, H-6b GalN), 4.08 (d, 1H, H-5 GIcA), 3.84
(s, 3H, COOEl3), 3.84-3.79 (m, 1H, H-2 GalN), 3.55-3.53 (m, 1H5HGalN), 3.34 (d, 1H,
OH-4).

RMN '°C (CDsOD, 100 MHz) d(ppm) 169.19, 165.99, 165.34, 162.33 (6C, C-6
GIcA et C=0), 137.30, 134.11, 133.07, 132.99, 132.832.73, 129.50, 128.79, 128.59,
128.45, 128.00, 127.98, 124.74, 127.64, 127.50,262126.53, 125.83, 125.72, 125.61 (28C,
Ph), 100.53 (1CCH-Ph), 99.95 (1C, C-1 GlIcA), 98.13 (1C, C-1 GalN}.05 (1C,CCls),
75.08 (1C, C-4 GalN), 75.022, 71.20 (2C, C-2 GI¢tACe3 GIcA), 74.86, 69.69 (2C, C-5 et
C-4 GIcA), 73.34 (1C, C-3 GalN), 70.51 (1CH,-Ar), 68.77 (1C, C-6 GalN), 66.32 (1C, C-5
GalN), 53.69 (1C, C-2 GalN), 52.33 (1C, COBy).

ES-SM: m/'z972 [M+Na] pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GH4ClysNOyy, @ C, 59.35; H, 4.45; N, 1.47 ;
trouvée C, 59.16 ; H, 4.47 ; N, 1.39.
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VIII- Partie expérimentale

CIAcO OBz

CO.Me
. gite 0 Ca5H41CIlzN2O1g
BN o MW = 1146.00 g.mct
OBz TCAN ccl

NH
O-(Méthyl-2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-6-O-
benzoyl-4O-chloroacétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-19-trichloroacétimidoyl- a-D-

galactopyranose (186a)

A une solution de disaccharid®6a (201 mg, 0.18 mmmol) dissous dans du,CH
anhydre (1.8 mL) et du MeOH anhydre (0.2 mL), ¢gstit® du DDQ (119 g, 0.53 mmol, 3eq).
Le mélange réactionnel est agité 24 heures a temypérambiante. La solution est ensuite
diluée dans du CHl, et la phase aqueuse est extraite avec dpCGH2 fois). La phase
organique est lavée avec une solution de NapH€surée (3 fois), séchée sur MgSpQuis
concentée pour donner un solide marron. Une patifin par chromatographie flash sur
colonne de silice (C¥Cl,/acétone 18 : 1 puis 9 : 1) donne le produit d§4ié g, 83%) sous
la forme d’'une poudre jaune pale.

A une solution d’hémiacétal précédemment obten® (hg, 0.15 mmol) dissous dans
du CHCI, anhydre (1.5 mL) sont ajoutés successivement idldroacétonitrile (115uL,
1.46 mmol, 10eq) et du DBU (30, 0.02 mmol, 0.15eq). Le mélange réactionnel g&€a0
minutes sous argon a température ambiante. La@olest concentrée pour donner une huile
noire. Une purification par chromatographie flash@lonne de silice (Ci€l,/acétone 19 : 1
avec 0.1% EN) donne le produit désiré (110 mg, 66%) sous iméd’une poudre blanche.

[a] 2 +78 € 0.95, CHCY).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): &(ppm) 8.79 (s, 1H, C=NH), 7.92-7.31 (m, 15H, Ar),
6.79 (d, 1HJ,nn 8Hz, NH GalN), 6.56 (d, 1HJ1» 3.5Hz, H-1 GalN), 5.82 (dd, 1K, =<1Hz,
J343Hz, H-4 GalN), 5.68 (dd, 1H, 3 = J3 4 9.5Hz, H-3 GIcA), 5.44 (dd, 1H}, 5 9.5Hz, H-4
GlcA), 5.42 (dd, 1HJ; » 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.12 (d, 1H{-1 GIcA), 4.66 (ddd, 1HJ, 3 11Hz,
H-2 GalN), 4.56-4.51 (m, 1H, H-5 GalN), 4.43 (déH, H-3 GalN), 4.35-4.37 (m, 2H, H-6a et
H-6b GalIN) 4.25 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.26 (ABqg, 2HHE AcCl), 3.76 (s, 3H, COCHsy),
2.68-2.33 (M, 4H, 8, Lev), 2.03 (s, 3H, 85 Lev).

RMN *C (CDCl;, 100 MHz). 3(ppm) 205.48 (1C, C=O Lev), 170.98, 166.55,
165.82, 165.38, 164.96, 161.17, 159.78 (8C, C-6AGIE=0 et C=NH), 133.41, 133.37,
133.17, 129.82, 129.71, 129.67, 129.31, 128.59,4P2818C, Ph), 99.10 (1C, C-1 GlcA),
93.98 (1C, C-1 GalN), 91.73, 90.41 (ZLl3), 72.85 (1C, C-5 GlcA), 72.17 (1C, C-3 GalN),
71.88 (1C, C-3 GIcA), 71.40 (1C, C-2 GIcA), 69.4( C-5 GalN), 69.38 (1C, C-4 GalN),
69.21 (1C, C-4 GIcA), 62.11 (1C, C-6 GalN), 53.0€( COGCHs), 50.50 (1C, C-2 GalN),
40.51 (1CCH, AcCl), 37.46, 27.51, (2GGH, Lev), 29.42 (1CCHs Lev).

ES-SM: m/z 1021 [M- CEKCC(NH)+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &£H41CliN,Og: C, 47.16 ; H, 3.61; N, 2.44 ;
trouvée C, 47.30 ; H, 3.74 ; N, 2.32.
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VIII- Partie expérimentale

BzO OAcCI

COMe
275 (0]
Le\égmo% C45H41C|7N2018
0Bz T(:ANHO\”/CCE MW = 1146.00 g.mO]f
NH

O-(Méthyl-2,3-di-O-benzoyl-4O-1évulinoyl-B-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-4-O-
benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-19-trichloroacétimidoyl- a-D-
galactopyranose (186b)

A une solution de disaccharid®6b (179 mg, 0.16 mmol) dissous dans du,Chl
anhydre (1.62 mL) et du MeOH anhydre (0.18 mL),agstité du DDQ (107 mg, 0.47 mmol,
3eq). Le mélange réactionnel est agité 24 heuresn@érature ambiante. La solution est
ensuite diluée dans du @El, et la phase aqueuse est extraite avec dpCGH2 fois). La
phase organique est lavée avec une solution de Nald&urée (3 fois), séchée sur MgSO
puis concentrée pour donner un solide marron. Wmiégation par chromatographie flash sur
colonne de silice (CyCl,/acétone 18 : 1 puis 9 : 1) donne le produit dédiB2l mg, 85%)
sous la forme d’une poudre jaune pale.

A une solution d’hémiacétal precédemment obtend (08, 0.13 mmol) dissous dans
du CHCI, anhydre (1.3 mL) sont ajoutés successivement idaldroacétonitrile (134uL,
1.34 mmol, 10eq) et du DBU (20, 0.02 mmol, 0.15eq). Le mélange réactionnel ggéa0
minutes sous argon a température ambiante. La@olest concentrée pour donner une huile
noire. Une purification par chromatographie flash&lonne de silice (Ci€l,/acétone 19 : 1
avec 0.1% EN) donne le produit désiré (111 mg, 73%) sous lméd’une poudre blanche.

[a] ® +111 € 1.03, CHCY).

F 135-137°C (EQ).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): &(ppm) 8.75 (s, 1H, C=NH), 8.02-7.34 (m, 15H, Ar),
6.95 (d, 1H,Jonn 7.5Hz, NH GalN), 6.69 (d, 1HJ:» 3.5Hz, H-1 GalN), 5.86 (dd, 1H,
Jas<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 GalN), 5.63 (dd, 1Hb 3 = J3 4 9.5Hz, H-3 GIcA), 5.44 (dd, 1Hl; ,
8Hz, H-2 GIcA), 5.38 (dd, 1HJ45 9.5Hz, H-4 GIcA), 5.15 (d, 1H{-1 GIcA), 4.77 (ddd, 1H,
Jo3 11Hz, H-2 GalN), 4.53 (dd, 1H, H-3 GalN), 4.529¢n, 1H, H-5 GalN), 4.35 (dd, 1H,
J5.6a5.5Hz, Js2.6011.5Hz, H-6a GalN), 4.24 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.1&l(dH, Js ¢, 6Hz, H-6b
GalN), 4.02 (s, 2H, B, AcCl), 3.68 (s, 3H, COGHjs), 2.69-2.31 (m, 4H, B, Lev), 2.03 (s,
3H, CHz Lev).

RMN *°C (CDCl;, 100 MHz) 3(ppm) 205.45 (1C, C=O Lev), 171.01, 166.74,
166.44, 165.41, 165.18, 165.13, 162.11, 160.11 (B®, GIcA, C=0 et C=NH), 133.46,
133.34, 129.91, 129.87, 129.79, 128.79, 128.72,452828.36, 128.24 (15C, Ph), 98.51 (1C,
C-1 GIcA), 93.99 (1C, C-1 GalN), 91.84, 90.55 (BT l3), 72.17 (1C, C-5 GIcA), 72.23 (1C,
C-3 GlcA), 71.16 (1C, C-3 GalN), 70.95 (1C, C-2 S)c69.81 (1C, C-5 GalN), 69.27 (1C,
C-4 GIcA), 67.92 (1C, C-4 GalN), 63.43 (1C, C-6 ®gl53.07 (1C, COCH3), 51.02 (1C,
C-2 GalN), 40.50 (1GZH, AcCl), 37.53, 27.57, (2G3H; Lev), 29.49 (1CCHs Lev).

ES-SM: m/z 1021 [M- CKCC(NH)+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour £H4Cl/N2Og: C, 47.16 ; H, 3.61; N, 2.44 ;
trouvée C, 47.30 ; H, 3.68 ; N, 2.36.
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VIII- Partie expérimentale

CIACO  op,

BzO

TCANH C26H21C17N2Og
o % MW =753.64 g.mot

T

NH
3-0O-Benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-10-trichloroacétimidoyl-
a-D-galactopyranose (187a)

o5

A une solution de monosacchari@®4a (580 mg, 0.81 mmol) dissous dans un
mélange de toluéne (9 mL), d’acétonitrile (13.6 rat.p’eau (9 mL), est ajouté du CAN (2.22
g, 4.05 mmol, 5eq). Le mélange réactionnel estéagigoureusement 30 minutes a
température ambiante. La solution est ensuite @illens de 'AcOEt, lavée successivement
avec de I'eau, avec une solution de NaCl saturée/et de I'eau. La phase organique est
ensuite séchée sur MgaQuis concentrée pour donner un solide marron. pindication
par chromatographie flash sur colonne de silice x(@jacétone 19 : 1) donne le produit
deésiré (358 mg, 72%) sous la forme d’'une moussegésa

A une solution d’hémiacétal précédemment obten8 (8§, 0.59 mmol) dissous dans
du CHCI, anhydre (3.6 mL) sont ajoutés successivement idaldroacétonitrile (589uL,
5.88 mmol, 10eq) et du DBU (1M dans le toluenepu880.09 mmol, 0.15eq). Le mélange
réactionnel est agité 30 minutes sous argon a teypsé ambiante. La solution est
concentrée pour donner une huile noire. Une patifia par chromatographie flash sur
colonne de silice (C¥Ll,/acétone 29 : 1 avec 0.1%;3H} donne le produit désiré (367 mg,
83%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] © +41 € 0.99, CHCY).

RMN H (CDCls, 400 MHz): 3(ppm) 8.87 (s, 1H, C=N), 7.99-7.13 (m, 10H, Ar),
7.14 (d, 1HJwn2 9Hz, NH), 6.64 (d, 1HJ; » 3.5Hz, H-1), 5.89 (dd, 1HlL =<1Hz,Js;4 3Hz,
H-4), 5.76 (dd, 1HJ,3 11Hz,H-3), 4.90 (ddd, 1H, H-2), 4.69-4.63 (m, 1H, H-8)54 (dd,
1H, Js 626.5HZ,J6a 60 11HzZ, H-63), 4.42 (dd, 1Hs 6, 7Hz, H-6b), 4.24 (ABq, 2H, B, AcCl).

RMN 'C (CDCIls, 100 MHz): 3(ppm) 166.68, 166.63, 165.82, 162.29, 160.03 (5C,
C=0 et C=NH), 134.08, 133.49, 129.97, 129.76, 1£91P8.70, 128.52, 128.17 (10C, Ar),
94.36 (1C, C-1), 91.75, 90.57 (2CCls), 69.45 (1C, C-5), 68.87 (1C, C-4), 68.45 (1C,)C-3
61.35 (1C, C-6), 50.27 (1C, C-2), 40.46 (T, AcCl).

ES-SM: Mz 629 [M-CLCC(NH)+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H.:Cl:N.Og : C, 41.44 ; H, 2.81; N, 3.72 ;
trouvée C, 41.36 ; H, 2.72 ; N, 3.80.
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VIII- Partie expérimentale

B0 _oacc

o)
Bzogﬁ Ca26H21CI7N20g _
TCANHO\H/CC|3 MW = 753.64 g.mot

NH

3-0O-Benzoyl-4O-chloroacétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-10-trichloroacétimidoyl-
a-D-galactopyranose (187b)

A une solution de monosacchari@®4b (518 mg, 0.81 mmol) dissous dans un
mélange de toluéne (7.9 mL), d’acétonitrile (12 net)d’eau (7.9 mL), est ajouté du CAN
(1.98 g, 3.62 mmol, 5eq). Le mélange réactionnelagi#é vigoureusement 30 minutes a
température ambiante. La solution est ensuite elitlens de I'AcOEt, lavée successivement
avec de l'eau, avec une solution de NaCl saturéevet de I'eau. La phase organique est
ensuite séchée sur Mga@uis concentrée pour donner un solide marron. pundication
par chromatographie flash sur colonne de silice ;(@jacétone 20 : 1) donne le produit
désiré (320 mg, 73%) sous la forme d’'une moussegés

A une solution d’hémiacétal precédemment obten0 (88, 0.53 mmol) dissous dans
du CHCI, anhydre (3.2 mL) sont ajoutés successivement idaldroacétonitrile (527uL,
5.25 mmol, 10eq) et du DBU (1M dans le toluenepu90.08 mmol, 0.15eq). Le mélange
réactionnel est agité 30 minutes sous argon a teysé ambiante. La solution est
concentrée pour donner une huile noire. Une patifim par chromatographie flash sur
colonne de silice (C¥Cl,/acétone 29 : 1 avec 0.1%3H) donne le produit désiré (339 mg,
86%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +123 € 0.98, CHCY).

RMN H (CDCls, 400 MHz): 3(ppm) 8.91 (s, 1H, C=N), 8.13-7.32 (m, 10H, Ar),
7.14 (d, 1HJnn2 9Hz, NH), 6.71 (d, 1HJ;» 3.5Hz, H-1), 5.98 (dd, 1Hl; s<1Hz, Js4 3Hz,
H-4), 5.80 (dd, 1H,, 3 11Hz,H-3), 4.98 (ddd, 1H, H-2), 4.68-4.62 (m, 1H, H-B)39-4.35
(m, 2H, H-6a et H-6b), 4.00 (s, 2HHZ AcCI).

RMN *3C (CDCIls, 100 MHz): 3(ppm) 166.72, 166.64, 165.49, 162.30, 160.09 (5C,
C=0 et C=NH), 133.99, 133.87, 129.94, 129.90, 1£8128.56, 128.53, 128.19 (10C, Ar),
94.34 (1C, C-1), 91.69, 90.55 (2CCls), 69.64 (1C, C-5), 68.57 (1C, C-3), 67.46 (1C,)C-4
63.19 (1C, C-6), 50.46 (1C, C-2), 40.41 (IL3E, AcCI).

ES-SM: m/z 624 [M-CLCC(NH)+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H2:ClN,Og : C, 41.44 ; H, 2.81; N, 3.72 ;
trouvée C, 41.81; H, 2.85; N, 3.67.
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VIII- Partie expérimentale

ClAcO OBz

COMe C48H4GC|4N2013
oo Ou~,,| MW =1080.72 g.mol
OBz NHTCA

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (188a)

A une solution de disaccharid®7a (150 mg, 0.13 mmol) dans la pyridine (1.5 mL)
est ajouté un mélange de pyridine-acide acétiqueazyne monohydrate (12: 8: 1, 2.63
mL). Le mélange réactionnel est agité 2 minutesndp€rature ambiante puis est dilué avec
du CHCI,. La phase aqueuse est extraite avec duOGH2 fois). La phase organique est
ensuite lavée avec une solution de NaHG&urée (2 fois) puis avec de I'eau. Elle est gmsu
séchée sur MgSQconcentrée et enfin coévaporée au toluene (3 paisr donner un solide
blanc. Une purification par chromatographie flashcolonne de silice (Ci€l,/acétone 6 : 1)
donne le produit désiré (107 mg, 78%) sous la falinee poudre blanche.

[a] 2 +46 € 1.00, CHCY).

F 124°C (E;O/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 8.05-7.23 (m, 20H, Ar), 6.82 (d, 18,1 7Hz,
NH GalN), 5.71 (dd, 1HJ)ss<1Hz, J;4 3Hz, H-4 GalN), 5.49 (dd, 1H, 5 = J5 4 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.29 (dd, 1H)); » 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.12-5.07 (m, 1H,HC(O)0), 5.02 (s, 2H, B,
Ph), 4.99 (d, 1H}; » 8.5Hz, H-1 GalN), 4.88 (d, 1H§-1 GIcA), 4.75 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3
GalN), 4.45 (dd, 1HJs6a 7Hz, Jsaep 11.5Hz, H-6a GalN), 4.36 (dd, 1Hse, 6Hz, H-6b
GalN), 4.28, 4.21 (ABq, 2H, I8, AcCl), 5.48 (dd, 1HJs or 3HZ,Js 5 10Hz, H-4 GIcA), 4.09-
4.04 (m, 1H, H-5 GalN), 4.04 (d, 1H, H-5 GIcA), 8:8.80 (m, 1H, O-@)), 3.71 (s, 3H,
COOCH3), 3.64-3.57 (m, 1H, 048,), 3.57-3.43 (m, 1H, H-2 GalN), 3.39 (d, 1HH),
3.39-3.23 (m, 2H, 8,-N).

RMN *C (CDCl;, 100 MHz) d(ppm) 168.80, 166.63, 166.24, 166.03, 165.05,
162.33 (6C, C-6 GIcA et C=0), 156.23 (1C, QD)O), 136.32, 133.48, 133.41, 133.37,
129.85, 129.82, 129.72, 129.42, 128.84, 128.81,5128. 28.48, 128.36, 128.12 (15C, Ph),
100.84 (1C, C-1 GIcA), 98.58 (1C, C-1 GalN), 91(IT, CCls), 74.32 (1C, C-5 GIcA), 74.17
(1C, C-3 GlcA), 72.83 (1C, C-3 GalN), 71.46 (1G2@lIcA), 71.10 (1C, C-4 GalN), 71.02
(1C, C-5 GalN), 70.08 (1C, C-4 GIcA), 69.38 (1COBk), 66.72 (1CCH,-Ph), 62.10 (1C,
C-6 GalN), 55.95 (1C, C-2 GalN), 52.92 (1C, CCH), 40.72 (2CCH,-N etCH, AcCl).

ES-SM: m/'z 1096 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour gH46ClsN2Oss @ C, 53.35; H, 4.29 ; N, 2.59 ;
trouvée C, 53.30 ; H, 4.25 ; N, 2.61.
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VIII- Partie expérimentale

CagHa6ClaN2015
MW = 1080.72 g.mot

OBz NHTCA
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-f-D-galactopyranoside (188b)

A une solution de disaccharid®7b (199 mg, 0.17 mmol) dans la pyridine (1.5 mL)
est ajouté un mélange de pyridine-acide acétiqueazine monohydrate (12: 8: 1, 3.52
mL). Le mélange réactionnel est agité 2 minutesndpérature ambiante puis est dilué avec
du CHCI,. La phase aqueuse est extraite avec dyOGH2 fois). La phase organique est
ensuite lavée avec une solution de NaHG@turée (2 fois) puis a I'eau. Elle est ensuite
séchée sur MgSQconcentrée et enfin coévaporée au toluene (3 poisr donner un solide
blanc. Une purification par chromatographie flashalonne de silice (Ci€l,/acétone 8 : 1)
donne le produit désiré (140 mg, 77%) sous la fadiaee poudre blanche.

[a] 2 +46 € 0.99, CHCY).

F 158-159°C (AcOEVEP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.04-7.24 (m, 20H, Ar), 6.93, (d, 184 7Hz,
NH GalN), 5.75 (dd, 1HJ45<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 GalN), 5.44 (dd, 1H, 3 = J34 9Hz, H-3
GlcA), 5.35 (dd, 1HJs5 10Hz, H-4 GIcA), 5.26 (dd, 1H]; , 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.19-5.14
(m, 1H, NHC(0)0), 5.05 (s, 2H, B,-Ph), 4.96 (d, 1HJ1 » 8.5Hz, H-1 GalN), 4.95 (d, 1HH-

1 GIcA), 4.78 (dd, 1H,),3 11Hz, H-3 GalN), 4.39 (dd, 1Hls6a5Hz, Jsaen 11.5Hz, H-6a
GalN), 4.19 (dd, 1HJs ¢» 6Hz, H-6b GalN), 4.11 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.02 244, CH, AcCl),
4.03-4.00 (m, 1H, H-5 GalN), 3.87-3.80 (m, 1H, G 3.85 (s, 3H, COOR;3), 3.77-3.69
(m, 1H, H-2 GalN), 3.70-3.62 (m, 1H, OHg), 3.45-3.27 (m, 3H, B>-N et CH-4).

RMN 'C (CDCl;, 100 MHz) d(ppm) 168.74, 166.93, 166.26, 165.65, 164.83,
162.33 (6C, C-6 C-6Y et C=0), 156.30 (1C, NE(O)O), 136.32, 133.33, 129.97, 129.81,
129.76, 129.37, 128.85, 128.77, 128.47, 128.42,3428128.28, 128.11 (24C, Ph), 100.70
(1C, C-1 GlcA), 98.92 (1C, C-1 GalN), 91.84 (1@Cls), 74.64 (1C, C-3 GlcA), 74.43 (1C,
C-5 GlcA), 73.57 (1C, C-3 GalN), 71.57 (1C, C-58rl71.34 (1C, C-2 GIcA), 69.91 (1C,
C-4 GlIcA), 69.66 (1C, C-4 GalN), 69.53 (1C,@b4,), 66.73 (1C,CH,-Ph), 64.13 (1C, C-6
GalN), 56.03 (1C, C-2 GalN), 53.00 (1C, CO#By), 40.90 (1C,CH2-N), 40.54 (1C,CH;
AcCl).

ES-SM: m/z 1096 [M+NH,]* pour*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ¢H46CIlsN2O1g + H,O : C, 52.47 ; H, 4.40; N,
2.55 ; trouvée C, 52.38 ; H, 4.28 ; N, 2.61.
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VIII- Partie expérimentale

NaO,;SO OH
COZNao

@) q
o 0 N
OH NHAc
Cz2H51NsN&pO017S;

MW = 903.89 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
sodium 2-acétamido-2-désoxy-O-sulfonato3-D-galactopyranoside (189a)

Le disaccharid®21a(23 mg, 33umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et une
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.méddange réactionnel est agité sous
atmospheére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes st filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé brut (18 m@O%) (éluant CCM:
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de l'amine précedemment obtenue (18 38gumol) et de réactif
biotinylé (58 mg, 0.13 mmol, 4eq) est dissous damsnélange de DMF (678L), de EtN
(75 yL) et d’eau distilléee (75@L). Le mélange réactionnel est agité a tempéraarbiante
pendant 1 heure, puis concentré. Le solide est pdwgieurs fois avec de 'EtOH. Une
purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I'daone le produit désiré (15 mg, 50% sur
les 2 étapes) sous la forme d’'une poudre blandben®CCM : ACOEt/MeOH/HO 4 : 2 : 1).

[a] @ +4 (€ 1.3, HO).

RMN H (D0, 400 MHz) &(ppm) 4.81 (dd, 1Hl,s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4 GalN), 4.63
(ddd, 1H,J. <1Hz,J. 4 5Hz,J» c 8Hz, H-c), 4.55 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1 GalN), 4.50 (d, 1H}; »
8Hz, H-1 GIcA), 4.44 (dd, 1H], . 5Hz, H-b), 4.09-4.06 (m, 2H, H-2 et H-3 GalN), &.3.91
(m, 1H, H,r), 3.85-3.78 (m, 3H, H-5, H-6a et H-6b GalN),&3.71 (m, 1H, El,-r), 3.69
(d, 1H,J459.5Hz, H-5 GIcA), 3.55 (dd, 1Hjz 4 9Hz, H-4 GIcA), 3.48 (d, 1H), 3 9Hz, H-3
GlcA), 3.42-3.33 (m, 4H, H-2 GIcA, H-e etH3-q), 3.20 (dd, 2HJx = J; 7Hz, CHx-k),
3.02 (dd, 1HJqq 13Hz, H-d’), 2.81 (dd, 1HH-d), 2.29-2.23 (m, 4H, B,-i et CH;-0), 2.04
(S, 3H, NHC(O)G'g), 1.80-1.30 (m, 12H, Hz-f, CHz-g, G"z-h, G‘|2-|, CH2-m et O‘|2-n).

RMN **C (D,0, 100 MHz). &(ppm) 177.59, 177.25, 176.57, 175.26 (4C, C-6 GitA
C=0), 165.99 (1C, C-a), 103.83 (1C, C-1 GlIcA), 791 (1C, C-1 GalN), 77.03 (1C, C-4
GalN), 76.99 (1C, C-5 GIcA), 75.74 (1C, C-3 GIcAp.31 (1C, C-3 GalN), 75.10 (1C, C-5
GalN), 73.12 (1C, C-2 GIcA), 72.42 (1C, C-4 GIcAB.87 (1C, C-r), 62.71 (1C, C-b), 61.66
(1C, C-6 GalN), 60.87 (1C, C-c), 56.01 (1C, C-60.4B (1C, C-2 GalN), 40.32 (1C, C-d),
39.97, 39.70 (2C, C-k et C-qg), 36.26, 36.14 (20, &&-C-0), 28.62, 28.45, 28.30, 26.18,
25.83, 25.61 (6C, C-f, C-g, C-h, C-I, C-m et C20,92 (1C, NHC(QFHs3).

SM-HR(ES) : m/z : calculée pour &HsoNsO.7S ([M+H-Na]) : 858.2749 ; trouvée :
858.2752.
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VIII- Partie expérimentale

HO _0SsQoNa

0] q
b ° Ny
OH NHAc
Cz2H51NsN&p017S;

MW = 903.89 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonatof3-D-galactopyranoside (189b)

Le disaccharid21b (22 mg, 32umol) est dissous dans 'eau distillée (2 mL) et une
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.méddange réactionnel est agité sous
atmospheére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé brut (18 m@O%) (éluant CCM:
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de l'amine précedemment obtenue (18 38gumol) et de réactif
biotinylé (58 mg, 0.13 mmol, 4eq) est dissous damsnélange de DMF (678L), de EtN
(75 yL) et d’eau distilléee (75@L). Le mélange réactionnel est agité a tempéraarbiante
pendant 1 heure, puis concentré. Le solide estphugeurs fois avec de 'EtOH (20x2 mL).
Une purification sur colonne Sephadex LH-20 daeau’donne le produit désiré (20 mg, 68%
sur les 2 étapes) sous la forme d’'une poudre b&a@hbant CCM : ACOEt/MeOH/A#D 4 : 2 :

1).

[a]Z® +10 € 1.04, HO).

RMN *H (D,0, 400 MHz). 3(ppm) 4.63 (ddd, 1H). <1Hz, J. ¢ 5Hz,Jsc 8Hz, H-C),
4.55 (d, 1HJ; > 8Hz, H-1 GalN), 4.53 (d, 1Hj; >, 8Hz, H-1 GIcA), 4.44 (dd, 1H}, ¢ 5Hz, H-
b), 4.22 (d, 1HJ5 624.5Hz,Jsa 6 11Hz, H-6a GalN), 4.23-4.26 (m, 1H, H-4 GalNRe!l(dd,
1H,Js 6 7.5Hz, H-6b GalN), 4.04 (dd, 1H;311Hz, H-2 GalN), 3.96-3.89 (m, 2H, H-5 GalN
et CH,-r), 3.87 (dd, 1H, H-3 GalN), 3.81-3.74 (m, 1HH£r), 3.71 (d, 1HJs5 9.5Hz, H-5
GlcA), 3.53-3.47 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 3.40-3.@8n, 4H, H-2 GIcA, H-e et B,-q), 3.20
(dd, 2H,Jx = Jk; 7Hz, (H>-k), 3.01 (dd, 1HJ44 13Hz, H-d’), 2.80 (dd, 1H-d), 2.30-2.22
(m, 4H, (Hy-i et CH2-0), 2.03 (s, 3H, NHC(O)B3), 1.80-1.30 (m, 12H, B,-f, CH2-g, CH,-

h, G‘|2-|, CH,-m et G—|2-n).

RMN **C (D;0, 100 MHz). &ppm) 177.61, 177.27, 176.56, 175.35 (4C, C-6 GitA
C=0), 165.99 (1C, C-a), 104.70 (1C, C-1 GIcA), Ba1(1C, C-1 GalN), 80.56 (1C, C-3
GalN), 76.78 (1C, C-5 GIcA), 75.99, 72.44 (2C, @3C-4 GIcA), 73.35, 73.32 (2C, C-5
GalN et C-2 GIcA), 69.03 (1C, C-r), 68.40 (1C, @A&IN), 68.19 (1C, C-4 GalN), 62.74 (1C,
C-b), 60.91 (1C, C-c), 56.03 (1C, C-e), 51.73 (02 GalN), 40.36 (1C, C-d), 39.98, 39.74
(2C, C-k et C-q), 36.29, 36.20 (2C, C-i et C-0),658 28.50, 28.34, 26.21, 25.89, 25.64 (6C,
C-f, C-g, C-h, C-l, C-m et C-n), 22.94 (1C, NHC(D)3).

SM-HR(ES) : m/z: calculée pour §Hs:Ns017S, ([M+H-2Na]) : 858.2749 ; trouvée :
858.2737.
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VIII- Partie expérimentale

OH _OH
coMe
(@]
Lovo 0 ONAP CasH44CI3NOyg

B20 ° MW = 961.21 g.mot

OBz NHTCA

2-Naphtylméthyl O-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-2-trichloroacétamidoB-D-galactopyranoside
(193)

A une solution de disaccharid€0 (1.67 g, 1.59 mmol) dans le @El, (17 mL), est
ajouté a 0°C, un mélange de TFA (4 mL) et d’ea8 (iL). Le mélange réactionnel est agité
2 heures a 0°C, puis est dilué dans IeClH La phase organique est lavée successivement
avec de l'eau, une solution de AcONa (1M) et avecl’dau. Elle est ensuite séchée sur
MgSQO, et concentrée. Une recristallisation dans I'EtO¢haud donne le produit désiré (1.29
g, 84%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] ZDO +18 (€ 1.00, CHCY)).

F 198°C (EtOH).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 7.89-7.34 (m, 17H, Ar), 6.81 (d, 18- 7Hz,
NH GalN), 5.64 (dd, 1HJ,3 = J34 9Hz, H-3 GIcA), 5.49-5.42 (m, 2H, H-2 et H-4 GIgA)
5.09 (d, 1HJ; > 8Hz, H-1 GalN), 5.00 (d, 1H; , 7Hz, H-1 GIcA), 4.88 (ABq, 2H, B»-Ar),
4.61 (dd, 1H,J 4 3Hz,J, 3 11.5Hz, H-3 GalN), 4.27-4.25 (m, 1H;4 GalN), 4.28 (d, 1H)s 5
9.5Hz, H-5 GIcA), 4.03 (dd, 1HJsea 6.5HZ, Jsaep 11.5Hz, H-6a GalN), 3.87 (dd, 1Hs e,
4.5Hz, H-6b GalN), 3.77 (s, 3H, CO®k), 3.75-3.63 (m, 2H, H-2, H-5 GalN etH36), 3.23-
3.20 (m, 1H, ®i-4), 2.62-2.37 (m, 4H, B, Lev), 2.05 (s, 3H, 85 Lev).

RMN C (CDCl;, 100 MHz). 3(ppm) 206.22 (1C, C=0O Lev), 171.33, 167.73,
165.56, 165.52, 164.42 (5C, C-6 GIcA et C=0), 134.233.52, 133.00, 132.86, 129.90,
128.37, 128.31, 128.28, 127.96, 127.71, 127.45,8026.25.95, 125.84, 125.79 (22C, Ar),
100.74 (1C, C-1 GlcA), 98.02 (1C, C-1 GalN), 92(08, CCls), 77.00 (1C, C-3 GalIN), 74.24
(1C, C-5 GalN), 71.92, 71.83, 71.00, 69.33 (4C,,C3B, C-4 et C-5 GIcA), 71.51 (1CH,-
Ar), 68.16 (1C, C-4 GalN), 61.31 (1C, C-6 GalN),.@4 (1C, C-2 GalN), 53.11 (1C,
COQCHj3), 37.35, 27.46 (2C, CH.ev), 29.33 (1C, CkiLev).

ES-SM: m/'z 982 [M+Na] pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H4gCIsNO;7 + HO : C, 55.20; H, 4.74 ; N,
1.47 ; trouvée C, 55.18 ; H, 4.54 ; N, 1.30.
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VIII- Partie expérimentale

OH OBz OBz _OH
COMe _ o coMe o Cs,H45CIsN Oy 7
N0 ONAP N0 OV MW = 1065.32 g.mat
OBz NHTCA OBz NHTCA
195a 195b

2-Naphtylméthyl O-(méthyl-2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-D-
galactopyranoside (195a)

2-Naphtylméthyl O-(méthyl-2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid3-D-
galactopyranoside (195b)

A une solution de disaccharid®3 (863 mg, 0.90 mmol) dans le @El, anhydre (8
mL) et le toluéne anhydre (4 mL), sont successiverag@utés de I'(x)ACS (151 mg) et du
triméthylorthobenzoate (1 mL, 5.64 mmol, 6eq). Lélange réactionnel est agité 1 heure a
température ambiante sous argon, puis est neétalsc de la BN (457 L, 3.25 mmol). La
solution est diluée dans du gE,, lavée successivement avec de I'eau, une solutén
NaHCQ; saturée et enfin avec de 'eau. Elle est ensétbée sur MgSOpuis concentrée.
L’orthoester ainsi obtenu est alors hydrolysé aded’AcOH a 80% (16 mL) pendant 15
minutes a température ambiante. De I'eau est enajoutée au meélange, puis la solution est
évaporée et coévaporée a l'eau (3 fois), a I'Et@QHofs) et enfin au toluéne (1 fois). Une
purification par chromatographie sur colonne deei{ACOEY/EP 1 : 1 puis 3 : 2) donne les
composéd95a(333 mg, 35%) €195b (ACOEY/EP 3 : 1 ; 357mg, 37%).

Composél95a

[a] 2 +15 € 1.02, CHCY).

F 183°C (ACOEY/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 8.11-7.22 (m, 22H, Ar), 6.80 (d, 18,1 7Hz,
NH GalN), 5.69 (dd, 1HJ),3 = J3 4 9Hz, H-3 GIcA), 5.52-5.45 (m, 2H, H-2 et H-4 GIGA)
5.03 (d, 1HJ; » 8.5Hz, H-1 GalN), 5.02 (d, 1Hj , 7.5Hz, H-1 GIcA), 4.86 (Abg, 2H, E-
Ar), 4.67-4.60 (m, 2H, H-6a et H-6b GalN), 4.62 (ddH, J3 4 3Hz, J»3 11Hz, H-3 GalN),
4.32 (ddd, 1H,)4 5<1Hz, Js o1 2Hz, H-4 GalN), 4.28 (d, 1H,59.5Hz, H-5 GlcA), 3.95-3.90
(m, 1H, H-5 GalN), 3.72 (s, 3H, CO®g), 3.70-3.59 (m, 1H, H-2 GalN), 3.23 (d, 1HHD
2.65-2.32 (m, 4H, 8, Lev), 2.01 (s, 3H, B3 Lev).

RMN **C (CDCls, 100 MHz). 3(ppm) 205.61 (1C, C=0O Lev), 171.21, 167.27,
166.31, 165.45, 165.01, 162.15 (6C, C-6 GIcA et §=133.97, 133.56, 133.50, 133.17,
133.10, 133.05, 129.96, 129.93, 129.81, 129.73,6P28128.55, 128.46, 128.42, 128.21,
127.84, 127.62, 126.07, 126.03, 126.01 (28C, P0),8F (1C, C-1 GIcA), 97.06 (1C, C-1
GalN), 91.92 (1CCCls), 72.21 (1C, C-3 GalN), 72.07, 71.78 (2C, C-5 Gal\C-5 GIcA),
71.49 (1C, C-3 GIcA), 70.95 (1C, C-2 GIcA), 69.18C( CH,-Ar), 67.97 (1C, C-4 GIcA),
63.55 (1C, C-4 GalN), 58.45 (1C, C-6 GalN), 55.4T,(C-2 GalN), 53.17 (1C, CQTHy),
37.35, 27.63, (2GCH; Lev), 29.55 (1CCH3 Lev).

ES-SM: m/'z 1086 [M+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §HssClsNO;7 + H,O : C, 57.65; H, 4.54 ; N,
1.31 ; trouvée C, 57.75 ; H, 4.44 ; N, 1.33.
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VIII- Partie expérimentale

Composél95b:
[a] 2 +29 € 1.04, CHCY).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 8.09-7.22 (m, 22H, Ar), 6.89 (d, 18,nn 7Hz,
NH GalN), 5.69 (dd, 1HJ45<1Hz, J; 4 3Hz, H-4 GalN), 5.58 (dd, 1Hj 3 = J3 4 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.36 (d, 1HJ4 5 10Hz, H-4 GIcA), 5.32 (dd, 1H; » 8Hz, H-2 GIcA), 4.14 (d, 1H); »
8Hz, H-1 GalN), 4.96 (d, 1H{-1 GIcA), 4.85 (Abq, 2H, E,-Ar), 4.85 (dd, 1HJ; 4 3.5Hz,
Jo3 11Hz, H-3 GalN), 4.17 (d, 1H, H-5 GIcA), 3.88-3.69, 3H, H-2, H-5 et H-6a GalN),
3.74 (s, 3H, COOBs5), 3.55 (dd, 1HJs ¢, 8.5HzZ, Jsaep 11.5Hz, H-6b GalN), 3.45-3.27 (m,
1H, OH), 2.61-2.12 (m, 4H, B, Lev), 1.99 (s, 3H, 85 Lev).

RMN **C (CDCl;, 100 MHz) 3(ppm) 205.54 (1C, C=O Lev), 170.96, 167.90,
166.45, 165.47, 164.67, 162.18 (6C, C-6 GIcA et L=133.86, 133.58, 133.36, 133.31,
133.11, 133.08, 130.26, 129.90, 129.74, 129.23,5828128.44, 128.36, 128.30, 128.29,
127.86, 127.64, 127.18, 126.20, 126.13, 125.90 (28}, 100.87 (1C, C-1 GIcA), 97.78 (1C,
C-1 GalN), 91.86 (1CCCls), 74.36 (1C, C-3 GalN), 73.54 (1C, C-5 GalN),58(1C, C-5
GlcA), 72.13 (1C, C-3 GIcA), 71.98 (1CH.-Ar), 71.35, 69.20 (2C, C-2 et C-4 GlcA), 70.56
(1C, C-4 GalN), 59.97 (1C, C-6 GalN), 56.45 (1C2GalN), 52.95 (1C, COCHs), 37.64,
27.67 (2CCH, Lev), 29.46 (1CCHsLev).

ES-SM: m/'z 1086 [M+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H4sCIsNOy7 + H,O : C, 57.65; H, 4.65; N,
1.31 ; trouvée C, 57.76 ; H, 4.58 ; N, 1.24.
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VIII- Partie expérimentale

CIAcO OBz

CoMe Cs4H49CI4NOyg
o O
Leyo o ONAPI MW = 1141.80 g.mot
% NHTCA g

2-Naphtylméthyl O-(méthyl-2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (196a)

A une solution de disaccharid95a (467 mg, 0.44 mmol) dans un meélange de
pyridine (1.25 mL) et de Ci€l, anhydre (5 mL), est ajouté a 0°C de 'anhydrideldlerure
d’acétyle (150 mg 0.88 mmol, 2eq). Le mélange réantl est agité 30 minutes a 0°C sous
argon, puis hydrolysé avec des grains de glacet alame dilué dans du Ci&l,. La phase
organique est lavée successivement avec de I'eausalution de NaHC{saturee, puis avec
de l'eau. Elle est ensuite séchée sur MgS®aporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).
Une purification par chromatographie flash sur oo de silice (CkCl/acétone 19: 1)
donne le produit désiré (448 mg, 90%).

[a] 2 +12 € 1.01, CHCY).

F 186°C (ACOEY/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). 3(ppm) 8.12-7.34 (m, 22H, Ar), 6.73 (d, 18,1 7Hz,
NH GalN), 5.71 (dd, 1HJ45<1Hz, J; 43.5Hz, H-4 GalN), 5.59 (dd, 1H; 3= J34 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.46 (dd, 1H,J,59.5Hz, H-4 GIcA), 5.33 (dd, 1H; » 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.06 (d, 1H,
Ji12 8.5Hz, H-1 GalN), 4.85 (d, 1H{-1 GIcA), 4.84 (Abq, 2H, E5-Ar), 4.82 (dd, 1HJ, 3
11Hz, H-3 GalN), 4.57 (dd, 1Hs ¢ 6.5HZ, Jsasp11.5Hz, H-6a GalN), 4.38 (dd, 1Hs ep
6.5Hz, H-6b GalN), 4.26 (ABq, 2H,H; AcCl), 4.13 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.13-4.05 (m, 1H,
H-5 GalN), 3.69 (s, 3H, COCHg), 3.61-3.54 (m, 1H, H-2 GalN), 2.60-2.35 (m, 4HJiLC
Lev), 2.02 (s, 3H, B3 Lev).

RMN **C (CDCl;, 100 MHz) 3(ppm) 205.56 (1C, C=0O Lev), 170.99, 166.56,
166.03, 165.52, 164.80, 162.13 (7C, C-6 GIcA et §=33.49, 133.47, 133.43, 133.33,
133.13, 133.09, 129.97, 129.94, 129.86, 129.84,6029128.79, 128.63, 128.55, 128.45,
128.40, 128.39, 127.84, 127.66, 127.41, 126.22,1826.25.92 (28C, Ph), 100.50 (1C, C-1
GlcA), 96.99 (1C, C-1 GalN), 91.87 (1CCl3), 72.63 (1C, C-3 GalN), 72.50 (1C, C-5 GIcA),
71.89 (1C, C-3 GIcA), 71.55 (1C, C-2 GIcA), 71.38( CH,-Ar), 71.12 (1C, C-5 GalN),
70.99 (1C, C-4 GalN), 69.31 (1C, C-4 GIcA), 62.1%( C-6 GalN), 56.23 (1C, C-2 GalN),
52.94 (1C, CO@Hpg), 40.71 (1CCH;, AcCl), 37.65, 27.67, (2CGZH, Lev), 29.52 (1CCH;
Lev).

ES-SM: m/z 1162 [M+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §€H4dCIsNOg+ HO : C, 55.92 ; H, 4.43 ; N,

1.21 ; trouvée C, 55.98 ; H, 4.31 ; N, 1.27.
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VIII- Partie expérimentale

BzO OAcCI

COZMeo o C54H49C|4N018
Leyo o ONAP| MW = 1141.80 g.mat
% NHTCA
2-Naphtylméthyl O-(méthyl-2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-f-D-galactopyranoside (196b)

A une solution de disaccharid©95b (200 mg, 0.19 mmol) dans un mélange de
pyridine (0.5 mL) et de C¥Ll, anhydre (2 mL), est ajouté a 0°C, de I'anhydridectlorure
d’acétyle (64 mg 0.38 mmol, 2eq). Le mélange réaciel est agité 30 minutes a 0°C sous
argon, puis hydrolysé avec des grains de glacetalame dilué dans du Cigl,. La phase
organique est lavée successivement avec de I'eausalution de NaHC{saturée, puis avec
de I'eau. Elle est ensuite séchée sur MgS®aporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).
Une purification par chromatographie flash sur nak de silice (CkCl,/acétone 19 : 1 puis
17 : 1) donne le produit désiré (187 mg, 87%).

[a] 2 +39 € 1.07, CHCY).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.06-7.22 (m, 22H, Ar), 6.97 (d, 18,4 7Hz,
NH GalN), 5.76 (dd, 1HJ,s<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 GalN), 5.57 (dd, 1HL 3 = J3 4 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.41 (dd, 1H,J459.5Hz, H-4 GIcA), 5.32 (dd, 1H; » 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.11 (d, 1H,
Ji12 8Hz, H-1 GalN), 4.96 (d, 1H;-1 GIcA), 4.84 (Abq, 2H, E,-Ar), 4.74 (dd, 1HJ, 3
11Hz, H-3 GalN), 4.39 (dd, 1H 62 5Hz, Jsa6p11.5Hz, H-6a GalN), 4.38 (dd, 18 6, 7Hz,
H-6b GalN), 4.17 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.06 (s, 2HHEACCI), 4.05-4.00(m, 1H, H-5 GalN),
3.86 (ddd, 1H, H-2 GalN), 3.74 (s, 3H, CQBys), 2.60-2.31 (m, 4H, B, Lev), 1.97 (s, 3H,
CHs Lev).

RMN **C (CDCl;, 100 MHz). 3(ppm) 205.54 (1C, C=0O Lev), 170.86, 166.80,
166.58, 165.45, 165.35, 164.46, 162.02 (7C, C-6AGHt C=0), 133.71, 133.24, 133.16,
133.10, 133.00, 132.97, 129.89, 129.68, 129.62,3129128.88, 128.71, 128.45, 128.24,
128.21, 128.19, 128.08, 127.75, 127.55, 127.11,186126.06, 125.84, 125.15 (28C, Ph),
100.19 (1C, C-1 GIcA), 97.58 (1C, C-1 GalN), 91(2C€, CCls3), 73.18 (1C, C-3 GalN), 72.50
(1C, C-5 GIcA), 72.05 (1C, C-3 GlcA), 71.29 (3G5HG5alN, C-2 GIcA eCHx-Ar), 69.48
(1C, C-4 GalN), 69.16 (1C, C-4 GIcA), 63.91 (1CpG5alN), 56.01 (1C, C-2 GalN), 52.87
(1C, COQCH3), 40.53 (1CCH, AcCl), 37.44, 27.52 (2QCH; Lev), 29.34 (1CCH3; Lev).

ES-SM: m/z 1162 [M+Na] pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H4CI,NOsg: C, 56.81 ; H, 4.33; N, 1.23;
trouvée C, 56.72 ; H, 4.43 ; N, 1.25.
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VIII- Partie expérimentale

ClAcO OBz

coMe o Cs3Hs52Cl1sN2020
Leyg o O ~riz| MW = 1178.82 g.mot
% NHTCA Nz

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (197a)

Un mélange diimidate 186a (160 mg, 0.14 mmol), de 2-
benzyloxycarbonylaminoéthanol (49 mg, 0.25 mmadBed) et de tamis moléculaire (4A)
dissous dans du GBI, anhydre (1.6 mL) sous argon est agité 30 minutésmgpérature
ambiante. Une solution de TMSOTTf dans le toluénd, (41 pl, 0.02 mmol, 0.15eq/imidate)
est ajoutée et la solution est agitée a nouveadgmer80 minutes puis est neutralisée avec de
la EgN (9 pL, 0.06 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur célite enoentrée. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {Clhlacétone 12 : 1 puis 10 : 1 avec 0.1% de
EtsN) donne le produit désiré (133 mg, 80%) sous fméd’'une poudre blanche.

[a] % +37 € 1.05, CHCY).

F 122°C (ACOEY/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.05-7.28 (m, 20H, Ar), 6.82, (d, 184 7Hz,
NH GalN), 5.70 (dd, 1HJ45<1Hz, Js 4 3Hz, H-4 GalN), 5.62 (dd, 1Hj 3 = J; 4 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.48 (dd, 1HJs5 10Hz, H-4 GIcA), 5.34 (dd, 1H}; » 8Hz, H-2 GIcA), 5.13-5.08 (m,
1H, NHC(0)0), 5.03 (s, 2H, B»-Ph), 4.98 (d, 1HJ; > 8.5Hz, H-1 GalN), 4.90 (d, 1HH-1
GlcA), 4.78 (dd, 1H,), 3 11Hz, H-3 GalN), 4.46 (dd, 1Hs 6.7Hz, Jea6p11.5Hz, H-6a GalN),
4.34 (dd, 1HJs e, 6Hz, H-6b GalN), 4.24 (ABq, 2H, K& AcCl), 4.16 (d, 1H, H-5 GIcA),
4.08-4.02 (m, 1H, H-5 GalN), 3.84-3.81 (m, 1H, G 3.71 (s, 3H, COOR3), 3.68-3.60
(m, 1H, H-2 GalN), 3.59-3.41 (m, 1H, OHp), 3.41-3.25 (m, 2H, B,-N), 2.65-2.62 (m, 4H,
CH; Lev), 2.04 (s, 3H, 83 Lev).

RMN *C (CDCl;, 100 MHz) &(ppm) 205.58 (1C, C=0 Lev), 170.98, 166.58,
166.47, 165.99, 165.50, 164.80, 162.29 (7C, C-6AGt C=0), 156.23 (1C, NE(O)0),
136.34, 133.48, 133.43, 133.29, 129.87, 129.80,7429129.42, 128.73, 128.58, 128.49,
128.46, 128.42, 128.37, 128.10 (24C, Ph), 100.48 @-1 GIcA), 98.63 (1C, C-1 GalN),
91.79 (1CCCly), 72.91 (1C, C-3 GalN), 72.64 (1C, C-5 GIcA), 2(AC, C-3 GIcA), 71.58
(1C, C-2 GlcA), 71.16 (1C, C-5 GalN), 70.76 (1C4@alN), 69.39 (1C, @H,), 69.25 (1C,
C-4 GlcA), 66.69 (1LCCH,-Ph), 66.02 (1C, C-6 GalN), 55.87 (1C, C-2 Gal\N,9® (1C,
COOQOCHg), 40.75 (1C,CH>-N), 40.66 (1C,CH, AcCl), 37.62, 27.64 (20CH; Lev), 29.50
(1C,CHs Lev).

ES-SM: m/z 1194 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §Hs5,Cl4N2Oz: C, 54.00 ; H, 4.45; N, 2.38 ;
trouvée C, 83.94 ; H, 4.45; N, 2.38.
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VIII- Partie expérimentale

BzO _ OAcCI

&/ o Cs3H52C1aN2020 |
(o0 o O~y MW = 1178.82 g.m6
© OBz NHTCA Nz

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-f-D-galactopyranoside (197b)

Un mélange dimidate 186b (112 mg, 0.10 mmol), de 2-
benzyloxycarbonylaminoéthanol (34 mg, 0.18 mmadBed) et de tamis moléculaire (4A)
dissous dans du GBI, anhydre (1.1 mL) sous argon est agité 30 minutésnipérature
ambiante. Une solution de TMSOTf dans le toluénd, (20 pl, 0.02 mmol, 0.20eg/imidate)
est ajoutée et la solution est agitée a nouveadgmer80 minutes puis est neutralisée avec de
la E&N (8 pL, 0.06 mmol, 3eq/TMSOTT), filtrée sur célite etnoentrée. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {Clkllacétone 8 : 1 puis 7 : 1 avec 0.1% de
EtsN) donne le produit désiré (133 mg, 80%) sous leméd’'une poudre blanche.

[a] 2 +54.5 € 1.03, CHCY).

RMN H (CDCls, 400 MHz). &(ppm) 7.98-7.18 (m, 20H, Ar), 6.91, (d, 18ny 7Hz,
NH GalN), 5.68 (dd, 1HJ45<1Hz, J; 4 3Hz, H-4 GalN), 5.54 (dd, 1Hj, 3 = J3 4 9.5Hz, H-3
GlcA), 5.35 (dd, 1HJs5 10Hz, H-4 GIcA), 5.25 (dd, 1Hl,, 7.5Hz, H-2 GIcA), 5.16-5.11
(m, 1H, NHC(0)0), 4.98 (s, 2H, B,-Ph), 4.96 (d, 1HJ1 » 8.5Hz, H-1 GalN), 4.94 (d, 1HH-

1 GlcA), 4.74 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-3 GalN), 4.32 (dd, 1Hlsea5Hz, Jsaep 11.5Hz, H-6a
GalN), 4.17 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.13 (dd, 1Bk ¢, 6Hz, H-6b GalN), 3.98 (s, 2H,H3 AcCl),
4.00-3.93 (m, 1H, H-5 GalN), 3.83-3.78 (m, 1H, G 3.72 (s, 3H, COOR;3), 3.76-3.68
(m, 1H, H-2 GalN), 3.67-3.59 (m, 1H, OHg), 3.37-3.25 (m, 2H, B,-N), 2.60-2.23 (m, 4H,
CH; Lev), 1.96 (s, 3H, B3 Lev).

RMN C (CDCl;, 100 MHz). 3(ppm) 205.56 (1C, C=0O Lev), 170.94, 166.87,
166.66, 165.46, 165.42, 164.61, 162.26 (7C, C-6AGt C=0), 156.25 (1C, N&(O)0O),
136.32, 133.32, 133.29, 133.23, 129.96, 129.80,7129129.33, 128.75, 128.51, 128.43,
128.35, 128.27, 128.07 (24C, Ph), 100.27 (1C, Ael)599.06 (1C, C-1 GalN), 91.87 (1C,
CCls), 73.49 (1C, C-3 GalN), 72.62 (1C, C-5 GIcA), 2(1C, C-3 GIcA), 71.46, 71.40 (2C,
C-5 GalN et C-2 GIcA), 69.48 (1C, OH,), 69.35, 69.16 (2C, C-4 GalN et C-4 GIcA), 66.67
(1C, CH»-Ph), 63.89 (1C, C-6 GalN), 55.84 (1C, C-2 GalN3,00 (1C, CO@Hj3), 40.88
(1C, CH»-N), 40.54 (1CCH, AcCl), 37.55, 27.60 (2G5H, Lev), 29.46 (LCCHs Lev).

ES-SM: m/'z 1194 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §Hs5,ClsN2Ox: C, 53.19; H, 4.55; N, 2.34 ;
trouvée C, 53.45 ; H, 4.53 ; N, 2.48.
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VIII- Partie expérimentale

~

o (:18F{22(:|3PJ()7
A" MW = 470.74 g.mot

NHTCA
Méthoxyphényl-2-désoxy-4,89-isopropylidéne-2-trichloroacétamidof3-D-
galactopyranoside (200a)

A une solution de monosacchariti®8 (5 g, 8.98 mol) dans du MeOH anhydre (50
mL) placée sous argon est ajouté du sodium sdlielenélange reactionnel est agité pendant
2 heures puis est neutralisé avec de la résinertitadR-120[H'], filtré sur coton, concentré
et séché sous vide.

A une solution de triol précédemment obtdr® (3.80 g, 8.82 mmol) et d’ACS (60
mg) dans le DMF (40 mL), est ajouté 6 fois toutss20 minutes, du 2-méthoxypropéne (422
uL, 4.41 mmol, 0.5eq). De la & (109 uL) est ensuite additionnée et la solution est
concentrée. Le mélange est dilué avec du@4H la phase organique est lavée avec une
solution de NaHC@saturée puis plusieurs fois avec une solution aélNaturée, séchée sur
MgSO, et concentrée. Le solide obtenu est ensuite disdans un mélange de g, (32
mL) et de MeOH (16 mL) et de la résine amberliteagsutée. Le mélange réactionnel est
agité 2 minutes a température ambiante avant dfiitie pui évaporé. Une recristallisation
dans I'AcOEt a reflux donne le produit désiré (3gl483 %) sous la forme d’'une poudre
blanche.

[a] 2 -20 € 1.02, CHCY).

F 188°C (AcOEt).

RMN H (CDCls, 400 MHz). 8(ppm) 7.01, 6.78 (2d, 4Hl 1 7Hz, Ar), 6.89 (d, 1H,
JInm2 7.5Hz, NH), 5.16 (d, 1HJ; » 8.5Hz, H-1), 4.23 (dd, 1Hl, <1Hz,J; 4 4Hz, H-4), 4.18
(ddd, 1H,J5 04 10.5Hz,J, 3 11Hz, H-3), 4.11 (dd, 1Hlsa 5 3HZ, Jsa 6o 13Hz, H-6a), 4.04-3.98
(m, 2H, H-2 et H-6b), 3.79 (s, 3H, ®fg), 3.51-3.50 (m, 1H, H-5), 3.62 (d, IHHD 1.50 (s,
6H, C(CHs), isopropylidene).

RMN **C (DMSO, 100 MHz) 3(ppm) 161.58 (1C, C=0), 154.51, 151.33, 117.88,
114.35 (6C, Ar), 99.94 (C-1), 97.93 (2C(CHs),), 93.09 (1CCCl3), 68.41 (1C, C-3), 67.75
(1C, C-4), 65.91 (1C, C-5), 62.01 (1C, C-6), 552@, OCH3), 53.71 (1C, C-2), 29.29, 18.73
(2C, C(CHs3), isopropylidéne).

ES-SM: m/z 487 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour GH»,CIsNO7 : C, 45.93; H, 4.71; N, 2.98 ;
trouvée C, 46.05 ; H, 4.62 ; N, 3.02.
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VIII- Partie expérimentale

\\Z‘O

0 CosH26CIsNOg
O _owmp| MW =574.85 g.mot
NHTCA
Méthoxyphényl-3-O-benzoyl-2-désoxy-4,83-isopropylidéne-2-trichloroacétamidof3-D-
galactopyranoside (201)

BzO

Le monosaccharid200a (3.49 g, 7.71 mmol) et le BzCI (1.7 mL, 0.015 mjnol
dissous dans le GBI, (46 mL) et la pyridine (9 mL) sont agitées 30 mewta 0°C sous
argon. Du MeOH (2.3 mL) est ensuite ajouté, etdmt®n est agitée 15 minutes puis est
dilué avec du CkCl,, lavé avec de I'eau puis avec une solution de Na¢€aturée et enfin
avec de I'eau. La phase organique est ensuite eétidVigSQ, concentrée puis coévaporée
au toluene (3 fois). Une recristallisation (AcORJEdonne le produit désiré (4.21g, 99%)
sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +53 € 1.09, CHCY).

F 204°C (AcCOEY/EP).

RMN *H (CDCls, 400 MHz): &(ppm) 8.04 (d, 2HJ4 4 8Hz, Ar Bz), 7.59 (dd, 1H,
Jun 8Hz, Ar Bz), 7.45 (dd, 2H, Ar Bz), 7.03, 6.78 (&H, Jun 9Hz, Ar MP), 6.83 (d, 1H,
Jnh2 8Hz, NH), 5.52 (dd, 1H,Js4 3.5Hz,J, 3 11Hz,H-3), 5.22 (d, 1H,); » 8.5Hz, H-1), 4.60
(ddd, 1H, H-2), 4.50 (dd, 1Hl s<1Hz, H-4), 4.14 (dd, 1HJs6a 2Hz, Jsaep 12.5Hz, H-6a),
4.05 (dd, 1HJs ¢»1.5Hz, H-6b), 3.76 (s, 3H, Q), 3.62-3.60 (m, 1H, H-5), 1.51, 1.43 (2s,
6H, C(CHa)2).

RMN *C (CDCl;, 100 MHz). 3(ppm) 166.37, 162.06, (2C, C=0), 155.59, 151.29,
133.57, 129.95, 129.07, 128.46, 119.06, 114.45 (12%; 100.17 (LCC(CHs)), 99.09 (1C,
C-1), 92.31 (1CCCl3), 70.70 (1C, C-3), 66.51 (1C, C-5), 66.19 (1C,)C62.58 (1C, C-6),
55.57 (1C, @Hs3), 52.67 (1C, C-2), 29.07, 18.73 (2C CGE{z). isopropylidéne).

ES-SM: m/z591 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour gHCIsNOg : C, 52.24 ; H, 4.56 ; N, 2.44 ;
trouvée C, 52.54 ; H, 4.66 ; N, 2.41.
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VIII- Partie expérimentale

Teon C22H22CIsNOg

- oMP| MW = 534.78 g.mot

NHTCA
Méthoxyphényl-3-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-p-galactopyranoside
(202)

Une solution de monosaccharig@l (4.21 g, 7.32 mmol) dans ’AcOH 80% (90 mL)
est agitée 40 minutes a 80°C. De l'eau est ensjigtée, puis le mélange réactionnel est
évaporé puis coévaporé a l'eau (5 fois) et par wange EtOH/toluéne (1 fois). Une
recristallisation itPrOH a reflux) donne le produit désiré (3.34g, 85%us la forme d'une
poudre blanche.

[a] 2 +73 € 0.99, MeOH).

F 194°C {-PrOH).

RMN 'H (CD3OD, 400 MHz): §(ppm) 8.05 (d, 2Hu+ 8Hz, Ar Bz), 7.59 (dd, 1H,
Jun 8Hz, Ar Bz), 7.45 (dd, 2H, Ar Bz), 7.04, 6.83 (ZH, J4 4 9Hz, Ar MP), 5.33 (dd, 1H,
Js4 3Hz, J,3 11Hz,H-3), 5.20 (d, 1HJ;» 8.5Hz, H-1), 4.70 (dd, 1H, H-2), 4.28 (dd, 1H,
Jas=<1Hz, H-4), 3.87-3.80 (m, 3H, H-5, H-6a et H-6B)74 (s, 3H, OEl5).

RMN C (CD;OD, 100 MHz). &(ppm) 167.43, 164.64 (2C, C=0), 157.00, 153.16,
134.52, 130.97, 129.52, 119.64, 115.55 (12C, A0p.12 (1C, C-1), 93.98 (1CCls), 76.99,
75.30 (2C, C-3 et C-5), 67.22 (1C, C-4), 62.22 (T), 56.08 (1C, OH3), 53.65 (1C, C-2).

ES-SM: m/z551 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour EH2.CIsNOg : C, 49.41 ; H, 4.15; N, 2.62 ;
trouvée C, 49.48 ; H, 4.07 ; N, 2.61.
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VIII- Partie expérimentale

OH 0B BzO  oH
B O&&/OMP 5 O&&/OMP

NHTCA NHTCA B _i_
203a 203b MW = 638.89 g.mo

Méthoxyphényl-3,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside
(203a)

Méthoxyphényl-3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside
(203b)

Protocole avec neutralisation :

A une solution de monosaccharig@2 (500 mg, 0.94 mmol) dans le @El, anhydre
(10 mL) sont successivement ajoutés de I'(x)ACSr(Hij et du triméthylorthobenzoate (993
uL, 5.61 mmol, 6eq). Le mélange réactionnel estéagll minutes a température ambiante
sous argon, puis est neutralisé avec de 48 Et03 puL, 0.74 mmol). La solution est diluée
dans du CHKLCI,, lavée successivement avec une solution de NaH@a€irée puis avec de
'eau. La phase organique est ensuite séchée s&OMguis concentrée. L'orthoester ainsi
obtenu est alors hydrolysé avec de I'AcOH a 80%n(il$ pendant 10 minutes a température
ambiante. De I'eau est ensuite ajoutée au mélgnge Ja solution est évaporée et coévaporée
a l'eau (3 fois), a I'EtOH (1 fois) et enfin au weéne (1 fois). Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {Clklacétone 19 : 1) donne les compo2@3a
(440 mg, 74%) e203b (CH,Cl,/acétone 12 : 1 ; 158 mg, 25%).

Protocole sans neutralisation :

A une solution de monosaccharig@2 (500 mg, 0.94 mmol) dans le @El, anhydre
(10 mL) sont successivement ajoutés de I'(x)ACSr(Hij et du triméthylorthobenzoate (993
uL, 5.61 mmol, 6eq). Le mélange réactionnel estéagll minutes a température ambiante
sous argon. La solution est diluée dans dy@}llavée successivement avec une solution de
NaHCQ; saturée puis avec de I'eau. La phase organiguenssiite séchée sur MgaPuis
concentrée. L'orthoester ainsi obtenu est alorgdlygé avec de 'AcOH a 80% (16 mL)
pendant 10 minutes a température ambiante. De éshensuite ajoutée au mélange, puis la
solution est évaporée et coévaporée a I'eau (3, f@iBEtOH (1 fois) et enfin au toluene (1
fois). Une purification par chromatographie flaghi solonne de silice (Ci€l,/acétone 19 :
1) donne les compose93a(193 mg, 32%) e203b (CH.Cl,/acétone 12 : 1 ; 366 mg, 61%).

Compos&03a:

[a] ® +34 € 0.97, MeOH/CHQ7 :3).

F 244°C (AcOEY/EP).

RMN H (Acétone, 400 MHz) &(ppm) 8.42 (d, 1HJ\h 2 9.5Hz, NH), 8.10-6.73 (m,
14H, Ar), 5.49 (dd, 1HJs 4 3Hz, J 3 11Hz,H-3), 5.41 (d, 1H,); » 8.5Hz, H-1), 5.03 (d, 1H,
Jon.a5.5Hz, (H), 4.86 (ddd, 1H, H-2), 4.70 (dd, 18k 6. 8Hz, Jsa e 11Hz, H-6a), 4.61 (dd,
1H, Js.6p4.5Hz, H-6b), 4.51 (ddd, 1H, <<1Hz, H-4), 4.34-4.30 (m, 1H, H-5), 3.71 (s, 3H,
OCH).

RMN *C (Acétone, 100 MHz) 3(ppm) 167.49, 167.38, 164.03 (3C, C=0), 157.41,
153.56, 135.16, 135.08, 132.10, 131.79, 131.60,3831.30.47, 130.30, 120.42, 116.66 (18C,
Ar), 102.35 (1C, C-1), 93.98 (1&Cls), 75.88 (1C, C-3), 74.79 (1C, C-5), 67.92 (1C,)C-4
65.53 (1C, C-6), 56.78 (1C,@Ms), 54.07 (1C, C-2).

ES-SM: m/z 655 [M+NH,]* pour®Cl.

- 213 -



VIII- Partie expérimentale

Analyse élémentairecalculée pour &HCIsNOg : C, 54.52 ; H, 4.10; N, 2.19 ;
trouvée C, 54.23 ; H, 4.02 ; N, 2.21.

Compos&03b:

[a] 2 +114 € 1.01, CHCY).

F 196-197°C (AcOEVEP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 5(ppm) 8.14-6.80 (m, 14H, Ar), 7.25 (d, 1Byn.
9.5Hz, NH), 5.83 (dd, 1HJss<1Hz, Js34 3Hz, H-4), 5.77 (dd, 1HJ, 3 11Hz,H-3), 5.31 (d,
1H, J; » 8.5Hz, H-1), 4.81 (ddd, 1H, H-2), 4.13-4.09 (m,, HH5), 3.88-3.84 (m, 1H, H-6a),
3.76 (s, 3H, OE3), 3.74-3.70 (m, 1H, H-6b), 2.92-2.90 (m, 1HD

RMN **C (CDCls, 100 MHz): 5(ppm) 166.69, 166.20, 162.45 (3C, C=0), 155.70,
151.10, 133.89, 133.67, 130.06, 129.82, 128.69,622828.44, 128.38, 118.59, 114.65 (18C,
Ar), 100.79 (1C, C-1), 92.23 (1CCl3), 74.18 (1C, C-5), 70.64 (1C, C-3), 68.18 (1C,)c-4
60.48 (1C, C-6), 55.60 (1C,@M3), 53.76 (1C, C-2).

ES-SM: m/z 655 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour gHCIsNOg : C, 54.52 ; H, 4.10; N, 2.19 ;
trouvée C, 54.40 ; H, 9.94 ; N, 2.17.
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CIACO (g,

C31H27CI4sNOyp
O
520 M MW = 715.37 g.mot
NHTCA
Méthoxyphényl-4-O-chloroacétyl-3-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-
galactopyranoside (204a)

A une solution de monosaccharide3a (430 mg, 0.67 mmol) dans un meélange de
pyridine (3 mL) et de CkCl, anhydre (1 mL), est ajouté a 0°C de I'anhydridect®rure
d’acétyle (230 mg, 1.35 mmol, 2eq). Le mélange tiéacel est agité 1 heure a 0°C sous
argon, puis hydrolysé avec des grains de glacet alame dilué dans du Cigl,. La phase
organique est lavée successivement avec de I'eausalution de NaHC{saturee, puis avec
de I'eau. Elle est ensuite séchée sur MgS®aporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).
Une purification par chromatographie flash sur ool de silice (CkCl/acétone 19 : 1)
donne le produit désiré (422 mg, 88%).

[a] 2 -1.6 € 1.02, CHCY).

F 139-140°C (AcCOEVEP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 8(ppm) 8.05-6.67 (m, 14H, Ar), 7.04 (d, 1Byn.
8.5Hz, NH), 5.79 (dd, 1HJs 4 3Hz,J, 3 11Hz,H-3), 5.79 (dd, 1HJ, s<1Hz, H-4), 5.37 (d, 1H,
Ji 2 8.5Hz, H-1), 4.63-4.54 (m, 2H, H-2 et H-6a), 4(d6, 1H,Js 6 6HZ, Jsa b 11Hz, H-6b),
4.39-4.32 (m, 1H, H-5), 4.22 (ABq, 2HHz AcCl), 3.72 (s, 3H, O8y).

RMN *3C (CDCIls, 100 MHz) d(ppm) 166.74, 165.98, 165.90, 162.39 (4C, C=0),
155.86, 150.97, 133.88, 133.46, 129.85, 129.76,2129128.61, 128.52, 128.30, 118.89,
114.54 (18C, Ar), 100.52 (1C, C-1), 92.10 (1&Xl3), 71.15 (1C, C-5), 69.78 (1C, C-3),
68.92 (1C, C-4), 61.66 (1C, C-6), 55.57 (1GCHY), 53.41 (1C, C-2), 40.45 (1CH, AcClI).

ES-SM: m/z 731 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §GH,7/CI4NOyo : C, 52.05; H, 3.80; N, 1.96 ;
trouvée C, 51.75; H, 3.92 ; N, 1.82.
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BzO  oaccl

0 OMP C31H>7CI4NO¢9
B20 MW = 715.37 g.mot

NHTCA

Méthoxyphényl-3-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-
galactopyranoside (204b)

A une solution de monosaccharid@3b (500 mg, 0.78 mmol) dans un meélange de
pyridine (2 mL) et de CkCl, anhydre (3 mL), est ajouté a 0°C de I'anhydridect®rure
d’acétyle (268 mg, 1.56 mmol, 2eq). Le mélange tiéacel est agité 1 heure a 0°C sous
argon, puis hydrolysé avec des grains de glacet alame dilué dans du Cigl,. La phase
organique est lavée successivement avec de I'eausalution de NaHC{saturee et avec de
I'eau. Elle est ensuite séchée sur MgS&vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois). Une
purification par chromatographie flash sur colodeesilice (CHCl,/acétone 19 : 1) donne le
produit désiré (450 mg, 80%).

[a] 2 +72 € 0.97, CHCY).

F 140°C (ACOEY/EP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3(ppm) 8.13-6.81 (m, 14H, Ar), 7.07 (d, 18>
9.5Hz, NH), 5.88 (dd, 1H,), =<1Hz, Js4 3.5Hz, H-4), 5.85 (dd, 1Hl 5 11Hz,H-3), 5.34 (d,
1H, J;» 8.5Hz, H-1), 4.66 (ddd, 1H, H-2), 4.46 (dd, 1. 8.5Hz,Jsa 60 11Hz, H-6a), 4.46
(dd, 1H, Jsea 5Hz, H-6b), 4.40-4.36 (m, 1H, H-5), 4.04 (s, 2HH.CAcCI), 3.77 (s, 3H,
OCHy).

RMN *C (CDCls, 100 MHz). 3(ppm) 166.81, 166.03, 165.62, 162.39 (4C, C=0),
155.90, 151.01, 133.87, 133.71, 130.00, 129.81,7828128.68, 128.47, 128.37, 118.88,
114.63 (18C, Ar), 100.50 (1C, C-1), 92.11 (I&LCls), 71.37 (1C, C-5), 70.00 (1C, C-3),
67.56 (1C, C-4), 63.56 (1C, C-6), 55.64 (1CHY), 53.54 (1C, C-2), 40.49 (1CH, AcCl).

ES-SM: m/z 731 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H,7CI4NOo : C, 52.05; H, 3.80; N, 1.96 ;
trouvée C, 52.18 ; H, 3.60 ; N, 1.94.
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OH _OH
CoMe
>0 Q C31H39CI3N2017

AcO o <
o} o NN =
¢ " N iz MW = 818.02 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-désoxy-2-trichloroacétamidoB-b-galactopyranoside
(205)

A une solution de disaccharidd7 (516 mg, 0.57 mmol) dissous dans le,CH (5
mL), un mélange de TFAAD (3:1, 1.8 mL) est ajouté a 0°C. Le mélange réanel est
agité 1 heure a 0°C, puis est dilué avec du@j}llavé avec une solution de NaHE€aturée
puis avec de I'eau. La phase organique est séch@dgSQ, et concentrée. Une purification
par chromatographie flash sur colonne de siliceH,(@,/MeOH 19 : 1) donne le produit
désiré (404 mg, 87 %) sous la forme d’'une poudzadiie.

[a] © -5 (¢ 1.06, CHCY).

F 115-121°C (AcOEVEP).

RMN *H (CDsOD/CDCls, 400 MHz) 8(ppm) 7.65 (m, 5H, Ar), 5.51 (dd, 1Hs4 =
Ja59.5Hz, H-4 GlcA), 5.51( (dd, 1Hp39.5Hz, H-3 GIcA), 5.37 (s, 2H, H-Ph), 5.31 (dd,
1H, J1» 8Hz, H-2 GIcA), 4.94 (d, 1H4-1 GIcA), 4.85 (d, 1H,J; » 8Hz, H-1 GalN), 4.47 (d,
1H, H-5 GIcA), 4.38-4.29 (m, 3H, H-2, H-3 et H-4 I} 4.20-4.03 (m, 3H, H-6a, H-6b
GalN et O-G.), 4.07 (s, 3H, COORB3), 3.96-3.91 (m, 1H, O-8,), 3.86-3.82 (m, 1H, H-5
GalN), 3.66-3.60 (m, 2H, I@-N), 2.37, 2.35, 2.33 (3s, 9H, OC(Hg).

RMN 3C (CD;ODCDCI;, 100 MHz) 3(ppm) 170.03, 169.84, 169.46, 167.32,
162.76 (5C, C-6 GIcA et C=0), 156.76 (1C, §{D)0O), 136.01, 127.90, 127.50, 127.36 (6C,
Ph), 100.42 (1C, C-1 GIcA), 100.22 (1C, C-1 Gal®y,34 (1C,CCls), 77.69, 74.36, 71.52,
71.45, 70.40, 69.05, 67.47 (7C, C-3, C-4, C-5 G&M, C-3, C-4 et C-5 GIcA), 68.28 (1C,
O-CHj,), 66.12 (1C,CH»-Ph), 60.75 (1C, C-6 GalN), 53.25, (1C, C-2 GalB2,29 (1C,
COOCHS,), 40.33 (1C, El-N), 19.94, 19.71, 19.62 (3C, OC(CH5).

ES-SM: m/'z 834 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H3oCIsN,O.7 + H,O @ C, 44.54 ; H, 4.94 ; N,
3.42 ; trouvée C, 44.66 ; H, 4.83 ; N, 3.34.
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OH 0Bz com OBz _OH
CoMe e
9 2 - R CsgHa3ClI3N2O1sg
x%%% 5% N0 N _
- OAc NHTCA NHZ ’ OAC NHTCA nHZ MW = 922.13 g.mof
206a 206b

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid3-D-
galactopyranoside (206a)

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-D-
galactopyranoside (206b)

A une solution de disacchari@85 (270 mg, 0.33 mmol) dans le @El, anhydre (2.7
mL) et le toluéne anhydre (1.35 mL), sont successant ajoutés de I'(z)ACS (70 mg) et du
triméthylorthobenzoate (35QL, 1.98 mmol, 6eq). Le mélange réactionnel estéagid
minutes a température ambiante sous argon, puieasilisé avec de ladit (212uL, 1.51
mmol). La solution est diluée dans du £LH, lavée successivement avec de l'eau, une
solution de NaHC@saturée et enfin avec de lI'eau. Elle est enséthée sur MgSOpuis
concentrée. L'orthoester ainsi obtenu est alorgdiysé avec de 'AcOH a 80% (5.4 mL)
pendant 15 minutes a température ambiante. De éshensuite ajoutée au mélange, puis la
solution est évaporée et coévaporée a I'eau (3, f@aiBEtOH (1 fois) et enfin au toluene (1
fois). Une purification par chromatographie surotwie de silice (AcCOEt/EP 1 :1 puis 3 :2)
donne le composg06asous la forme d’'une poudre blanche (144mg, 45%s) If&lution avec
AcOEVEP 3 :1 donn206b sous la forme d’'une poudre blanche (144mg, 45%).

Composé&06a:

[a] 2 -5 (¢ 1.06, CHCY).

F 115-121°C (AcCOEY/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz): 3(ppm) 8.03-7.08 (m, 11H, M GalN et 10H Ar), 5.36-
5.31 (m, 1H, NHC(O)O), 5.25-5.16 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA), 5.0 (dLH, J;» 8HzZ, J, 5
9Hz, H-2 GIcA), 5.03 (s, 2H, 18,-Ph), 4.93 (d, 1H);, 8Hz, H-1 GalN), 4.80 (d, 1H{-1
GlcA), 4.61 (dd, 1H,Js6a5Hz, Jsaep 11.5Hz, H-6a GalN), 4.57 (dd, 1Hse, 7Hz, H-6b
GalN), 4.46 (dd, 1HJs 4 2Hz,J, 3 11Hz, H-3 GalN), 4.23 (ddd, 1H,s<1Hz,Js on 2Hz, H-4
GalN), 4.08 (d, 1HJ4 5 9.5Hz, H-5 GIcA), 3.96-3.80 (m, 2H, H-5 GalN etCbt), 3.81-3.76
(m, 1H, H-2 GalN), 3.71 (s, 3H, CO®), 3.72-3.65 (m, 1H, 0-8,), 3.31 (d, 1H, ®l),
3.45-3.33 (m, 2H, 8,-N), 2.01, 2.00, 1.99 (3s, 9H, OC(HE).

RMN *3C (CDCIls, 100 MHz): 3(ppm) 169.96, 169.41, 169.39, 167.11, 162.29 (6C,
C-6 GIcA et C=0), 156.37 (1C, NK{O)O), 136.45, 133.18, 129.73, 129.62, 128.43,04£8.
128.01 (12C, Ph), 100.60 (1C, C-1 GIcA), 98.83 (B=] GalN), 92.23 (1CCCls), 77.66
(1C, C-3 GalN), 72.16, 71.94, 68.88 (2C, C-5 GdIN3 et C-4 GIcA), 71.81 (1C, C-5 GlIcA),
71.03 (1C, C-2 GIcA), 69.19 (1C, OHy), 67.73 (1C, C-4 GalN), 66.60 (1CH,-Ph), 63.53
(1C, C-6 GalN), 54.88 (1C, C-2 GalN), 53.01 (1C, @IH3), 40.87 (1C, E»-N), 20.79,
20.49, 20.43 (3C, OC(@HSy).

ES-SM: m/'z938 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H43CIlsN,O1g+ H,O : C, 48.55; H, 4.82; N,
2.98 ; trouvée C, 48.96 ; H, 4.69 ; N, 2.96.
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Composé&06b:

[a] 2 +28.5 € 0.98, CHC)).

RMN H (CDCls3, 400 MHz) &(ppm) 8.04-7.16 (m, 11H, Ml GalN et 10H Ar), 5.62
(dd, 1H,J45<1Hz, ;4 3Hz, H-4 GalN), 5.38-5.31 (m, 1H,HC(0)0), 5.13-5.00 (m, 4H, H-
3, H-4 GIcA et ®1,-Ph), 5.07 (dd, 1H),» 8Hz,J, 5 9Hz, H-2 GlcA), 4.93 (d, 1H], , 8Hz, H-

1 GalN), 4.80 (d, 1H, H-1 GIcA), 4.59 (dd, 183 11Hz, H-3 GalN), 4.05 (d, 1Hj 5 9.5Hz,
H-5 GIcA), 4.07-3.99 (m, 1H, H-2 GalN), 3.90-3.81,(1H, O-GH,), 4.72-3.62 (m, 2H, H-6a
GalN et O-G,), 3.82-3.75 (m, 1H, H-5 GalN), 3.74 (s, 3H, CO@{; 3.56-3.41 (m, 2H, H-
6b GalN et ®1), 3.39-3.31 (m, 2H, B,-N), 1.99, 1.97, 1.93 (3s, 9H, OC(QHE).

RMN *°C (CDCl;, 100 MHz) d(ppm) 169.88, 169.18, 169.16, 167.37, 166.71,
162.23 (6C, C-6 GIcA et C=0), 156.40 (1C, QD)O), 136.20, 133.56, 130.02, 129.00,
128.41, 128.04, 127.93 (12C, Ph), 99.97 (1C, C-dAj199.66 (1C, C-1 GalN), 92.31 (1C,
CClg), 74.83 (1C, C-3 GalN), 73.75 (1C, C-5 GalN),3r2(1C, C-5 GIcA), 71.96, 68.98 (2C,
C-3 et C-4 GIcA), 70.71 (1C, C-2 GlcA), 69.77 (1G4 GalN), 69.10 (1C, @H,), 66.65
(1C, CH,-Ph), 60.06 (1C, C-6 GalN), 55.20 (1C, C-2 Galsp,83 (1C, CO@Hy), 40.79
(1C, CH»-N), 20.63, 20.36, 20.32 (3C, OC(CH).

ES-SM: mVz 938 [M+NH,]* pour®Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §H43CIsN2O1g + HO : C, 48.55; H, 4.82; N,
2.98 ; trouvée C, 48.63 ; H, 4.83 ; N, 2.91.
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VIII- Partie expérimentale

ClAcO OBz
OBz NHTCA  COMe
o}

LeB20 o 0 A0~ Co1Hgs5ClgN3035
ﬁ? o B o Nmea " MW = 2064.32 g.mot

ClAcO  ~0Bz
v " 1! I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(6-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-f-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (207a)

Un mélange d’acceptedr88a (174 mg, 0.16 mmol), d'imidaté86a (240 mg, 0.21
mmol, 1.3eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoassddu CDG (1.5 mL) sous argon, est
agité 30 minutes a température ambiante. Une salutle TMSOTTf dans le toluéene (1M, 42
ul, 0.04 mmol, 0.2eqg/imidate) est ensuite ajoutéla eblution est agitée a nouveau pendant
30 minutes puis est neutralisée avec de 4 EL8 pL, 0.13 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur
célite et concentrée. Une purification par chrormgedphie flash sur colonne de silice
(CH.Cl,/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNEt donne le produit désiré (135 g, 41%) sous la
forme d’'une poudre blanche.

[a] © +24 € 1.00, CHCY).

F 131-132°CitPrOH).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.11-7.22 (m, 35H, Ar), 6.80 (d, 181> 7Hz,
NH'), 6.78 (d, 1HJnm.2 7Hz, N\H"), 5.62 (dd, 1H,),s<1Hz,J3 4 3Hz, H-4), 5.57 (dd, 1HJ, 3
= J349.5Hz, H-3"), 5.49 (dd, 1H,), =<1Hz,J3 4 3Hz,H-4"), 5.49 (dd, 1HJ, 5= J3 4 10Hz, H-
3", 5.42 (dd, 1HJs5 10Hz, H-4), 5.28-5.22 (m, 2H, H2et H-2Y), 5.10-5.05 (m, 1H,
NHC(0)0), 5.08 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1"), 5.03 (s, 2H, €,-Ph), 5.01 (d, 1HJ); » 8Hz, H-1),
4.84, 4.78 (2d, 2H} » 7.5Hz, H-1 etH-1"), 4.73 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3), 4.63 (dd, 1H,J 3
11Hz, H-3"), 4.43 (dd, 1HJs 62 4Hz, Jsaep 11.5Hz, H-68, 4.36 (dd, 1H,),5 10Hz, H-4"),
4.33 (dd, 1HJs b 7.5Hz, H-6b), 4.21 (ABg, 2H, ®, AcCl), 4.11 (d, 1H, H-8), 4.03-3.99
(m, 1H, H-8), 3.98 (d, 1H, H-5), 3.91 (ABq, 2H, ®, AcCl), 3.92-3.87 (m, 1H, H'%), 3.75-
3.70 (m, 2H, H-64 et O-CH,), 3.67, 3.62 (2s, 6H, COQG), 3.53 (dd, 1HJs 6, 7HZ, Jsasp
11.5Hz, H-68'), 3.50-3.35 (m, 4H, H2H-2"" et (H,-N), 2.71-2.39 (m, 4H, B, Lev), 2.00
(s, 3H, GH; Lev).

RMN 'C (CDCl;, 100 MHz) 3(ppm) 205.60 (1C, C=O Lev), 170.96, 167.54,
166.50, 166.17, 165.98, 165.72, 165.51, 165.38,9764.64.76, 162.32, 161.69 (13C, -6
C-6Y et C=0), 156.37 (1C, NE(O)O), 136.32, 133.52, 133.37, 129.98, 129.94, 829.
129.79, 129.77, 129.69, 129.38, 128.81, 128.72,5828128.52, 128.47, 128.35, 128.31,
128.12 (42C, Ar), 101.04, 100.31 (2C, &4t c-1Y), 98.45 (1C, Cc-1"), 97.52 (1C, CY,
92.10, 91.69 (20CCls), 74.48, 73.94, 73.22, 72.51, 72.44, 71.89, 71718346, 71.39, 71.09,
70.84, 70.78, 70.62, 69.31 (14C, ¢@-4, c-8, c-2', c-3', c-4', c-¢, c-3" c-4", c-5",
c-2V, c-3Y, c-4Y et C-8Y), 69.42 (1C, OCH,), 66.72 (LCCH»-Ph), 62.05, 60.92 (2C, C-6
et C-8"), 56.00, 55.52 (2C, C 2t C-2"), 53.23, 52.85 (2C, COCH3), 40.73 (1CCHx-N),
40.64, 40.39 (20CH, AcCl), 37.62, 27.64 (2GGH; Lev), 29.50 (LCCHjs Lev).

ES-SM: m/z 2077 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §HgsClgN3Oss+ H,O @ C, 52.49 ; H, 4.21 ; N, 2.02;
trouvée C, 52.37 ; H, 4.17 ; N, 2.02.
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OBz NHTCA  COMe
BzO Q R
o o o O~y  Co1HeCleN3Oss

Lev
coneO © OBz NHTCA MW = 2064.32 g.mO’r

BzO ~OAcCI

v i Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-p-galactopyranosyl)-(2-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoylf3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-

trichloroacétamido-B-p-galactopyranoside (207b)

Un mélange d’acceptedr88b (150 mg, 0.14 mmol), d'imidat&87b (207 mg, 0.18
mmol, 1.3eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoassddu CHCl, anhydre (1.5 mL) sous
argon est agité 30 minutes a température ambildnie solution de TMSOTf dans le toluéne
(1M, 28ul, 0.03 mmol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutéla esblution est agitée a nouveau
pendant 30 minutes puis est neutralisée avec &M (12 L, 0.09 mmol, 3eq/TMSOTY),
filtrée sur célite et concentrée. Une purificatioar chromatographie flash sur colonne de
silice (CHCl,/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNbtdonne le produit désiré (181 mg, 63%) sous
la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +33 € 1.01, CHCY).

F 131-132°C itPrOH/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.07-7.22 (m, 33H, Ar), 7.04 (d, 182 7Hz,
NH'), 6.91 (d, 1HJnu2 7Hz, NH"), 6.90-6.85 (m, 2H, Ar), 5.71 (dd, 18, <<1Hz, Js 4 3Hz,
H-4"), 5.53 (dd, 1HJ, 5= J549.5Hz, H-3’), 5.49 (dd, 1HJ4 s<1Hz, J; s 3HZ,H-4"), 5.46 (dd,
1H, J,.3 9.5Hz,J3 4 10Hz, H-3), 5.34 (dd, 1H,,5 10Hz, H-4"), 5.26-5.18 (m, 3H, H!2 H-
2V et NHC(0)0), 5.09 (d, 1H); » 8Hz, H-1"), 5.05 (s, 2H, E»-Ph), 5.02 (d, 1HJ; » 8Hz,
H-1'), 4.94, 4.88 (2d, 2H}, , 7.5Hz, H-1' etH-1"), 4.75 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3), 4.67 (dd,
1H, J»3 11Hz, H-3"), 4.39 (dd, 1HJ5 64 4HZ, Jsa e 11.5Hz, H-68, 4.29 (dd, 1H,J45 10Hz,
H-4"), 4.14 (dd, 1HJs 6, 7.5Hz, H-6b), 4.12 (d, 1H, H-8), 4.07 (s, 2H, €, AcCl), 4.06 (d,
1H, H-8'), 4.00 (s, 2H, €, AcCl), 4.02-3.97 (m, 1H, H'5 3.84, 3.74 (2s, 6H, COOG),
3.86-3.77 (m, 2H, H& et O-CH,), 3.72-3.59 (m, 3H, H!2 H-2"" et O-CH,), 3.49 (dd, 1H,
Js.6a 6HZ, Jsasp 11.5Hz, H-64), 3.45-3.30 (m, 2H, B»-N), 3.13 (dd, 1H,Js 6, 7Hz, H-61"),
2.62-2.31 (m, 4H, 8, Lev), 2.00 (s, 3H, 85 Lev).

RMN *C (CDCls;, 100 MHz). 3(ppm) 205.62 (1C, C=0O Lev), 170.91, 167.56,
166.87, 166.66, 166.55, 165.58, 165.40, 165.32,0068.64.79, 164.45, 162.28, 161.68 (13C,
C-6', C-8" et C=0), 156.24 (1C, NE{(O)0O), 136.26, 133.28, 133.18, 133.08, 129.94,
129.89, 129.78, 129.72, 129.67, 129.30, 129.26,8B28128.76, 128.67, 128.47, 128.41,
128.27, 128.22, 128.18, 128.18, 128.06, 127.90 (42); 101.93, 100.09 (2C, C &t C-1Y),
98.75 (1C, C-9, 97.78 (1C, C-1"), 92.09, 91.73 (2CCCls), 74.72, 74.08, 73.97, 72.80,
72.44, 72.14, 72.05, 71.52, 71.21, 70.96, 69.500%6014C, C-3 Cc-4, C-5, Cc-2', Cc-3', C-
4" c-5', c-3" c4" c5" c2Y c-3 c4'etC-8), 69.44 (1C, OcH,), 66.66 (1C,
CH.-Ph), 64.17, 62.61 (2C, C-6t C-8'"), 55.88, 55.68 (2C, C'2t C-2"), 53.27, 52.92 (2C,
COQCHs), 40.82 (1C,CH,-N), 40.65, 40.46 (2CCH, AcCl), 37.51, 27.56 (2CCH; Lev),
29.43 (1CCHjs Lev).

ES-SM: m/z 1927 [M-2 CICHC(O)+Na] pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §HgsClgN3Oss + H,O : C, 52.49; H, 4.21; N
2.02; trouvée : C, 52.32; H, 4.01; N, 2.00.
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VIII- Partie expérimentale

OBz NHTCA  CO.

HO OBz
,Me o
LM)W %ZMO e Cg7HgzClsN30s3
OBz
|

come NHTCA MW = 1911.35 g.mot

HO ~oBz

v " Il
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidq3-D-

galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-

6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranoside (208a)

Un mélange de tétrasacchari2ié’a (109 mg, 53umol) et de thiourée (16 mg, 0.21
mmol, 4eq) dissous dans la pyridine (0.8 mL) et@H (0.8 mL) est agité 4h30 a 80°C.
Apres refroidissement, la solution est concentmes diluée dans le CEl,. La phase
organique est lavée a l'eau, puis avec une solut@ohaCl saturée et enfin a I'eau. Elle est
ensuite séchée sur Mga@vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).dunécation par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(85 mg, 84%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] % +38 € 1.03, CHCY).

F 135°C {-PrOH).

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.07-7.13 (m, 35H, Ar), 6.82 (d, 18y, 7Hz,
NH'), 6.78 (d, 1HJnn2 7Hz, NH"), 5.62 (dd, 1HJ, 3 = J3 4 9.5Hz, H-3"), 5.58 (dd, 1HJs 4
8Hz,J, 3 9Hz, H-3), 5.44 (dd, 1H,),59.5Hz, H-4"), 5.42 (dd, 1H,),, 7Hz, H-2"), 5.35 (dd,
1H, Ji» 7Hz, H-2'"), 5.22-5.17 (m, 1H, NC(O)0), 5.11 (d, 1HJ1 » 8Hz, H-1), 5.01 (s, 2H,
CH.-Ph), 4.98, 4.95 (2d, 2H, H'1etH-1V), 4.92 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1"), 4.62 (dd, 1H,Js5 64
5.5Hz, Jsaep 11.5Hz,H-6d), 4.55 (dd, 1HJs e, 7Hz, H-6D), 4.48 (dd, 1HJs4 3.5Hz, )5
11Hz, H-3), 4.43 (dd, 1HJs 4 3HZ,Jo.3 11Hz, H-3"), 4.41 (dd, 1HJs 5 10Hz,H-4"), 4.21 (d,
1H, H-5Y), 4.17 (d, 1H, H-B), 4.22-4.18 (m, 1H, H 4.13-4.09 (m, 1H, H4), 4.09 (dd,
1H, Js 62 5Hz, Jea 60 11.5Hz, H-68), 3.68, 3.60 (2s, 6H, COQE), 3.89-3.53 (m, 7H, H2
H-5', H-2", H-5", H-61" et O-CH,), 3.42-3.27 (m, 3H, B' et CH>-N), 2.76-2.73 (m, 1H,
OH"), 2.68-2.38 (m, 4H, B, Lev), 2.04 (s, 3H, 3 Lev).

RMN *C (CDCls;, 100 MHz) 3(ppm) 205.57 (1C, C=0O Lev), 171.14, 168.12,
167.13, 166.23, 165.42, 165.15, 164.89, 162.26,7686(11C, C-8, C-68" et C=0), 156.29
(1C, NHC(0)0), 136.42, 133.44, 133.23, 133.18, 133.07, 9£9129.82, 129.75, 129.70,
129.65, 129.60, 129.56, 129.16, 128.96, 128.68,6B28128.49, 128.40, 128.36, 128.23,
127.94 (42C, Ar), 100.82, 100.70 (2C, tet C-1Y), 98.97, 98.08 (2C, C et C-1""), 92.05,
91.83 (2C,CCls), 78.25, 77.05, 74.45, 73.94, 72.07, 71.89, 7178445, 71.08, 69.11, 67.53,
67.46 (14C, c-3c-4, c-58, c-2', c-3', c-4', c-58', c-3", c-4", c-58", c-2Y, c-3Y, c-4Y
et C-8"), 69.09 (1C, OCH,), 66.51 (1C,CH.-Ph), 63.40, 62.58 (2C, C-6t C-8"), 54.79,
54.62 (2C, C-2et C-2"), 53.13, 53.03 (2C, COTH3), 40.77 (LCCH.-N), 37.48, 27.57 (2C,
CH; Lev), 29.49 (1CCHs Lev).

ES-SM: m/'z 1925 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour gHgsCleN3Os3 + H,O : C, 54.16; H, 4.44; N
2.18; trouvée : C, 53.94; H, 4.34; N, 2.14.
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VIII- Partie expérimentale

ﬁ o BZO&OH& CaHasCleNsO
LePB2 ° o RGN g7Hg3CleN3033
copme” BZ(@H?\B %O NHTCA "MW = 1911.35 g.mot
v 1 Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
4-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside (208b)

Un mélange de tétrasacchar@@/b (115 mg, 56umol) et de thiourée (17 mg, 0.22
mmol, 4eq) dissous dans la pyridine (0.8 mL) et@H (0.8 mL) est agité 3 heures a 80°C.
Apres refroidissement, la solution est concentpgs diluée dans le CEl,. La phase
organique est lavée a 'eau, puis avec une soluteiNaCl saturée et enfin a I'eau. Elle est
ensuite séchée sur Mga@vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).guniécation par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliIMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(82 mg, 77%) sous la forme d’une poudre blanche.

[a] % +26 € 1.01, CHCY).

F 140-148°C i-PrOH).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.07-7.13 (m, 33H, Ar), 6.83 (d, 18412 7Hz,
NH'), 6.82-6.77 (m, 2H, Ar), 6.72 (d, 1H\n2 7Hz, NH"), 5.68 (dd, 1H,Js<1Hz, Js4
3.5Hz, H-4), 5.52 (dd, 1HJ, 3 = J34 9.5Hz, H-3’), 5.42 (dd, 1HJ,3 = Js4 9.5Hz, H-3),
5.38 (dd, 1HJ45<1Hz,J3 4 3Hz,H-4"), 5.29 (dd, 1HJs5 10Hz, H-4"), 5.27-5.20 (m, 2H, H-
2" et H-2Y), 5.13-5.08 (m, 1H, NC(0)0), 5.05 (d, 1H); » 8Hz, H-1"), 5.05-5.01 (m, 3H,
H-1' et CH,-Ph), 4.91, 4.86 (2d, 2Hy » 7.5Hz, H-1 etH-1"), 4.76 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3),
4.58 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"), 4.20 (dd, 1HJ45 10Hz,H-4"), 4.09 (d, 1H, H-), 4.00 (d,
1H, H-8'), 3.82, 3.71 (2s, 6H, COO), 3.83-3.42 (m, 8H, H!2H-5, H-6d, H-60, H-2",
H-5" et O-CH,), 3.38-3.31 (m, 3H, B et (H,-N), 2.89-2.79 (m, 2H, H-Ba et CH), 2.56-
2.31 (m, 4H, ®;, Lev), 2.27-2.20 (m, 1H, H-6b, 2.00 (s, 3H, € Lev).

RMN 'C (CDCl;, 100 MHz) 3(ppm) 205.57 (1C, C=O Lev), 170.91, 167.35,
167.16, 166.40, 165.42, 165.25, 164.84, 165.56,246261.60 (11C, C'6 C-6" et C=0),
156.23 (1C, NK(0)0), 136.27, 133.62, 133.53, 133.33, 133.26, 71B2130.19, 130.13,
129.90, 129.79, 129.67, 129.23, 129.11, 129.08,9528128.80, 128.70, 128.52, 128.49,
128.40, 128.35, 128.25, 128.23, 128.15, 128.04,0028.27.84, 125.22 (42C, Ar), 101.44,
100.60 (2C, C-1et C-1Y), 98.82, 97.71 (2C, C &t C-1"), 92.08, 91.69 (2CGCCls), 75.24,
74.56, 74.13, 73.73, 73.56, 73.28, 72.49, 72.40871.27, 70.93, 69.97, 69.16 (14C, 'C-3
c-4, c-5, c-?, c3 c4 cg, c3 c4" ci" c2Y c3 c4etcg), 69.40
(1C, OCH,), 66.65 (1CCH.-Ph), 59.88, 58.90 (2C, C-6t C-8"), 56.05, 55.81 (2C, C'2t
c-2", 53.17, 52.85 (2C, COCHs), 40.81 (1CCH»-N), 37.59, 27.62 (2CGCH, Lev), 29.41
(1C, CHs Lev).

ES-SM: m/'z 1925 [M+NH,]* pour®*Cl.
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VIII- Partie expérimentale

CIAcO OBz
NHTCA  CO,Me o
BzO os 0 o o\/\NHZ C72H65ClgN3026
P4 _ -
© OBz NHTCA MW = 1671.95 g.mat

CIAcO OBz

1l Il |
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,6-di-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-6-O-benzoyl-4-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (209a)

Un mélange d’acceptedr88a (226 mg, 0.21 mmol), d’imidaté87a (283 mg, 0.38
mmol, 1.8eq) et de tamis moléculaire (4A) disscarssddu CDGJ (3 mL) sous argon est agité
30 minutes a température ambiante. Une solutiofM8OTf dans le toluene (1M, 78l,
0.07 mmol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutée sblation est agitée a nouveau pendant 30
minutes puis est neutralisée avec de ENEB1 pyL, 0.23 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur
célite et concentrée pour donner un solide rose. péthe purification par chromatographie
flash sur colonne de silice (GEl,/acétone 29 : 1 avec 0.1% deNBtdonne le produit désiré
(232 mg, 66%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 -10 (€ 0.98, CHCY).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.08-7.27 (m, 30H, Ar), 6.96 (d, 1842 9Hz,
NH"), 6.81 (d, 1HJnn2 7Hz, NH'), 5.70 (dd, 1H,)ss<1Hz, Js 4 3Hz, H-4), 5.65 (dd, 1HJ, 3
= J34 9Hz, H-3), 5.48 (dd, 1HJs<1Hz, J3 4 3Hz, H-4"), 5.36 (dd, 1HJ,3 11Hz, H-3"),
5.31 (dd, 1HJ; » 7.5Hz, H-2), 5.12-5.08 (m, 1H, NC(0)O), 5.06 (d, 1H}; » 8.5Hz, H-1"),
5.02 (d, 1H,J1» 8.5Hz, H-1), 5.03 (s, 2H, €,-Ph), 4.89 (d, 1H, H'Y), 4.37 (dd, 1HJ 3
11Hz, H-3), 4.45 (dd, 1H,J5 62 7Hz,Jsa6011.5Hz, H-68, 4.39-4.34 (m, 1H, H-6) 4.35 (dd,
1H, Js5 9.5Hz, H-4), 4.27 (ABq, 2H, G, AcCl), 4.25-4.21 (m, 1H, H'%), 4.14 (d, 1H, H-
5", 4.09-4.04 (m, 1H, H'5 4.09-3.92 (m, 1H, H'%), 3.96 (ABq, 2H, G, AcCl), 3.88-3.81
(m, 1H, O-®H,), 3.74 (dd, 1HJs626Hz, Jsaep 11Hz, H-64'), 3.67 (s, 3H, COORB3), 3.67-
3.61 (m, 1H, O-El,), 3.54-3.48 (m, 1H, Hp, 3.45 (dd, 1HJs ¢, 8Hz, H-6H"), 3.38-3.26 (m,
2H, CH,-N).

RMN 'C (CDCls;, 100 MHz) d(ppm) 168.65, 166.66, 166.35, 165.98, 165.74,
165.43, 165.08, 165.00, 162.38, 161.83 (10C! @6C=0), 156.21 (1C, NE(O)O), 136.30,
133.60, 133.50, 133.46, 133.40, 133.36, 129.86,8P29129.66, 129.63, 129.44, 129.36,
129.11, 128.70, 128.54, 128.51, 128.46, 128.44,3028128.34, 128.11 (36C, Ar), 100.97
(1cC, c-1), 100.37 (1C, C1), 98.48 (1C, C-Y, 92.23, 91.67 (20CCls), 76.28 (1C, C-Y),
73.44 (1C, C-%), 73.23 (1C, C-3, 71.85 (1C, C-3), 71.52 (2C, C-2et C-3"), 71.06 (1C, C-
4'), 70.93 (1C, C-5, 70.80 (1C, C-%), 69.41 (1C, OEH,), 68.29 (1C, C-4), 66.72 (1C,
CH.-Ph), 62.07 (1C, C'§ 60.11 (1C, C-8), 55.91 (1C, C-3, 53.15 (1C, COGHs), 52.64
(1C, Cc-2"), 40.73 (2CCH,-N etCH, AcCl), 40.22 (1CCH, AcCl).

ES-SM: m/z 1685 [M+NH,]* pour®>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &HesClgN3Oo6 @ C, 51.72 ; H, 3.92 ; N 2.51 ;
trouvée : C,51.49 ; H, 3.93; N, 2.47.
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VIII- Partie expérimentale

BzO OAcCI
NHTCA  COMe

[o) o
BZO@?\B?M O&/ O~ >niz|  Cr2HesClgNzOsg

BzO OAcCI OBz NHTCA MW = 167195 ng][

1l Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4-di-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-f-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-4-O-benzoyl-6-O-chloroacétyl-2-désoxy-2-
trichloroacétamido-B-D-galactopyranoside (209b)

Un mélange d’accepted88b (240 mg, 0.22 mmol), d’'imidat&87b (251 mg, 0.33
mmol, 1.5eq) et de tamis moléculaire (4A) dissoaissddu CHCI, (2.5 mL) sous argon est
agité 30 minutes a température ambiante. Une soluke TMSOTf dans le toluene (1M, 67
ul, 0.07 mmol, 0.2eg/imidate) est ensuite ajoutéla sblution est agitée a nouveau pendant
30 minutes puis est neutralisée avec de 48l E28 uL, 0.20 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur
célite et concentrée pour donner un solide rose. péthe purification par chromatographie
flash sur colonne de silice (GEl/acétone 19 : 1 avec 0.1% deNBtdonne le produit désiré
(192 mg, 52%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] £ +27 (€ 1.00, CHCY).

F 128°C {-PrOH).

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.11-7.16 (m, 30H, Ar), 6.99 (d, 18y, 9Hz,
NH"), 6.95 (d, 1HJnw.2 7Hz, NH'), 5.78 (dd, 1H,),s<1Hz,J3 4 3Hz, H-4), 5.63 (dd, 1HJ, 3
= J34 9Hz, H-3), 5.56 (dd, 1HJs<1Hz, J3 4 3Hz, H-4"), 5.39 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"),
5.27 (dd, 1HJ: » 7Hz, H-2"), 5.19-5.13 (m, 1H, NC(0)O), 5.07 (d, 2HJ; » 8.5Hz, H-1 et
H-1""), 5.06 (s, 2H, B,-Ph), 4.98 (d, 1H, HY), 4.82 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3), 4.43 (dd, 1H,
Js.6a4Hz, Jsa 6p11.5Hz, H-68, 4.37 (ddd, 1H, H-2), 4.32 (dd, 1H,),59Hz, H-4'), 4.21-4.15
(m, 1H, H-6b), 4.18 (d, 1H, H-%), 4.06-3.99 (m, 1H, H'% 4.00 (s, 2H, €, AcCl), 4.09-
3.96 (s, 2H, El, AcCl), 3.90 (s, 3H, COORBs), 3.89-3.84 (m, 1H, H'b et O-CH,), 3.72-3.65
(m, 2H, H-2 et O-CH,), 3.43-3.35 (m, 2H, B2>-N), 3.36 (dd, 1HJs 62 7Hz, Jsa6p 11Hz, H-
6d"), 3.28 (dd, 1HJs ¢ 6Hz, H-61").

RMN C (CDCls;, 100 MHz) d(ppm) 168.66, 166.94, 166.31, 165.81, 165.77,
165.19, 165.13, 164.88, 162.39, 161.85 (10C!' @68C=0), 156.28 (1C, NE(O)0), 136.31,
133.62, 133.46, 133.43, 133.32, 129.98, 129.89,8629129.81, 129.77, 129.37, 129.22,
128.72, 128.68, 128.57, 128.55, 128.47, 128.40,3228128.18, 128.12 (36C, Ar), 101.08
(1C, c-1), 100.34, 98.69 (1C, C-kt C-1"), 92.25, 91.71 (2CCCly), 76.24 (1C, C-1),
74.17 (1C, C-5, 73.50 (1C, C-%), 72.27 (1C, C-3, 71.70 (1C, C-5, 71.40 (1C, C-9,
71.05, 70.93 (2C, C'3 et C-8"), 69.80 (1C, C-3, 69.59 (1C, OcH,), 66.88 (1C, C-4),
66.75 (1C,CH,-Ph), 64.39 (1C, CY 62.00 (1C, C-8), 56.08 (1C, C-2, 53.34 (1C,
COQCHs), 52.89 (1C, C-9), 40.91, 40.50 (3GGH.-N et CH, AcCl).

ES-SM: m/'z 1685 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &HesClgN3Oo6 : C, 51.72 ; H, 3.92 ; N 2.51 ;
trouvée : C, 51.43 ; H, 4.09 ; N, 2.50.
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VIII- Partie expérimentale

HO OBz
NHTCA COzMeo o
B 4 Eo o NHTSA\/\NHZ CsgHe3CleN3024 _
HO Rz 0Bz MW = 1518.98 g.moét
1] Il I

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,6-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-
D-galactopyranosyl)-(+-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside (210a)

Un mélange de trisacchari@®9a (178 mg, 0.11 mmol) et de thiourée (32 mg, 0.43
mmol, 4eq) dissous dans la pyridine (1.2 mL) et@H (1.2 mL) est agité 2 heures a 80°C.
Apres refroidissement, la solution est concentmgs diluée dans le CBl,. La phase
organique est lavée a 'eau, puis avec une soluteoNaCl saturée et enfin a I'eau. Elle est
ensuite séchée sur Mga@vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).guniécation par
chromatographie flash sur colonne de silice {CkIMeOH 8 : 1) donne le produit désiré
(117 mg, 73%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +19 € 1.02, CHCY).

F 177°C {-PrOH).

RMN *H (CDCls, 400 MHz): &(ppm) 8.03-7.12 (m, 31H, Ar etHl'), 7.02 (d, 1H,
a2 7THz, NHY, 5.53 (dd, 1H,), 5 8.5Hz,J34 9Hz, H-3), 5.43 (dd, 1HJ:, 7Hz, H-2'), 5.26
(dd, 1H,J5.4 3HZ, Jp.3 11Hz, H-3"), 5.28-5.22 (m, 1H, NC(0)0), 5.07 (d, 1HJ, ,» 8Hz, H-
1", 5.03 (d, 1H, H-1), 4.99 (s, 2H, €-Ph), 4.94 (d, 1HJ1» 8Hz, H-1), 4.65 (dd, 1HJs 6a
5Hz, Jsa 6o 11.5Hz, H-68, 4.55 (dd, 1HJs6p 5SHz, H-6B), 4.52-4.42 (m, 2H, H 3t H-2"),
4.35 (dd, 1H,),5 9Hz, H-4'), 5.31 (ddd, 1HJs 5<1Hz,Js 4 3Hz, Jon 4 6Hz,H-4), 4.23 (d, 1H,
H-5"), 4.13 (ddd, 1HJon 4= Jss=<1Hz, H-4"), 3.96-3.89 (m, 2H, H %t H-58"), 3.89-3.52 (m,
5H, H-2, H-6d", H-68" et O-CH,), 3.67 (s, 3H, COORB;), 3.42-3.22 (m, 2H, B»>-N), 3.20
(d, 1H, AH"M), 3.09 (d, 1HJon.4 6Hz, CH').

RMN C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 168.71, 166.31, 166.14, 165.99, 165.54,
165.09, 162.30, 162.02 (8C, ¢-6t C=0), 156.31 (1C, NE(O)O), 136.40, 133.48, 133.29,
130.07, 129.96, 129.69, 129.64, 129.60, 129.56,4129129.22, 129.05, 128.98, 128.62,
128.57, 128.48, 128.46, 128.42, 128.39, 128.26,182827.96 (36C, Ar), 100.87 (1C, ¢)1
100.73 (1C, C-1), 98.93 (1C, C-1, 92.34, 91.84 (2GZCls), 78.30 (1C, C-3, 76.57 (1C, C-
4"), 73.45 (1C, C-9), 73.34 (1C, C-8), 72.74 (1C, C-8), 72.41 (1C, C-9, 72.15 (1C, C-
5, 71.12 (1C, C¥), 69.11 (1C, GEH,), 67.59 (1C, C-3, 66.55 (1CCH,-Ph), 66.33 (1C,
c-4"), 63.61 (1C, C-%, 61.91 (1C, C-8), 54.63 (1C, C-3, 53.29 (1C, COGCH-), 52.46
(1C, c-2"), 40.79 (1CCH»-N).

ES-SM: m/z 1533 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour gHgsClsN3O24 + 2 HO: C, 52.52 ; H, 4.34 ; N
2.70 ; trouvée : C, 52.69 ; H, 3.94 ; N, 2.73.
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I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4-di-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid¢3-
D-galactopyranosyl)-(2-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoylf3-D-glucopyranosyluronate)-
(1-3)-4-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-D-galactopyranoside (210b)

Un mélange de trisaccharid®9b (99 mg, 59umol) et de thiourée (18 mg, 0.24
mmol, 4eq) dissous dans la pyridine (0.7 mL) et@H (0.7 mL) est agité 2 heures a 80°C.
Apres refroidissement, la solution est concentmes diluée dans le CEl,. La phase
organique est lavée a l'eau, puis avec une solut@haCl saturée et enfin a I'eau. Elle est
ensuite séchée sur Mga@vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).dunécation par
chromatographie flash sur colonne de silice {CkHIMeOH 19 : 1 puis 18 : 1 puis 17 : 1)
donne le produit désiré (76 mg, 85%) sous la fadinae poudre blanche.

[a] % +31 (€ 0.99, CHCY).

F 142-149°C i-PrOH/EP).

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.10-6.95 (m, 30H, Ar), 6.96 (d, 18y, 7Hz,
NH"), 6.92 (d, 1HJnw.2 7Hz, NH'), 5.77 (dd, 1H,),s<1Hz,J3 4 3Hz, H-4), 5.59 (dd, 1HJ, 3
= Ja4 8.5Hz, H-3), 5.46 (dd, 1H,,<1Hz, Js4 3Hz, H-4"), 5.35 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"),
5.31 (dd, 1HJ; > 7.5Hz, H-2), 5.17-5.12 (m, 1H, NC(0)0), 5.05 (d, 1HJ; , 8Hz, H-1),
5.03 (s, 2H, El,-Ph), 5.00 (d, 1H, HY), 4.99 (d, 1HJ.,» 7.5Hz, H-1"), 4.80 (dd, 1H )3
11Hz, H-3), 4.47 (ddd, 1H, H-®), 4.22 (dd, 1HJ45 9.5Hz, H-4), 4.16 (d, 1H, H-%), 3.88
(s, 3H, COOEls), 3.89-3.62 (m, 6H, H'2H-5, H-6d, OH" et O-CH,), 3.53-3.48 (m, 1H, H-
6b), 3.42-3.31 (m, 2H, B>-N), 3.35 (d, 1HJon e 4.5Hz, QH"), 2.75 (ddd, 1HJon ea5Hz,
Js.6a THZ, Joa 60 12HZ, H-64"), 2.51 (m, 1HJoneb5Hz, Js60 7Hz, H-68"), 2.15-2.13 (m, 1H,
H-5").

RMN C (CDCls;, 100 MHz) d(ppm) 168.49, 166.40, 165.89, 165.10, 164.98,
162.34, 161.95 (8C, C'6et C=0), 156.28 (1C, NE{O)O), 136.29, 133.84, 133.73, 133.48,
133.44, 133.01, 130.20, 130.05, 129.87, 129.42,3029129.18, 128.72, 128.66, 128.60,
128.50, 128.44, 128.35, 128.11, 128.08, 128.04 (26} 101.51, 100.41 (2C, C-&t C-1,
98.92 (1C, C-1), 92.30, 91.74 (2QCCls), 76.15 (1C, C-4), 75.36 (1C, C-3, 74.04 (1C, C-
5", 73.60 (1C, C-9, 73.37 (1C, C-9, 72.60 (1C, C-3), 72.38 (1C, C-4), 71.14 (1C, C-
2", 70.61 (1C, C-3, 69.48 (1C, OcH,), 67.93 (1C, C-4), 66.70 (1CCH.-Ph), 59.48 (1C,
C-6), 58.38 (1C, C-8), 54.40 (1C, C-3, 53.23 (1C, COGHs), 53.06 (1C, C-9), 40.84
(1C,CH2-N).

ES-SM: m/z 1533 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour ggHgsClsN3O24 + 2 HO : C, 52.52 ; H, 4.34 ; N
2.70 ; trouvée : C, 52.78 ; H, 4.01 ; N, 2.71.
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-2-désoxy-&-benzoy!{3-D-
galactopyranoside (211a)

A une solution de disacchari@®6a (186 mg, 0.20 mmol) dissous sous argon dans la
N,N-diméthylacétamide (3 mL) et le benzene (2mL), sgautés successivement de 'AIBN
(300 mg) et dun-BusSnH (273uL, 1.02 mmol, 4.5eq). La solution est dégazée Iréheu
température ambiante, est ensuite chauffée a 8&tGutes les 90 minutes de I'AIBN et du
BusSnH (280uL, 0.68 mmol, 3eq) sont ajoutés (2 fois) puis l&uton est concentrée. Le
produit est précipité a 0°C dans un mélange d'édeepétrole (2 mL) et d'ED (2mL) en
agitant 1 heure, avant d’étre filtré pour donnee youdre blanche. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {ClIMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(130 mg, 79%) sous la forme d’une poudre blanche.

[a] 2 +1 (c 1.01, CHCY).

F 237-239°C (AcOEt).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3(ppm) 8.02-7.11 (m, 10H, Ar), 6.19 (d, 1B
6.5Hz, NH GalN), 5.49-5.44 (m, 1H, NC(0)O), 5.26 (dd, 1HJ,3 = J34 9Hz, H-3 GIcA),
5.19 (dd, 1HJs5 9Hz, H-4 GIcA), 5.08-5.01 (m, 3H, H-2 GIcA etgPh), 4.97 (d, 1H}: -
8Hz, H-1 GIcA), 4.77 (d, 1H}, » 8Hz, H-1 GalN), 4.59 (dd, 1Hp 62 5HZ,Jsa6p11.5Hz, H-6a
GalN), 4.07 (dd, 1HJs56, 7Hz, H-6b GalN), 4.55-4.49 (m, 1H, H-3 GalN), 4.@dtd, 1H,
Jas<1Hz, Iy 04<1Hz, J3 4 3Hz, H-4 GalN), 4.08 (d, 1Hl 5 9.5Hz, H-5 GIcA), 4.92-3.85 (m,
1H, H-5 GalN), 3.84-3.79 (m, 1H, OHR), 4.71-3.65 (m, 1H, O-8&,), 3.66 (s, 3H,
COOHs3), 3.49-3.26 (m, 2H, H-2 GalN etH3-N), 3.13 (d, 1H, ®), 2.02, 2.01 (2s, 9H,
OC(O)Hs3), 1.93 (s, 3H, NHC(0)85).

RMN C (CDCls, 100 MHz): 5(ppm) 171.71, 169.94, 169.53, 167.43, 166.23 (6C,
C-6 GIcA et C=0), 156.72 (1C, N}{O)O), 136.14, 132.86, 129.35, 129.20, 128.06,028.
129.62, 127.48 (12C, Ph), 100.84 (1C, C-1 GalNp.aé (1C, C-1 GlcA), 78.62 (1C, C-3
GalN), 71.73 (1C, C-5 GalN), 71.56 (1C, C-3 GIcA),.32 (1C, C-4 GalN), 70.77 (1C, C-2
GlcA), 69.00 (1C, C-4 GIcA), 68.22 (1C, CHy), 67.45 (1C, C-5 GIcA), 66.19 (1CH,-
Ph), 63.27 (1C, C-6 GalN), 52.54 (1C, COi), 52.04 (1C, C-2 GalN), 40.38 (1CH&N),
22.50 (1C, NHC(QZH3), 19.97, 19.92, 19.88 (3C, OC@3).

ES-SM: mVz 819 [M+H]', 836 [M+NH,]".

Analyse élémentairecalculée pour §gH43CIsN,O.5 + HO @ C, 48.55; H, 4.70 ; N,
3.04 ; trouvée C, 48.96 ; H, 4.69 ; N, 2.96.
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OAC NHAc

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-2-acétamido-2-désoxy-D-benzoy!{3-D-
galactopyranoside (211b)

A une solution de disaccharid26b (193 mg, 0.21 mmol) dissous dans NaN-
diméthylacétamide (3 mL) et le benzéne (2mL) sagera sont ajoutés successivement de
'AIBN (300 mg) et dun-BusSnH (280puL, 1.05 mmol, 4.5eq). La solution est dégazée 1
heure a température ambiante, est ensuite chauB8écC, et toutes les 90 minutes de I'AIBN
et dun-BusSnH (190uL, 0.71 mmol, 3eq) sont ajoutés (2 fois) puis lmton est concentrée.
Le solide est précipité a 0°C dans un mélange erétle pétrole (2 mL) et d’'ED (2mL) en
agitant 1 heure, avant d’étre filtré pour donnee youdre blanche. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(150 mg, 88%) sous la forme d’une poudre blanche.

[a] 2 +25 € 1.01, CHCY).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.02-7.11 (m, 10H, Ar), 6.10 (d, 18,4 7Hz,
NH GalN), 5.54 (dd, 1HJ45<1Hz, Js 4 3Hz, H-4 GalN), 5.42-5.37 (m, 1H,HC(0)0), 5.16
(dd, 1H,J23 = J3 4 9Hz, H-3 GIcA), 5.09 (dd, 1Hl, 5 9Hz, H-4 GIcA), 5.07 (s, 2H, i8>-Ph),
495 (d, 1HJ; » 8.5Hz, H-1 GalN), 4.92 (dd, 1H); » 8Hz, H-2 GIcA ), 4.78 (d, 1H, H-1
GlcA), 4.63 (dd, 1HJ, 3 10Hz, H-3 GalN), 4.02 (d, 1H, H-5 GIcA), 3.89-3.8n, 1H, O-
CH,), 3.80-3.74 (m, 1H, H-5 GalN), 3.72-3.58 (m, 3H2HH-6a GalN et O-8,), 3.62 (s,
3H, COO@®H3), 3.53-3.43 (m, 1H, H-6b GalN), 3.42-3.31 (m, Z#H,-N), 3.24-3.19 (m, 1H,
OH), 2.02, 1.98, 1.94 (3s, 12H, OC(MJg; NHC(O)MH3).

RMN 'C (CDCl;, 100 MHz) d(ppm) 171.06, 169.88, 169.20, 167.44, 167.42,
166.67 (6C, C-6 GIcA et C=0), 156.46 (1C, QD)O), 136.47, 133.47, 130.06, 129.27,
128.45, 128.41, 128.07, 128.00 (12C, Ph), 100.Z3 @-1 GalN), 99.86 (1C, C-1 GIcA),
75.43 (1C, C-3 GalN), 73.73 (1C, C-5 GalN), 72(3€, C-5 GIcA), 72.11 (1C, C-3 GIcA),
70.98 (1C, C-2 GlcA), 69.56 (1C, C-4 GalN), 69.1%( OCH,), 68.99 (1C, C-4 GlcA),
66.66 (1C,CH,-Ph), 60.24 (1C, C-6 GalN), 54.47 (1C, C-2 GalNg,72 (1C, CO@Hy3),
40.92 (1C, Ei-N), 23.43 (1C, NHC(QAJH3), 20.59, 20.41, 20.37 (3C, OC(CH3).

ES-SM: mV/z 819 [M+H]", 836 [M+NH]".

Analyse élémentairecalculée pour §gH4eN2018 + H,O : C, 54.54 ; H, 5.78 ; N, 3.35
; trouvée C, 54.54 ; H, 5.88 ; N, 3.30.
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BZO o o} Qo
Lev o 4 B?O o ~"NHz CS7H89N3O33
coMe o8z NHAG MW = 1704.68 g.mot
BzO OH
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2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-40-benzoyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
2-acétamido-40-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-galactopyranoside (212b)

A une solution de tétrasacchari2@3b (133mg, 69.umol) dissous dans I’AcOH (1.7
mL) a 50°C sous argon, est ajouté un amalgame deuZ(b0 mg) par 5 portions toutes les
heures. Le mélange réactoinnel est agité a 50°€ amgon pendant 24 heures. La réaction
n'étant pas terminée, un nouvel ajout d’'amalgameZdeCu (15 mg) est effectué et la
solution est agitée 8h a 50°C sous argon. Le mélag) ensuite filtré sur célite puis
concentré. Une purification par chromatographishflaur colonne de silice (GEI,/MeOH
19 : 1) donne le produit désiré (15 mg, 13%) epreduit majoritairene possédant qu’'un
groupement trichloroacétamide (80 mg).

Ce composé majoritaire est alors redissous a 568€ argon dans I’AcOH (1 mL) et
'amalgame de Zn-Cu (15 mg) est ajouté. Le mélaégetionnel est agité 24 heures a 50°C
sous argon, filtré et évaporé. Aucun avancemerst wleservé.

A une solution de mélange précédemment obtendi rfig) 0.04 mmol) dissous dans
la N,N-diméthylacétamide (0.5 mL) et le benzene (1.5 msbus argon, sont ajoutés
successivement de I'AIBN et do-BusSnH (89 pL, 0.33 mmol, 7.5eq). La solution est
dégazée 1 heure a température ambiante, est eokaitéfée a 80°C, et toutes les 90 minutes
de I'AIBN et dun-BusSnH (35uL, 0.12 mmol, 3eq) sont ajoutés (2 fois). La salntest
concentrée puis le produit est précipité a 0°C dansnélange d’éther de pétrole (2 mL) et
d’Et,O (2 mL), avant d'étre filtré pour donner une paugaune péle. Une purification par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(40 mg, 34%) sous la forme d’une poudre blanche.

[a] 2 +15 € 1.03, CHC}).

F 144°C (ACOEVEP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz) 3(ppm) 8.02-6.88 (m, 35H, Ar), 5.56 (dd, 18,3=Js4
10Hz, H-3), 5.51 (dd, 1H,)45<1Hz,Js 4 3.5Hz, H-4), 5.40 (dd, 1HJ, 3= J34 9.5Hz, H-3"),
5.43-5.40 (m, 1H, N'), 5.33-5.23 (m, 5H, H'2 H-4", NH"', H-4" et H-2"), 5.17-5.12 (m,
1H, NHC(0)0), 5.08 (d)): » 8Hz, H-1), 5.03 (s, 2H, E,-Ph), 4.85-4.72 (m, 5H, H-3H-1",
H-1"", H-3" etH-1"), 4.06 (dd, 1HJ,5 10Hz, H-4), 4.03 (d, 1H, H-8), 3.96 (d, 1HJs5
10Hz, H-8), 3.38 (s, 6H, COORB3), 3.82-3.57 (m, 4H, H'50H' et O-CH,) 3.48-3.27 (m,
6H, H-2, H-6d, H-61, H-5" et CH,-N), 3.12-3.08 (m, 1H, H'®), 2.86-2.72 (m, 2H, H-64
et OH"), 2.56-2.31 (m, 4H, B, Lev), 2.20-2.12 (m, 1H, H-6b, 1.99 (s, 3H, €3 Lev),
1.29, 1.17 (2s, 6H, NHC(O)g).

RMN *C (CDCls;, 100 MHz) 3(ppm) 205.51 (1C, C=0O Lev), 171.24, 171.06,
170.89, 167.16, 166.52, 166.31, 165.45, 165.24,6864.64.45 (11C, C% C-6" et C=0),
156.23 (1C, NKL(0)0), 136.39, 133.54, 133.51, 133.49, 133.29, 832130.14, 130.08,
129.74, 129.71, 129.33, 129.28, 129.16, 128.91,7628128.65, 128.56, 128.47, 128.42,
128.28, 128.06, 128.01, 127.91 (42C, Ar), 101.74,.80 (2C, C-1 et C-1Y), 99.33, 97.75
(2C, c-1et C-1"), 76.57, 75.78 (2C, C 2t C-3"), 75.33, 74.65, 73.39, 72.87, 72.41, 72.34,
72.06, 71.21, 70.87, 69.79, 69.70, 69.12 (12C! @4, c-2', c-3, c-4', c-5', c-4", C-
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VIII- Partie expérimentale

51, c-2Y, c-3Y, c-4Y et C-8Y), 69.21 (1C, OcH,), 66.61 (LCCH»-Ph), 59.94, 58.89 (2C,
C-6 et C-8"), 55.50, 55.27 (2C, C'2t C-2"), 52.97, 52.75 (2C, COTHs), 40.85 (1CCH,-
N), 37.64, 27.66 (2QCH, Lev), 29.42 (1CCHjs Lev), 22.72, 22.47 (2C, NHC(GH>).
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NHAc COMe
o

B20 o
g 820 o ~"SNHz
OBz NHAC CegHeoN3024

HoIII OBz | | MW = 1312.21 g.mot

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,6-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
2-acétamido-60-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranoside (217a)

A une solution de trisaccharid&l0a (140 mg, 0.09 mmol) dissous dans NaN-
diméthylacétamide (1.6 mL) et le benzéne (5 mL)sangon, sont ajoutés successivement de
'AIBN et du n-BusSnH (297 uL, 1.11 mmol, 12eq). La solution est dégazée 1 éneur
température ambiante, est ensuite chauffée a 8tGutes les 90 minutes de I'AIBN et du
BusSnH (148uL, 0.56 mmol, 6eq) sont ajoutés (2 fois). La saltest concentrée puis le
produit est précipité a 0°C dans un meélange d’ékepétrole (2 mL) et d’'ED (2 mL), avant
d’étre filtré pour donner une poudre jaune palee \parification par chromatographie flash
sur colonne de silice (GBI/MeOH 19 : 1) donne le produit désiré (58 mg, 4&u)s la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +16 (€ 1.02, CHCY).

F 195-215°C (ACOEY/EP).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.13-7.12 (m, 30H, Ar), 5.83 (d, 18412 9Hz,
NH"), 5.71 (dd, 1HJ5 3 = J3.4 9Hz, H-3), 5.51 (dd, 1HJ\n2 7Hz, NHY), 5.45 (dd, 1HJ; >
8Hz, H-2'), 5.32-5.27 (m, 1H, NC(0)0), 5.19 (dd, 1HJs4 3Hz, J,5 11Hz, H-3"), 5.01 (d,
1H, J; » 8Hz, H-1), 5.00 (s, 2H, ©,-Ph), 4.97 (d, 1H, H'), 4.85 (d, 1HJ; ,8Hz, H-1"),
4.61 (dd,Js 62 5HZ, Jsaep 11.5Hz, H-68, 4.58-4.49 (m, 2HH-3' et H-61), 4.39 (dd, 1HJ4 5
10Hz, H-4"), 4.29 (d, 1HJs5 10Hz, H-8), 4.29-4.21 (m, 1H, H"2), 4.18 (ddd, 1HJon4 =
Jas<1Hz,Js4 3Hz, H-4), 3.99 (ddd, 1H,); =<1Hz, Jons 6Hz, H-4"), 3.98-3.91 (m, 2H, H'5
et H-8"), 3.83-3.63 (m, 4H, H-85 H-68" et O-(H,), 3.74 (s, 3H, CO0RB3), 3.38-3.27 (m,
3H, H-2 et H,-N), 2.79 (d, 1H, ®'), 2.43 (d, 1H, ®"), 1.85, 1.26 (2s, 6H, NHC(O}).

RMN **C (CDCIs/CDs;OD, 100 MHz) &(ppm) 171.58, 171.50, 167.86, 165.89,
165.64, 165.46, 165.00, 164.64 (8C, 'Ceb C=0), 156.59 (1C, NE(O)O), 135.94, 132.74,
132.72, 132.61, 132.51, 129.14, 129.10, 129.03,9428128.87, 128.84, 128.76, 128.73,
128.54, 128.37, 127.73, 127.68, 127.56, 127.14,002(B6C, Ar), 101.25 (1C, C), 101.05
(1C, C-1), 100.64 (1C, c-1), 79.92 (1C, C-8), 76.26 (1C, C-Y), 73.40 (1C, C-H, 73.27
(1C, C-3), 72.74 (1C, C-9, 71.81 (1C, C-8), 71.39 (1C, C-9), 71.26 (1C, C-9, 67.73
(1C, OCH,), 67.08 (1C, C-3, 65.68 (1C,CH.-Ph), 64.59 (1C, C'), 62.90 (1C, C-9,
61.62 (1C, C-8), 51.94 (1C, COCHSs), 50.60 (1C, C-2, 49.62 (1C, C-2), 39.96 (1CCH.-
N), 21.58, 20.92 (2C, NHC(GH-).
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VIII- Partie expérimentale

BzO _OH
NHAC COMe
o

Bz0 9 o O~ CegHsaN3z024
¢ ° % e MW = 1312.21 g.mot

BzO OH

1 Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,4-diO-benzoyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
2-acétamido-40-benzoyl-2-désoxy-D-galactopyranoside (217b)

A une solution de trisaccharid&l0b (150 mg, 0.10 mmol) dissous dansNaN-
diméthylacétamide (1.6 mL) et le benzéne (5 mL)sangon, sont ajoutés successivement de
'AIBN et du n-BusSnH (319pL, 1.18 mmol, 12eq). La solution est dégazée 1 éneur
température ambiante, est ensuite chauffée a &°@Gutes les 2 heures, de 'AIBN et du
BusSnH (159uL, 0.59 mmol, 6eq) sont ajoutés (2 fois). La saltest concentrée puis le
produit est précipité a 0°C dans un meélange d’ékepétrole (2 mL) et d’'ED (2 mL), avant
d’étre filtré pour donner une poudre jaune palee \parification par chromatographie flash
sur colonne de silice (GiEl,/MeOH 19 : 1) donne le produit désiré (92 mg, 7K)is la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +38 (¢ 1.02, CHCY).

F 144-150°C (ACOEY/EP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3(ppm) 8.06-7.12 (m, 30H, Ar), 6.01-5.93 (m, 1H,
NH"), 5.83-5.75 (m, 1H, N'), 5.71 (dd, 1H,),<1Hz, Js4 2Hz, H-4), 5.61 (dd, 1HJ, 3 =
Js.4 8.5Hz, H-3), 5.45 (dd, 1HJss<1Hz, J34 2Hz, H-4"), 5.36 (dd, 1HJ, 5 11Hz, H-3"),
5.31 (dd, 1HJ;, 7Hz, H-2"), 5.09-4.95 (m, 1H, NC(0)O), 5.03 (s, 2H, B,-Ph), 5.02 (d,
1H, J, » 8Hz, H-1), 4.98 (d, 1H, H-1), 4.97 (d, 1H,», 8Hz, H-1"), 4.75-4.68 (m, 1HH-3"),
4.32-4.26 (m, 2H, H-4et H-2"), 4.22 (d, 1HJ45 10Hz, H-%), 3.80 (s, 3H, COORBs3), 3.79-
3.22 (m, 10H, H-2 H-5, H-6d, H-6H, OH', H-5", O-CH; et CHx-N), 2.85 (ddd, 1HJor6a
5Hz, Js 6a 7THZ, Jsaep 12Hz, H-6d'), 2.64 (ddd, 1HJon 6n5Hz, Js.6p 7Hz,H-6b"), 2.39 (d, 1H,
OH"), 1.83, 1.32 (2s, 6H, NHC(O)®).

RMN %C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 171.19, 170.46, 168.03, 167.80, 166.46,
165.88, 165.22, 164.79 (8C, ¢-6t C=0), 156.35 (1C, NE(O)O), 136.37, 133.66, 133.62,
133.55, 133.29, 130.10, 130.03, 129.73, 129.36,2B29129.24, 128.85, 128.73, 128.54,
128.41, 128.33, 128.18, 128.04, 127.97 (36C, ABL.45 (1C, C-1, 100.86 (1C, C-1),
99.75 (1C, c-1), 76.18 (2C, C-3et C-4), 73.75, 73.70, 73.52 (3C, C-&-5' et C-8"),
72.87 (1C, C-3), 71.56 (1C, C-9), 71.21 (1C, C-4), 70.28 (1C, C-3, 69.09 (1C, OcHy),
67.88 (1C, C-%), 66.58 (1CCH.-Ph), 60.15 (1C, C'§ 59.63 (1C, C-8), 54.83 (1C, C-3,
53.00 (1C, COQHs), 51.53 (1C, C-¥), 40.82 (1C, CH»-N), 23.19, 22.58 (2C,
NHC(O)CHs).
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VIII- Partie expérimentale

NaOSO OBz
coMe o CagHa6N2018

ASQ o O~ MW = 920.84 g.mot
% NHAC NHZ
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-benzoyl-4-O-
sulfonato{3-D-galactopyranoside (218a)

A une solution de disacchari@d1a (106 mg, 0.12 mmol) dans le DMF anhydre (1
mL) est ajouté du S&NMes (80 mg, 0.57 mmol, 5eq). Le mélange réactionnehgié une
nuit a 60°C sous argon. L’'exces de réactif esttlydé a température ambiante par du MeOH
(0.5 mL) puis les solvants sont évaporés a sexce®de réactif est ensuite précipité dans du
CH.Cl,, puis filtré. Une purification par chromatograptiiash sur gel de silice (GEl,/
MeOH 10: 1), suivie d'un échange dions sur résiBephadex SP C25 [Na
(CH.CI/MeOH/H,O 9: 5: 1) donne le produit désiré (110 mg, 9Z2)is la forme d’un
solide blanchatre.

[0] 2 -2 (€ 0.99, MeOH/CHQ9 :1).

RMN 'H (CD;OD/CDCls, 400 MHz): &(ppm) 8.02-7.11 (m, 10H, Ar), 5.32 (dd, 1H,
Jo.3 = J3.4 9.5Hz, H-3 GIcA), 5.22 (dd, 1Hl,5 10Hz, H-4 GIcA), 5.11 (dd, 1H); » 8Hz, H-2
GIcA ), 5.05 (s, 2H, €,-Ph), 4.93 (dd, 1HJ s<1Hz, Js 4 3Hz, H-4 GalN), 4.86 (d, 1H{-1
GIcA), 4.70 (dd, 1HJs 62 4Hz, Jsacp 11Hz, H-6a GalN), 4.63 (dd, 1Hs ¢, 7Hz, H-6b GalN),
4.57 (d, 1H » 8Hz, H-1 GalN), 4.21 (d, 1H, H-5 GIcA), 4.12 (dd, J, 3 11Hz, H-3 GalN),
4.98-4.92 (m, 1H, H-5 GalN), 3.92-3.86 (m, 1H, KGAIN), 3.83-3.77 (m, 1H, O4a;), 3.72
(s, 3H, COOG®3), 3.67-3.59 (m, 1H, 048,), 3.35-3.25 (M, 2H, B,-N), 2.07, 2.04, 2.01 (3s,
9H, OC(O)QH3), 1.96 (s, 3H, NHC(O)8s).

RMN 3C (CDsOD/CDCls, 100 MHz) (ppm) 173.80, 171.85, 171.77, 171.43,
169.50, 167.92 (6C, C-6 GIcA et C=0), 158.53 (1G{0¥0)0), 137.79, 134.19, 130.95,
130.58, 129.42, 129.35, 128.90, 128.72 (12C, F13,2D (1C, C-1 GaIN), 101.89 (1C, C-1
GlIcA), 77.50 (1C, C-3 GalN), 76.08 (1C, C-4 GalK}.62 (1C, C-3 GlcA), 73.44 (1C, C-5
GalN), 72.84 (1C, C-5 GlcA), 72.55 (1C, C-2 GIcAp.56 (1C, C-4 GIcA), 69.56 (1C, O-
CH,), 67.44 (1C,CH-Ph), 65.38 (1C, C-6 GalN), 53.62 (1C, CO), 52.91 (1C, C-2
GalN), 41.66 (1C, 6-N), 23.34 (1C, NHC(QJH3), 21.02, 20.73, 20.66 (3C, OC(CHa).
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VIII- Partie expérimentale

CoMe CagHa6N2018
o) o
A ‘SMO ~~niz| MW =920.84 g.mot
OAC NHAc

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-benzoyl-4-O-
sulfonato3-p-galactopyranoside (218b)

A une solution de disacchari@d1b (117 mg, 0.14 mmol) dans le DMF anhydre (1
mL) est ajouté du SENMe; (44 mg, 0.32 mmol, 2.5eq). Le mélange réactioeselagité 4
heures a 40°C sous argon. La réaction étant incmplu S@NMe; (18 mg, 0.13, 1eq) est
ajouté et la solution est agitée 1 heure suppléarena 40°C sous argon. L'exces de réactif
est hydrolysé a température ambiante par du MeCHnGQ) puis les solvants sont évaporés a
sec. Une purification par chromatographie flashgairde silice (CHCI/ MeOH 8 :1), suivie
d’'un échange d’ions sur résine Sephadex SP C24 [R&l,.Cl,/MeOH/H,0 9 : 5 : 1) donne
le produit désiré (107 mg, 82%) sous la forme dalide blanchatre.

[a] 2 +17.5 € 1.03, MeOH).

RMN H (CDsOD, 400 MHz) &(ppm) 8.02-7.08 (m, 10H, Ar), 5.67 (dd, 1H,
J4y5<1HZ,J314 3Hz, H-4 G&'N), 5.23 (dd, 1H]‘213 = J3,4 9.5Hz, H-3 G|CA), 5.08 (S, 2H, K-
Ph), 5.04 (dd, 1HJs5s 9Hz, H-4 GIcA), 4.92 (d, 1H]; » 8Hz, H-1 GIcA), 4.78 (dd, 1H, H-2
GlcA ), 4.52 (d, 1HJ,» 8Hz, H-1 GalN), 4.21 (d, 1H, H-5 GlcA), 4.25-4.19, 1H, H-2
GalN), 4.17 (dd, 1HJs 6a 4HZ, Jsasp 11Hz, H-6a GaIN), 4.11 (dd, 1K, 5 11Hz, H-3 GalN),
4.07 (dd, 1HJs ¢» 8Hz, H-6b GalN), 3.96-3.87 (m, 2H, H-5 GalN et G}, 3.69 (s, 3H,
COOQHs), 3.66-3.61 (M, 1H, O-8,), 3.35-3.28 (M, 2H, B»-N), 2.02, 1.98, 1.94 (3s, 12H,
OC(O);3 et NHC(O)TH5).

RMN *C (CD;OD, 100 MHz) &(ppm) 173.77, 171.46, 171.20, 170.96, 169.28,
167.46 (6C, C-6 GIcA et C=0), 158.81 (1C, Q¢D)O), 138.33, 134.38, 131.15, 131.11,
129.52, 128.99, 128.90 (12C, Ph), 102.87 (1C, GaN§; 101.76 (1C, C-1 GlcA), 78.55 (1C,
C-3 GalN), 73.71, 73.52, 70.96 (3C, C-5 GalN, €t3-4 GlIcA), 73.31 (1C, C-5 GIcA),
72.40 (1C, C-2 GlcA), 71.17 (1C, C-4 GalN), 69.3T( OCH,), 68.00 (1C, C-6 GalN),
67.51 (1C,CH»-Ph), 53.49 (1C, COCH3), 53.10 (1C, C-2 GalN), 41.84 (1CH&N), 23.34
(1C, NHC(OXHs3), 20.73, 20.48, 20.45 (3C, OC(CH5).

SM-HR(ES) : mVz : calculée pour €H4sN2O,; ([M-Na]) : 897.2236 ; trouvée :
897.228.
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VIII- Peakps Haetale
MW = 1908.77 g.mo

NHAc COMe

O
LevE) % &/ \/\NHZ
Co, Me NHAc

OSQNa

2-Benzyloxycarbonylam|noethle—(methyI 2,3-di-O-benzoyl-4-O-lévulinoyl-B-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(sodium 2-acétamido-4©-benzoyl-2-désoxy-62-
sulfonato3-p-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-49-benzoyl-2-désoxy-62-
sulfonato{3-D-galactopyranoside (219b)

A une solution de tétrasaccharig&2b (60 mg, 350umol) dans le DMF anhydre (1
mL) est ajouté du S&ENMe; (19 mg, 140umol, 4 eq). Le mélange réactionnel est agité a
40°C sous argon. Aprés 8 heures, 24 heures et @2d)ela réaction étant incomplete du
SG:.NMes (19 mg, 140umol, 2eq) est ajouté et I'agitation est laisséeD&C4Apendant 16h.
L’exces de réactif est hydrolysé a température antbi par du MeOH (1 mL) puis les
solvants sont évaporés a sec. Une purificatiorcelanne Sephadex LH-20 (GEI/MeOH
1: 1), suivie d’'une purification par chromatogrepftash sur gel de silice (GBl,/MeOH 5 :
1), et d’'un échange d’ions sur résine Sephadex ZP[Ha] (CH.Cl,/MeOH/H,O 9: 5: 1)
donne le produit désiré (40 mg, 67%) sous la fadiae solide blanchatre.

[a] 2 +11 € 1.06, MeOH /CHGJ 1 :1).

RMN H (CDCI4/CDsOD, 400 MHz). 3(ppm) 8.07-6.97 (m, 35H, Ar), 5.69 (dd, 1H,
Jas<1Hz,J3 4 3.5Hz, H-4), 5.68 (dd, 1HJ,3 = Js4 9.5Hz, H-3'), 5.62-5.55 (m, 1H, H3,
5.54 (dd, 1H,J45<1Hz, Js4 3Hz,H-4"), 5.28 (dd, 1HJ,5 10Hz, H-4), 5.20 (dd, 2HJ: »
7.5Hz, H-2 et H-2Y), 5.08, 5.07 (2d, 2H, H'1etH-1"), 5.02 (ABq, 2H, @-Ph), 4.53 (d,
1H, J - 8Hz, H-1), 4.47 (d, 1H ), 8Hz, H-1"), 4.34 (d, 1H), 5 10HZz,H-5"), 4.29-4.22 (m,
3H, H-634, H-4" et H-8'), 4.22 (dd, 1H), 5 11Hz, H-3'), 4.15-4.10 (m, 2H, H!%t H-3),
4.09-4.05 (m, 1H, H%, 3.92 (dd, 1HJsp.5 8HZ, Jsaep 11Hz,H-6b), 3.88-3.73 (m, 2H, H'5
et O-CH,), 3.83, 3.73 (2s, 6H, COQG), 3.73-3.70 (M, 1H, H'®), 3.62-3.48 (m, 2H, H-64
et O-CH,), 3.32-3.25 (m, 3H, H-6b et (H,-N), 2.62-2.31 (m, 4H, B, Lev), 1.99 (s, 3H,
CHs Lev), 1.28, 1.22 (2s, 6H, NHC(OM).

RMN *C (CDCIs/CDsOD 100 MHz): &(ppm) 206.29 (1C, C=0 Lev), 171.52,
171.17, 170.74, 167.31, 167.04, 165.18, 165.03,8864.64.81, 164.10 (11C, C¢-6C-6" et
C=0), 156.52 (1C, NB(0)0O), 135.92, 132.52, 132.46, 132.19, 132.07, AR9128.97,
128.81, 128.63, 128.61, 128.25, 128.14, 128.10,9127127.43, 127.33, 127.24, 127.07,
126.87, 126.75 (42C, Ar), 100.73, 100.08 (4C,'cct1", c-1" et C-1Y), 77.63 (1C, C-3,
76.30 (1C, C-8), 74.48 (1C, C-¥), 73.32 (1C, C-%), 71.79 (2C, C-8et C-3"), 71.56 (1C,
C-5), 71.28 (1C, C-%), 71.05 (1C, C-8), 70.77, 70.75 (2C, C'2t C-2Y), 68.89 (1C, C-3,
68.76 (1C, C-4), 67.51 (1C, OCH,), 65.98, 64.74 (2C, C'@t C-8"), 65.41 (1CCH»-Ph),
52.61, 50.85 (2C, Clt C-2'"), 51.78, 51.69 (2C, COCTHs3), 39.63 (1C,CH2-N), 36.31,
27.54 (2CCH; Lev), 27.54 (1CCHjs Lev), 20.86, 20.58 (2C, NHC(OMH,).
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VIII- Partie expérimentale

NaQsO OBz
NHAc CO,Me
o) (0]

PRI 6% 0 On~wz|  CotHerNaNa030S,
o8z NHAC MW = 1516.40 g.mot

NaQ,SO OBz
1] Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium 2-acétamido-3,6-di©-benzoyl-2-désoxy-4-
sulfonatof3-D-galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoy!{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-89-benzoyl-2-désoxy-4-sulfonato-
[3-D-galactopyranoside (220a)

A une solution de trisacchari@d7a(79 mg, 60umol) dans le DMF (1 mL) est ajouté
du SQ.NMe; (42 mg, 0.30 mmol, 5 eq). Le mélange réactionsehgité a 65°C sous argon.
Apres 8h, 31h et 53h la réaction étant incomplét&as.NMes (25 mg, 0.18 mmol, 3eq) est
ajouté et I'agitation est laissée a 65°C pendaht di@es le dernier ajout. L’exces de réactif
est hydrolysé a température ambiante par du MeOhl(L Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 (C¥I,/MeOH 1 : 1) et un échange d’ions sur résine Seph&P C25
[Na'] (CH,Cl/MeOH/H,O 9 : 5 : 1) donne le produit désiré (77 mg, 85&tjssla forme d’'un
solide blanchéatre.

[a] 2 +12 ( 1.00, MeOH).

RMN 'H (CDsOD, 400 MHz). 3(ppm) 8.15-7.19 (m, 30H, Ar), 5.79 (dd, 184,53 =
Js.4 8Hz, H-3), 5.49 (dd, 1H); » 7Hz, H-2'), 5.22-5.11 (m, 3H, HY H-3" et H-4"), 5.00
(s, 2H, GH,-Ph), 5.00-4.98 (m, 1H, H'), 4.92-4.89 (m, 1H, H% 4.85-4.79 (m, 1H, HY,
4.69-4.61 (m2H, H-6a et H-6B), 4.53-4.49 (m, 1H, H!}, 4.43 (d, 1HJs5 9.5Hz, H-5),
4.39-4.31 (m, 2H, H® et H-6d"), 4.12-3.98 (m, 3H, H!2 H-3 et H-B), 3.75 (s, 3H,
COOs), 3.70-3.52 (m, 4H, H'5, H-61" et O-CH,), 3.22-3.15 (m, 2H, B,>-N), 1.89, 1.45
(2s, 6H, NHC(O)Els).

RMN *3C (CDsOD, 100 MHz) 3({pm) 174.08, 173.79, 170.42, 167.96, 167.80,
167.40, 167.31, 167.20 (8C, ¢-6t C=0), 158.68 (1C, NE(O)O), 138.24, 134.70, 134.43,
134.21, 133.96, 131.57, 131.36, 131.14, 130.95,7630130.51, 129.59, 129.56, 129.47,
129.38, 128.98, 128.84 (36C, Ar), 103.06, 102.702.15 (3C, C-1 C-1' et Cc-1"), 79.13
(1C, C-3), 78.04 (1C, C-4), 76.96 (1C, C-8), 75.39 (1C, C-9, 74.13 (1C, C-%), 75.08
(1C, c-2), 73.77 (1C, C-5, 73.50 (1C, C-8), 73.47 (1C, C-4), 72.61 (1C, C-3, 69.56
(1C, OCHy), 67.44 (1CCH.-Ph), 65.63 (1C, Cj 64.08 (1C, C-8), 53.72 (1C, COGHj),
52.70 (1C, C-2), 51.95 (1C, C-2, 41.80 (1CCH>-N), 23.40, 22.76 (2C, NHC(GH-).
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VIII- Partie expérimentale

BzO OSQNa
NHAC COMe o

BzO B?M/ o O CegHe7N3NapO30S,

© obz NHAC “IMW = 1516.40 g.mot

BzO “OSONa
11 I I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium 2-acétamido-3,4-di®-benzoyl-2-désoxy-62-
sulfonato3-p-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(3-3)-sodium 2-acétamido-49-benzoyl-2-désoxy-62-
sulfonato3-D-galactopyranoside (220b)

A une solution de trisacchari@d7b (85 mg, 64umol) dans le DMF (1 mL) est ajouté
du SQ.NMe; (45 mg, 0.32 mmol, 4eq). Le mélange réactionnehgié a 65°C sous argon.
Apres 7h et 24h la réaction étant incomplete du.[SKe; (20 mg, 0.16 mmol, 2.5eq) est
ajouté et I'agitation est laissée a 65°C pendanhdifres aprés le dernier ajout. L'excés de
réactif est hydrolysé a température ambiante paMd®H (1 mL). Une purification sur
colonne Sephadex LH-20 (GEI/MeOH 1: 1), suivie dune purification par
chromatographie flash sur gel de silice gCH/ MeOH 5 : 1), et d'un échange d’ions sur
résine Sephadex SP C25 [Né&CH.Cl,/MeOH/H,O 9 : 5 : 1) donne le produit désiré (47 mg,
48%) sous la forme d’un solide blanchatre.

[a] % -15 (€ 1.11, MeOH).

RMN H (CDsOD, 400 MHz). &(ppm) 8.13-7.17 (m, 30H, Ar), 5.75-5.73 (m, 1H, H-
4"), 5.73-5.68 (m, 1H, H'3, 5.63 (dd, 1H,), s<1Hz,Js 4 3Hz, H-4"), 5.37 (dd, 1HJ, 3 11Hz,
H-3"), 5.24 (dd, 1H));» 8Hz, J, 3 9Hz, H-2'), 5.18 (d, 1H, H-1), 5.02 (ABq, 2H, E.-Ph),
4.76 (d, 1H,J; » 8Hz, H-1"), 4.51 (d, 1HJ; > 8Hz, H-1), 4.36-4.31 (m, 2HH-3' et H-4"),
4.28 (dd, 1H,Js 62 3Hz, Jeasp 11Hz, H-68), 4.20-4.14 (m, 2H, H'5et H-2"), 4.13-4.08 (m,
2H, H-2 et H-B), 4.02-3.98 (m, 1H, H'%), 3.94 (s, 3H, COORB3), 3.96-3.83 (m, 2H, H-6b
et O-CHy), 3.62 (dd, 1HJ562a6Hz, Jeasp11Hz, H-6d), 3.60-3.55 (m, 1H, O-8;), 3.39-3.33
(m, 1H, H-61"), 3.30-3.25 (m, 2H, B>-N), 1.85, 1.26 (2s, 6H, NHC(O)%).

RMN *3C (CDs;OD, 100 MHz) &(ppm) 173.71, 173.64, 169.37, 167.31, 166.99,
166.82, 166.29 (8C, C'et C=0), 158.75 (1C, NE(O)O), 138.22, 134.62, 134.51, 134.33,
131.29, 131.12, 131.04, 130.88, 130.80, 130.64,5830130.49, 129.59, 129.51, 129.46,
128.99, 128.87 (36C, Ar), 102.67 (1C, $;1102.58 (1C, c'1), 101.74 (1C, C'), 79.76
(1C, c-8), 77.00 (1C, C-3, 75.16 (1C, C-4), 73.85 (1C, C-¥9), 73.61 (1C, C-5, 72.84 (1C,
c-2"), 72.30 (1C, C-4), 72.12 (1C, C-8), 70.88 (1C, C-3, 69.31 (1C, OcH,), 68.10 (1C,
C-6), 68.06 (1C, C-4), 67.19 (1CCH.-Ph), 65.30 (1C, C%), 53.59 (1C, COGH>), 52.67
(1C, C-2), 52.03 (1C, C-9), 41.48 (1CCH-N), 22.78, 22.29 (2C, NHC(QHs).
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VIII- Partie expérimentale

NaQSO _OH
g . 2 o Ca4H32NoN&pO17S
? e > Swz| MW = 698.57 g.mot

OH

CONa
0

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium-{3-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-2-
sodium acétamido-2-désoxy-D-sulfonatof3-D-galactopyranoside (221a)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 530uL, 0.53 mmol,
5eq) et de b, (30%, 265uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution idi@ —10°C de
disaccharid18a(98 mg, 0.11 mmol) dissous dans du THF (2 mL)niédange réactionnel
est agité pendant 1 heure a -10°C puis toute laantémpérature ambiante. La solution est
ensuite refroidie a 0°C, puis du MeOH (1.5 mL) e¢ solution de NaOH (4M, 0.53 mL, 2.12
mmol, 20eq) sont ajoutés. Le mélange réactionnedgit® 4 heures a température ambiante,
concentré, puis dilué dans I'eau distillée (10 matpeutralisé avec de la résine amberlite IR-
120[H"] jusqu'a pH 2.5 (contrdle pHmétrique). La solutiest ensuite filtrée sur coton,
concentrée puis coévaporée a l'eau distillée (4)fdUune solution de NaOH a 0.1M est
ajoutée jusqu’a pH 10, puis le mélange réactioeselgité une nuit a température ambiante
et enfin est concentré. Une purification sur coli@ephadex LH-20 dans I'eau conduit au
produit désiré (29 mg, 39%) sous la forme d’une dpeublanche (éluant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 4 : 2 : 1).

[a] 2 -22 (€ 1.01, HO).

RMN *H (D0, 400 MHz): 3(ppm) 7.45 (s, 5H, Ph), 5.13 (s, 2HHEPh), 4.79 (dd,
1H, Js 5<1Hz,Js 4 3Hz, H-4 GalN), 4.52 (d, 1Hj » 7Hz, H-1 GalN), 4.48 (d, 1H; » 8Hz, H-
1 GIcA), 4.10-4.01 (m, 2H, H-2 et H-3 GalN), 3.983 (m, 1H, O-El,), 3.85-3.75 (m, 3H,
H-5, H-6a et H-6b GalN), 3.68 (d, 1B4,5 9.5Hz, H-5 GIcA), 3.75-3.68 (m, 1H, OH3), 3.55
(dd, 1H,Js54 9Hz, H-4 GlcA), 3.51 (dd, 1H} 3 9Hz, H-3 GIcA ), 3.37 (dd, 1H, H-2 GIcA),
3.35-3.31 (m, 2H, B>-N), 1.98 (s, 3H, NHC(O)85).

RMN **C (D,0O, 100 MHz): d(ppm) 176.49, 175.37 (2C, C-6 GIcA et C=0), 158.93
(1C, NHC(0)0), 137.03, 129.42, 129.02, 128.42 (6C, Ph),.8®31C, C-1 GlcA), 101.92
(1C, C-1 GalN), 77.01 (1C, C-4 GalN), 75.73, 75.38,07, 73.15, 72.44 (6C, C-3, C-5 GalN,
C-2, C-3, C-4, C-5 GlcA), 69.37 (1C, CH,), 67.54 (1C,CH,-Ph), 61.59 (1C, C-6 GalN),
52.40 (1C, C-2 GalN), 40.99 (1CH-N), 22.81 (1C, NHC(QJHs).

SM-HR(ES) : vz : calculée pour &H33N-0,7S ([M+H-2Na]) : 653.1500 ; trouvée :
653.1486.
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VIII- Partie expérimentale

HO _0OsONa
coNa o C24H32N2NaO17S
"G 0 °~uzl MW =69857 g.mc!
OH NHAC

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium
2-acétamido-2-désoxy-@&-sulfonatof3-D-galactopyranoside (221b)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 540puL, 0.54 mmol,
5eq) et de kD, (30%, 0.27 mL) est ajoutée goutte a goutte a ohgisn refroidie a —10°C
de disaccharide18b (100 mg, 0.11 mmol) dissous dans du THF (2 mL).hélange
réactionnel est agité pendant 1 heure & -10°C tpui® la nuit a température ambiante. La
solution est ensuite refroidie a 0°C, puis du Me@ts mL) et une solution de NaOH (4M,
0.54 mL, 2.16 mmol, 20eq) sont ajoutés. Le mélarggctionnel est agité 4 heures a
température ambiante, concentré, puis dilué daas Ildistillée (10 mL) et neutralisé avec de
la résine amberlite IR-120[Hjusqu’a pH 2.6 (controle pHmétrique). La solutiest ensuite
filtrée sur coton, concentrée puis coévaporéealtistillée (4 fois). Une solution de NaOH a
0.1M est ajoutée jusqu’'a pH 10, puis le mélangeti@anel est agité une nuit & température
ambiante et enfin est concentré. Une purificatian @lonne Sephadex LH-20 dans I'eau
conduit au produit désiré (50 mg, 66 %) sous lanod’une poudre blanche (éluant CCM :
AcOEt/MeOH/HO 4 : 2 : 1).

[a] 2 -13.5 € 1.02, HO).

RMN *H (D0, 400 MHz). 3(ppm) 7.46 (s, 5H, Ph), 5.14 (s, 2HHEPh), 4.51 (d,
1H, J; » 8Hz, H-1 GIcA), 4.48 (d, 1H]; > 8.5Hz, H-1 GalN), 4.26-4.17 (m, 3H, H-4, H-6a et
H-6b GalN), 4.02 (dd, 1H}), 3 11Hz, H-2 GalN), 3.96-3.90 (m, 1H, O-g), 3.89-3.84 (m,
1H, H-5 GalN), 3.83 (dd, 1H, H-3 GalN), 3.72 (d,,1ts 9.5Hz, H-5 GIcA), 3.77-3.69 (m,
1H, O-H,), 3.53-3.46 (m, 2H, H-3 et H-4 GIcA ), 3.38-3.31h,(3H, H-2 GIcA et Ei,-N),
1.97 (s, 3H, NHC(0)8&5).

RMN *°C (D,0O, 62.5 MHz) 3(ppm) 176.56, 175.42 (2C, C-6 GIcA et C=0), 158.91
(1C, NHC(0)O), 137.08, 129.43, 129.03, 128.46 (6C, Ph),.8941C, C-1 GIcA), 101.99
(1C, C-1 GalN), 80.46 (1C, C-3 GalN), 76.79, 75.88.35, 73.23, 72.43 (5C, C-5 GalN, C-2,
C-3, C-4, C-5 GIcA), 69.28 (1C, OH,), 68.23 (1C, C-6 GalN), 68.14 (1C, C-4 GalN), &7.5
(1C,CH.-Ph), 51.71 (1C, C-2 GalN), 41.06 (1CH-N), 22.82 (1C, NHC(QJHs>).

SM-HR(ES) : m/z. calculée pour &H33N20:7;S ([M+H-2Na]): 653.1500; trouvée:
653.1501.
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VIII- Partie expérimentale

on HO _ OSQNa
NHAc CO,Na
ngO o 2 2 O~y CagHs1N3Na4031S,
dona ° o NHAC MW = 1201.92 g.mot
HO “osopNa
v i Il I

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium-3-D-glucopyranosyluronate)-(-3)-(sodium
2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonatof3-p-galactopyranosyl)-(3-4)-(sodium{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonato{3-D-
galactopyranoside (223b)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d®HLi(1M, 199puL, 199 umol,
10eq) et de kD, (30%, 100uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution idiE@a —10°C
de tétrasaccharid@19b (38 mg, 20umol) dissous dans du THF (1 mL). Le mélange
réactionnel est agité pendant 1 heure a -10°C poés nuit & température ambiante. La
solution est ensuite refroidie & 0°C, du MeOH (3)rat.une solution de NaOH (4M, 1.1 mL)
sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agitée2dels a température, concentré, puis dilué
dans I'eau distillée (10 mL) et neutralisé avedaleésine amberlite IR-120[Hjusqu’a pH
3.5 (contrdle pHmétrique). La solution est ensfiitee sur coton et concentrée. Le solide est
alors lavé plusieurs fois avec un mélange EtOH/GHbQIs dissous dans I'eau. Une solution
de NaOH a 0.1M est ajoutée jusqu’a un pH 8.5, jmumélange réactionnel est agité une nuit
a température ambiante et enfin est concentrée pUriigcation sur colonne Sephadex LH-20
dans lI'eau conduit au produit désiré (17 mg, 71s¥#)s la forme d’'une poudre blanche
(éluant CCM : AcOEt/MeOH/KD 3 : 2 : 1).

[a] 2 -7.5 € 1.00, HO).

RMN *H (D0, 400 MHz). 3(ppm) 7.45 (s, 5H, Ph), 5.14 (s, 2HHEPh), 4.56 (d,
1H, J1» 8.5Hz, H-1), 4.52, 4.51 (2d, 2Hl, , 8Hz, H-1' et H-1Y), 4.48 (d, 1HJ; » 8.5Hz, H-
1", 4.23 (dd, 1HJss<1Hz, Js3 3Hz, H-4), 4.26-4.15 (m, 4H, H-6aH-6H, H-6d" et H-
6b"), 4.17 (dd, 1HJ4s<1Hz, Js3 3Hz, H-4"), 4.16-3.95 (m, 3H, H2H-2" et H-8 " ™)
3.94-3.89 (m, 1H, O-8,), 3.88-3.69 (m, 7H, H{3H-5 " H-4" H-5' H-3", H-5Y et O-
CH,), 3.61 (dd, 1HJ, 3 8.5Hz,J54 9Hz, H-3'), 3.51-3.47 (m, 2H, H'3 et H-4Y), 3.42-3.31
(m, 4H, H-2', H-2V et CH,-N), 2.04, 1.96 (2s, 6H, NHC(O}%).

RMN *C (DO, 100 MHz): &(ppm) 176.61, 175.63, 175.46, 174.94 (4C,"C®-6"
et C=0), 158.95 (1C, NE(0)0), 129.45, 129.05, 129.49 (6C, Ph), 104.84,1042C, C-1
et C-1Y), 102.02, 102.00 (2C, C-&t C-1"), 81.93 (1C, C-4, 80.64 (1C, C-3, 80.37 (1C, C
-3, 77.08, 76.75 (2C, C'set C-8Y), 75.96, 72.46 (2C, C*3et C-4"), 74.51 (1C, C-B,
73.38 (2C, C-5et C-8"), 73.26, 72.98 (2C, C"2et C-2Y), 69.32 (1C, OcH,), 68.31, 68.16
(2C, C-8 et C-8'"), 68.26, 68.05 (2C, C 4t C-4"), 67.56 (1CCH.-Ph), 51.69, 51.53 (2C,
C-2 et C-2"), 41.08 (1CCH,-N), 23.21, 22.81 (2C, NHC(@Hs).
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VIII- Partie expérimentale

NHAc ~ CONa
0

"o 4 R 0 Oz CesHe7NzNaO30S
Ho Nosana o e MW = 1003.81 g.mot
" I I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium 2-acétamido-2-désoxy-®-sulfonato{3-b-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl B-p-glucopyranosyluronate)-(+-3)-sodium 2-
acétamido-2-désoxy-@>-sulfonato{f3-D-galactopyranoside (224b)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 148uL, 148 umol, 5eq)
et de HO, (30%, 74puL) est ajoutée goutte a goutte & une solution idica —10°C de
trisaccharide220b (45 mg, 3Qumol) dissous dans du THF (1 mL). Le mélange réangbest
agité pendant 1 heure a -10°C puis une nuit a teatyré ambiante. La solution est ensuite
refroidie & 0°C, du MeOH (0.75 mL) et une solutidea NaOH (4M, 0.19 mL, 25eq) sont
ajoutés. Le mélange réactionnel est agité 24 heutempérature ambiante puis évaporé. Le
résidu obbtenu est ensuite dissous dans I'eaul@ls{ilO mL) et neutralisé avec de la résine
amberlite IR-120[H] jusqu’a pH 3.5 (contrdle pHmétrique). La solutiest ensuite filtrée sur
coton et concentrée. Le solide est alors lavé @lusifois avec de I'EtOH puis dissous dans
'eau. Une solution de NaOH a 0.1M est ajoutée yissqun pH 8.5, puis le mélange
réactionnel est agité une nuit a température artditnenfin est concentrée. Une purification
sur colonne Sephadex LH-20 dans I'eau conduit &gyt désiré (23 mg, 77 %) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MEBR,0 4 : 2 : 1).

[a] % -2.5 € 1.00, HO).

RMN *H (DO, 400 MHz). 3(ppm) 7.46 (s, 5H, Ar), 5.14 (s, 2HHaPh), 4.52 (d,
1H, J; » 8.5Hz, H-1), 4.51 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1"), 4.48 (d, 1HJ;, 8.5Hz, H-1"), 4.25-4.18
(m, 4H, H-64 H-6b, H-6d" et H-6B"), 4.16 (dd, 1HJss<1Hz, J3 4 3Hz, H-4"), 4.12-3.89
(m, 5H, H-2, H-4, H-5, H-2" et O-CH,), 3.87-3.82 (m, 1H, H'%), 3.82 (dd, 1H.), 3 11Hz,
H-3"), 3.77-3.70 (m, 4H, H!3H-4", H-5' et O-CH,), 3.59 (d, 1H,J, 3 8.5Hz,Js4 9HZ, H-
3"), 3.39 (dd, 1H, H-9), 3.36-3.30 (m, 2H, B,>-N), 2.07, 1.97 (2s, 6H, NHC(O}&).

RMN *C (D,O, 62.5 MHz) §(ppm) 175.68, 175.46, 175.01 (3C, t-6t C=0),
158.95 (1C, Ni&(0)0), 129.45, 129.05, 128.49 (6C, Ar), 104.87 (0<1"), 102.14, 102.33
(2C, C-1 et C-1"), 81.56, 80.38 (2C, C @t C-4), 77.10, 74.44, 73.28, 73.26, 73.01, 71.47,
68.29, 68.04 (8C, ctac-s, c-2', c-3', c-5', c-3", c-4" et c-8"), 69.30 (1C, OcH,),
68.31 (1C, C-§, 67.62 (1C,CH»-Ph), 67.57 (1C, C%), 52.79, 51.68 (2C, C'&t C-2"),
41.08 (LCCH»-N), 22.17, 22.81 (2C, NHC(GH-).
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VIII- Partie expérimentale

OH NHAC COZNaO
O
H%WO g gmo
CONNa OH
HO “osopNa

\Y [l Il I

CsgHs1N3Na4031S,
MW = 1201.92 g.meét

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonato{f3-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium-3-b-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonato{f3-D-
galactopyranoside (225b)

Le tétrasaccharid223b (15 mg, 12umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et
une quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutéemeélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé brut (12 r@g%) (éluant CCM:
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de l'amine obtenue précédemment (12 Ihgmmol) et de réactif
biotinylé (20 mg, 44umol, 4eq) est dissous dans un mélange de DMF |(&y5de EgN (75
puL) et d’eau distillée (75QL). Le mélange réactionnel est agité a tempéraambiante
pendant 1 heure, puis concentré. Le solide est pdwgieurs fois avec de 'EtOH. Une
purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I'daone le produit désiré (13 mg, 77% sur
les 2 étapes) sous la forme d’'une poudre blandben®CCM : ACOEt/MeOH/RHO 1:1: 1).

[a] % -3.5 € 1.00, HO).

RMN H (D0, 400 MHz). &(ppm) 4.62 (ddd, 1HJ. «<1Hz,J.q 5Hz, Jpc 8Hz, H-C),
4.56 (d, 1H,J;, 8.5Hz, H-1), 4.52, 4.50 (2d, 2HJ;, 8Hz, H-1' et H-1Y), 4.51 (d, 1HJ;
8.5Hz, H-1"), 4.45 (dd, 1HJp e 5Hz, H-b), 4.28-4.17 (m, 6H, H-4H-64, H-68, H-4", H-
6d" et H-61"), 4.03, 4.02 (2dd, 2HL 3 11Hz, H-2 et H-2"), 3.96-3.66 (m, 9H, H'3H-5,
H-4", H-5", H-3", H-5", H-5Y et CH»-r), 3.60 (dd, 1H.), 3 = J;49Hz, H-3), 3.50-3.47 (m,
2H, H-3" et H-4Y), 3.42-3.31 (m, 5H, H2 H-2V, H-e et &,-q), 3.19 (dd, 2HJ = .
7Hz, CH-k), 3.01 (dd, 1HJ4 ¢ 13Hz, H-d’), 2.80 (dd, 1H, H-d), 2.29- 2.23 (m, 4EH.-i et
CHy-0), 2.03, 2.02 (2s, 6H, NHC(O}3), 1.81-1.32 (m, 12H, B,-f, CH,-g, CHo-h, CH-,
CH2-m et (H,-n).

RMN *C (D,0O, 100 MHz). &(ppm) 177.62, 177.30 (6C, C-6C-6" et C=0), 165.97
(1C, C-a), 104.86, 104.75 (2C, ¢-gt C-1Y), 101.86, 100.60 (2C, C-kt C-1"), 81.75,
80.53, 80.47 (3C, C'3C-4' et C-3"), 76.98, 76.67, 75.89, 74.45, 73.30, 73.21, 737295,
72.91 (9C, c-5 c-2', c-3', c-5', c-5", c-2Y, c-3Y, c-4Y et C-8Y), 68.96 (C-r), 68.33,
68.09 (2C, C-bet C-8'"), 68.19, 67.98 (2C, C'#t C-4"), 62.67 (1C, C-b), 60.84 (1C, C-c),
55.96 (1C, C-e), 51.60, 51.48 (2C, Ce2C-2"), 40.28 (1C, C-d), 39.90, 39.66 (2C, C-k et C-
q), 36.21, 36.12 (2C, C-i et C-0), 28.57, 28.4228826.14, 25.81, 25.56 (6C, C-f, C-g, C-h,
C-l, C-m et C-n), 23.13, 22.85 (2C, NHC(@5).

- 243 -



VIII- Partie expérimentale

HO ~O0sQNa

CaoHe3NsNagO26S3
MW = 1209.13 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonato-
B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-
acétamido-2-désoxy-@-sulfonatof3-D-galactopyranoside (225b)

Le trisaccharid®24b (17 mg, 17umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et une
quantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.mddange réactionnel est agité sous
atmosphére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé brut (13 r@g%) (éluant CCM:
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine obtenue précédemment et adifrdiotinylé (25 mg, 55
umol, 4eq) est dissous dans un mélange de DMF |(&y5de EgN (75 uL) et d’eau distillée
(750 pL). Le mélange réactionnel est agité a températumbiante pendant 1 heure, puis
concentré. Le solide est lavé plusieurs fois aved’BtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit dédiénig, 70% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MeB4® 4 : 2 : 1).

[a] 2 +15 € 1.00, HO).

RMN 'H (D0, 400 MHz). d(ppm) 4.62 (ddd, 1HJ. «<1Hz,J. ¢ 5Hz, Jpc 8Hz, H-C),
4.54-4.50 (m, 3H, H-1H-1" et H-1"), 4.45 (dd, 1HJ, ¢ 5Hz, H-b), 4.28-4.20 (m, 4H, H-ba
H-6b, H-6d" et H-61"), 4.19 (dd, 1HJ,s<1Hz, J3 4 2.5Hz, H-4), 4.03 (dd, 1H,); » 8.5Hz,
Jo.311Hz, H-2), 4.01 (dd, 1HJ45<1Hz,Js 4 3Hz, H-4"), 3.99-3.89 (m, 4H, H'5H-2" H-5"
et CH,-r), 3.86 (dd, 1H,),311Hz, H-3), 3.80-3.69 (m, 4H, H4 H-5', H-3" et CH,-r), 3.60
(dd, 1H,J54 9Hz, J, 38Hz, H-3'), 3.40-3.30 (m, 4H, H'2 H-e et Gd,-q), 3.18 (dd, 2HJ}c\ =
Je1 THz, CH-k), 3.01 (dd, 1HJq ¢ 13Hz, H-d’), 2.79 (dd, 1H, H-d), 2.30- 2.24 (m, ABH.-i
et CH»-0), 2.06, 2.02 (2s, 6H, NHC(O}G), 1.79-1.30 (m, 12H, B,-f, CH2-g, CHx-h, CHy-,
CH2-m et (H,-n).

RMN *C (DO, 100 MHz). 5(ppm) 177.56, 177.23, 175.65, 175.34, 174.98 (5C, C
6' et C=0), 165.95 (1C, C-a), 104.88 (1C, ;1102.13, 101.95 (2C, C-&t C-1"), 81.57,
80.51 (2C, C-Bet C-4), 77.08, 74.47, 73.31, 73.30, 73.02 ,71.51 (66!, C-2', Cc-3', C-5/,
c-3"et c-8"), 68.02 (1C, C-r), 68.41, 67.59 (2C, teb C-8'"), 68.28, 68.05 (2C, C £t C-
4"y, 62.74 (1C, C-b), 60.90 (1C, C-c), 56.04 (1C,)CE2.81, 51.69 (2C, Ctzt C-2"),
40.37 (1C, C-d), 39.98, 39.74 (2C, C-k et C-q)29636.20 (2C, C-i et C-0), 28.66, 28.52,
28.35, 26.23, 25.91, 25.65 (6C, C-f, C-g, C-h, G3km et C-n), 23.16, 22.93 (2C,
NHC(O)CHs).
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VIII- Partie expérimentale

ClAcO OBz
NHTCA COM
2 eo o

Aeo g B?MO O~ niz|  CeHe2ClzN3026
o8z NHTCA MW = 1513.36 g.mot

AcO OAC

11 Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidg3-
D-galactopyranosyl)-(1+-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-4-O-chloroacétyl-6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid3-D-

galactopyranoside (227)

Un mélange d’accepteur88a (300 mg, 0.28 mmol), d'imidatél (248 mg, 0.42
mmol, 1.5eq) et de tamis moléculaire (4A) disscarssddu CDGJ (3 mL) sous argon est agité
30 minutes a température ambiante. Une solutioMM8OTf dans le toluene (1M, 104,
0.10 mmol, 0.25eq/imidate) est ensuite ajoutéa sblution est agitée a nouveau pendant 30
minutes puis est neutralisée avec de ENE#4 yL, 0.31 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur
célite et concentré. Une purification par chromedpbie flash sur colonne de silice
(CH.Cl,/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNBt donne le produit désiré (153 mg, 36%) sous la
forme d’'une poudre jaune.

[a] 2 +4 (¢ 1.03, CHC}).

F 130-135°C i-PrOH).

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.06-7.22 (m, 20H, Ar), 6.84 (d, 18y, 9Hz,
NH"), 6.81 (d, 1HJnn2 7Hz, NH'), 5.59 (dd, 1H,)ss<1Hz,Js 4 3Hz, H-4), 5.58 (dd, 1HJ, 3
= J34 9Hz, H-3), 5.29 (dd, 1HJ;, 7.5Hz, H-?), 5.13 (dd, 1HJ,<1Hz, J3 4 3Hz, H-4"),
5.12-5.07 (m, 1H, NC(0)0), 5.07 (dd, 1H}, 3 11Hz, H-3"), 5.02 (s, 2H, €>-Ph), 5.01 (d,
1H, J; » 8.5Hz, H-1), 4.88 (d, 1HJ;» 7.5Hz, H-1"), 4.92 (d, 1H, H-1), 4.73 (dd, 1H )3
11Hz, H-3), 4.44 (dd, 1HJs 62 7HZ, Jsaep 11.5Hz, H-68, 4.34 (dd, 1HJs ¢, 5.5Hz, H-61),
4.25 (ABq, 2H, ®, AcCl), 4.23 (dd, 1HJ45 9.5Hz, H-4), 4.08 (d, 1H, H-), 4.09-4.02 (m,
1H, H-5), 4.03-3.97 (m, 1H, H'%), 3.87-3.80 (m, 1H, 0-8,), 3.71-3.65 (m, 1H, H'%)
3.65 (s, 3H, COOH,), 3.65-3.59 (m, 1H, 0-8,), 3.55-3.45 (m, 1H, H'p 3.39-3.23 (m,
4H, H-6d", H-68" et CH»-N), 1.97, 1.95, 1.93 (3s, 9H, OC().

RMN %C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 170.20, 169.96, 169.88, 168.43, 166.68,
165.98, 165.09, 165.00, 162.36, 161.70 (10C! @6C=0), 156.22 (1C, NE(O)O), 136.29,
133.47, 133.44, 133.28, 129.85, 129.66, 129.54,5029129.36, 128.71, 128.53, 128.45,
128.23, 128.10 (36C, Ar), 100.92 (1C, ¢51100.03 (1C, C-1), 98.53 (1C, C-, 92.38,
91.69 (2C,CCls), 75.85 (1C, C-4), 73.50 (1C, C-9, 73.22 (1C, C-3, 71.89 (1C, C-3),
71.43 (1C, C-%), 71.08 (1C, C-9, 71.02 (1C, C-8), 70.84 (1C, C-3, 70.05 (1C, C-3),
69.37 (1C, OCHy,), 66.70 (1CCH.-Ph), 66.12 (1C, C%), 62.03 (1C, C-9, 60.21 (1C, C-
6"), 55.80 (1C, C-2, 53.09 (1C, COCH,), 52.67 (1C, C-), 40.72 (2C,CH,-N et CH,
AcCl), 20.63, 20.41, 20.38 (3C, OC(CH).

ES-SM: m/z 1527 [M+NH,]* pour>>Cl.

Analyse élémentairecalculée pour §HeClsN3O26 + HO @ C, 48.63 ; H, 4.21 ; N
2.74 ; trouvée : C, 48.85; H, 4.06 ; N, 2.78.
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VIII- Partie expérimentale

OAc NHTCA  COMe Clheq 082
TGl NI o TN
ome® S e TCA MW = 1787.59 g.mgt
AcO  ~OAc
v 1 Il I

2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
4-O-chloroacétyl-6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamid{3-p-galactopyranoside
(228)

Un mélange d’accepteur88a (200 mg, 0.18 mmol), d’'imidat&8 (241 mg, 0.27
mmol, 1.5eq) et de tamis moléculaire (4A) disscaissddu CDGJ (2 mL) sous argon est agité
30 minutes a température ambiante. Une solutiofMEOTf dans le toluene (1M, 64l,
0.07 mmol, 0.25eq/imidate) est ensuite ajoutéa sblution est agitée a nouveau pendant 30
minutes puis est neutralisée avec de ENER9 L, 0.21 mmol, 3eq/TMSOTY), filtrée sur
célite et concentré. Une purification par chromedpbie flash sur colonne de silice
(CH.Cly/acétone 12 : 1 avec 0.1% deNBt donne le produit désiré (125 mg, 38%) sous la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +12 € 1.04, CHCY).

F 130-140°C i-PrOH).

RMN 'H (CDCls 400 MHz) 3(ppm) 8.12-7.31 (m, 20H, Ar), 6.82 (d, 1B,
7.5Hz, NH'), 6.81 (d, 1H w2 9Hz, NH"), 5.67 (dd, 1HJss<1Hz, J34 3.5Hz, H-4), 5.54
(dd, 1H,J, 3 9Hz, J3 4 9.5Hz, H-3), 5.29 (dd, 1HJ; » 7.5Hz, H-2), 5.22 (dd, 1HJss<1Hz,
Js4 3Hz, H-4"), 5.18 (dd, 1HJs4 9Hz, Js5 9.5Hz, H-4Y), 5.10 (dd, 1HJ, 5 9Hz, H-3"),
5.10-5.07 (m, 1H, NC(O)O), 5.03 (s, 2H, B,-Ph), 5.01 (d, 1HJ;» 8.5Hz, H-1), 4.95 (d,
1H, J.» 8.5Hz, H-1"), 4.86 (d, 1H, H-1), 4.85 (dd, 1H)),, 7.5Hz, H-2"), 4.74 (dd, 1H )5
11Hz, H-3), 4.60 (d, 1H, H-Y), 4.44 (dd, 1HJs 62 7Hz, Jsaep 11.5Hz, H-68, 4.36 (dd, 1H,
Js.60 6Hz, H-6B), 4.34 (dd, 1H,J,5 9.5Hz, H-4), 4.26 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3"), 4.25 (ABq,
2H, CH, AcCl), 4.06 (d, 1H, H-%), 4.07-4.04 (m, 1H, H!5 3.93 (d, 1H, H-5), 3.86-3.80
(m, 1H, O-CH.), 3.73, 3.68 (2s, 6H, COQE), 3.70-3.59 (m, 3H, H2, H-5" et O-CH,),
3.51-3.44 (m, 1H, H-2, 3.43 (dd, 1HJs6a 6Hz, Jsaep 11.5Hz H-68), 3.39-3.26 (m, 2H,
CH2>-N), 3.23 (dd, 1H,Js¢, 6Hz, H-68"), 2.06, 2.03, 1.98, 1.97, 1.83, 1.74 (5s, 15H,
OC(O)CHy).

RMN C (CDCls;, 100 MHz) d(ppm) 170.26, 169.97, 169.43, 169.23, 169.18,
168.00, 166.67, 166.62, 165.97, 165.29, 164.98,386261.49 (13C, C% C-6" et C=0),
156.21 (1C, NKL(0)0), 136.27, 133.46, 133.38, 133.32, 129.82, 729129.66, 129.56,
129.35, 129.33, 128.71, 128.51, 128.44, 128.18,0828128.07 (24C, Ar), 101.01 (1C, C-
1", 99.69 (1C, c-¥), 98.53 (1C, C-4, 98.30 (1C, C-1), 92.50, 91.69 (2CCCls), 74.78,
73.78, 73.66, 72.27, 71.92, 71.85, 71.32, 71.1%)3(170.99, 70.75, 69.10, 67.94 (14C, 'C-3
c-4, c5, c-? c3 c4 cs, c3 c4" ci" c2Y c3 c4etcg), 69.35
(1C, OCH,), 66.69 (LCCH.-Ph), 62.06, 61.08 (2C, C-6t C-8"), 55.78, 54.89 (2C, C'2t
c-2", 53.11, 52.77 (2C, COTHs), 40.69 (2C,CH,-N et CH, AcCl), 20.72, 20.70, 20.48,
20.40, 20.22 (5C, OC(GHs>).

ES-SM: m/z 1801 [M+NH,]* pour®*Cl.

Analyse élémentairecalculée pour &H76ClN3O34 + HO : C, 48.56 ; H, 4.35 ; N
2.33 ; trouvée : C, 48.35; H, 4.23 ; N, 2.33.
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VIII- Partie expérimentale

i NHTCA COZMeO o C50H61C|5N3025
TORT o o O"nez| Mw = 1436.88 g.mot
AcO OAC
1 Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-désoxy-2-trichloroacétamiddg3-
D-galactopyranosyl)-(2-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoylf3-D-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside (229)

Un mélange de trisaccharid27 (196 mg, 0.13 mmol) et de thiourée (20 mg, 0.26
mmol, 2eq) dissous dans la pyridine (1.3 mL) et@H (1.3 mL) est agité 3h30 a 80°C.
Apres refroidissement, la solution est concentmgs diluée dans le CEl,. La phase
organique est lavée a l'eau, puis avec une solut@haCl saturée et enfin a I'eau. Elle est
ensuite séchée sur Mga@vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).dunécation par
chromatographie flash sur colonne de silice {CliMeOH 19 : 1) donne le produit désiré
(124 mg, 67%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +12 € 1.02, CHCY).

F 135-140°C i-PrOH).

RMN *H (CDCl3, 400 MHz). &(ppm) 8.05-7.23 (m, 20H, Ar), 7.03 (d, 182 7Hz,
NH'), 6.93 (d, 1HJnn.2 8.5Hz, NH"), 5.63 (dd, 1HJs 48Hz, J, 3 9Hz, H-3'), 5.43 (dd, 1H,
Ji1, THz, H-2'"), 5.27-5.19 (m, 1H, NC(O)0), 5.16-5.08 (m, 2H, H'3et H-4"), 5.02 (d, 1H,
H-1"), 4.99 (s, 2H, @,-Ph), 4.95 (d, 2HJ; » 8.5Hz, H-1 et H-1"), 4.64 (dd, 1H,Js 64 5Hz,
Jsasp11.5Hz, H-69, 4.55 (dd, 1H,Js 6, 7Hz, H-68), 4.52 (dd, 1HJs 4 3Hz, Jo 5 11Hz, H-3),
4.38 (dd, 1H 3,5 9Hz, H-4"), 5.59 (ddd, 1HJon 4= Jss<1Hz, H-4), 4.21 (d, 1H, H-5), 4.01
(ddd, 1H, H-3"), 3.93-3.89 (m, 1H, H'§ 3.88-3.80 (m, 1H, 0-8,), 3.70 (s, 3H, COORB,),
3.72-3.54 (m, 4H, H2 H-5" et O-CH,), 3.37-3.23 (m, 4H, H-85 H-6b" et CH,-N), 3.22
(d, 1H, CH), 1.96, 1.94, 1.93 (3s, 9H, OC(TNE).

RMN %C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 170.21, 170.04, 169.89, 168.66, 166.29,
165.16, 165.07, 162.34, 161.78 (9C, 'Ceb C=0), 156.31 (1C, NE(O)O), 136.39, 133.54,
133.35, 133.31, 129.95, 129.63, 129.56, 129.38,5828128.48, 128.44, 128.39, 128.29,
127.97 (24C, Ar), 101.12 (1C, C% 100.12, 98.74 (2C, C-kt C-1"), 92.39, 91.79 (2C,
CCls), 74.04 (1C, C-3, 75.82 (1C, C-%), 73.43 (1C, C-%), 72.31 (1C, C-#, 72.11 (1C, C-
5, 71.24 (1C, C-9), 70.69 (1C, C-8), 69.88 (1C, C-4), 69.15 (1C, OcH,), 67.63 (1C, C-
4'), 66.57 (1CCH,-Ph), 66.03 (1C, C4), 63.48 (1C, C-%, 60.16 (1C, C-8), 54.76 (1C, C-
2'), 53.31 (1C, COCHs), 52.72 (1C, C-9), 40.78 (1C,CH.-N), 20.55, 20.42, 20.39 (3C,
OC(O)CHs).
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VIII- Partie expérimentale

NHTCA COMe
80 % o~ C71H75ClsN3033
ope® W % "2 MW=1711.11 g.mot

|
2-Benzyloxycarbonylam|noethyIO-(methyI 2,3,4-tri-O-acétylf3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(4,6-di-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
6-O-benzoyl-2-désoxy-2-trichloroacétamidd3-p-galactopyranoside (230)

Un mélange de tétrasacchari228 (210 mg, 0.12 mmol) et de thiourée (18 mg, 0.24
mmol, 2eq) dissous dans la pyridine (1.4 mL) et@H (1.4 mL) est agité 3h30 a 80°C.
Apres refroidissement, la solution est concentpgs diluée dans le CEl,. La phase
organique est lavée a 'eau, puis avec une soluteiNaCl saturée et enfin a I'eau. Elle est
ensuite séchée sur Mga@vaporée puis coévaporée au toluéne (3 fois).guniécation par
chromatographie flash sur colonne de silice {CkIMeOH 19 :1) donne le produit désiré
(164 mg, 82%) sous la forme d’'une poudre blanche.

[a] % +16 € 1.10, CHCY).

F 143-146°C i-PrOH).

RMN H (CDCl3, 400 MHz) &(ppm) 8.16-7.21 (m, 20H, Ar), 7.13 (d, 184> 7Hz,
NH'), 7.07 (d, 1H w2 7.5Hz, NH"), 5.61 (dd, 1HJ;3 = Js 4 9Hz, H-3'), 5.42 (dd, 1HJ; »
7Hz, H-2"), 5.30-5.28 (m, 1H, NC(0)O), 5.22 (dd, 1HJ, <<1Hz, J3 4 3Hz, H-4"), 5.15 (dd,
1H, J3.4 7.5Hz,J45 9Hz, H-4Y), 5.11 (dd, 1H,), 3 9Hz, H-3"), 5.03 (d, 1H, H-1), 5.00 (s, 2H,
CH-Ph), 4.99 (d, 1HJ,, 8.5Hz, H-1"), 4.92 (d, 1HJ);, 8Hz, H-1), 4.87 (dd, 1H,); » 8Hz,
H-2"), 4.64 (dd, 1HJs6.5.5Hz,Jsaep 11Hz, H-68), 4.63 (d, 1H, H-1), 4.53 (dd, 1HJs6p
7Hz, H-6B), 4.50 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3), 4.38 (dd, 1HJs 5 9Hz, H-4"), 4.35 (dd, 1H,), 3
11Hz, H-3"), 4.26 (ddd, 1HJon 4= Jss<1Hz, Js4 3.5Hz, H-4), 4.20 (d, 1H, H-%), 3.95 (d,
1H, H-8Y), 3.95-3.87 (m, 1H, Hp 3.86-3.80 (m, 1H, 048,), 3.71, 3.69 (2s, 6H,
COO3), 3.72-3.60 (m, 3H, H2H-2", H-5" et O-TH,), 3.44 (dd, 1HJ5 64 6.5HZ, Jsa 6p
11Hz, H-64'), 3.39-3.31 (m, 2H, B,-N), 3.44 (dd, 1HJs ¢, 7Hz, H-61"), 3.21 (d, 1H, ®l),
2.02, 2.01, 1.98, 1.97, 1.83 (5s, 15H, OGQL

RMN C (CDCls, 100 MHz) d(ppm) 170.29, 169.97, 169.47, 169.25, 169.20,
168.36, 166.73, 166.34, 165.26, 165.14, 162.41,606(12C, C-8, C-68" et C=0), 156.32
(1C, NHC(0)0), 136.36, 133.52, 133.38, 133.29, 129.92, 829129.22, 128.58, 128.47,
128.42, 128.38, 128.23, 127.95 (24C, Ar), 101.18364, 98.85, 98.40 (4C, C;-1', c-1"
et C-1Y), 77.95, 74.68, 73.73, 73.43, 72.25, 72.05, 71719227, 71.08, 70.75, 69.11, 67.87,
67.63 (14C, c-3c-4, c-5, c-2', c-3, c-4, c-5', c-3" c-4" c-8" c2Y c3Y c4Y
et C-8Y), 69.05 (1C, OcH,), 66.55 (1C,CH»-Ph), 63.41, 61.10 (2C, C-6ét C-8"), 54.93,
54.61 (2C, C-2et C-2"), 53.27, 52.78 (2C, COTH3), 40.68 (1C,CH,-N), 20.69, 20.62,
20.47, 20.38, 20.22 (5C, OC(CHs).
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VIII- Partie expérimentale

A0 520 o O\/\NHZ CsgHe7N3025
Ao oac 0Bz NHAe MW = 1230.21 g.mot
1l 1l I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoy!{3-dD-glucopyranosyluronate)-(+-3)-
2-acétamido-60-benzoyl-2-désoxyp-D-galactopyranoside (231)

A une solution de trisaccharid229 (112 mg, 780umol) dissous dans I&,N-
diméthylacétamide (1.2 mL) et le benzéne (4 mL)sangon, sont ajoutés successivement de
'AIBN et du n-BusSnH (252uL, 936 pmol, 10.5eq). La solution est dégazée 1 heure a
température ambiante, est ensuite chauffée a &°@Gutes les 2 heures, de 'AIBN et du
BusSnH (126uL, 470 umol, 6eq) sont ajoutés (2 fois). La solution estcemtrée puis le
produit est précipité a 0°C dans un meélange d’ékepétrole (2 mL) et d’'ED (2 mL), avant
d’étre filtré pour donner une poudre jaune palee \parification par chromatographie flash
sur colonne de silice (GiEl,/MeOH 19 : 1) donne le produit désiré (48 mg, 5G%)is la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +17 € 0.99, CHCY).

F 146-149°C (ACOEY/EP).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3(ppm) 8.05-7.23 (m, 20H, Ar), 5.74 (d, 182
8.5Hz, NH"), 5.66 (d, 1HJ\n» 8.5Hz, NH'"), 5.64 (dd, 1H), 3= J34 9Hz, H-3), 5.42 (dd,
1H, J; » 7.5Hz, H-2), 5.38-5.31 (m, 1H, NC(0)0), 5.09 (dd, 1HJs 4 3Hz,J, 3 11Hz, H-3"),
5.11-5.09 (m, 1H, H-4), 5.01 (s, 2H, @»-Ph), 5.00 (d, 1HJ,, 8Hz, H-1), 4.94 (d, 1H, H-
1", 4.76 (d, 1HJ; » 8Hz, H-1"), 4.62 (dd, 1Hs5645Hz, Jsa6p11.5Hz, H-68, 4.52 (dd, 1H,
Js.6b THz, H-68), 4.55-4.50 (m, 1HH-3"), 4.38 (dd, 1HJ,5 9Hz, H-4'), 4.23 (d, 1H, H-Y),
4.19-4.17 (m, 1H, H4 3.93-3.75 (m, 3H, H'5H-2" et O-tH,), 3.72 (s, 3H, COOR,),
3.69-3.59 (m, 1H, O-B,), 3.58-3.54 (m, 1H, H'%), 3.42-3.25 (m, 5H, H'2H-64", H-61",
OH et (H»-N), 1.95, 1.93, 1.92, 1.89 (4s, 12H, OC(®Ykt NHC(O)tHs), 1.28 (s, 3H,
NHC(O)CH).

RMN 'C (CDCls, 100 MHz) &(ppm) 171.24, 170.38, 170.30, 170.03, 169.96,
168.37, 166.28, 165.02, 164.96 (9C, 'Ceb C=0), 156.37 (1C, NE(O)O), 136.53, 133.68,
133.40, 133.19, 129.77, 129.68, 129.62, 129.59,3029128.73, 128.62, 128.44, 128.41,
127.97 (24C, Ar), 101.63 (1C, Y1 100.74 (1C, C'1), 99.22 (1C, C-, 79.01 (1C, C-3,
76.18 (1C, C-4), 73.76 (1C, C-%), 72.57 (1C, C-9, 71.96 (1C, C-9, 71.40 (1C, C-9,
70.49 (1C, C-B), 70.10 (1C, C-4), 68.98 (1C, OcH,), 67.75 (1C, C-3, 66.51 (1CCHy-
Ph), 66.03 (1C, C4), 63.64 (1C, C-9, 60.25 (1C, C-8), 54.06 (1C, C-3, 53.21 (1C,
COQCHs), 51.31 (1C, C-9), 40.83 (1C,CHx-N), 23.32, 22.67 (2C, NHC(@Hs), 20.55,
20.49 (3C, OC(QJHs).
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VIII- Partie expérimentale

OAc NHAC Co,Me

o
ACO o 0 o C71Hg1N3033
4 820 0 ~"NHz

Come’ oo NHAC MW=1504.44 g.mot

AcO  “OAc
\Y I Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-acétyl-2-désoxyp-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl{f3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
2-acétamido-60-benzoyl-2-désoxyB-D-galactopyranoside (232)

A une solution de trisaccharid230 (150 mg, 0.09 mmol) dissous dans NgN-
diméthylacétamide (1.5 mL) et le benzéne (5 mL)sangon, sont ajoutés successivement de
'AIBN et du n-BuzSnH (254puL, 0.94 mmol, 10.5eq). La solution est dégazée ureha
température ambiante, est ensuite chauffée a &°Gutes les 2 heures, de 'AIBN et du
BusSnH (145uL, 0.54 mmol, 6eq) sont ajoutés (2 fois). La solntest concentrée puis le
produit est précipité a 0°C dans un mélange d’ébeqrétrole (2 mL) et d’'BD (2 mL), avant
d’étre filtré pour donner une poudre jaune palee arification par chromatographie flash
sur colonne de silice (GBl/MeOH 19 : 1) donne le produit désiré (83 mg, 63¥)is la
forme d’'une poudre blanche.

[a] 2 +22 (€ 1.03, CHCY).

F 158-161°C i-PrOH).

RMN H (CDCl3, 400 MHz) &(ppm) 8.09-7.21 (m, 20H, Ar), 5.90 (d, 18- 7Hz,
NH"), 5.63 (d, 1HJwn - 6.5Hz, NH'), 5.58 (dd, 1HJ, 3 = Js.4 9Hz, H-3'), 5.41 (dd, 1HJ; »
7.5Hz, H-2), 5.32-5.28 (m, 1H, NC(0)0), 5.16-5.09 (m, 3H, H"4 H-3Y et H-4Y), 4.99 (s,
2H, CH,-Ph), 4.96 (d, 1HJ, , 8.5Hz, H-1), 4.92 (d, 1H, H-1), 4.87 (d, 1H,),, 8Hz, H-1"),
4.89-4.85 (m, 1H, H), 4.60 (d, 1HJ., 7.5Hz, H-1), 4.60-4.55 (m, 1H, H!3et H-63),
4.54-4.48 (m, 2H, H-Bket H-3"), 4.35 (dd, 1HJ459Hz, H-4'), 4.18 (d, 1H, H-b), 4.16-4.12
(m, 1H, H-4), 3.94 (d, 1H,),5 9.5Hz, H-%"), 3.89-3.85 (m, 1H, H'5 3.78-3.72 (m, 1H, O-
CHy), 3.73, 3.71 (2s, 6H, COQ®), 3.63-3.55 (m, 2H, H'% et O-CH.), 3.48 (dd, 1HJs ¢,
7Hz, Jsaep 11.5Hz H-68)), 3.32-3.15 (m, 5H, H2H-2", H-68" et (H,-N), 3.91 (d, 1H,
Jonsa<lHz, CH), 2.01, 2.00, 1.98, 1.97, 1.92 (5s, 15H, OC(®)C 1.77, 1.27 (2s, 6H,
NHC(O)CH5).

RMN *3C (CDCls;, 100 MHz) &ppm) 171.31 , 171.01, 170.24, 169.98, 169.60,
169.30, 169.27, 127.80, 166.90, 166.29, 165.22,876@2C, C-8, C-68" et C=0), 156.36
(1C, NHC(0)0), 136.51, 133.64, 133.40, 133.16, 129.77, 8%29129.60, 129.27, 128.80,
128.61, 128.41, 128.31, 127.96 (24C, Ar), 101.883%, 99.15, 98.60 (4C, C;-1', c-1"
et C-1Y), 78.66, 75.23, 74.28, 73.92, 72.26, 72.16, 7271091, 71.87, 71.31, 70.93, 68.98,
67.90, 67.45 (14C, c'3c-4, c-58, c-2', c-3', c-4', c-8', c-3" c-4", c-8" c-2Y, c-3,
c-4V et C-8%), 69.01 (1C, OCH,), 66.53 (1C,CH.-Ph), 63.58, 61.28 (2C, C-&t C-8'"),
54.38, 54.20 (2C, Clt C-2"), 53.25, 52.75 (2C, COTH3), 40.85 (1C,CH»-N), 23.48,
22.70 (2C, NHC(OJHs), 20.68, 20.52, 20.43, 20.32 (5C, OCUHIY).
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VIII- Partie expérimentale

ACO o Q R CooHs7N3025
J MW = 1230.21 g.mot

AcO  “OAc
1 I I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-désoxyB-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoy!{f3-dD-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
sodium 2-acétamido-60-benzoyl-2-désoxy-40-sulfonato{f3-D-galactopyranoside (233)

A une solution de trisaccharid81 (50 mg, 41umol) dans le DMF (0.5 mL) est
ajouté du S@NMes; (14 mg, 0.10 mmol, 2.5 eq). Le mélange réactiomstlagité a 65°C
sous argon. Apres 60h et 84h la réaction étanmpbtete du S@NMe; (27 mg, 0.20 mmaol,
5eq) est ajouté et I'agitation est laissée a 65¥@dpnt 24h aprés le dernier ajout. L'excés de
réactif est hydrolysé a température ambiante paMd®H (1 mL). Une purification sur
colonne Sephadex LH-20 (GEI,/MeOH 1 : 1), et un échange d’ions sur résine Séph&P
C25 [N&] (CH.Cly/MeOH/H,O 9 : 5: 1) donne le produit désiré (38 mg, 70&t)ssla forme
d’un solide blanchatre.

[a] 2 +13 (€ 1.06, MeOH).

RMN *H (CDsOD, 400 MHz). &(ppm) 8.12-7.21 (m, 20H, Ar), 5.63 (dd, 185=
Js4 THz, H-3), 5.41 (dd, 1H)); , 6.5Hz, H-?), 5.20-5.21 (m, 1H, H% 5.18 (d, 1H, H-1),
5.10 (dd, 1H,), s<1Hz,J34 3Hz, H-4"), 5.00 (s, 2H, E,-Ph), 4.95 (dd, 1H}, 3 11Hz, H-3"),
4.95-4.89 (m, 1HH-4"), 4.86 (d, 1H,)1» 8.5Hz, H-1"), 4.72 (dd, 1HJs 624.5Hz,Jsa 60 12HzZ,
H-64d), 4.63 (dd, 1HJs ¢, 8Hz, H-6b), 4.52 (d, 1H,J; » 8Hz, H-1), 4.31 (d, 1HJ45 10Hz, H-
5", 4.12-3.98 (m, 3H, H2H-3 et H-8), 3.93 (dd, 1H, H-2), 3.80 (s, 3H, COORBs3), 3.80-
3.72 (m, 1H, O-@,), 3.62-3.53 (m, 3H, H'5 H-6d" et O-tH,), 3.36-3.33 (m, 1H, H-6),
3.26-3.21 (m, 2H, H,-N), 1.95, 1.94, 1.89, 1.88 (4s, 12H, OC(®)@&t NHC(O)MHs), 1.52
(s, 3H, NHC(O)®iy).

RMN *C (CDCls, 100 MHz): &(ppm) 173.95, 173.89, 171.95, 171.69, 170.30,

167.82, 166.96, 166.90 (9C, ¢-6t C=0), 158.71 (1C, NE(O)O), 138.25, 134.75, 134.66,
134.27, 131.46, 131.05, 131.00, 130.86, 130.77,5130129.71, 129.64, 129.60, 129.54,
129.48, 128.99, 128.86 (24C, Ar), 102.72 (1C,";102.44 (1C, C'1), 102.25 (1C, CY),
78.52 (1C, C-3, 77.06 (1C, C-8), 76.72 (1C, C-3, 75.49 (1C, C-9, 74.77 (1C, C-9),
74.24 (1C, C-9), 73.86 (1C, C-9, 72.24 (1C, C-Y), 71.49 (1C, C-8), 69.56 (1C, OcH,),
67.47 (2C, C-4 et CH.-Ph), 65.62 (1C, C§ 61.69 (1C, C-8), 53.62 (1C, COGHj),
52.89 (1C, C-3, 51.74 (1C, C-9), 41.82 (1C,CHx-N), 23.32, 22.81 (2C, NHC(GHs),
20.56, 20.49 (3C, OC(GHs>).
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VIII- Partie expérimentale

NaQ,SO OBz
OAc NHAC COoMe
A80 o) e} 0 R (o]
Ac A 4 o o ~"nHz| CriHgoNsNaOzsS
coMe 0 Sone 0Bz e MW = 1606.48 g.mot
A\ 1l Il I

Sodium 2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(méthyl 2,3,4-tri-O-acétylf3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-(2-acétamido-4,6-diO-acétyl-2-désoxyp-D-
galactopyranosyl)-(3-4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4O-sulfonato{f3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-69-benzoyl-2-désoxyB-D-
galactopyranoside (234)

A une solution de tétrasaccharidd2 (75 mg, 50umol) dans le DMF (1 mL) est
ajouté du S@NMe;s (35 mg, 0.25 mmol, 5 eq). Le mélange réactionsehgité a 65°C sous
argon. Apres 60h et 84h la réaction étant incorapdét SQ.NMes (35 mg, 0.25 mmol, 5eq)
est ajouté et l'agitation est laissée a 65°C pen@dh aprés le dernier ajout. L'exces de
réactif est hydrolysé a température ambiante paMd®H (1 mL). Une purification sur
colonne Sephadex LH-20 (GEI/MeOH 1 : 1), et un échange d’ions sur résine Sagsha
SP C25 [N& (CH.Cly/MeOH/H,O 9: 5: 1) donne le produit désiré (67 mg, 84%)ssla
forme d’un solide blanchatre.

[a] © +23 (¢ 1.00, MeOH).

RMN 'H (CDsOD, 400 MHz): 3(ppm) 8.09-7.21 (m, 20H, Ar), 5.61 (dd, 1B}
7Hz, J3 4 9Hz, H-3), 5.58 (dd, 1HJ: > 7Hz, H-2'), 5.33 (dd, 1HJ, 3 = Js4 8Hz, H-3"), 5.24
(dd, 1H,Js5<1Hz, J3 4 1.5Hz, H-4), 5.18 (d, 1H, H-1), 5.16-5.18 (m, 1H, H%), 5.03 (d,
1H, Js5 10Hz, H-4), 5.01 (s, 2H, €,-Ph), 5.03-4.95 (m, 1H-4"), 4.86-4.75 (m, 4H, H-
6d, H-1"", H-1"V et H-2), 4.65 (dd, 1HJs ¢, 8HZ, Jsasp 11Hz, H-6b), 4.55 (d, 1HJ; » 8Hz,
H-1'), 4.32 (d, 1HJ45 10Hz, H-3), 4.23 (d, 1H, H-8), 4.15 (dd, 1HJ, 3 11Hz, H-3), 4.08-
4.02 (m, 2H, H-2et H-B), 3.93-3.90 (m, 2H, H*® et H-3"), 3.81, 3.66 (2s, 6H, COOG),
3.81-3.63 (m, 1H, O-B,), 3.61-3.57 (m, 2H, H-8a et O-(H,), 3.44-3.40 (m, 1H, H'Y),
3.27-3.11 (m, 3H, H-6b et CHx-N), 2.04, 1.97, 1.96, 1.95, 1.92 (5s, 18H, OC(B)Cet
NHC(O)CH3), 1.52 (s, 3H, NHC(O)85).

RMN *3C (CDs;OD, 100 MHz) &(ppm) 173.95, 173.60, 171.96, 171.90, 171.43,
171.16, 171.10, 170.67, 169.04, 167.82, 166.92,7666L2C, C-8, C-68" et C=0), 158.70
(1C, NHC(0)0), 138.27, 134.73, 134.61, 134.27, 131.47,A81130.98, 130.85, 130.77,
130.67, 130.53, 129.71, 129.64, 129.61, 129.54,4829.29.21, 129.00, 128.86 (24C, Ar),
102.68, 102.51, 102.15, 101.42 (4C, 'ca-1", c-1" et C-1Y), 76.68 (1C, C-3, 78.44,
77.82, 77.04, 75.75, 74.78, 74.27, 73.90, 73.44,00F2.37, 72.01, 71.00, 69.65 (14C, 'C-3
c-5, c-2', c3, c4 cs, c3' c4 c5" c-2Y c-3 c-4 et C-8), 69.55 (1C, O-
CH,), 67.46 (1C,CH.-Ph), 65.73, 62.49 (2C, C-ét C-8"), 53.78, 53.27 (2C, COCTHy),
53.01 (2C, C-2et C-2"), 41.85 (1CCH.-N), 23.78, 22.81 (2C, NHC(@H>), 20.91, 20.73,
20.53, 20.45, 20.22 (5C, OC(CHls).
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VIII- Partie expérimentale

Q C32HasN3N&pO22S
- " MW = 901.77 g.mot

11 Il I
2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(1-4)-
(sodium B-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxy-O-

sulfonato3-p-galactopyranoside (235)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d@HLi(1M, 139uL, 139 umol, 5eq)
et de HO, (30%, 69uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution idiroa —10°C de
trisaccharide233 (37 mg, 28umol) dissous dans du THF (1 mL). Le mélange réangb est
agité pendant 1 heure a -10°C puis une nuit a teatyré ambiante. La solution est ensuite
refroidie & 0°C, du MeOH (0.75 mL) et une solutdea NaOH (4M, 0.21 mL, 30eq) sont
ajoutés. Le mélange réactionnel est agité 24 heutempérature ambiante puis évaporé. Le
résidu obbtenu est ensuite dissous dans I'eaul@ls{ilO mL) et neutralisé avec de la résine
amberlite IR-120[H] jusqu’a pH 3.5 (contrdle pHmétrique). La solutiest ensuite filtrée sur
coton et concentrée. Le solide est alors lavé @lusifois avec de I'EtOH puis dissous dans
'eau. Une solution de NaOH a 0.1M est ajoutée yissqun pH 8.5, puis le mélange
réactionnel est agité une nuit a température artditnenfin est concentrée. Une purification
sur colonne Sephadex LH-20 dans I'eau conduit adwyt désiré (17.5 mg, 70 %) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MEBR,05: 2 : 1).

[a] 2 -11 (€ 0.95, HO).

RMN H (D,0, 400 MHz). &ppm) 7.44 (s, 5H, Ar), 5.12 (s, 2HHg-Ph), 4.72 (dd,
1H, Js 4= Jss<1Hz, H-4), 4.50 (d, 1H,);» 8Hz, H-1), 4.48 (d, 1HJ., 8Hz, H-1"), 4.44 (d,
1H, J;» 7.5Hz, H-1), 4.05-3.99 (m, 2H, Hi2%t H-3), 3.92 (dd, 1H),<1Hz, Js4 3Hz, H-
4"y, 3.92-3.65 (m, 12H, H5H-64d, H-68, H-4", H-5', H-2", H-3", H-5", H-6d" et H-6'
et O-CHy), 3.56 (d, 1H,J, 3 9Hz, J3 4 9.5Hz, H-3), 3.40 (dd, 1H, H-9), 3.34-3.29 (m, 2H,
CH»-N), 2.05, 1.95 (2s, 6H, NHC(O)}).

RMN *C (D,O, 62.5 MHz) §(ppm) 176.46, 176.20, 175.94 (3C, t-6t C=0),
159.75 (1C, Ni©(0)0), 137.84, 130.22, 129.83, 129.23 (6C, Ar),.2841C, C-1), 102.70,
102.63 (2C, C-1et C-1"), 81.41, 81.39 (2C, C 2t C-4), 77.81, 76.61, 76.48, 75.86, 74.94,
73.71, 72.50, 69.18 (8C, C;4-5, c-2', c-3', c-58', c-3", c-4" et c-8"), 70.17 (1C, O-
CH,), 68.35 (1C,CH»-Ph), 62.39 (2C, C!6c-6"), 52.89, 52.31 (2C, C 2t C-2"), 41.79
(1C,CH»-N), 23.91, 23.58 (2C, NHC(GHs).
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VIII- Partie expérimentale

OH NHAC CONa NaQse O
20 0 CagHs2N3NagO28S
MW = 1099.87 g.mot

CONa OH NHAc

\Y, 1 Il I
Sodium 2-BenzyloxycarbonylaminoéthylO-(sodium (3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-2-désoxyB-D-galactopyranosyl)-(2-4)-(sodium 4O-sulfonato{3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxp-D-galactopyranoside

(236)

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir d®HLi(1M, 406 L, 406 pmol,
10eq) et de kD, (30%, 203uL) est ajoutée goutte a goutte a une solution idi@a —10°C
de tétrasaccharid@34 (65 mg, 40umol) dissous dans du THF (2 mL). Le mélange
réactionnel est agité pendant 1 heure a -10°C puoés nuit & température ambiante. La
solution est ensuite refroidie a 0°C, du MeOH (hb) et une solution de NaOH (4M, 0.40
mL, 40eq) sont ajoutés. Le mélange réactionnedgitd 8 heures a température ambiante puis
évaporé. Le résidu obbtenu est ensuite dissousl@ansdistillée (10 mL) et neutralisé avec
de la résine amberlite IR-120[Hjusqu’a pH 3.5 (contrdle pHmétrique). La solutiest
ensuite filtrée sur coton et concentrée. Le sadisiealors lavé plusieurs fois avec de I'EtOH
puis dissous dans I'eau. Une solution de NaOH B @4t ajoutée jusqu’a un pH 8.5, puis le
mélange réactionnel est agité une nuit & tempé&ratmbiante et enfin est concentrée. Une
purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I'eanduit au produit désiré (22 mg, 50 %)
sous la forme d’une poudre blanche (éluant CCMOEt/MeOH/HO 4:2:1).

[a] 2 -15.5 € 1.00, HO).

RMN *H (D,0, 400 MHz). &(ppm) 7.42 (s, 5H, Ph), 5.14 (s, 2HHEPh), 5.74 (dd,
1H, Jss<1Hz,Js 4 1.5Hz, H-4), 4.53, 4.50 (2d, 2H}, » 8.5Hz, H-1 et H-1"), 4.50 (d, 1HJ:
8Hz, H-1Y), 4.48 (d, 1HJ, » 7.5Hz, H-1), 4.18 (m, 1H),<1Hz, Js 4 3Hz, H-4"), 4.05 (m,
3H, H-2, H-3 et H-2"), 3.96-3.89 (m, 1H, 0-8,), 3.84-3.66 (m, 11H, H!5H-6d, H-6b,
H-4", H-5', H-3", H-5", H-6d", H-61", H-5Y et O-CH,), 3.58 (dd, 1H,), 3 = J3 4 9HzZ, H-
3", 3.51-3.47 (m, 2H, H*8 et H-4"), 3.40 (dd, 1H,); , 7Hz, H-2"), 3.35-3.30 (m, 3H, H'?
et CHo-N), 2.04, 1.97 (2s, 6H, NHC(O)}G).

RMN C (D,O, 100 MHz): &(ppm) 176.58, 175.61, 175.42, 175.10 (4C,"C®&-6"
et C=0), 158.95 (1C, NE(0)0), 137.07, 129.45, 129.06, 128.46 (6C, Ar), . 164104.18
(2c, c-1' et c-1Y), 101.94, 101.67 (4C, C-gt C-1"), 81.01, 80.74 (3C, C'3C-4' et C-
3™, 77.35, 77.01, 76.74, 75.96, 75.61, 75.09, 74389, 72.86, 72.50, 68.39 (11C, C@-
5, c-2', c-3, c-5', c-4", c-5", c-2Y, c-3Y, c-4Y et C-8Y), 69.38 (1C, OEH.), 67.55
(1C, CH»-Ph), 61.73, 61.68 (2C, C-8t C-8"), 52.33, 51.67 (2C, C'2t C-2"), 41.03 (1C,
CH>-N), 23.19, 22.82 (2C, NHC(GHs).
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VIII- Partie expérimentale

NaO,SO

NHAC COZNaO

HO o)

HoO o
OH

o
HO “oH

CaoHesaNsNaO23S,
MW = 1107.09 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(2-acétamido-2-désoxy3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(sodium(3-D-glucopyranosyluronate)-(+-3)-sodium 2-
acétamido-2-désoxy-42-sulfonato{f3-D-galactopyranoside (237)

Le trisaccharide235 (10 mg, 15umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et une
qguantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.méddange réactionnel est agité sous
atmospheére de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé brut (10 1B¢%) (éluant CCM:
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine brute obtenue précédemmaeatd siactif biotinylé (25 mg, 55
pumol, 4eq) est dissous dans un mélange de DMF |(&y5de EgN (75 L) et d’eau distillée
(750 uL). Le mélange réactionnel est agité a températumbiante pendant 1 heure, puis
concentré. Le solide est lavé plusieurs fois aved’lBtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit déediénig, 56% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MeB4®D 4 : 2 : 1).

[a] % -11 € 0.95, HO).

RMN *H (D,O, 400 MHz): §(ppm) 4.75 (dd, 1HJss<1Hz, Js4 1.5Hz, H-4), 4.63
(ddd, 1H,J. <1Hz, J.¢ 5Hz, Jpc 8Hz, H-c), 4.55 (d, 1HJ;,» 8Hz, H-1'), 4.49 (d, 1HJ:.
8.5Hz, H-1'), 4.48 (d, 1H),, 7.5Hz, H-1), 4.44 (dd, 1HJ, . 5Hz, H-b), 4.05-4.03 (m, 2H,
H-2' et H-3), 3.96-3.66 (m, 13H, H5H-6d, H-64, H-4", H-5', H-3", H-4", H-2"", H-5",
H-6d", H-60" et CH,-r), 3.58 (dd, 1HJs4 = J»39Hz, H-3'), 3.44-3.33 (m, 4H, H'2 H-e et
CH2-q), 3.19 (dd, 2HJc, = J; 7Hz, CH-k), 3.02 (dd, 1H,Jq ¢ 13Hz, H-d’), 2.80 (dd, 1H, H-
d), 2.30- 2.24 (m, 4H, B,-i et CH»-0), 2.06, 2.03 (2s, 6H, NHC(OM3), 1.76-1.30 (m, 12H,
CHz-f, CHz-g, G"z-h, G‘|2-|, CHz-m et CHz-n).

RMN *C (DO, 100 MHz). 5(ppm) 177.63, 177.28, 175.68, 175.33, 175.15 (5C, C
6' et C=0), 166.02 (1C, C-a), 104.22 (1C, ©;1101.87, 101.79 (2C, C-&t C-1"), 80.64,
(1C, c-4), 77.34, 77.07, 75.84, 75.80, 75.12, 74.19, 77884, 68.42 (8C, C'3C-4, C-5,
c-2', c-3, c-g, c-3" c-4" et c-8"), 68.90 (1C, C-r), 62.76 (1C, C-b), 61.67, 61.88(
C-6 et C-8"), 60.92 (1C, C-c), 56.06 (1C, C-e), 52.94, 52238,(C-2 et C-2"), 40.37 (1C,
C-d), 39.91, 39.74 (2C, C-k et C-q), 36.30, 3648, (C-i et C-0), 28.67, 28.50, 28.34, 26.22,
25.88, 25.66 (6C, C-f, C-g, C-h, C-l, C-m et C28,15, 22.94 (2C, NHC(@Hs).
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VIII- Partie expérimentale

\Y 1]

CaeH71NeNaz029S,
MW=1305.20 g.mot

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthylO-(sodium-3-D-glucopyranosyluronate)-(1-3)-
(2-acétamido-2-désoxy-&3-sulfonato{f3-D-galactopyranosyl)-(+-4)-(sodium3-D-
glucopyranosyluronate)-(1-3)-sodium 2-acétamido-2-désoxy-&-sulfonato{3-D-
galactopyranoside (238)

Le tétrasaccharid236 (19 mg, 17umol) est dissous dans I'eau distillée (2 mL) et une
guantité catalytigue de Pd/C (10%) est ajoutée.mddange réactionnel est agité sous
atmosphere de H(ballon) toute la nuit a température ambiantes mst filtré sur célite et
concentré pour donner le composé aminé brut (14 1B¢%) (éluant CCM:
AcOEt/MeOH/HO 1:1:1).

Un mélange de I'amine brute obtenue précédemmaete gdactif biotinylé (20 mg, 44
pumol, 4eq) est dissous dans un mélange de DMF |(&y5de EgN (75 L) et d’eau distillée
(750 uL). Le mélange réactionnel est agité a températumbiante pendant 1 heure, puis
concentré. Le solide est lavé plusieurs fois aved’lBtOH. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I'eau donne le produit déedigénig, 44% sur les 2 étapes) sous la
forme d’'une poudre blanche (éluant CCM : AcCOEt/MeB4® 3 : 2 : 1).

[a] 2 -8.5 € 0.70, HO).

RMN *H (D,O, 400 MHz): §(ppm) 4.78 (dd, 1HJs5<1Hz, Js4 1.5Hz, H-4), 4.63
(ddd, 1H,J. <1Hz, J.¢ 5Hz, Jpc 8Hz, H-c), 4.53, 4.51 (2d, 2H;, 8.5Hz, H-1 et H-1"),
4.50 (d, 1HJ; , 8Hz, H-1Y), 4.49 (d, 1HJ,, 7.5Hz, H-1), 4.44 (dd, 1H,,¢5Hz, H-b), 4.18
(dd, 1H, J45<1Hz,Js 4 3Hz, H-4"), 4.06-3.99 (m, 3H, H2H-3 et H-2"), 3.97-3.90 (m, 1H,
CHo-r), 3.85-3.65 (m, 10H, H!5H-6d, H-68, H-4', H-5' H-3", H-5" H-6d", H-68" et
CHa-r), 33.68 (d, 1H,)459.5Hz, H-8"), 3.60 (dd, 1H,), 3 = J349Hz, H-3'), 3.51-3.46 (m, 2H,
H-3V et H-4Y), 3.41 (d, 1HJ,59.5Hz, H-2), 3.41-3.30 (m, 4H, H'2, H-e et &,-q), 3.19
(dd, 2H,Jcc = Jc1 7Hz, CH-k), 3.01 (dd, 1HJy ¢ 13Hz, H-d"), 2.80 (dd, 1H, H-d), 2.29- 2.23
(m, 4H, (Ho-i et CH»-0), 2.04, 2.03 (2s, 6H, NHC(OM3), 1.81-1.32 (m, 12H, B,-f, CH-g,
CHz-h, G‘|2-|, CH,-m et CHz-n).

RMN *C (D,0, 100 MHz). &(ppm) 177.62, 177.30 (6C, C-6C-6" et C=0), 165.97
(1C, C-a), 104.80, 104.18 (2C, ¢-&t C-1Y), 101.80, 101.70 (2C, C-Et C-1"), 81.05,
80.81 (2C, C-4 et C-3"), 77.37, 77.05, 76.77, 75.96, 75.73, 75.61, 7574323, 73.39,
72.87, 72.47 (11C, c'3c-4, c-58, c-2', c-3', c-g, c-5", c-2Y, c-3Y, c-4Y et C-8),
68.92 (C-r), 68.30 (1C, C"3, 62.76 (1C, C-b), 61.69 (1C, C& C-8"), 60.92 (1C, C-c),
56.05 (1C, C-e), 52.34, 51.67 (2C, Ce2C-2"), 40.37 (1C, C-d), 39.91, 39.74 (2C, C-k et C-
q), 36.30, 36.19 (2C, C-i et C-0), 28.67, 28.4932826.22, 25.87, 25.66 (6C, C-f, C-g, C-h,
C-l, C-m et C-n), 23.19, 22.95 (2C, NHC(@5).
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Annexe 2

Annexe 2 : RMN H et 3*C del’ octasaccharide biotinylé 172

1.0

- 13.61

20

- 11858 —

o

HO OH " "
OH NHAC coNa o OH
o o}
A AN 2
3 4 S o 3
CONa OH NHAc CONa
HO “oH
1 (- L1 , N N S S
[ ] p—
— =
s =
T T T T T |

N
H

- 3.85

HO OH
o
&S/ O\/\
NHAc

e
'H (40C MHZz)

740

248
3.31 -

2559

1.40
- 4.20 —

289
1.32 L

117
7.84

T 1.18

5.0
ppm (E1)

- 258 -



Annexe 2

05

oal

051

{13} wdd

(ZHN 00T) D¢,

- 259 -



Annexe 3 : RMN *H du disaccharide 4-hydr oxylé 195a
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Annexe 4 : RMN *H du disaccharide 6-hydroxylé 195b
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Annexe 5

Annexe 5 : RMN *H et *C du disaccharide 4-sulfaté biotinylé 218a
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Annexe 5
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Annexe 6

Annexe 6 : RMN *H et **C du disaccharide 6-sulfaté biotinylé 218b
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Annexe 6
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Annexe 7

Annexe 7 : RMN *H et *C du tétrasaccharide 6-sulfaté 225b
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Annexe 8

Annexe 8 : RMN *H et *C du trisaccharide 4-sulfaté biotinylé 237
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Aude VIBERT

SYNTHESE D'OLIGOSACCHARIDES DE CHONDROITINES ET DE
SULFATES DE CHONDROITINES BIOTINYLES POUR L'ETUDE D E
LA BIOSYNTHESE DES PROTEOGLYCANES DU CARTILAGE

Résumé :

L’arthrose est la plus fréquente des maladies articulaires pour laquelle aucun traitement efficace n'est
aujourd’hui disponible. Elle est caractérisée par une destruction du cartilage et de ses composants,
dont font partie les protéoglycanes. Les principaux protéoglycanes cartilagineux sont les sulfates de
chondroitines, qui sont de longs polysaccharides linéaires hétérogenes composés d'unités
disaccharidiques répétitives constituées d'un acide-D-glucuronique et d’'une N-acétyl-D-galactosamine.
Dans le but d'étudier la biosynthése de ces composés et ainsi de mieux comprendre le mécanisme
d’'action des enzymes qui y sont impliquées, la synthése chimique d’oligosaccharides de chondroitines
et de sulfates de chondroitines biotinylés a été réalisée.

Grace a une méthodologie efficace et innovante basée sur une hydrolyse acide d'un polymeére de
sulfates de chondroitines, des intermédiaires clés ont rapidement été obtenus. Une stratégie
d’élongation les utilisant a ensuite été appliquée pour conduire a une premiére famille de sept
oligosaccharides non sulfatés (du disaccharide a [I'octasaccharide). Deux nouvelles familles
d'oligosaccharides de sulfates de chondroitines A et C, sulfatés de fagcon homogéne ont été
préparées, a partir d'un précurseur commun par stratégie divergente. Pour la premiére fois, deux
oligosaccharides de sulfate de chondroitine A, présentant une sulfatation hétérogéne, ont également
été synthétisés.

Ces travaux ont mené a la préparation de treize oligosaccharides biotinylés finaux.

Mots clés : oligosaccharides biotinylés, sulfates de chondroitines, arthrose, synthése chimique

SYNTHESIS OF BIOTINYLATED CHONDROITIN AND CHONDROIT IN
SULFATE OLIGOSACCHARIDES FOR BIOSYNTHESIS STUDY OF
CARTILAGE'S PROTEOGLYCANS

Sumary:

Osteoarthritis is the most frequent articular disease but untii now no treatment exists. It is
characterized by a destruction of cartilage and its components as proteoglycans. Major cartilage’s
proteoglycans are chondroitin sulfate, which are linear and heterogeneous polysaccharides composed
of disaccharidic repeating units constituted of a D-glucuronic acid and an N-acetyl-D-galactosamine.

In order to study biosynthesis of those compounds and so to better understand working mechanism of
the implicated enzymes, chemical syntheses of biotinylated chondroitin and chondroitin sulfate
oligomers have been achieved.

Thanks to an efficient hydrolysis of a starting chondroitin sulfate polymer, key building blocks were
quickly obtained. An elongation strategy using them has been then applied to give a first family of
seven non sulfated oligosaccharides (from disaccharide to octasaccharide). Two new families of
chondroitin sulfate A and C oligosaccharides, with homogeneous sulfation have been prepared from a
common precursor by divergent strategy. For the first time, two chondroitin sulfate A oligosaccharides
with an heterogeneous sulfation have been synthetized.

This work has led to thirteen final biotinylated oligosaccharides.

Key words: biotinylated oligosaccharides, chondroitin sulfate, osteoarthritis, chemical synthesis
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