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I-1 ARTHROSE.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) : « L’arthrose est la résultante de
phénomenes mécaniques et biologiques qui déstabilisent 1’équilibre entre la synthése et la
dégradation du cartilage et de 1’os sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre provoqué par de
multiples facteurs : génétiques, congénitaux, métaboliques ou traumatiques. » *

L’arthrose est une dégénérescence du cartilage articulaire suite a un déséquilibre entre
I’anabolisme (construction) et le catabolisme (destruction) de ses constituants par les
chondrocytes conduisant a I’usure du cartilage (figure 1).

Arthrose

Figure 1. Exemple schématique d’une articulation saine (a gauche) et arthrosée
(a droite). 2

Toutes les articulations peuvent étre atteintes mais ce sont surtout celles qui supportent le
poids du corps qui sont les plus touchées® :

- le genou (la plus fréquente) ;
- la hanche (survient en général aprés 60 ans) ;
- et la colonne vertébrale (fréquente mais ne se traduit souvent par aucun symptéme).

Certaines articulations non portantes peuvent également étre touchées comme la main
(le pouce et les extrémités des phalanges ; prédominante chez la femme apres la ménopause).
L’arthrose touchant 1’épaule, le coude et la cheville sont souvent consécutives a des
traumatismes. De nombreux facteurs de risque ménent a ce déséquilibre® :

- L’age: il constitue un facteur de risque majeur, au-dela de 65 ans la fréquence est de
68% pour les femmes et 58% pour les hommes” ;

- L’obésité : la surcharge pondérale augmente significativement le risque d’arthrose et
notamment celle de la hanche et du genou ;

L http://www.bcru.ulg.ac.be/arthrose.html

2 http://www.inserm.fr/thematiques/circulation-metabolisme-nutrition/dossiers-d-information/arthrose
® http://www.arthrolink.com/maladie/connaitre-I-arthrose/les-articulations-concernees

* Buckwalter J.A.; Martin J.A.  Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58, 150-167

® Chevalier X. Rev. Rhum. 2004, 71, 455-461
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- Facteurs hormonaux : il y a une augmentation significative de la prévalence de
I’arthrose chez les femmes aprés la ménopause ;

- Les facteurs genétiques : des études de jumeaux mono- ou dizygotes ont permis
d’estimer I’influence des génes a 50% pour les arthroses de la main, du genou et de la
hanche® :

- Les traumatismes, les microtraumatismes répétés, les anomalies anatomiques de
I’articulation (malformations congénitales ou acquises).

L’arthrose est la maladie articulaire la plus répandue chez I’adulte, plus de 70 millions de
personnes sont touchées en Europe. Son coit s’éléve a plus de 80 milliard d’Euros ce qui en
fait un véritable probléme de santé publique.” Actuellement, il n’existe pas de traitement
curatif ou stoppant la progression de I’arthrose et les approches pharmacologiques (anti-
inflammatoires, antalgiques) sont limitées et sont utilisés pour soulager les symptomes de la
maladie (inflammation et douleur). De plus, ils génerent de nombreux effets secondaires qui
limitent leur utilisation chronique.? ®

Les mécanismes de dégénérescence du cartilage sont encore mal connus et font 1’objet de
recherches actives. Pour mieux comprendre le processus arthrosique nous décrirons d’abord le
cartilage et ses principaux constituants.

I-2. CARTILAGE.
1-2.1 GENERALITES.

Le cartilage est un tissu conjonctif et de soutien non innervé et avasculaire composé
principalement d’eau (70% du poids net) de fibres de collagéne de type 1l (50% du poids sec)
et de protéoglycanes (20% du poids sec) synthétisés par les chondrocytes.

Le cartilage apparait comme un tissu pauvre en cellules car les chondrocytes synthétisent
une quantité telle de matrice cartilagineuse qu’elles s’écartent de plus en plus les unes des
autres. Dans cette matrice, les fibres de collagéne forment un solide réseau de mailles qui
emprisonne et contient les aggrégats de protéoglycanes (figure 2) qui, en raison de leur fort
caractére hydrophile, conférent au cartilage sa déformabilité et son élasticité nécessaire a son
role de répartisseur de pression et d’amortisseur de chocs. > %1

L’articulation se compose de la capsule articulaire qui isole I’articulation de son
environnement et sa face interne est tapissée par une fine couche membranaire : la membrane
synoviale riche en cellules et en vaisseaux. La cavité synoviale renferme le liquide synovial
secrété par la membrane synoviale. 1l permet la lubrification de I’articulation et la nutrition du
cartilage. Celui-ci tapisse les extrémites osseuses (0s sous-chondral) de I’articulation évitant
ainsi leur usure (figure 2).

® Richette P. Appareil locomoteur, généralités sur Iarthrose 2008, 14-003-c-20

" http:/www.chu-montpellier.fr/fr/ADIPOA/index.html

& Venkatesan N. ; Magdalou J. ; Netter P., Fournel-Gigleux S. ; Ouazzine M. Medecine/Science 2005, 21, 471-
473

° Hiroshi N. Carbohydr. polymers 2011, 84, 835-839

Appareil locomoteur, abrégé d’anatomie fonctionnelle et biomécanique, Frangois Bonnel, tome 1. Ed.
Sauramps médical, 2002
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Figure 2. Organisation architecturale du cartilage articulaire.’

Le cartilage joue donc un r6le primordial dans le bon fonctionnement de l'articulation,
en absorbant les chocs et en permettant, lors des mouvements, le geste fluide et le glissement
des surfaces articulaires I'une sur l'autre.

La mobilité et la stabilité de I’articulation sont également assurées par les muscles qui,
via leurs tendons s’insérent sur la capsule et sur 1’os péri-articulaire et supportent ainsi
I’articulation (figure 3).

Schema d'une articulation

Tendon

Membrane synoblal

Rotule

Liquide articulaire - /]

Cartilage articulaire

—V

Loge graisseuse

Os |
sous-chondral

Ménisque —

Tendon

Figure 3. Schéma d’une articulation et de ses connexions musculo-tendineuses.*

1 http://www.rhumatologie.asso.fr/04-Rhumatismes/qu-est-ce-que-la-rhumato/06_articulation.asp
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1-2.2 FONCTIONNEMENT DE L’ARTICULATION.

Le cartilage articulaire doit faire face a des contraintes mécaniques élevées. Lors de la
compression du cartilage, sa déformation permet de répartir uniformément la pression sur
toute la surface du cartilage articulaire.

La lubrification de I’articulation est assurée par le cartilage et surtout par le liquide
synovial. C’est un mécanisme qui minimise au maximum le coefficient de friction entre les
deux surfaces cartilagineuses. Lorsqu’une pression est exercée sur le cartilage, la déformation
se fait en deux paliers. Le premier dit d’apparition instantanée, correspond a 1’¢lasticité du
tissu conjonctif. Le deuxiéme, d’apparition plus lente, correspond a la filtration du liquide
interstitiel du cartilage vers la cavité articulaire.

Il existe différents modeles théoriques de lubrification articulaire. Le modéle dit de
« weeping lubrification » dans lequel le cartilage se comporte comme une éponge (figure 4).
Dans ce modele, les protéoglycanes (PGs) présents dans la matrice extra-cellulaire (1) vont,
sous I’effet d’une charge se comprimer chassant ainsi I’eau de la zone de compression vers la
cavité articulaire (2) puis il y a retour a 1’état initial dés que D’articulation se retrouve en
décharge (3). De la méme facon, 1’épaisseur du liquide synovial présent entre les deux
surfaces articulaires est diminuée au fur et a mesure qu’une charge est exercée sur
I"articulation et son épaisseur augmente dés qu’il n’y a plus de charge.™

W

1L
M RRERRAN
i
1 4 N
i
408 b A

Figure 4. Effets de la charge sur le cartilage.™
1-2.3 COMPOSANTS PRINCIPAUX DU CARTILAGE.

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 1-2.1 (figure 2), le cartilage est
principalement composé d’eau, de collagéne et de protéoglycanes synthétises par les
chondrocytes.

A. LE COLLAGENE.

Le collagene majoritaire dans le cartilage est de type Il (80 a 90%). Il est constitué
d’une triple hélice de 3 chaines o identiques qui s’associent via des liaisons intermoléculaires

12 www.medecine.ups-tlse.fr/pcem2/physiologie/doc/cartilage.doc

-4 -



I-Introduction biologique

en fibrilles. Ces fibrilles s’associent en formant un réseau dense permettent de résister a
I’étirement provoqué par le gonflement des protéoglycanes chargés d’eau. Il joue ainsi un role
primordial en assurant I’intégrité du cartilage™. La fréquence de renouvellement (turnover) du
collagéne cartilagineux étant de 400 ans, il n’est quasiment plus synthétisé chez 1’adulte.™

B. PROTEOGLYCANES (PGS).

Les PGs sont des macromolécules ubiquitaires présentes sur les membranes cellulaires
et dans les matrices extracellulaires. Ils interviennent dans d’importants processus
physiologiques (croissance et différentiation cellulaire, reconnaissance cellulaire, infections
virales et bactériennes)™ et pathologiques (athéroscléeose, maladie d’Alzheimer, cancer et
arthrose).”®> 1ls sont constitués d’un squelette peptidique sur lequel sont ancrés les
glycosaminoglycanes (GAGS) par I’intermédiaire d’une zone de liaison tétrasaccharidique
(figure 5).

-0 0—8

OO0 O gy o

Zone de liaison GAG
Squelette peptique
Figure 5. Protéoglycane schématisé.
B-1 LESQUELETTE PEPTIDIQUE OU CORE PROTEINE.

La taille, la composition et la nature du squelette peptidique des PGs varient en
fonction de sa localisation (cellulaire ou extracellulaire). Dans le cas du PG du cartilage, un
motif « Ser-Gly-X-Gly » (ou X représente n’importe quel autre acide aminé) a été retrouvé
dans de nombreuses séquences clonees codant la protéine core. Cette sequence est
indispensable pour D’initiation de la biosynthése de la zone de liaison par les xylosyl
transférases par transfert d”UDP-xylose sur le résidu L-Sérine.'®

13 Billinghurst R. C.; Dahlberg L.; Lonescu M., Reiner A.; Bourne R., Rorabeck C.; Mitchell P.; Hambor J.;
Diekmann O.; Tschesche H.; Chen J.; Van Wart H.; Poole A. R. The American Society for Clinical Investigation
1997, 99, 1534-1545

! pedersen L. C.; Tsuchida K.; Kitagawa H.; Sugahara K.; Darden T. A.; Negishi M. J. Biol. Chem. 2000, 275,
34580-34585

15 Sugahara, K.; Miyami, T.; Uyuma, T.; Mizoguchi, S.; Nomura, K.; Kitagawa H. Curr. Opinion Struct. Biol.
2003, 13, 612-620

16 Thése de Catherine Bui, Université Henri Poincaré, Nancy I, 2009
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B-2 LA ZONE DE LIAISON.

La zone de liaison des PGs est une partie tétrasaccharidique composée de
I’enchainement successif d’un p-xylose, de deux p-galactoses et d’un acide p-glucuronique
(figure 6). Elle sert d’encrage entre les GAGs et la protéine porteuse des PGs par
I’intermédiaire d’une liaison O-covalente entre le p-xylose et un résidu L-sérine (Voir chapitre
I-4 : Biosynthese des PGs).

Héparine -

Sulfate d'Héparane -~ COONa &&/

Sulfate de Chondroitine =~ <«——— % w /j/i
Sulfate de Dermatane

Acide p- glucuronlque p-Galactose 2 p-Galactose 1

N J \

p-Xylose

Squelette peptidique

GAGs Zone de liaison
Figure 6 : Zone de liaison des protéoglycanes.
B-3 LES GLYCOSAMINOGLYCANES (GAGS).

Les GAGs sont des polysaccharides linéaires polyanioniques et hétérogénes d’un
poids moléculaire de 10 a 40 kDa. lls sont liés de facon covalente a un squelette peptidique
(excepté 1’acide hyaluronique (HA)) via [Iintermédiaire d’une zone de liaison
tétrasaccharidique. Ils sont constitués d’unités saccharidiques répétées formées d’une
hexosamine (N-acétylglucosamine (p-GIcNAc) ou N-Acétylgalactosamine (p-GalNACc)) lié a
un acide hexuronique (acides p-glucuronique (p-GIcA) ou c-iduronique (L-1doA)) excepté le
KS. La longueur et le nombre des chaines de GAGs sont variables. De plus, mis a part 1’acide
hyaluronique (HA) ils portent de nombreux groupements sulfatés (N-sulfate et/ou O-
sulfates)’ (tableau 1).

Tableau I. Structure des unités disaccharidiques des GAGs.

OR OR

0,C,
N
o 0 Hﬁ\_oHO O o o ,JJ‘I
OH RO RO
0,C ~0 R'NH o OR R'NH o AcNH
P Y
_O OR R=H ou SOz R=H ou SOy R=H ou SO;
:LLL R'=Ac ou SO5- R'=Ac ou SO;-

Héparine (Hep)

[a-(1—4)-L-IdoA/p-GIcA-B-

(1-4)-0-GlcNACc-a-(1—],

Sulfate d’Héparane (HS)
[B-(1—4)-L-1doA/p-GIcA-a-
(1—-4)-o-GIcNAc-B-(1—],

Acide Hyaluronique (HA)
[B-(1—4)-b-GIcA-B-(1—-3)-
p-GIcNACc-B-(1—],

7 Karst N. A.; Linhardt R. J. Current Med. Chem. 2003, 10, 1993-2031
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0s05 -OH
o
o
OH
ACNH
0,C ~0 o.

N

R=H ou SO;
(o] OR

=
Sulfate de Dermatane (DS)
[a-(1—3)-L-1doA/p-GIcA-B-
(1—4)-0-GalNAc-o-(1—],

OR
0
O\
<
AcNH

OR
0,C
:r‘{ o o
RO o
OR

R=H ou SO

Sulfate de chondroitine (CS)
[B-(1—3)-D-GIcA-B-(1—4)-
p-GalNAc-B-(1—],

0S05’ OoH _OH
;riy o 0
(o] oo
RO o r’{‘
OR ACNH
R=H ou SO5"

Sulfate de Kératane (KS)
[B-(1—4)-D-Glu-p-(1—4)-
p-GalNAc-B-(1—],

B-4 L’AGGRECANE : PROTEOGLYCANE DU CARTILAGE.

On distingue deux sortes de PGs dans le cartilage, ceux de grande taille (aggrécane) et
ceux de petite taille (décorine, biglycane, etc).'®

L’aggrécane (figure 7) constitue un PG qui interagit avec ’acide hyaluronique pour
former des aggrégats de haut poids moléculaire. Chaque molécule d’aggrécane est constituée
d’un squelette peptidique de 210-250 kDa auquel sont attachées les GAGs. Le GAG
majoritaire de 1’aggrécane est le sulfate de chondroitine (CS) (environ 80%) mais on retrouve
également du sulfate de kératane (KS).™

Chondroitin-
sulfate

™ Peptide
backbone

Aggrecan aggregate Aggrecan monomer
Hyaluronic- Hyaluronic- Chondroitin-
acid acid sulfate

Keratan-
sulfate

backbone

N\

GAGSs + zone de liaison

Figure 7. Monomére d’aggrécane et ses aggrégats.19

Les charges électronégatives des groupements carboxyliques et sulfatés de I’aggrécane
conferent a la matrice extracellulaire du cartilage son caractere hydrophile. Les PGs de petites
tailles, interviennent quant a eux dans les liaisons entre macromolécules, entre les
chondrocytes et leur milieu et dans la stabilité du collagéne.®

*® pertuiset E. Rev. Rhum. 2002, 69, 157-70
9 Baeurle S.A.; Kiselev M.G.; Makarova E.S.; Nogovitsin E.A. Polymer 2009, 50, 1805-1813
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I-3 PROCESSUS ARTHROSIQUE : déséquilibre de la balance
synthése/dégradation.

Les mécanismes précis menant a une dégénérescence de 1’arthrose sont encore peu
connus. On sait que le cartilage est un tissu vivant au ralenti sans grande capacité de
régénération et tout porte a croire que les phases précoces de I’arthrose sont caractérisées par
un exces du catabolisme et une perte de structuration de I’aggrécane.”® 2! Ce défaut entraine
essentiellement des modifications quantitatives et qualitatives de ses chaines de GAGs qui
conduisent a une degradation progressive et irréversible du reste des composants de la matrice
cartilagineuse.? (figure 8)

Anabolisme Catabolisme

- Cytokines anti-inflammatoires (IL-4, 1L.-10) A « Cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNFo)
« Inhibiteurs de protéases (TIMP...) - Métalloprotéases (MMP)
- Facteurs de croissance (IGF-1, TGF...) « NOS I, COX-2...

« Radicaux (NO', 05...)

, Co Déformation de I'articulation
Cartilage articulaire

S Destruction du cartilage
Capsule articulaire

Membrane synoviale Hyperplasie synoviale

Fibrose de la capsule articulaire

e Remodelage de I'os sous-chondral

Apparition d’ostéophytes

Articulation saine Articulation arthrosique

Figure 8. Rupture de I'homéostasie du cartilage.?

Ce déséquilibre entre processus anabolique et catabolique est caractérisé par
I’augmentation de ces deux phénomenes dans le tissu en faveur du catabolisme. Ce processus
physiopathologique peut étre divisé en 3 grandes étapes :

Etape | : Dégradation du réseau matriciel au niveau moléculaire.

La taille de I’aggrécane diminue, le réseau de collagéne est endommagg, il devient
moins rigide, plus lache, affaiblissant ainsi les propriétés biomécaniques du cartilage
indispensable a la répartition des charges. Les chondrocytes augmentent leur synthése du
collagéne de type | au détriment du collagéne de type 1.2 De plus, 1’augmentation de la
synthése des KS au détriment des CS engendre une moins bonne rétention des molécules

% Caterson B.; Flannery C. R.; Hugues C. E.; Little C. B. Matrix Biol. 2000, 19, 333-344
2l Wheaton A. J.; Dodge G. R.; Borthakur A., Kneeland J. B.; Schumacher H. R.; Reddy R. J. Orthopaedic Res.

2005, 23, 102-108
22 Lorenz H.; Richter W. Progress in Histochemistry and Cytochemistry 2006, 40, 135-163
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d’eau. Ainsi, le cartilage s’appauvrit en eau, ce qui altére également ses propriétés
biomécaniques® (tableau I1).

Composant Auvgmentation Diminution
Eau X
Chondroitines sulfates X

Kératane sulfate X

Acide hyaluronique X

Collagéne type 11 X
Protéines non collagénigues X

(fibronectine, etc.)

Tableau I1. Modifications des contenus observés dans des cartilages de patients agés
atteints d’arthrose.’

Ce mécanisme de dégradation fait suite a une production locale par les chondrocytes et
la synoviocyte de médiateurs pro-inflammatoires [cytokines (I’interleukine-1 (IL-1)),
prostaglandines (PGE2), radicaux libres (NO)] qui favorisent a la fois la dégradation des
constituants matriciels et I’inhibition de leur biosynthése. Ces cellules en inflammation
surexpriment également des métalloprotéinases matricielles (MMP) et des aggrécanases qui
vont spécifiquement dégrader le collagéne et les PGs, respectivement.??* De plus, les
fragments de la dégradation des constituants de la matrice semblent également contribuer a
I’activation des chondrocytes conduisant a I’augmentation de la syntheése des métalloprétéases
et des cytokines pro-inflammatoires.?®

Tous ces phénomenes contribuent a maintenir un état inflammatoire menant a la
destruction progressive du cartilage articulaire.

Etape Il : Tentative de réparation du cartilage.
A ce stade, les chondrocytes tentent de compenser les dommages causés par
I’inflammation en augmentant la synthése de facteurs anaboliques tels que :

- des cytokines anti-inflammatoires (IL-1RA, IL-4, IL-10, IL-13) qui agissent en
empéchant la sécrétion de certaines métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMP) et
en s’opposant a I’effet catabolique de 'TL-1 (IL4 et I1L-13).%

- des facteurs de croissance (I’IGF-1(I’Insuline-like Growth Factor), le TGF-B
(Transforming Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor). Ces facteurs stimulent a
leur tour la prolifération des chondrocytes et donc la production des composants de la matrice
extracellulaire du cartilage.?

2 Berenbaum F. Rev. Rhum. 2000, 67, 119-25
2 Nakamura H. Carbohydr. Polymers 2011, 84, 835-839
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Cet accroissement de la synthese des composants matriciels ne suffit pas a rétablir
I’équilibre homéostasique du cartilage. D une part, car le « néocollagéne » formé, de type I,
présente de moins bonnes propriétés biomécaniques que le type Il. De plus, la quantité de
facteurs de croissance et de cytokines anti-inflammatoires synthétisés n’est pas suffisante pour
contrecarrer les effets délétéres des protéases et des cytokines pro-inflammatoires. Enfin,
I’excés de production de certaines protéines porteuses (comme I’IGF-binding protein)
diminue la biodisponibilité de certains facteurs de croissance (comme 1’IGF-I) en les rendant
inactifs.?

Ainsi, seuls des dommages associés a de petites pertes de composants de la matrice
peuvent étre régénérés par le cartilage. Des dommages plus importants sont irréversibles.?

Etape 111 : Stade ultime de la maladie.

A ce stade les chondrocytes ne sont plus capables de suivre leur activité de réparation.
Il s’en suit une usure et un amincissement quasi total du cartilage, des lésions synoviales et
capsulaires. L’os subchondral développe alors des ostéophytes (excroissances osseuses) et des
nodules ostéochondraux (kystes osseux et cartilagineux) qui entravent le mouvement
articulaire.? %

I-4  BIOSYNTHESE DES PROTEOGLYCANES (PGS).

L’assemblage des PGs se fait dans 1’appareil de Golgi par I’attachement d’un p-xylose
sur un résidu L-sérine de la protéine catalysé par la p-xylosyl transférase | (XylT-I). Il s’en suit
une addition séquentielle de deux résidus p-galactose et d’un acide p-glucuronique catalysés
par la B-p-1,4-Galactosyltransférase 7 (GalT-I), la p-o-1,3-Galactosyltransférase 6 (GalT-Il) et
la B-p-1,3-Glucuronosyltransférase | (GICAT-I), respectivement. Ainsi, 1’action séquentielle
de ses O-glycosyltransférases spécifiques permet la formation de la zone de liaison
tétrasaccharidique : « GlcA-g1,3Gal-g1,3Gal-p1,4Xyl-g1-O-Ser »*, commune aux deux
principaux types de GAGs (figure 9).

0ONa OH EXTL2/EXTL3

<« HO
Hep/HS <—— o

-

HO

HO

Cs/Ds

o) o

HO

COONa

o

(0]
HO

HO _OH

(e}

o]

NHAc

" COONa HO_on

] ---O O O
HO o

/ HO HO

Acide p-glucuronique  D-Galactose 2

SO;3Na

R

HO on

OH
(o]
HO °©
(e]

D-Galactose 1

POgNaZ

H
NH

N
o

D-Xylose

HO

At A A A

CSGalNACT-1/11 GlcAT-I GalT-11 GalT-1 Xyl T-1

GAGs Zone de liaison

Squelette peptidique

Figure 9. Zone de liaison et bifurcation des GAGs avec les sites potentiels de sulfatations
et phosphorylation de la zone de liaison.

% Gulberti S. ; Lettard V. ; Fondeur M. ; Jacquinet J.-C. ; Mulliert G. ; Netter P. ; Magdalou J. ; Ouzzine M. ;
Fournel-Gigleux S. The Scientific World Journal 2005, 5, 510-514
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A ce niveau, en fonction de ’UDP-sucre transféré sur I’unité acide glucuronique de la
zone de liaison, il y a divergence des GAGs en 2 grandes familles :

- Les Héparine (Hep)/Héparane Sulfaté (HS), si le sucre transféré est la N-Acétyl p-
glucosamine ;

- Les Chondroitine Sulfaté (CS)/Dermatane Sulfaté (DS), si le sucre transféré est la N-
Acétyl p-galactosamine.

Ainsi, la nature du résidu transféré est une étape déterminante dans I’initiation et
I’élongation des GAGs durant la biosynthése des PGs. Alors, quels sont les éléments
biochimiques qui déterminent la nature du sucre transféré ?

De nombreuses études structurales de la zone de liaison ont démontreé la présence d’un
groupement phosphate en position 2 du p-xylose, tandis que les deux p-galactoses (p-Gall et
p-Gal2) peuvent étre sulfatés en position 4 ou 6. Le p-xyl-2-O-phosphate se retrouve aussi
bien sur les chaines d’héparine/HS que sur les CS/DS. Toutefois, il semblerait que la présence
de ce groupement empécherait ’activité de la GalT-l, suggérant que cette modification
survient une fois que le premier galactose (o-Gall) de la zone de liaison est ajouté.®

Des groupements sulfates sont également retrouvés en position 4 et/ou 6 des deux p-
galactoses (p-Gall et p-Gal2) de la zone de liaison des chaines de CS et DS mais n’ont pas
encore été identifiés sur les chaines d’héparine et HS.% %

Les positions de sulfatations sur Gall et Gal2 influencent I’activité de la GIcAT-I. En
effet, en présence de groupements sulfates en position 4-O du Gall ou en position 4-O ou 6-O
du Gal2, ou en position 6-O de Gall et Gal2, aucune activité de la GICAT-I n’est observée.
Seule la sulfatation en 6-O du Gall montre une activité significative de 1’enzyme comparée au
disaccharide (Gal1-Gal2) non sulfaté.?®

Ainsi, il semble évident que la position de ces groupements sulfate sur les deux
galactoses de la zone de liaison influence également 1’activité des enzymes responsables de
I’initiation et probablement de I’¢longation des chaines de GAGs. Au niveau de la bifurcation,
les O-glycosyltransférases (EXTL2/EXTL3 pour les héparanes/HS) et (CS-GalNAcT-1/2
pour les CS/DS) vont reconnaitre spécifiquement leur substrat pour polymériser dans 1’une ou
’autre voie.

En 2012, Gulberti S. et al?® se sont intéressés a I’étude de I’activité et de la spécificité
de la CSGalNACT-1 envers des substrats accepteurs differemment sulfatés de la zone de
liaison. lls ont démontré que le motif trisaccharidique Gall-Gal2-GIcA est la structure
minimale pouvant étre utilisé comme substrat pour 1’activité N-Acétylgalactosyl transférase
de la CSGalNACT-1. Ainsi, en soumettant I’enzyme a divers substrats trisaccharidiques
sulfatés (figure 10), les oligosaccharides monosulfatés se sont avérés étre de meilleurs
substrats comparés a leurs homologues non sulfatés. Les composés monosulfatés en 6-O du
Gall, en 6-O du Gal2 et en 4-O du Gall stimulent I’activit¢ de I’enzyme tandis que le
composé monosulfaté en 4-O du Gal2 et disulfatés en position 6-O sur les 2 Gal n’induisent

% Gulberti S. ; Jacquinet J.-C. ; Chabel M. ; Ramalanjaona N. ; Magdalou J. ; Netter P. ; Coughtrie M. W. H. ;
Ouzzine M. ; Fournel-Gigleux S. Glycobiology 2012, 22, 561-571
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aucune activité de la CSGalNACcT-1. Ceci suggere que le site actif de I’enzyme ne peut pas
admettre la présence simultanée de deux groupements sulfates sur les p-galactoses de la zone
de liaison.
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Figure 10. Activité N-Acétylgalactosyl transférase de la CSGalNAcT-1 recombinante.

Ces résultats traduisent 1’importante influence de la position des sulfatations sur
’activité catalytique de la CSGalNAcT-1 dans I’initiation de la biosynthése des CS. Ainsi, le
transfert de la premiére N-acétyl p-galactosamine est une étape critique et limitante dans les
étapes ultérieures de polymérisation des CS. Cependant, une autre étude de 1’enzyme, toujours
dans la méme équipe, a démontré que la CSGalNAcCT-1 ne catalysait pas la réaction
d’¢longation des CSs.
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I-5  CONCLUSION.

Les mécanismes de dégradation du cartilage menant a 1’arthrose sont a ce jour mal
connus. Les nombreuses études effectuées dans ce domaine révélent que les premiers
changements qualitatifs touchent les GAGs. Ainsi, il est nécessaire, dans un premier temps, de
comprendre le mécanisme de biosynthése des GAGs et plus particulierement celle des CSs
par les glycosyltransférases afin de mieux comprendre leur mécanisme de dégradation et
pouvoir, ainsi, stimuler cette biosynthese dans le but de rétablir I’intégrité du cartilage.

Comme nous 1’avons vu au chapitre biosynthése des PGs (I-4), la ou les position(s) de
sulfatation des résidus p-galactosyles de la zone de liaison revét une importance majeure dans
la détermination de la biosynthese des CSs par les glycosyltransférases.

Cette zone de liaison, porteuse de groupements sulfatés, est difficilement isolable
intacte pour pouvoir I’étudier, en raison de la labilité des groupements sulfates, il est donc
nécessaire de la synthétiser chimiquement avec différentes combinaisons de mono-
sulfatations (objectif de notre travail). Et ce, afin de les soumettre aux glycosyltransférases
(CSGalNacT-1 et EXTLZ2 /3) et de déterminer ainsi la nature du ou des substrat(s) reconnu(s)
par ces enzymes.

Un grand nombre de travaux sur la zone de liaison ont été réalisés et publiés. Le
chapitre suivant montre quelques exemples décrits dans la littérature depuis les 20 dernieres
années.

-13-
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Il. TRAVAUX DECRITS DANS LA
LITTERATURE SUR LA ZONE DE LIAISON.
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De nombreuses équipes se sont intéressées et s’intéressent encore a la synthese de la
zone de liaison des PGs. Que ce soient des synthéses totales concernant 1’ensemble des
tétrasaccharides composant cette zone de liaison ou juste certains de ses sucres. Nous
décrivons ici, un apercu non exhaustif de travaux décrits ces 20 derniéres années.

Le présent chapitre expose des exemples de syntheses de la zone de liaison,
phosphorylée ou non, sulfatée ou non. Cette zone de liaison a également été décrite avec des
parties peptidiques de longueurs et natures différentes ancrées sur le dérivé p-xylose. Des
syntheses décrivant la zone de liaison liée a des amorces de GAGs (CS, DS) ont également été
rapportées.

De plus, selon I’objectif biologique visé, différents aglycones ont été condensés sur
I’extrémité réductrice des mono- ou oligosaccharides de la zone de liaison (dérivés biotinylés,
différents fluorophores ou encore de simples groupements protecteurs).

Tous les travaux décrits dans ce chapitre montrent des stratégies de synthéses qui
convergent vers 1’obtention régio- et stéréocontrolée de composés avec le moins d’étapes
possibles et la difficulté la plus rencontrée consiste essentiellement en la formation de
mélanges o/p lors des réactions de glycosylations avec des donneurs p-glucuronyles et p-
xylosyles, et ce, malgré la présence de groupements participants en C-2.
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11-1 ZONE DE LIAISON TOTALE OU PARTIELLE.

En 1993, Nilsson M. et al.” ont rapporté la synthése totale de méthyl glycosides de
tri- et tétrasaccharides de la zone de liaison let 3, ainsi que leurs formes phosphorylées en 2
du p-xylose 2 et 4 (Schéma I1-1).

2 R PO3Na2
HO
HO o
*Na 0OC OR
3R=H
4R =PO,Na,

Schéma ll-1

Afin de synthétiser les trisaccharides cibles 1 et 2 (Schéma 11-2), une addition
successive d’unités monosaccharidiques en partant de I’extrémité réductrice a été adoptée.

1R=H
2R = PO;Na,
9
CIAcO
Am/
o 5R=H Am Me
© 6R=PO,BN,
Ph Ph o 7R=Ac
8R = PO;Bn,

0R=Ac
11R = PO4Bn,

+ (e}
CIACO HO o CIACO
HO oM
OBz
OH
12

Schéma ll- 2

Ainsi, en partant du Méthyl B-p-xylopyranoside 12 sélectivement chloroacétylé en
position 4, une acétylation avec du chlorure d’acétyle en présence de pyridine suivie d’une
déchloroacétylation avec de l’acétate d’hydrazine a donné I’accepteur 10 nécessaire a
I’allongement de la chaine des composés non phosphorylés.

%" Nilsson M.; Westman J.; Svahn C.-M. J. Carbohydr. Chem. 1993, 12, 23-37
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Dans le but d’accéder aux composés phosphorylés, le composé 12 a été sélectivement
acétylé sur la position 3 avec du chlorure d’acétyle en présence de pyridine a 0°C dans le
CH,CI,, puis phosphorylé en 2 avec du trichlorure de phosphore en présence d’imidazole
suivie d’un traitement avec de [D’alcool benzylique et oxydation avec 1’acide
métachloroperbenzoique (MCPBA). Enfin, la déchloroacétylation en 4 dans les mémes
conditions que 12 a donné I’accepteur 11 nécessaire a I’allongement de la chaine des
composés phosphoryles.

La glycosylation du donneur bromé 9 avec les accepteurs 10 ou 11 en présence de
triflate d’argent et de collidine suivie d’une déchloroacétylation a donné les disaccharides
accepteurs 7 (74 %) ou 8 (52 %), respectivement. La glycosylation de ces derniers dans les
mémes conditions avec 9 a donné les trisaccharides 5 (85%) ou 6 (79%). Une déprotection a
alors donné les trisaccharides cibles 1 (82%) et 2 (67%).

En ce qui concerne les tétrasaccharides 3 et 4 (Schéma I1-3), une stratégie d’addition

par blocs disaccharidiques a été adoptée utilisant les blocs 7 et 8 obtenus précédemment
(schéma 11-2) et le bloc 15 obtenu aprés glycosylation entre 1’accepteur 17 et le donneur
glucuronique 16 en présence de triflate d’argent (50%).
Une glycosylation de 15 avec 7 ou 8 en présence de triflate de
diméthyl(méthylthio)sulfonium (DMTST) et de 2,6-di-tert-butylpyridine a donné les
tétrasaccharides 13 (64%) ou 14 (58%), respectivement, qui aprés déprotection totale ont
conduit aux tétrasaccharides cibles non phosphorylé 3 (90%) et phosphorylé 4 (65%).

H
HO
*Na-0OC OMe

3R=H
4R =PO,Na,

OAc

AcO
AcO o o
o (o]
MeO,C AcO
[¢]
o

) % 13R=Ac
P 14 R = PO4Bn,

MeO,C,
AcO
AcO AcO

7R=Ac
Ph 8 R=PO3Bn,

+
o
AcO o
AcO HO SEt
OA
OAc

16 Br 17

Schéma ll- 3
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En 2002, Chen L. et Kong F.®® ont également publié la synthése totale du
tétrasaccharide déprotégé de la zone de liaison des PGs 3 (Schéma 11-4). Leur premiére
stratégie a consisté a préparer le disaccharide digalactosyle 21 puis a I’allonger en ajoutant les
sucres des extrémités, a savoir d’abord, le p-xylose puis le p-GIcA.

Le disaccharide désiré 21 a été obtenu par glycosylation entre le donneur acétimidate
23 et I’accepteur 24 (tous les deux issus de 25) en présence de TMSOTT catalytique avec 54%
de rendement (et 31% d’a-disaccharide). Le composé 21 a ensuite été activé en donneur
acétimidate puis glycosylé avec ’accepteur p-xyloside 22 pour donner le B-trisaccharide
désire 20 avec 40% de rendement mais également 40% d’isomeére a.

La déallylation de 20 a libéré 1’accepteur correspondant qui a pu étre glycosylé avec le
donneur glucuronique 19 pour donner le P-tétrasaccharide 18 avec 31% de rendement
accompagné de 31% de son isomere .

OH

OBz OBz
OBz OBz,
OBz
MeO,C
o) S BzO OMe
AcO o o o
Ac o
OBz OBz

OH OH
OH OH
OH
NaO,C
o 0, O HO OMe
HO o o o
HO o
OH OH
3

o)
0
OAc
18
OBz OBz
MeO,C 0Bz 0Bz .
o
AcO o
AcO O BzO OMe
o +  alo 0 o g
19 OC(NH)CCly OBz OBz
20

22

OBz 0Bz
OBz, OBz
0, ° HO 2
AllO 0 owp B0 OMe
OBz
0Bz
OBz 21
0Bz

OBz
OBz, OBz
OBz, OBz
o]
AllO + 0 o]
HO OMP Allo OMP
AT c— j—

OBz 'OC(NH)CCl,

23 OBz o5 OBz
24

Schéma ll- 4

% Chen L.; Kong F. Carbohydr. Res. 2002, 337, 1373-1380
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Malgré la présence du groupement participant benzoyle sur tous les donneurs utilises,
il s’est formé a chaque fois une grande quantité d’isomére a. Une seconde voie de synthese a
alors été envisagée (Schéma I1-5) consistant, cette fois-ci, a changer 1’ordre d’introduction des
monosaccharides sur le bloc 21. Ainsi, le donneur glucuronique 19 a d’abord été introduit
apres déallylation de 21 (55%). L’accepteur xyloside 22 a ensuite été introduit par
glycosylation avec le trisaccharide donneur 26 pour donner majoritairement le tétrasaccharide
18 (40%). Ainsi, 1’ajout successif des unités monosaccharidiques dans cet ordre a permis de
minimiser la formation des isomeres a.

L’étape finale de cette synthése a consisté a cliver tous les groupements protecteurs de
18 avec de la soude dans le MeOH/H,0 donnant ainsi le sel de sodium cible 3.

NaO,C,
HO
HO
Bz
MeO,C,
OMe
AcO
AcO

MeO,C. o
OBZ

OBz 'OC(NH)CCly 9

MeO,C
AcO
Aco AllO

19 OC(NH)CCI3

Schéma ll-5

En 2004, Jacquinet J.-C.* a rapporté la premiére synthése d’un disaccharide
digalactosyle dérivé de la zone de liaison des PGs, le  4-méthoxyphényl O-(B-b-
galactopyranosyl)-(1—3)-p-p-galactopyranoside 27 et ses dérivés 4 ou 6 monosulfatés sur les
Gall ou Gal2 29-32 et 6-O-disulfatés sur le Gall et le Gal2 28 (Schéma I1-6).

Le but était de déterminer le rdle de ces sulfatations dans la biosynthese des
Chondroitines sulfates (principal GAG du cartilage). Ainsi, la synthese de ces composés

% Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 2004, 339, 349-359
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cibles a nécessité dans un premier temps la préparation d’un intermédiaire disaccharidique
commun 35 comportant en position C-4 et C-6 des p-Gall et p-Gal2, des groupements
protecteurs orthogonaux (groupement levulinoyle et acétal benzylidéne), favorisant des
déprotections régiosélectives et donc le contrdle des positions a sulfater par la suite.

Lol

29 Y;= SO3Na, Y,=Y3=Y,= 27 Y1=Y,=Y3=Y,=H 31 Y3=SO3Na, Y =Y,=Y,=H
30 Y;= SO3Na, Y, = Y3 Yy= H 28 Y,=Y,=SO3Na, Y;=Y3=H 32 Y,= SO3Na Y;=Y,=Yz=H

(@]
OH OH
OH o
Olev OLev OH
fo) o
o OMP 0
BzO OMP
OBz 33 0Bz OBz

\ éo
OlLev Olev o

Lev
OLevy, o o)
/ 820 o omP 0
o z x o

BzO OBz 35 OBz

cCly

Y\

OH
38

Schéma ll- 6

Le disaccharide 35 a été obtenu avec 70% de rendement aprés couplage entre I’imidate
36 et I’accepteur 37. Ces 2 derniers sont issus du méme précurseur p-galactosyle 38.

A partir de cet intermediaire clé 35, tous les composeés cibles ont été obtenus (Schéma
[1-6). La déprotection sélective des groupements O-lévulinoyle avec de I’acétate d’hydrazine
a donné le diol 33, précurseur des composés monosulfatés 29 et 30, tandis que la déprotection
sélective du O-benzylidéne avec du TFA (90%) a donné le diol 34, précurseur des composés
monosulfatés 31 et 32. La déprotection totale des 2 groupements protecteurs a donné le tétrol
correspondant, précurseur des composés non sulfaté 27 et 6-O disulfatés 28.
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Les sulfatations régiosélectives en position 6 ont été réaliseées avec 1,5 équivalents de
MesN.SO;z dans le DMF a 40°C suivies d’un échange d’ions (résine Na®). Les sulfatations en
position 4 ont d’abord impliqué la protection régiosélective du 6-OH, plus réactif, par du
cyanure de benzoyle dans la pyridine puis une sulfatation avec 10 équivalents de MesN.SO3
dans le DMF a 60°C. Une saponification avec de la soude 4M dans le MeOH a donné les
composés cibles 27-32.

En 2004, Thollas B. et Jacquinet J.-C.*° ont préparé différentes sulfoformes du trisaccharide
de la zone de liaison 39. Des formes monosulfatées sur les positions 4 ou 6 des Gall ou Gal2
41-44, ainsi qu’une forme disulfatées sur les positions 6 des Gall et Gal2 40 ont été obtenues
(Schéma I1-7).

Les étapes clés ont consisté en la préparation du précurseur trisaccharidique 45
commun sur lequel les Gallet Gal2 ont été différenciés par 1’introduction de groupements
protecteurs orthogonaux (acétals 4-6-di-tert-butylsilylene et 4,6-benzylidéne), respectivement,
permettant d’effectuer, apres déprotections sélectives, les différentes sulfatations menant aux
CoOmposés désirés.

Le trisaccharide 45, précurseur des trisaccharides cibles (39-44) a été obtenu apres
glycosylation de 46 et 47 avec 70% de rendement. Le disaccharide 47 a été préparé par
glycosylation entre le donneur 48 et 1’accepteur 37 suivie d’une délévulinoylation et d’une
acetalation avec du triflate de di-tert-butylsilyle (DTBS diOTf) (33%).

Le trisaccharide 45 a alors été déprotégé sélectivement avec soit le complexe
triethylamine trihydrofluorure (EtzN. 3HF) pour donner le diol précurseur des composés 41 et
42, soit avec le TFA (80%) pour donner le diol précurseur des composés 43 et 44. Une
déprotection des deux groupements donne le tétrol précurseur des composés 39 et 40.

Comme pour la synthese des disaccharides (schéma 11-6), les composés 6-O-sulfatés
ont été obtenus aprés sulfatation régiosélective tandis que les composés 4-O-sulfatés ont été
obtenus par benzoylation régiosélective suivie de sulfatation.

Une saponification donne alors les composés cibles 39-44 (entre 89% et 92% de
rendement).

¥ Thollas B. ; Jacquinet J.-C. Org. Biomol. Chem. 2004, 2, 434-442

-21 -



II-Travaux décrits dans la littérature
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Schéma ll-7

En 2006, Jacquinet J.-C.* a publié la synthése d’une série de 10 composés dérivés de
la zone de liaison des PGs sulfatés et/ou phosphorylés comprenant un, deux ou trois sucres (p-
Xyl-p-Gall-p-Gal2) dans le but d’étudier I’importance biologique de ces substitutions sur les
glycosyltransferases et leur specificité de substrat. Tous les composés ont été preparés sous
forme de glycosides liés au 7-méthoxy-2-naphtol (MN), utilisé comme marqueur fluorescent
pour la détection de 1’activité enzymatique (schémas 11-8, 9 et 10).

Le monosaccharide non phosphorylé 49 a été obtenu directement a partir de 51 par
simple transestérification (94%) (schéma 11-8). L’analogue phosphorylé 50 a, pour sa part, été
synthétisé par hydrogénation catalytique du dérivé 3,4-isopropylidéne phosphorylé 54 (80%),
lui-méme obtenu apres phosphorylation de 53, sous-produit minoritaire obtenu en marge du
2,3-isopropylidene 52 lors de 1’acétalation du triol 49. Le xyloside 52 servira, quant a lui,
d’accepteur lors de la synthése des di- et trisaccharides.

# Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 2006, 341, 1630-1644
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50 R, = PO3;Na,

H R, = POsNa,

53 R,=H mino

52  majo
54 R, =PO0O;Bn,

MN = 7-Méthoxy-2-naphtyl

Schéma ll- 8

La préparation des disaccharides 55-58 (schéma 11-9) a requis la préparation du
disaccharide commun 59 possédant un groupement lévulinoyle en 6 du o-Gal. Ce dernier a été
obtenu a partir du dérivé p-galactosyle activé 60 glycosylé avec 1’alcool 52 en présence de
TMSOTT suivie d’une hydrolyse acide du groupement acétal 2,3-isopropylidene (71%).

A partir de cet intermédiaire 59, le composé 55 (hon phosphorylé et non sulfaté) a été
obtenu apres hydrazinolyse du groupement lévulinique suivie d’une transestérification avec
du MeONa (83%). Le composé 57 (6-O-sulfaté) a, quant a lui, été obtenu aprés déprotection
du groupement lévulinoyle suivie d’une sulfatation avec du Me3gN.SO3 dans le DMF a 60°C et
d’une saponification avec de la soude 4M (73%). Le composé 56 (phosphorylé) a été obtenu
apres la formation d’un acétal 2,3-dibutylstannyléne traité par de 1’anhydride acétique puis
phosphorylation de la position 2 libre du xyloside et déprotection totale (48%). Afin d’accéder
au composé 58, phosphorylé et sulfaté, une phosphorylation en 2 suivie d’une sulfatation en 6
et d’une déprotection totale ont été nécessaires (45%).
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Schéma ll-9

La préparation des trisaccharides cibles 61-64 (schéma I1-10) a impliqué la syntheése
du précurseur trisaccharidique commun 65 possédant également un groupement lévulinoyle
en 6 du o-Gall. Celui-ci a été obtenu par glycosylation de 66 et 52 suivie d’une hydrolyse de
’acétal isopropylidéne (74%). L’acétimidate 66 provient, quant a lui, des précurseurs clé 67
et 68. Enfin, avec les mémes procédures que pour les disaccharides 55-58 (schéma 11-9), les
composés cibles 61, 62, 63 et 64 ont été obtenus avec 82%, 72%, 69% et 57%,

respectivement.
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Schéma ll- 10

11-2 ZONE DE LIAISON LIEE A DES PEPTIDES.

La partie peptidique des PGs se compose principalement d’une séquence de résidus L-
sérine et glycine alternés le long de la chaine peptidique. Certains résidus L-sérine sont liés de
fagcon O-covalente au résidu p-xylose de la zone de liaison tétrasaccharidique des PGs. Le
nombre de résidus sérine substitués n’est pas encore bien déterminé (environ 2/3 pour les
héparines et bien moins pour les CSs). Pour ce faire, la synthese chimique de ces composés
semble étre une alternative évidente.

Dans ce but, la synthese de différents fragments peptidiques glycosylés de la zone de
des PGs a été entreprise par Rio S. et al. en 1991.% Leur stratégie a consisté & préparer un
bloc disaccharidique active 71 utilisé comme donneur glycosyle pour les condensations
ultérieures avec les dipeptides L-séryl-glycine 74-81, adequatement protégés (Schéma I1-11).

¥ Rio S. ; Beau J.-M. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 1991, 219, 71-90
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Schéma Il- 11

Les groupements protecteurs des dipetides (74-81) ont été choisis de facon a étre
clivables dans des conditions n’affectant pas les groupements protecteurs du disaccharide
utilise (ni acides, ni basiques). Ainsi, le benzyloxycarbonyle (Z) a été choisi comme
groupement permanent, déprotégé par hydrogénation catalytique. Le Fmoc a été utilisé
comme groupement temporaire des fonctions amines, déprotégé par la morpholine, base
faible. Le groupement allyle a été utilise comme groupement temporaire des fonctions
carboxyles, déprotégé par réaction palladocatalysées dans des conditions neutres.

La glycosylation du disaccharide donneur 71 (obtenu a partir de 72 et 73, 36%) avec
les peptides accepteurs 74-81 (eux-mémes synthétisés dans des conditions standards avec du
DCC et du HOBY), a été réalisée a -20°C dans le chloroforme en présence de TMSOTT pour
donner les glycopeptides correspondants avec de trés bons rendements (>90%). Le
disaccharide dipeptide formé avec 74 a été complétement déprotége (90%). Les autres
glycopeptides ont été utilisés pour 1’¢longation de chaine soit en C- ou en N- terminal
permettant les couplages de ces extrémités et 1’obtention, aprés une déallylation suivie d’une
déprotection totale par hydrogénation catalytique et d’un traitement a [’hydrazine
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méthanolique, de 1’oligopeptide cible particllement substitué 69 (81%) et de 1’oligopeptide
cible complétement substitué 70 (80%).

Dans la méme optique, en 1993, la méme équipe®® a rapporté la synthése totale d’un
trisaccharide-dipeptide 82, d’un tétrasaccharide dipeptide 83 ainsi que d’un octasaccharide
hexapeptide 84, plus complexe (Schéma 11-12).
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Schéma Il- 12

La stratégie a consisté en la préparation de donneurs tri- et tétrasaccharidiques qui ont
été glycosylés avec des accepteurs dipeptides L-sérylglycine convenablement protégés
(schémas 11-13 et 14), comme décrit en 1991 par la méme équipe.

Afin de préparer le trisaccharide dipeptide 82 (schéma 11-13), il a été nécessaire de
construire le bloc trisaccharidique 86 par additions successives de monosaccharides en partant
de I’extrémité non réductrice. Dans un premier temps, la glycosylation des précurseurs 67 et
88 suivie d’une hydrogénation catalytique et d’une activation en acétimidate a donné 87
(88%). Une condensation de ce dernier avec 73 en présence de TMSOTTf dans le toluene a -
20°C puis une hydrolyse acide douce du groupement O-isopropylidéne suivie d’une
benzoylation classique ont donné le trisaccharide désiré, qui a ensuite été activé en
acetimidate 86 (74%). La glycosylation de ce dernier avec le dipeptide accepteur 85a en
présence de TMSOTT suivie d’une déprotection finale par hydrogénation catalytique avec du
Pd/C ont donné le composeé cible 82 (82%).

* Rio S. ; Beau J.-M. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 1993, 244, 295-313
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Schéma Il- 13

Afin d’accéder aux composés cibles 83 et 84 (schéma I1-14), la préparation du
précurseur tétrasaccharidique donneur 90 a été nécessaire. Celui-ci a été préparé par addition
successive des monosaccharides (92, 93, 88 et 73) en partant de 1’extrémité non réductrice. Le
disaccharide 91 a été obtenu a partir du donneur 92 et de 1’accepteur 93. Puis, dans la méme
logique et dans les mémes conditions que pour la construction du trisaccharide 86, 1’ajout
successif des accepteurs 88 puis 73 a mené a la formation du donneur désiré 90 (46%).

Le couplage entre 90 et le dipeptide 85a en présence de TMSOTf a donné le
glycodipeptide 89a (90%) qui, aprés une déprotection totale a donné le composé cible 83
(50%).
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Schéma ll- 14

Afin d’obtenir le dernier composé cible 84 (schéma 11-14), il a d’abord fallu coupler
le tétrasaccharide donneur 90 avec les dipeptides 85b et 85¢ donnant ainsi les tétrasaccharides
dipeptides 89b (92%) et 89c (82%). Puis, les couplages successifs de 89b avec le dipeptide
85d puis avec le tétrasaccharide dipeptide 89c ont donné I’octasaccharide-hexapeptide
correspondant qui aprés déprotection totale a donné le composé cible 84 (61%).

Toujours, dans la méme optique, en 1994, la méme équipe® s’est intéressée a la
synthese de tétrasaccharides dipeptides de la zone de liaison comportant soit, un groupement
phosphorylé en 2 sur le p-xylose, soit un groupement sulfaté en 4 sur la deuxieme unité
galactose (Gal2) (Schémas 11-15 et 11-16).

¥ Rio S. ; Beau J.-M. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 1994, 255, 103-124
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Afin d’accéder au tétrasaccharide dipeptide 4-O sulfaté sur 1’unité Gal2 94 (Schéma
[1-15), une stratégie similaire a celle employée en 1993 pour la synthése de 1’analogue non
sulfaté 83 a été realisée. Cette fois-ci, les auteurs ont synthétisé le bloc tétrasaccharidique
donneur 96 (a partir des précurseurs clés 98, 88 et 73) possedant un groupement temporaire
chloroacétyle en 4 du Gal2 pour la sulfatation ultérieure.

Une condensation de ce tétrasaccharide chloroacétylé avec le dipeptide L-sérylglycine
convenablement protégé 97 puis une déchloroacétylation de la position 4 a permis la
sulfatation de cette position avec le complexe sulfure trioxyde-triméethylamine (SO3.NMej).
Le composé cible 94 a ensuite été obtenu apres une déprotection totale.

Il est & noter qu’en 1992, Goto et Ogawa> ont publié la synthése d’un monopeptide
tétrasaccharide 4-O sulfaté similaire avec comme partie peptidique le résidu L-sérine, en
utilisant la méme stratégie de synthese (préparation du tétrasaccharide donneur par addition
successive de monosaccharides en partant de 1’extrémité non réductrice puis couplage avec la
partie peptidique, sulfatation et déprotection), la différence résidait dans la nature des
groupements protecteurs.
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HOHO o o o g |
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BzO o) o

Schéma Il- 15

Le tétrasaccharide dipeptide phosphorylé 95 (Schéma 11-16) a été synthétisé avec une
stratégie différente puisque, contrairement aux synthéses précédentes, le dipeptide est
introduit des le début de la synthese via le synthon 101 protége en 2,3 par un acétal
isopropylidéne. Ainsi, le tétrasaccharide phosphorylé 99 a été construit a partir des
précurseurs 100, 88 et 101 en partant de I’extrémité non réductrice. L’hydrolyse acide de

* Goto F.; Ogawa T. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 5099-5102
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I’acétal isopropylidéne, 1’acétylation régiosélective en 3 suivie de la phosphorylation en 2 et
d’une déprotection totale ont ensuite donné le composeé cible désiré 95.
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Schéma Il- 16

En 1995, Neumann et al.* ont publié la synthése d’un tétrasaccharide-tétrapeptide

102 (Schéma 11-17) a partir du tétrapeptide protégé 103 et des tétrasaccharides donneurs 104a
et 104b. Ces derniers ont été obtenus par glycosylations successives des monosaccharides clés
107, 106 et 105a ou 105b en partant de I’extrémité réductrice.

La partie peptidique 103 a ensuite été ajoutée en dernier par glycosylation. Une
déprotection totale a alors donné le tétrasaccharide dipeptide cible 102.

% Neumann K. W.; Tamura J.-1.; Ogawa T. Bioorg. Med. Chem. 1995, 3, 1637-1650
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Schéma I1- 17

En 1999, Allen J. G. et Fraser-Reid B.*" ont synthétisé un tétrasaccharide L-sérine
protége de la zone de liaison 108. Leur stratégie s’est basée sur la construction de blocs
disaccharidiques clés 110 et 111 et leur synthése est basée sur la chimie des n-pentenyl
glycosides (Schéma 11-18).

Ainsi, le bloc disaccharidique 110 a été construit a partir du donneur 112 et de
I’accepteur n-pentenyl p-galactosyle 113a en présence de TESOTS. Le bloc disaccharidique
111 a, quant a lui, été obtenu par glycosylation entre le donneur n-pentenyl p-galactosyle
113b et D’accepteur n-pentenyl bp-xylosyle 114 en présence de NIS-TESOTf. Une
glycosylation 2+2 a ensuite été réalisée entre 110 et 111 déchloroacétylé puis, une

37 Allen J. G.; Fraser-Reid B. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 468-469
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débromation réductrice douce avec un excés d’iodure de sodium (Nal) dans Ila
méthyléthylcétone (MEK) a permis I’activation du n-pentenyl qui a alors pu étre couplé au
résidu L-sérine accepteur protégé 109 pour donner le composé final 108 avec un rendement de
80%.
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Schéma Il- 18

En 1999, Tamura J.-I. et Nishihara J.*® ont rapporté pour la premiére fois la
synthese de composés glycosylsérines mono- et disaccharidiques de la zone de liaison
phosphorylés avec ou sans groupements sulfates 115, 116 et 117, dans le but de comprendre
les mécanismes biochimiques de 1’élongation des GAGs (Schéma 11-19). Dans leur stratégie
de synthése, la liaison Ser-Xyl est formée avant 1’élongation de la chaine glycane par un
résidu galactosyle.

® Tamura J.-1.; Nishihara J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9, 1911-1914
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Schéma Il- 19

Le glycopeptide 115 a été obtenu par déprotection du composé 118a. Celui-ci est issu
du couplage entre le donneur 120 et le benzyle ester N-Z-sérine 121 en présence de triflate
d’argent (AgOTf). Le précurseur 118a a ensuite été obtenu aprés délévulinoylation,
choloroacétylation régiosélective en 4, acétylation régiosélective en 3 en présence de chlorure
d’acétyle, phosphorylation en présence de dibenzyl N,N-diisopropylphosphoramidite et
oxydation avec le mCPBA. Une hydrogénolyse (Pd/C) et une saponification ont alors fourni
composé cible 115.

Afin d’allonger la chaine glycane et obtenir les peptides disaccharides 116 et 117, le
compose 118a a été déchloroacétylé pour donner 1’accepteur 118b avec 88% de rendement.
Une glycosylation de ce dernier avec 122 en présence de NIS-TfOH a donné le B-disaccharide
désiré 119 avec 52% de rendement mais également 18% de son isomeére a. Le composé 119 a
ensuite été désilylé puis soit directement déprotégé pour donner le composé cible phosphorylé
116 soit d’abord, sulfaté en 6 avec du Me3N.SOs, puis déprotégé totalement pour donner le
composé cible phosphorylé et sulfaté 117.

En 2001, Tamura J.-1. et Nishihara J.*° ont complété leur travail décrit en 1999 en
synthétisant des glycopeptides L-sérine trisaccharidiques de la zone de liaison portant des
groupements phosphates et sulfates sur 1’un ou I’autre des Gal, 123-125 (Schéma 11-20 et 1l-
21). Le but était de comprendre les mécanismes biochimiques de 1’élongation de la chaine
glycane des PGs.

¥ Tamura J.-I. ; Nishihara J. J. Org. Chem. 2001, 66, 3074-3083
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Les trisaccharides cibles 123 (phosphorylé) et 124 (phosphorylé et sulfaté sur Gal2)
(schéma 11-19) ont été obtenus a partir du trisaccharide commun 126. D’abord, le p-xylosyle
sérine 118a (portant déja la partie peptidique) synthétisé précédemment (schéma 11-19) a été
glycosylé avec le p-galactosyle 128 pour donner le B-disaccharide désiré 127a avec 37% de
rendement mais également 41% de disaccharide a. Cette glycosylation peu stéréosélective est
probablement diie & I’encombrement stérique de I’acétal benzylidéne génant la face f du
donneur.

Une déallylation de 127a a permis de libérer 1’accepteur 127b qui a pu étre glycosylé
avec le donneur p-galactosyle 122 donnant un mélange o/p inséparables a ce niveau. Les deux
isomeres ont tout de méme pu étre séparés aprés désilylation de la position 6 et le
trisaccharide désiré 126 a été isolé avec 31% de rendement sur les 2 étapes. Ensuite, ce
dernier a été soit déprotégé complétement pour donner le composé cible 123 soit d’abord
sulfaté puis déprotégé pour donner le composé cible 124.
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Schéma I1- 20

En ce qui concerne la synthése du trisacccharide 125 (phosphorylé et sulfaté sur Gall),
la stratégie élaborée était différente (schéma I1-21). En effet, les auteurs ont d’abord construit
un bloc digalactosyle donneur 130 portant un groupement orthogonal en C-6 du Gall (obtenu
a partir de 131 et 132) puis une glycosylation avec 1’accepteur 136a a donné le B-trisaccharide
désiré 129 (17% en tout). Celui-ci a ensuite subit la méme série de réactions que pour le
composé cible 124 pour donner le compose cible 125 avec 49% de rendement.
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La difficulté rencontrée dans cette synthése a été la formation de mélanges o/f a
chaque étape de glycosylation. Seuls les stéréoisomeres B ont ét€¢ engagés dans les étapes
ultérieures de cette synthese.
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Schéma ll- 21

En 2002, Tamura J.-I. et al.** ont publié la premiére synthése du tétrasaccharide
hexapeptide 133 (Schéma I1-22). Leur démarche était motivée par le fait que la biosynthése
des GAGs et plus particulierement les héparanes sulfates (HS) pouvait étre influencée par la
nature des acides aminés reliés au résidu sérine du squelette peptidique des PGs sur lequel est
liée de fagon covalente par une liaison O-glycosidique, le résidu p-xylose. Des résidus
hydrophobes semblent d’ailleurs favoriser cette biosynthése en faveur des HS.

L’analyse rétrosynthétique du composé cible 133 le divise en 3 parties (schéma 11-22) :
le glycane (zone de liaison), le L-sérylglycine et le tétrapeptide.

*® Tamura J.-I. ; Yamaguchi A. ; Tanaka J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 1901-1903
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Schéma Il- 22

La partie glycane (schema 11-23) est issue du tétrasaccharide donneur 134 dont la
synthése a débutée par le couplage des précurseurs 138 et 139 en présence de TMSOTT a -
20°C. Une déprotection de I’isopropylidéne suivie d’une protection avec du chlorure de
méthylbenzoyle et d’une déallylation a conduit a ’accepteur 137 (49%) qui a alors été
glycosylé avec le méme donneur p-galactosyle 138, puis, dé-allylé dans les mémes conditions
pour donner le trisaccharide désiré 136 (73%). Ce dernier a alors pu étre couplé au donneur
glucuronique 135 pour donner le tétrasaccharide correspondant avec 31% de rendement. Une
activation par trichloroacétimidoylation a alors fourni le donneur cible 134 (79% sur les 2

étapes).
OBzM
MeOOC, OC(NH)CCI3
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Schéma Il- 23
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La synthése de la partie peptidique, sérylglycine et tétrapeptide 142 et 140,
respectivement, a été réalisée dans des conditions classiques de couplage peptidique en
partant de dérivés d’acides aminés commerciaux ou décrits.

La glycosylation de 1’accepteur L-sérylglycine adéquatement protégé 142 avec le
donneur tétrasaccharidique 134 en présence de TMSOTf a -20°C (schéma 11-24) a donné le
tétrasaccharide dipeptide 141 avec 72% de rendement, puis une déallylation de ce dernier
suivie d’un couplage peptidique avec le tétrapeptide (Trp-Pro-Asp-Gly) convenablement
protégé 140 a fourni le composé glycoside héxapeptide protégé (63%). Finalement, une
déprotection des groupements tert-Bu et Boc suivie d’une saponification avec du méthanolate
de sodium a donné le compose cible 133 avec 91% de rendement sur les 2 étapes.
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AIIO/ \/ C ”I”’// /
” N OAll
H
o)
OAc
AcO OBzM
MeOOC, OC(NH)CCls
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Schéma ll- 24

Toujours, dans 1’optique d’étudier I’influence du squelette peptidique sur la
biosynthése des GAGS, Tamura J.-I. et al. ont publié en 2010* la synthése du
tétrasaccharide de la zone de liaison non sulfaté et déprotégé relie a trois peptides de
longueurs différentes 143-145 (Schéma 11-25).

! Tamura J.-1.; Nakamura-Yamamoto T.; Nishimura Y.; Mizumoto S.; Takahashi J.; Sugahara K.. Carbohydr.
Res. 2010, 345, 2115-2123
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Schéma I1- 25

La charpente tétrasaccharidique a été obtenue par glycosylation de deux blocs
disaccharidiques (Schéma 11-26), les blocs p-GlcA-b-Gal 149 et p-Gal-o-Xyl 137, décrits
précédemment.

Le premier bloc disaccharidique 149 a été préparé par glycosylation du donneur -
glucuronique 150 avec I’accepteur p-galactosyle 151 en présence de TMSOTT avec seulement
24% de rendement en récupérant 60% d’accepteur 151. Malgré ce mauvais rendement, il n’a
pas été envisagé de I’améliorer en modifiant la nature de 1’accepteur p-galactosyle. Une
activation de la position anomere par trichloroacétimidoylation a ensuite donné le
disaccharide donneur 149.

La condensation des blocs 149 et 137 suivie d’une activation par
trichloroacétimidoylation a donné le tétrasaccharide donneur 148 qui a été glycosylé avec le
résidu sérylglycine allyl ester protégé 147, en présence de TMSOTT pour donner le composé
146 avec 92% de rendement.

Suite a cela, une série de couplages peptidiques avec différents acides aminés suivis de
saponifications ont permis d’obtenir les composés cibles 143, 144 et 145. Ces composés ont
alors été testé sur les glycosyltransférases responsables de I’initiation des chaines de GAGs et
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ont démontré que les composes 143 et 144 étaient de meilleurs accepteurs pour le transfert du
B-GalNAc (premier sucre des CSs) comparé a I’a-GIcNAc (premier sucre des HS/Hep).

143 Fmoc-Asp-Asn-Gly-OMe
144 ————) Fmoc-Asp-Asn-Gly-Phe-Pro-Gly-OMe
145 Fmoc-Trp-Pro-Asp-Gly-OMe
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Schéma Il- 26

En 2000, Nakahara Y. et al.** ont publié une synthése en phase solide de
xylopeptides (Schéma 11-27). Des fragments Serglycine-B-p-xylosyle ont été choisis comme
molécules cibles dont le plus long est un hexadécapeptide 152. Leur synthese, a été effectuée

en suivant un protocole de synthése sur résine en phase solide avec I’utilisation de
groupements Fmoc et d’un bras allyl.

*2 NakaharaY.; Ando S.; Itakura M.; Kumabe N.; Hojo H.; Ito Y.; Nakahara Y. Tetrahedron Lett. 2000, 41,
6489-6493
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En partant du p-xylosyl sérine 157, une condensation avec la glycine N-déprotégée

158 a été effectuée avec du HBTU/HOBUt/DIEA. Le dipeptide 154 résultant a alors été, soit
clivé de la résine par déallylation catalysée avec du Pd(0) pour donner quantitativement 156,
soit libérée du groupement Fmoc pour donner le composé 155. Une condensation de ce
dernier avec 156, dans les mémes conditions a donné le tétrapeptide diglycoside 153. Ce
dernier a également été détaché de la résine et utilisé pour la synthése d’octapeptides. Cette
procédure ainsi répétée, 1’octaxylosyl hexadecapeptide 152 a alors été synthétisé sur le
support solide.

Un traitement acide de la résine a permis le clivage de 152 qui a été purifié par HPLC

préparative (79%). Des oligoméres intermédiaires comme 153 ont également été obtenus,
avec de bons rendements (>95%).
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11-3 SYNTHESE CHIMIO-ENZYMATIQUE DE LA ZONE DE LIAISON.

Des synthéses chimioenzymatiques de la zone de liaisons ont également été réalisées.
Ainsi, I’équipe de Kusumoto a publié en 1996* et 1999* la synthése chimioenzymatique
d’un trisaccharide de la zone de liaison lié a un résidu L-sérine 159 (Schéma 11-28) en partant
soit des paranitrophényl glycosides PNP-Xyl 176a et PNP-Gal 173a, soit des 3-Nitro-2-
pyridyl 3NPy-Xyl 176b et 3NPy-Gal 173b. L’intérét de la synthése enzymatique est de
contréler grace aux enzymes utilisées la stéréochimie des liaisons glycosidiques formées et
d’éviter les nombreuses étapes de protections/déprotections régiosélectives.

Dans un premier temps, la transglycosylation enzymatique des p-o-Xyl 176a et 176b
avec les B-p-Gal 173a et 173b avec la B-p-galactosidase (E. Coli) a été réalisée dans un
tampon phosphate a 32°C pour donner respectivement les disaccharides B(1—4) 174a (21%)
et 174b (36%) (Schéma 11-28).

Ainsi, afin de synthétiser les trisaccharides 172, les auteurs ont protégé la position 6

tres réactive par un groupement acetyle. Dans le cas du PNP, cette protection a été réalisée
chimiquement avec du chlorure d’acétyle en présence d’éthyldiisopropylamine dans le DMF
pour donner le disaccharidique 175a (65%). Dans le cas du 3NPy, I’acétylation en 6 a été
réalisée de facon enzymatique avec une lipase immobilisée donnant 175b. Cette acétylation
enzymatique a donné un meilleur rendement (92%) comparée a I’acétylation chimique.
Puis, les disaccharides 175a et 175b ont alors été glycosylés avec les donneurs 173 en
présence de la B-D-galactosidase (E. Coli) en milieu tamponné (0,05 M, pH 7,3) pour donner
les trisaccharides B(1—4) désiré 172a (23%) et 172b (29%) avec 73% et 54% d’ accepteurs
175a et 175b récupérés, respectivement.

Les trisaccharides 172 ont ensuite été complétement acétylés chimiquement pour
donner 171a et 171b. Puis, une glycosylation chimique directe (sans activation) de 171b et
indirecte (aprés activation en acétimidate) de 171a avec le dérivé sérine protégé 160 suivie
d’une hydrogénation catalytique et d’une hydrazinolyse ont ensuite donné le composé cible
159. Les auteurs ont ainsi obtenus de meilleurs résultats en utilisant les 3NPy-glycosides
comparés aux PNP-glycosides.

3 Fukase K.; Takashi Y.; Suda Y.; Yoshida M.; Kusumoto S. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 6763-6766
* vasukoshi T.; Fukase K.; Kusumoto S. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 6591-6593
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En 1996 la méme équipe a rapporté la synthése chimioenzymatique d’un
trisaccharide portant, cette fois-ci, un groupement fluorescent 4-méthylumbelliferyl (MU)
177 (Schéma 11-29). Ce groupement a été choisi en raison de [I’utilisation du 4-
méthylumbelliferyl B-p-xyloside (Xyl-MU) comme initiateur de la biosynthese des GAGs en
cultures cellulaires.

La synthése du composé cible 177 a été plus laborieuse. En effet, des difficultés ont
été rencontrées lors de la transglycosylation de p-Xyl-MU 180 avec Gal-PNP 173a en
présence de la B-p-galactosidase (E. Coli) a cause du manque de solubilité du groupement MU
dans le tampon phosphate (3,5% de produit formé). Ainsi, les meilleures conditions ont
consisté en une transglycosylation dans un tampon phosphate avec du DMSO (3% (v/v), du
détergent (1% (v/v) de Triton X-100) solubilisant le groupement MU, avec 2 équivalents de
donneur 173a et le disaccharide désire 179a a été obtenu avec 17% de rendement.
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La protection de la position 6 réactive a ensuite été réalisée avec du chlorure de
méthoxyméthyle (MOMCI), le MOM étant plus hydrophile qu’un acétate, puis le compose
179b obtenu (16%) a été soumis avec le donneur 173a a la B-p-galactosidase (E. Coli) en
milieu tampon phosphate (0,05 M, pH 7,3) a 32°C pour donner le trisaccharide desiré 178
(11%) avec 83% de 173a récupérés. Finalement, un clivage du groupement MOM avec du
HCI aqueux 0,1% (v/v) dans le MeOH a donné le composé cible 177 (86%).
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Schéma I1- 29
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11-4 ZONE DE LIAISON BIOTINYLEE.

En 1999, Tamura J.-I. et al.* ont rapporté la synthése d’oligosaccharides biotinylés
dans le but de produire des anticorps monoclonaux spécifiques. Ainsi, un disacharide de la
zone de liaison 181 et un trisaccharide 182 (disaccharide de la zone de liaison + amorce N-
acétylgalactosamine de sulfate de dermatane (DS) ont été obtenus a partir des composés 183
et 184, respectivement, comportants a leur extrémité réductrice un bras 2-aminoéthyle,
permettant la liaison au dérivé biotinylé (schéma 11-30).

Le disaccharide cible 183 provient du disaccharide précurseur 185. Ce dernier est issu
de la glycosylation entre le donneur p-glucuronique 186 et de 1’accepteur p-galactosyle 187 en
présence de BF3;.Et,O (39%). Le bras 2-aminoéthyle accepteur 189 a été introduit sur
I’extrémité réductrice du précurseur p-galactosyle 188 par glycosylation en présence de NIS et
d’acide trifluorométhanesulfonique. Une déprotection totale de 185 a ensuite donné le
précurseur 183 (70%).

Le trisaccharide cible 184 est, quant a lui, issu du trisaccharide précurseur 190. Ce
dernier a été synthétisé par glycosylation entre le donneur disaccharidique 191 et ’accepteur
187 (44%). Une réduction du groupement azido avec de I’acide thioacétique suivie d’une
déprotection totale a donné le trisaccharide précurseur 184 (63%).

Enfin, les composés 183 et 184 ont été couplés au dérive biotinylé en présence de
carbonate de sodium (NaHCO3) et d’acide acétique pour donner quantitativement les
composés biotinylés 181 et 182, respectivement.

** Tamura J.-I.; Miura Y. ; Freeze H. H. J. Carbohydr. Chem. 1999, 18, 1-14
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11-5 ZONE DE LIAISON AVEC AMORCE DE CS.

En 1992, Goto F. et Ogawa T.% ont publi¢ la synthése totale d’un hexasaccharide
déprotégé 192 correspondant au tétrasaccharide de la zone de liaison des PGs reliée a 1’unité
disaccharidique de base des CSs ainsi que son dérivé 4-sulfaté sur le sucre aminé 193
(Schéma 11-34). Leur stratégie a consisté en la préparation de 2 trisaccharides, le premier
donneur 194, correspondant au dernier sucre de la zone de liaison lié¢ a 1’unité CS (p-GIcA-p-
GalNAc-p-GlIcA) et le second accepteur 195, correspondant aux 3 premiers sucres de la zone
de liaison (p-Xyl-p-Gall-p-Gal2).

Le bloc donneur 194 a été construit par addition successive des précurseurs
monosaccharidiques 201, 200 et 196 en partant de I’extrémité réductrice. D’abord, 200 et 201
ont été glycosylés en présence de TMSOTT entre -78°C et -40°C pour donner le B-
disaccharide correspondant (62%) et 28% d’anomére o, puis 1’unité p-glucosyle a été
transformée en unité o-glucuronique par oxydation. Une déacétylation a ensuite donné
I’accepteur 197 (73%). Ce dernier a pu ainsi étre glycosylé avec le donneur p-glucuronique
196 a -25°C en présence de BF3;.Et,O sous micro-ondes et une série de réactions de
protections/déprotection suivie d’une activation en acétimidate ont fourni le bloc donneur
194,

Le bloc accepteur 195 (p-Xyl-p-Gal-p-Gal) a été obtenu par I’ajout successif des
monosacchairdes precurseurs 203, 202 et 198 en partant de 1’extrémité réductrice. D’abord, le
disaccharide 199 a été obtenu aprés glycosylation de [I’accepteur 203 avec le donneur bp-
galactosyle 202 en présence de triflate d’argent (AgOTY) (63%). L’acétate en 2 du précurseur
p-galactosyle a ensuite été remplacé par un groupement benzyle puis une déallylation a fourni
I’accepteur (91%) correspondant qui a alors été glycosylé avec le donneur p-galactosyle 198
en présence de CuBr,-n-BusNBr-AgOTf pour donner le trisaccharide correspondant (97%)
qui a été transformé en accepteur 195 avec 83% de rendement en 3 étapes ; déacétylation,
benzylation et déallylation.

L’¢étape délicate de glycosylation des deux intermédiaires clé 194 et 195 a été réalisée
entre -20°C et -30°C en présence de BF;.Et;O dans le mélange toluene/CH,CI, donnant
I’hexasaccharide désiré avec 47% de rendement. Ce dernier a ensuite été, soit, entiérement
déprotégé pour donner a 83% le compose cible 192 non sulfaté, soit, d’abord délévulinoylé
sélectivement puis sulfaté en 4 avec du Me3N.SO; dans le DMF a 60°C, et enfin déprotégé
totalement pour donner le composé cible 193 avec 17% de rendement en tout.

*® Goto F.; Ogawa T. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 6841-6844
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II-Travaux décrits dans la littérature

OH OH
HO HO
OH NHAC NaOOC OH
HO d d HO (0] (@) o o
OH OH

NaOOC OH
RO 192 R=H
OH 193 R=SO;Na
Ac
LevO
MeO,C, OBzM
OC(NH)CCly
MBzO MB20
MBzO +

0BzM NHAC MeO,C
“ éo

OBn
o BnO OBn
0 0 BW\OBn
Ph HO © ° ©
OBn

OBn

195
MeO,C,
OAll
MBzO

OC(N H)CClg Me0,C
196

: / 41

OBn
o BnO
%o + OBn
Allo SMe  Allo o o
¢}
OAc
199

+ Hgno OAll

200 oc(NH)ccl, 201 O8N OBn ﬂ

BnO

(o}
AllO BHM/

202
Cl

Schéma Il1- 31

Ainsi, un grand nombre de travaux ont été décrits mais aucun n’a rapporté la synthese
totale de toutes les sulfoformes possibles d’oligosaccharides biotinylés de la zone de liaison.
Dans le chapitre suivant, nous présentons notre travail qui, pour la premiére fois, rapporte la

synthese chimique d’une collection compléte d’oligosaccharides diversement monosulfates et
biotinylés de la zone de liaison.

-48 -




I11-Objectifs et stratégie de recherche

I11- OBJECTIFS ET STRATEGIE DE SYNTHESE

- 49 -



I11-Objectifs et stratégie de recherche

I11.  OBJECTIF DE RECHERCHE.

Comme présenté dans le chapitre 1, différentes syntheses de la zone de liaison ont été
réalisées. L’objectif de notre travail, qui s’inscrit dans le programme ANR Blanc 2009
« GlycoCart », a été de synthétiser pour la premiére fois (schéma 1l1-1) une collection
complete de trisaccharides biotinylés diversement monosulfatés ou non de la zone de liaison
des PGs ainsi que des tétrasaccharides biotinylés (zone de liaison et CS) afin de comprendre
le r6le des diverses sulfatations de Gall et Gal2 sur le mécanisme de biosynthese des GAGs
par les glycosyltransférases (CS-GIcNACA-1 (CS) et EXTL2 et 3 (HS)).

Dans le but de déterminer le réle de ces monosulfatations, nous synthétiserons dans un
premier temps, une série de trisaccharides de la zone de liaison biotinylés, non sulfatés 204 et
monosulfatés régiosélectivement sur les positions 4 ou 6 de Gall ou Gal2 205, 206, 207 et
208 (Schéma 111-2). Puis, dans un deuxiéme temps, nous synthétiserons des tétrasaccharides
biotinylés, non sulfatés 209 et monosulfatés régiosélectivement sur les positions 4 ou 6 de
Gall ou Gal2 210, 211, 212 et 213 composés des trois derniers sucres de la zone de liaison
liés & une amorce de CS.

OR; NH  NH
NaOOC o H [ETTITR S— H
9 |
° )l\/\/\/N
\/\N s
| o
H

\ GIcA Gal2 Gall / 204 R;=R,=R3=R4=H
205 R, =SOsNa, Ry = Ry =R, = H
e 206 R,=Rs=R,=H, R,=SO;Na

- 207 R;=R;=R;=H, R;=S03Na
Zone de liaison 208 R;=R,=R3=H,R,;=S03Na

NH
NHAc Naooc_ [ O N0 .o H e H
ﬁ m O\/\ )l\/\/\/ s

INA 209 R;=R,=R3=R;=H
GalNAc GleA Gal2 Galy 210 Ri SO3Na, R, 4Rg Ry=H
\ Y 211 R;=R3=R,=H,R,=S0;Na
212 R;=R,=R,=H, R;=S0;Na
. 213 R;=R,=Ry=H, R,=SO;Na
Amorce de CS Zone de liaison e .

Schéma Ill- 1
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I11-1 STRATEGIE DE SYNTHESE.

Notre stratégie de synthése consistera en la préparation de deux trisaccharides
communs 273 et 284 obtenus a partir des trois précurseurs monosaccharidiques clés
communs: le précurseur p-glucuronique 227, les précurseurs Gal2 249 et Gall 250, portant
I’amorce de la biotine. L’assemblage des précurseurs 227 et 249, nous permettra d’accéder
aux imidates disaccharidiques 271 (benzoylé) et 272 (chloroacétylé).

La glycosylation de 250 avec 271 conduira au trisaccharide intermédiaire 273
benzoylé sur le Gal2 et silylé sur Gall, précurseur des tri- et tétrasaccharides non sulfaté et
monosulfatés sur le Gall, tandis que la glycosylation de 250 avec 272 conduira aux
trisaccharides intermédiaire 284, chloroacétylé sur Gal2, précurseur des tri- et tétrasaccharides
monosulfatés sur Gal2. La construction des tétrasaccharides nécessitera, en plus, la synthése
d’une amorce monosaccharidique de CS, le trichloroacétimidate 302.

Le couplage avec le réactif biotinylé permettra a nos partenaires biologistes de Nancy
(UMR 7561) d’effectuer des tests d’affinité enzymatique en Biacore.

ORs OR, /l\
OR, OR, NH - NH
NHAc\ NaOOC o H [ETTII) S— Y
o 0 0 |
H o o o )I\/\/\/N
© o HO ° Ny S
OH OH oH L ©
OH " “oH
n
204 R;=R,=Ry=Ry=H 209 R;=R,=Ry=R,=H
205 R;=SO;Na, Ry=R;=R;=H 210 R.=SO:Na Ry = Rs=R,=H
n=0 4206 R;=R;=R;=H,R,=S0sNa n=1 9211 Ry=Ry=R;=H, R,=SO;Na
207 R;=R,=R;=H,R3=S03Na 212 R;=R,=R,=H, Ry;=S0;Na
208 R;=R;=R3=H, Rs=SO03;Na 213 R;=R,=R3=H,R,=S0;Na
MeOOC
LevO
+ Nz

TCANH o

OBZ OBz
273 Ry, R, =DTBS,R3=Ry=

284 R;=R,=Bz,Ry=R,=

“x%

MeO,C,
LevO
BzO
+

cch

Hx%

Si
\O

271 R,=Rg=Bz
272 R,=Rg=ClAc

MeO,C

NH

CIAc

Si—_

0Bz
250

T

Schéma Il1- 2
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I11-2 CHOIX DES GROUPEMENTS PROTECTEURS : TEMPORAIRES ET
PERMANENTS.

Les groupements protecteurs permanents utilisés pour nos synthéses sont des
groupements benzoyles (Bz). Les groupements temporaires choisis sont orthogonaux entre
eux et avec les groupements permanents (schéma I11-3).

Accepteurs galactosyles

Donneur glucuronyle J\
Al

4 \
Groupements temporalres
Sl\ SI\O
MeO,C.
Extension Levo
de chaine Bzo 0\/\NHZ
OBz OBz
227 CC'3 Groupement temporaire
Gal2 clivable Gall
NH
Bras liaison
Groupements permanents a la biotine

participants

Schéma Il1- 3

Ainsi, nous avons utilisé le groupement Iévulinoyle (Lev) uniquement en bout de
chaine, sur la position 4 du précurseur o-glucuronyle pour permettre la déprotection sélective
de cette position et ainsi, 1’allongement de la chaine d’oligosaccharide.

Les groupements silylene (DTBS) et chloroacétyle (CIAc), également orthogonaux, ont
permis les déprotections sélectives permettant I’accés aux composés sulfatés ou non (schéma
I11-1 composes 273 et 284).

Le groupement 4-méthoxyphényle (MP) a été utilisé pour la protection de la position
anomere des monosaccharides précurseurs p-glucuronyle et p-galacturonyle central (Gal2),
facilement clivable avant I’activation de ces composes en trichloroacétimidates donneurs.
Tandis que la position anomérique du précurseur p-galactosyle terminal (Gall) a eté
glycosylée avec le bras 2-benzyloxycarbonyle aminoéthyle servant d’amorce au derive
biotinylé.

111-3 GROUPEMENT PARTICIPANT EN C-2.

Afin d’assurer la sélectivité B lors des réactions de glycosylation et de contrer 1’effet
anomére de l’oxygeéne cyclique, nous avons protégé les positions C-2 des précurseurs
monosaccharidiques clés par un groupement participant assez volumineux, le benzoyle (Bz).
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Ce choix permettra une trés bonne sélectivité pour 1’obtention de B-glycosides lors des
réactions de glycosylations (schéma I11-4).

ﬁfj@ ?)?) _ﬂﬂ\w ggvv
O\( X\JA“ & ° ° +3> T 0Bz

lon oxocarbénium

Schéma lll- 4

I1-4 LA BIOTINE.

Afin que nos collaborateurs biologistes de ’'UMR-7561 a Nancy puissent effectuer des
tests d’affinité enzymatique en Biacore avec les oligosaccharides synthétisés au sein de notre
laboratoire pour déterminer le ou les substrat(s) des glycosyltransférases en se basant sur les
constantes d’affinité enzyme-substrat, nous avons greffé sur I’extrémité réductrice de tous nos
oligosaccharides, un dérivé biotinylé (schéma I11-5).

[¢)
o Dérivé succinimide de la biotine )]\
. o]
Biotine )I\ NH NH
NH  NH
Hireeb——{eeon H
ARG " N )?\/\/\/ l
N
HO o s
S
o
o J N J
Bras espaceur

Schéma lll-5

La biotine, petite molécule organique, a été choisie en raison de sa forte affinité pour
la streptavidine (protéine homotétramérique capable de lier 4 molécules de biotine). Le
principe de la technique Biacore repose sur la mesure des constantes d’affinité des couples
ligand-récepteur (ici, substrat-enzyme) grace au signal de résonnance plasmonique de surface
(SPR).*

Sur une surface solide en verre recouverte d’une couche d’or, est fixée une matrice en
dextrane tapissée de streptavidine. L ensemble est contenu dans une cellule de microfluides et
un prisme (figure 11a). Un flux circulant contenant les oligosaccharides biotinylés est alors
introduit dans le canal de la cellule. Puis, un faisceau de lumiére polarisée est introduit a
travers le prisme. A la sortie, un détecteur permet de mesurer en continu le signal de plasmons
de surface*’. Aprés cela, un deuxiéme flux contenant cette fois-ci les glycosyltransférases a
tester et les UDP-sucres est injecté dans le canal, et une deuxiéme mesure du signal est
effectuée. En fonction de la reconnaissance, par les enzymes, des oligosaccharides fixés

*" 0’Shannessy D. J.; Brighman-Burke M.; Peck K. Anal. Biochem. 1992, 205, 132-136
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comme eétant substrat ou pas, il y aura transfert des UDP-sucres sur les oligosaccharides ou
pas, et I’activité enzymatique sera mesuree grace aux fréquences d’émission donnant ainsi des
valeurs de constantes cinétiques interprétables par nos collégues biologistes.

Glycosyltransférases

r\ == BiaCore: K,

UDP-Sucre

Detector Oligosaccharide :

LS

Biotine ‘
y

o Matrice
¢ c

(a) (b)

Figure 11 Erreur ! Signet non défini.,48

Afin de greffer nos oligosaccharides (ligands) sur le dérivé succinimide de la biotine,
nous avons opté pour un bras 2-aminoéthyle N-protégé, sur I’extrémité réductrice de nos
oligosaccharides (schéma 111-6).

OR; Bras )
OR, 2-benzyloxycarbonyle o
aminioéthyle Biotine NH)KNH
(o) /_)%
o) o)
%4/ Sz
Ri=R,=H O
ouR; =SO3Na, R, = H

ou R; =H, R, = SO3Na

]
Dérivé succinimide de la biotine
OR W
OR, 1 o] )k
o]
o ]

2/ \/\NH2

OH

Ri=R,=H o

ou R; =SO3Na, R, = H
ou R; =H, R, = SO3Na

OR, W

OR,

é/o O

OH

I—2=2

Ri;=R,=H
ouR; =SO3Na, R, =H K
ouR; =H, R, =SO3Na

Bras espaceur allongé

Schéma Il1- 6

8 www.biacore.com
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Ainsi, une hydrogénolyse du groupement benzyloxycarbonyle (Z), libérera I’amine
primaire, permettant le couplage au dérivé biotinylé (schéma 111-6). Nos oligosaccharides
seront ainsi sépares de la biotine par un long bras espaceur permettant la bonne exposition
des oligosaccharides dans le canal de I’appareil et la fixation, via la biotine, a la matrice de
dextrane recouverte de streptavidine (figure 11b).
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Afin de construire les trisaccharides précurseurs communs 273 et 284 (schéma 1V-1),
il a été nécessaire de préparer, dans un premier temps, les trois blocs monosaccharidiques clés
227, 249 et 250. Dans ce chapitre, nous présenterons d’abord la synthése de ces
monosaccharides clés puis, nous décrirons tour a tour la construction des di- tri- et

tétrasaccharides.
MeOOC
LeVOBZO \/\NHZ

273 Ry, R,=DTBS, Ry =R,=Bz
284 R;=R,=Bz R3=R,=ClAc

vy

Si—_

o
S|\o \
MeO,C o

LevO
BzO + O o
o HO ~~""\uz
CCI3 OBz

NH

Schéma V-1

IV-1 SYNTHESE DES MONOSACCHARIDES CLES 227, 249 ET 250.

1IV-1.1 PREPARATION DU PRECURSEUR p-GLUCURONYLE DONNEUR
2217.

Dans la littérature, il existe différentes méthodes de préparation des unités
saccharidiques activées, comme les thioglycosides®®, les n-pentenyl glycosides®’, les
bromures™ et les fluorures®®. La méthode la plus communément utilisée pour activer le
carbone anomeére est la préparation des donneurs trichloroacétimidates de Schmidt®® (schéma
IV-2).

* Fiigedi P.; Garegg P.J.; Lonn H.; Norberg T. Glycoconjugate J. 1987, 4, 97-108

**Mootoo D. R.; Konradsson P.; Udodong U.; Fraser-Reid B. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 5583-4

*! Goebel W. F.; Babers F. H. J. Biol. Chem. 1935, 111, 347-353

%2 Nicolaou K. C.; Hummel C. W.; Bokovich N. J.; Wong C. H. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1991, 13, 870-
872

%3 Schmidt R. R. Angew. Chem. Int. Ed. 1986, 25, 212-235
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B Déprotection 0 o
OR —mmm > o
B ———
DBU o
H

OH
Glycoside Hémiacétal
R = Aglycone
N ClsC ==N Trichloroacétonitrile
=N
o
Trichloroacétimidate

fo) NH

CClg

Schéma V-2

Les donneurs trichloroacétimidates sont obtenus apres coupure oxydante des
glycosides O-R donnant 1’hémiacétal correspondant, puis la trichloroacétimidoylation est
effectuée en présence de trichloroacétonitrile (CI3CCN) et d’une base volumineuse, la 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU) donnant  ainsi, majoritairement les
trichloroacétimidates o.

Nous avons adopté cette méthode pour la préparation de tous les donneurs utilisés lors
de nos syntheses (p-glucosyles et p-galactosyles).

La préparation de 227 a également nécessité 1’obtention de la fonction uronique. Il
existe différentes méthodes pour obtenir un acide p-glucuronigue, composé non commercial :

IV-1.1.1 APARTIR DE LA b-GLUCURONO-6,3-LACTONE.

En 1955, Bollenback G. N.>* et al. ont publié la synthése du méthyl (2,3,4-tri-O-
acétyl-B-o-glucopyranosyluronate 215 en partant de la b-glucurono-6,3-lactone (schéma IV-
3). En présence de méthanol et de soude en quantité catalytique, la lactone subit une attaque
nucléophile sur la position 6, son ouverture est suivie d'un réarrangement du sucre sous sa
forme pyranique, thermodynamiquement plus stable. L’acétylation est alors réalisée avec de
I’anhydride acétique dans la pyridine et le P-tétracétate 215b est isolé par cristallisation
fractionneée.

* Bollenback G. N.; Long J. W.; Benjamin D. G.; Lindquist J. A. J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 3310-3315
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COOMe
o]
HO o 1/ MeOH, NaOH cat. HO MeO,C
‘ pH 8, 3h, TA o HO 0
o] —
—— H e —~—— H
o] OH o] o
HO OH
214aHO 214b
p-glucurono-6,3-lactone
2/ Ac,0, Pyridine
16h, TA
MeO,C
o]
AcO
AcO OAc
215h OA°
Schéma IV- 3

IV-1.1.2 PAR OXYDATION DE DERIVES p-GLUCOSE.

D’autres méthodes d’obtention d’acides p-glucuroniques en partant de dérivés b-
glucosyles ont été utilisées. Elles sont basées sur 1’oxydation de 1’alcool primaire en acide
carboxylique par I'utilisation d’agents oxydants (schéma 1V-4):

OH

) RO,C
—_—

Schéma V-4

Ainsi, Clingman A. L. et Richtmyer N. K.*® ont publié en 1964 I’oxydation d’un
dérivé thio-B-p-glucopyranoside 216 en thio-p-p-glucuronique 217 (schéma 1V-5) en utilisant
une oxydation avec du chlorochromate de pyridinium (PDC) dans le DMF suivie d’une
méthylation avec du diazométhane (CH,N,) dans le CH,Cl, donnant 1’ester méthylique.

OH
MeO,C

0 0

TBSO 1. PDC, DMF 85O

BzO SPhMe ——— > BzO SPhM
2. CH,Ny, CH,Cl, ? ©
OBz OBz
216 7% 217

Schéma IV-5

En 1993, Rio S. et al.*® ont obtenu I’unité o-glucuronique 219 & partir du dérivé o-
glucose 218 (schéma IV-6) en utilisant une oxydation de Jones avec du trioxyde de chrome

% Clingman A. L.; Richtmyer N. K. J. Org. Chem. 1964, 29, 1782-1787
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dans 1’acide sulfurique aqueux, 1’acide carboxylique obtenu a alors été¢ converti en chlorure
d’acide avec du chlorure d’oxalyle (COCI), puis estérifié avec du 2-(triméthylsilyl)éthanol.

OH

MeSiH,CH,CO,C

BzO C 1. CrO3, H,S0, ag. 820 0
BzO OBn —_— BzO OBn
2. (COCl),
OBz

3. Me3SiCH,CH,0H oBz
218 219

Schéma V-6

Flitsch S. L. et Davis N. J.°® ont publié en 1993 la synthése d’acides p-glucuroniques
222 et 223 a partir des dérives 220 et 221, respectivement, en utilisant le TEMPO et
I’hypochlorite de sodium (NaOCI) comme agents oxydants (schéma 1V-7). L’acide
carboxylique résultant est alors estérifié avec du MeOH.

OH

1. TEMPO, NaOCl 1% mol MeOOC

Ho 0 NaHCOjg, CH,Cl,, KBr, Bu;NClI o o
R4O ORy R4O OR;
oBn 2. Mel, K,CO4

OBn

220 R; = Me ou n-octyl 222 R; = Me ou n-octyl
221 R4, =AcouBn 223 R, = Acou Bn

Schéma V-7

En 2004, van der Marel et al E"eur* Sianetnon défini. 4 5ublié la synthése d’acides thio-B-
-glucuroniques 225 en partant de dérivés thio-p-p-glucopyranosides 224 (schéma 1V-8) en
utilisant une quantité catalytique de TEMPO et un excés de BAIB dans un mélange eau/DCM

suivie d’une méthylation de I’acide carboxylique formé avec du diazométhane (CH;N,) dans
le DMF.

OH

1. TEMPO, BAIB MeO,C

RO 0 CH,Cl,, H,0 o 0
BnO SEt
BnO SEt
2. CH,N,, DMF "
OBn

OBn

224 R=BnouH 225 R=BnouH

Schéma V-8

% Flitsch S. L.; Davis N. J. Tetrahedron Lett. 1993, 34, 1181-1184
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IV-1.1.3 SYNTHESES REALISEES AU LABORATOIRE : RESULTATS.

Le précurseur p-glucuronique 227 que nous avons synthétisé a déja été décrit par
Seeberger et al.>” (schéma I1V-9) en deux étapes & partir du thioglycoside 226.

MeO,C
2 o L.NIS,Tf,0 Me0,C o
LevO
BzO SPh CHC/H;0 Lev%m‘
2. CCI,CN, DBU
OBz 3 ’
CH,Cl,, TA OBz
996 o CClg
227
NH
Schéma V-9

Nous développons ici, pour la premiére fois, la synthese du précurseur b-
glucuronique 227 en partant de la 6,3-p-glucuronolactone commerciale®* (schéma I1V-10).
Ainsi, pour accéder au donneur 227, nous avons protégé 1’oxygene anomérique par différents
aglycones R : le 4-méthoxyphényle (MP)%®, le di-tert-butyl-diméthylsilane (DTBMS), le
diméthylthexylsilane (TDS)* et le 2-Naphtylméthyl (NAP) couramment utilisé au laboratoire
sur d’autres structures. Le but étant de comparer ces différentes voies et d’adopter la meilleure
pour notre synthese. Un clivage des aglycones sera alors nécessaire avant 1’activation en
donneur 227.

0O

MeO,C MeO,C
"o - AcO S LevO Q
C
(0] OH AcO OR > BzO
HO OAc OBz
= o ccl
o-glucurono-6,3-lactone %gg s - 'I'\'/llgs 227 8
234 R=TBDMS
236 R=NAP
NH
Schéma IV- 10

Aprés ouverture et acétylation de la lactone (schéma IV-11), nous avons obtenu le
mélange o/p-tétracétate 215 (52%) et nous avons isolé le [-tétracétate 215b apres
cristallisation fractionnée (31%). Une glycosylation directe de 215b avec le 4-méthoxyphénol
(MPOH) en présence de triflate de triméthylsilyle (TMSOTT) et de tamis moléculaire 4A afin
de capter I’eau résiduelle nous a alors donné acces au Methyl 4-méthoxyphényl 2,3,4-tri-O-
acetyl-B-o-glucopyranosiduronate 228 avec 63% de rendement.

Une transestérification avec du méthanolate de sodium (MeONa) dans le méthanol a
alors donné le triol 229 (69%). Ce dernier a été dibenzoylé régiosélectivement® en présence
d’oxyde de dibutylétain (Bu,SnO) dans le toluéne a reflux (Dean-Stark), puis de chlorure de
benzoyle (BzCl) et de triéthylamine (Et3N), et le composé 2,3-di-O-benzoylé 230 a été obtenu
majoritairement avec des sous-produits tri-O-benzoylés et 2,4- et 3,4-di-O-benzoylés pouvant
étre recycles par une transestérification (42% de 230 obtenu aprés un recyclage).

%" Bindschadler P.; Noti C.; Castagnetti E.; Seeberger P. H. Helv. Chim. Acta 2006, 89, 2591-2610
%8 Blatter G. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 1996, 288, 109-125
% Mar Kayser M. ; De Paz J.L. ; Nieto P.M. Eur. J. Org. Chem. 2010, 2138-2147
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Une lévulinoylation de I’hydroxyle libre avec de ’acide 1évulinique en présence de
1,3-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) donne alors le
compose 231 avec 93% de rendement. Enfin, une coupure oxydante du 4-méthoxyphényl
glycoside avec du Nitrate d’Ammonium Cérique (CAN : (NH4"):Ce™(NO3)s))® nous a
permis d’obtenir I’hémiacétal intermédiaire puis, une trichloroacétimidoylation de Schmidt a
fourni le précurseur p-glucuronique donneur désiré 227 (79% sur les 2 étapes).

o]
HO o 1/ MeOH, NaOH cat. MeO,C

2/ Ac,0, Pyridine ACO OAc L 4A, AcO
16h, TA CH,Cly, 3h,0°C-TA  AcO OMP
HO OAc 0 OA
31% 215b 63% ang OAC

p-glucurono-6,3-lactone

MeO,C, 1/ Bu,SnO, tol
MeONa/MeOH . o 1,4-dioxane MeO,C
228 HOHO omp reflux Dean Stark, 8h_ 45 o]
3h, TA 2/BzCl (2 Eq.), EGN BzO ompP
69% 229 OH THF, 17h, TA o8z
42% 230

MeO,C 1/ CAN (5 Eq.), MeO,C

LevOH, DCC, DMAP o tol/ACN/H,0 (2/3/2)
230 CH,Cl,, 1h, TA LevO 30min, TA LevO
BzO OMP Bz
93% 2/ CI3CCN, DBU,
OBz
231

CH,Cl,, 30 min, TA

[e]
(0]
OBz
27 o
79% \H/

NH

ccly

Schéma V- 11

A la premiére étape de synthése, une quantité non négligeable de mélange o/p-
tétracétyl-o-glucopyranosyluronate 215 (schéma 1V-12) s’étant formé a partir de la o-
glucurono-6,3-lactone, et afin d’exploiter au mieux ces COmMpPOSES, NOUS avons procédé a une
glycosylation « indirecte », avec différents accepteurs aglycones : le chlorure de di-tert-butyl-
diméthylsilane (TBDMSCI), le chlorodiméthylthexylsilane (TDSCI) et le 2-Naphtaléne
méthanol (NAPOH).

Pour ce faire, il a fallu deprotéger la position anomérique du mélange o/p tétracétyl-p-
glucopyranosyluronate (schéma IV-11). Ainsi, une O-déacylation sélective de 1’acétate
anomére avec de l’acétate d’hydrazine® dans le DMF anhydre a donné I’hémiacétal
intermédiaire 232 (67%). Celui-ci a éte, soit protégé en présence d’imidazole & -20°C dans le
CH.CI, avec le DTBDMSCI ou le TDSCI pour donner les glycosides 233 (84%) et 234
(62%), respectivement. Soit, I’hémiacétal 232 a subi une activation de la position anomérique
avec du trichloroacétonitrile (CI3CCN) en présence de DBU dans le CH,Cl, pour conduire au
trichloroacétimidate 235 (75%). Puis, la glycosylation avec le 2-Naphtalene méthanol
(NAPOH), en présence de triflate de triméthylsilyle (TMSOTTf), a donné le glycoside désiré
236 avec 47% de rendement.

% Fukayama T.; Laird A. A.; Hotchkiss L. M. Tetrahedron Lett. 1985, 26, 6291-6292
81 Excoffier G ;, Gagnaire D. ; Utille J.-P. Carbohydr. Res. 1975, 39, 368-373
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MeO,C
o . )
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OAc 67%
215a/b
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TBDMSCI MeO,C
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MeO,C
O
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Me0,C
AcO %
ACO ONAP
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Schéma V- 12

La transestérification des composés 233 et 234 n’a pas montré de résultats concluants
(schéma 1V-13). En effet, le rendement était faible dans le cas du TDS O-glycoside (32% de
238 formeé) et il s’est formé un mélange o/f 237 inexpliqué, dans le cas du TBDMS O-
glycoside et ce, méme dans des conditions douces (K,COz a 0°C).

Ainsi, bien que décrite dans la littérature®, cette voie ne s’est pas montrée
reproductible, nous 1’avons donc abandonnée et poursuivi la synthese du précurseur b-

glucuronique 227 avec la série NAP.

MeO,C,

o
AcO OTBDMS
Am

233 OAc

MeO,C

AcO
AcO

OTDS

ConditionsL: MeONa/MeOH MeO,C o
30min, TA 17% o
HO OTBDMS
Conditions2: K,CO,/MeOH
4h30, 0°C 50% 237 OH

MeO,C

0
HO oTDS
HO

238 O

MeONa/MeOH/CH,Cl,
15 min, TA

32%

Schéma V- 13
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La méme procédure de synthese réalisée pour la série O-MP a été appliquée pour le
glycoside O-NAP (schémalV-14), la différence consistant en la coupure oxydante du O-NAP
glycoside libérant la position anomérique. Pour ce faire, nous avons utilisé du 2,3-Dichloro-
5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ)%, puis une trichloroacétimidoylation de Schmidt a
permis d’activer la position anomérique donnant le précurseur glucuronique 227 (50% sur les
2 étapes).

1/ Bu,SnO, tol
MeO,C

o MeO,C 1,4-dioxane MeO,C
AcO ONAP MeONa/MeOH o reflux Dean Stark, 8h
AcO - HO ONAP o ONAP
oA 45 min, TA HO 2/ BzCI (2 Eq.), Et;N o0
236 oH THF, 17h, TA

1%
239 47%

LevOH, DCC, DMAP
CH,Cl,, 1h, TA

0,
Levo o) 1/DDQ (3 Eq.), MeO,C 9%
B0 CH,Cl,/MeOH (9/1)
24h, TA LevO ONAP
0Bz BzO

27 O ccl; 2/ Cl;CCN, DBU,

\H/ CH,Cl,, 30 min, TA
50%

Schéma V- 14

Nous avons ainsi obtenu le précurseur p-glucuronique 227 en 7 et 9 étapes avec un
rendement global de 5% et 2% pour les séries MP et NAP, respectivement.

Le précurseur p-glucuronique 227 a également été synthétisé par une autre methode
(schéma IV-15) par Anais Mirault, stagiaire de Master 1 au laboratoire. Ainsi, en partant du o-
glucose, une peracétylation en présence d’acétate de sodium a fourni le [-peracétate 242
(52%). Une glycosylation directe avec avec le MPOH en présence de TMSOTT a alors conduit
au glycoside 243 avec 72% de rendement. Une transestérification de 243 avec du MeONa a
donné le tétrol 244 (98%) qui a subi une transacétalation régiosélective en présence de
diméthoxytoluéne PhC(OMe), et de CSA conduisant a 1’acétal benzylidéne 245 (93%) dont
les positions 2 et 3 ont été benzoylées avec du BzCl dans la pyridine (83%). Une hydrolyse
acide a alors conduit au diol 247 (83%). L’alcool primaire a ensuite été¢ oxydé sélectivement
avec du TEMPO et du BAIB (PhI(OAC),)*® pour donner ’acide 248 (61%).

L’acide 248 est alors estérifié avec de I’iodure de méthyle (Mel) en présence de
K,COj3 dans le DMF donnant ainsi I’alcool 230 (87%). A partir de 1a, le composé 230 est
soumis aux mémes réactions décrites precédemment (lévulinoylation, coupure oxydante du
MP O-glycoside et trichloroacétimidoylation) pour aboutir au précurseur p-glucuronique 227
désire.

62 Xia J.; Abbas S. A.; Locke R. D.; Piskorz C. F.; Alderfer J. L.; Matta K. L. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 169-
173
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OH OAc
OAc
ACON 4-methoxyphenol
[e) CONa
o o 0 TMSOTF o o
HO on  Ac0 AcO OAC DCM anhydre AcO OMP
52% 2%
OH OAc OAc
p-glucose 242 243
MeONa
MeOH
98%
Ph o OH
/Y 0 pcocl P\ O PhC(OMe),, CSA
S o]
820 omp _ Pyriding, DCM o MeCN anhydre
- HO OMP¢—«——— HO 0
OBz 83% 93% HO OMP
246 245  OH
244 OH
ACOH, Hy,O [ g30p
OH
HO,C MeO,C
Ho R HO 2 (i >
> omp TEMPO, BAIB &0 omp Ml KoCOs DMFgz0 OMP
DCM/H,0 87% OBz
OB! 2 OB
a7 O 61% 248 O%* 230
Lev-OH, DCC,
DMAP, DCM anhydre 97%
MeO,C MeO,C
Levo Q 1)CAN, PhCHy/MeCN/H,0 | . 0
Bz0 96% BzO OomP
2) CI;CCN, DBU, 0Bz

08z CCly DCM anhydre 231

o
227 T 78%

NH

Schéma V- 15

Ainsi, cette voie de synthese partant du b-glucose conduit au précurseur b-
glucuronique 227 en 11 étapes avec 9% de rendement. Comparativement a la voie de synthése
partant de la 6,3-p-glucuronolactone (5% en 7 étapes), nous obtenons un rendement global
relativement meilleur malgré un nombre d’étapes supérieures, cette voie de synthése semble
donc étre meilleure pour I’obtention du précurseur p-glucuronique 227.

IV-3 PREPARATION DES PRECURSEURS b-GALACTOSYLES 249 ET 250.

Les précurseurs p-galactosyles 249 et 250 portent les mémes groupements protecteurs
sur les positions 2, 4 et 6 (figure IV-1). La position anomérique de ces composés comporte
cependant deux groupements différents. Le groupement MP de Gal2 249 central a été choisi
pour une protection temporaire, clivable. Le bras éthanolamine de Gall 250 servira d’amorce
a la biotine sur I’extrémité réductrice des oligosaccharides cibles.
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\ o
o o
O o
OMP o
HO HO ~o""nHz
OBz OBz
Gal2 249 Gall 250
- | S —;
Aglycone clivable bras de liaison a la biotine
Figure IV-1

La préparation des précurseurs p-galactosyles Gal1® 250 et Gal2** 249 a été réalisée a
partir du o-Gal commercial (schéma IV-16). Une peracétylation avec de I’anhydride acétique
en présence d’acétate de sodium a 100°C a fourni le B-pentacétate 251 (41%). Celui-ci a alors
été soit directement glycosylé avec le 4-méthoxyphénol en présence de TMSOTTf de 0°C a
TA, pour donner le composé 252 (81%), précurseur de Gal2, soit O-déacylé sélectivement sur
I’acétate anomere avec de l’acétate d’hydrazine dans le DMF anhydre pour conduire a
I’hémiacétal intermédiaire qui a été activé en trichloroacétimidate 253 en présence de CIsCCN
et de DBU (78% sur les deux étapes). Une glycosylation en présence TMSOTf avec
I’éthanolamine N-protégée par le groupement benzyloxycarbonyle a alors mené au composé
254 (70%), précurseur de Gall.

on OAc 4-Méthoxyphénol o
i OAc
TMSOTF, CH,Cl, ~ AcO oMP
o Ac,0/AcONa o 3h, 0°C-TA e
HO 100°C, 30’ 81% 250
OH AcO OAC
OH 41%
p-Gal 251 OAc

1.NH,-NH,*, AcO"
DMF, xh, TA

2. CILCCN, DBU,  aco
CH,Cly, 30 min, TA

78% o CClg

HO-CH,CH,NHZ o Ohc
TMSOTF, CH,Cl, V.
40 min, TA o NH
253
70% AcO O~
NHZ
OAc
254

Schéma V- 16

Une transestérification de 252 et 254 (schéma IV-17) a ensuite libéré les tétrols 255
(100%) et 256 (97%). Puis, une protection des hydroxyles 3,4 et 6 a été réalisée avec le 2,2-
diméthoxypropane en présence d’acide 10-camphoresulfonique (CSA)® pour donner

8 Ait-Mohand K. ; Lopin-Bon C. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 2012, 353, 33-48
8 Catelani G.; Colonna F.; Marra A. Carbohydr. Res. 1988, 182, 197-300
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directement les diacétals désires 259 (65 %) et 260 (70%) et les 2,6-diol 257 (16%) et 258
(10%), qui sont retraités dans les mémes conditions pour reconduire aux diacétals
correspondants, ce qui augmente le rendement a 75% et 76%.

Une benzoylation de la position 2 libre avec du chlorure de benzoyle dans le mélange
pyridine/CH,Cl, a 0°C a fourni les composés 261 (90%) et 262 (87%), puis une hydrolyse
acide avec de I’acide acétique a reflux a libéré les triols désirés 263 (82%) et 264 (70%). Un
traitement avec le ditriflate de di-tert-butylsilyl (DTBS diOTf) et la 2,6-lutidine dans le
CH.Cl, a alors donné les accepteurs 249 (89%) et 250 (69%), précurseurs de Gal2 et Gall,

respectivement.
(0]
P

OH ) OR
OH
MeONa/MeOH OH
TA, 10h
252 10 o 257R=MP 16%
HO OR 2,2-Dimethoxypropane, ACS 258 R =CH,CH,NHZ 10%
-
OH TA, 48 h .
255 R=MP 100% 22-DMP

256 R = CH,CH,NHZ 97% \'LOMe ACS

(¢} OR

OH
259 R=MP 65%

\'LOMe 260 R = CH,CH,NHZ 70%

o OH

o OH
PhCOCI AcOH 60%
259 — 5 0 100°C, 20’ o

260 Pyridine/CH,Cl, o OR
0°C, 1h HO OR
OBz OBz
261 R=MP 90% 263 R=MP 82%
262 R = CH,CH,NHZ 87% 264 R =CH,CH,NHZ 70%
S‘\\o DTBS diOTf
o} 2,6-Lutidine, CH,Cl,
0°C, 90'
(@]
HO OR

OBz

249 R=MP 8%
250 R=CH,CH,;NHZ 69%

Schéma V- 17

Ainsi, les precurseurs clé de Gall 250 et Gal2 249 ont été obtenus en 9 et 7 étapes,
respectivement avec des rendements globaux de 7 % et 16 %.
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IV-3 PREPARATION DES BLOCS DISACCHARIDIQUES.

Une fois obtenus, les monosaccharides précurseurs clés 227, 249 et 250 ont servi a la
construction du squelette oligosaccharidique. Dans un premier temps, les précurseurs 227 et
249 ont éte utilisés pour la construction des disaccharides (schéma 1V-18). Une glycosylation
de ces deux précurseurs en présence de TMSOTf dans le CH,Cl, a donné le premier
disaccharide 265 (92%). Une déprotection sélective de ’acétal silyléne avec le complexe de
triéthylamine trihydrofluorure (EtsN.3HF) a 0°C dans le THF a fourni le bloc disaccharidique
commun 266 (83%) aux deux séries de composés finaux : les oligosaccharides non sulfatés et
monosulfatés en 4 ou 6 de Gall et les oligosaccharides monosulfatés en 4 ou 6 de Gal2.

X% X%

MeO,C,
LevO TMSOTf MeO,C
BzO CH2C|2 LevO
OBz 92% BzO

CC|3 0Bz e

NH Et;N-3HF
THF | 83%
0°C, 3h

MeO,C,
LevO
BzO

OBz 266

Bloc disaccharidiqgue commun

Schéma V- 18

Afin d’accéder aux composés non sulfatés et sulfatés sur Gall, le diol 266 a été
protégé avec le groupement permanent benzoyle, tandis que la protection de 266 avec le
groupement temporaire chloroacétyle, permettra 1’accés aux oligosaccharides sulfatés sur
Gal2 (schéma 1V-19).

Ainsi, la benzoylation en présence de chlorure de benzoyle dans le mélange
pyridine/CH,CI, a 0°C a donné le disaccharide 267 (94%). Une coupure oxydante du MP O-
glycoside avec du CAN dans le mélange ternaire toluéne/acétonitrile/eau a donné 1’hémiacétal
intermédiaire 270 (85%). Puis, une trichloacétimidoylation de Schmidt a permis d’aboutir au
disaccharide donneur 271 (76%).

La protection du diol 266 avec du (CIAc),0 dans le mélange pyridine/CH,Cl,a 0°C a
donné le disaccharide 268 (90%), puis une coupure oxydante du MP O-glycoside suivie d’une
trichloroacétimidoylation dans les mémes conditions que pour 267 a alors donné le
disaccharide donneur chloroacétylé 272 (57% sur les deux étapes).
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Schéma V- 19

Lors de la coupure oxydante du MP O-glycoside du disaccharide 267 avec le CAN,
I’hémiacétal 270 a été obtenu avec 60% de rendement et nous avons observé la migration du
2-OBz en position 1 formant ainsi le disaccharide 269 (30%) (schéma 1\VV-20) dont la structure
a été confirmée par RMN avec un doublet & 6,62 ppm et une constante de couplage J; » = 2,25
Hz, correspondant a la présence d’un groupement électroattracteur en 1 et d’anomérie a

(figure 1V-2).

Il est cependant possible de faire migrer le groupement Bz en présence d’une base, la
DBU, de la position 1 a la position 2 (schéma 1V-20), ce qui remonte le rendement a 85%.
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Figure 1V- 2

Ce phénomene s’explique de la maniére suivante : la coupure oxydante au CAN
génére la formation d’un di-cation (schéma IV-21). Ce dernier est soit attaqué par 1’eau
présente dans le milieu pour former I’hémiacétal désiré 270, soit le carbone anomére du di-
cation est attaqué par I’oxygéne du groupement participant Bz en position 2, formant un
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hémiorthoester qui en milieu acide peut se réarranger en composé 269%°. En présence de
DBU, le groupement Bz migre cette fois-ci de la position 1 axiale & la position 2 équatoriale,
plus stable, et redonne ainsi I’hémiacétal 270.

OBz
OBz

4+ > +
MeO,C C/ﬁ Ce?
(0] o
LevO Z
& Bm/o ok ﬂ
OBz OBz ’f\_
OMe
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OBz
OBz
MeO,C,
o o
LevO /f
BzO o le)
=
OBz [¢] >

OMe
o)
/o—H
H
OBz OBz
OBz OBz
Me0,C .\ MeO,C
LevO 0 © H LevO o) o)
BzO o -— BzO o
OBz OH (HNO3) OBz
269 axial © ° o8P
hémiorthoester OH
DBU, CH,Cl,
3min, TA

os’22  Migration 1-2 du benzoyle

OBz
MeO,C OBz
LevO © S MeO,C
BzO ¢} o (o)
LevO
OBz . ) BzO o oH
Co/( f:j 0Bz 0Bz

270 équatorial

Schéma V- 21

% King J. F.; Allbutt A. D. Can. J. Chem. 1970, 48, 1754-1769
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Cette migration ayant lieu systématiquement, nous avons donc adapté le protocole
pour faire migrer le benzoyle en position 1, sans étape de purification intermédiaire. Ainsi,
apres extraction et séchage, la DBU est ajoutée au mélange réactionnel pendant 3 min dans
des conditions anhydres. L’hémiacétal ainsi obtenu a été purifié, isolé et engagé dans une
étape de trichloroacétimidoylation de Schmidt pour donner I’imidate 271.

Cette migration du benzoyle en 2 sur la position 1, n’a cependant pas été observée
dans le cas du disaccharide acétylé 268 et du monosaccharide p-GIcA 231.

Nous avons ainsi obtenu, a partir des monosaccharides 227 et 249, les disaccharides
donneurs 271 et 272 en 5 étapes avec respectivement 47% et 39% de rendements globaux.

IV-5 TRISACCHARIDES DE LA ZONE DE LIAISON BIOTINYLES.

Nous présentons ici la synthése des trisaccharides biotinylés de la zone de liaison non
sulfatés et monosulfatés sur Gall ou Gal2 (figure 1V-3).

Nous développerons dans un premier temps, les synthéses menant au trisaccharide
cible non sulfaté 204 et celles menant aux trisaccharides cibles 205 et 206, monosulfatés en 4
ou 6 sur ’unité Gall, puis nous décrirons les syntheses menant aux trisaccharides cibles 207
et 208, monosulfatés en 4 ou 6 sur I’unité Gal2.

(o]

\_ GleA Gal2 Gall Y, 204 R;=R,=Ry=R;=H
205 R;=SO;Na,R,=R;=R,=H
Y 206 R;=R;=R,=H,R,=S0;Na
. 207 R;=R,=R4=H, Ry=SO;Na
Zone de liaison 208 R;=R,=R;=H,R;=S0;Na
Figure IV-3
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IV-5.1 TRISACCHARIDES NON SULFATE ET SULFATES SUR GALL.

A. PREPARATION DU TRISACCHARIDE CLE 273.

Afin d’obtenir les oligosaccharides finaux non sulfaté et monosulfatés en 4 ou 6 sur
Gall 204, 205 et 206 (schema IV-22), nous devrons d’abord construire le trisaccharide clé

273, precurseur du diol 274, commun a ces trois composés finaux.

OH R,
OH OR, NH NH
NaOOG o H [ETTSTY) S— H
R 2 § )I\/V\/ l
HO o o N
HO o ~" s
- OH OH 'L o
GIcA Gal2 Gall
204 R,=R,=H
205 R;=S03;Na R,=H
H 206 R;=H,R,=S0;Na

MeO,C,
o o
LevO o o
BzO o " nnz
274 OBz o8z

Si
"
OBz o)
OBz, o
Me0,C
0 Q 0
LevO (0] o
BzO 0 ~"nnz
OBz OBz
OBz 273

Schéma V- 22

Pour ce faire, nous sommes partis du bloc donneur benzoylé 271 (schéma IV-23) que
I’on a glycosylé avec le précurseur Gall 250 en présence de TMSOTTf, nous avons ainsi
obtenu le trisaccharide 273 (67%). Une désilylation sélective avec le complexe EtsN.3HF
dans le THF a alors libéré le diol 274, précurseur commun (99%).
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B. PREPARATION DU TRISACCHARIDE BIOTINYLE, NON SULFATE 204.

Afin d’obtenir le trisaccharide non sulfaté (schéma 1V-24), nous avons effectué une
saponification du précurseur 274 afin de déprotéger les esters du sucre. En raison de la
présence de 1’ester méthylique sur 1’unité p-GICA, un risque de B-élimination était prévisible
par I’utilisation de soude 4M. 1l a donc fallu effectuer une saponification en deux temps®®®’.
D’abord, une saponification sélective de I’ester méthylique par une solution de lithine et d’eau
oxygénée (LiOH + H,0, qui en solution donne LIOOH + H,0). En effet, HOO™ avec un pKa
de 11,6 est plus nucléophile et moins basique que HO™ (pKa = 15,8), ce qui permet d’éviter les
risques de B-élimination. Ce risque étant éloigné, les autres esters ont été saponifiés par une
solution de soude 4M et nous avons ainsi obtenu apres purification sur LH-20 dans I’cau le
trisaccharide déprotégé 275 (69%).

% Evans D. A.; Britton T. C.; Ellman J. A. Tetraherdon Lett. 1987, 28, 6141-6144
87 Lucas H.; Basten J. E. M.; van Dinther Th. G.; Meuleman D. G.; van Aelst S. F.; van Boeckel C. A. A.
Tetrahedron 1990, 46, 8207-8228
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Schéma V- 24

Le groupement benzyloxycarbonyle (Z) de 275 a ensuite été clivé par hydrogénolyse
en présence de Pd/C libérant ainsi I’amine primaire non isolée (schéma IV-25). Nous avons
ensuite réalisé une réaction de couplage avec un dérivé succinimide de la biotine dans un
mélange eau/DMF/Et3N. L’eau permet de dissoudre le sucre tandis que le DMF solubilise le
dérivé biotinylé. Au contact de I’eau, ce dernier s’hydrolyse en sa forme acide. Ainsi, afin
d’éviter la protonation de I’amine par 1’acide libéré, nous avons ajouté la triéthylamine et nous
avons obtenu le premier trisaccharide cible 204 avec 64% de rendement aprés purification
(annexe 1).

OH
| OH on
NaO,C.
o o
) o
% e
OH OH
275 0
o
NH NH
.......... H
1.H,, PdiC,H,0 | 2. 0 T .
17h, TA N )I\/\/\/N
o
o DMF/EtsN/H,0
1h, TA o
64%
NH NH
NaO,c | Ly i
HO
HO o\/\ )IV\/\/
s
Schéma IV- 25

Le trisaccharide cible 204 a ainsi été obtenu en 5 étapes a partir de 271 et 250 avec un
rendement global de 29%.
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C. PREPARATION DU TRISACCHARIDE BIOTINYLE 6 SULFATE SUR
GAL1 205.

La synthése du trisaccharide cible 205, sulfaté en 6 (schéma IV-26), a nécessité une
sulfatation régiosélective du diol 274 avec le complexe d’anhydride sulfurique-
triméthylamine (Me3N.SO3) dans le DMF a 40°C. Il est important de ne pas dépasser 40°C en
température pour éviter les risques de sulfatation de la position 4. Nous avons ensuite réalisé
une acétylation directe dans le but de confirmer la structure par RMN et un échange d’ion sur
colonne sephadex SP-C25 [Na'] a ensuite donné le sel de sodium 276 (71%).

OBz OH
OBz OH
MeO,C
o (o]
LevO [¢] (0]
m Sz
OBz
274 982

1. Me;3NSO; (2 Eq.)
DMF, 24h, 40°C
2. Ac,0, Pyridine
17h, 0°C-TA
Puis résine [Na*]

71%

OAc
MeO,C o o
Levom o] O\/\NHZ
276 OB 08z
Schéma IV- 26

La sulfatation en 6 et I’acétylation en 4 ont été confirmées par la HRMS et par les
spectres RMN H et *C de 276 (tableau IV-1), et nous avons également observé un singulet
intégrant pour trois protons a 2.06 ppm correspondant au groupement acétyle. Ainsi,
comparativement aux protons 4 et 6 du diol 274, il y a un déplacement vers des valeurs
déblindees, ce qui prouve que ces hydroxyles portent des groupements électroattracteurs.

Trisaccharide 274 276
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,05-4,03) H-4 (5,57)
H-6 (3,82-3,47) H-6 (4,12-3,90)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (68,79) C-4 (71,11-71,01)
C-6 (62,03) C-6 (67,09)
Tableau IV- 1

Nous avons alors effectué une saponification de 276 en deux temps (schéma IV-27)
comme décrit pour le diol 274 afin de déprotéger les esters du sucre (86%). Le groupement
benzyloxycarbonyle (Z) de 277 a ensuite été clivé par hydrogénolyse en présence de Pd/C
libérant ainsi 1’amine primaire non isolée (schéma IV-27). Nous avons ensuite réalisé une
réaction de couplage avec le dérivé succinimide de la biotine dans un mélange eau/DMF/Et;N
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et nous avons obtenu, apres purification, le trisaccharide cible 6 sulfaté et biotinylé 205 (71%)
(annexe 2).

OSO3Na

MeO,C
LevO (e}
BzO "Nz
1. LIOH, H,05, THF,

86% 8h, TA
2. NaOH 4M, 17h, TA

,, OSOaNa
NaO,C
_ HO
H
\/\NHZ

1. Hy, P/C, H,0 o

17h, TA T SNH
H H ---------- H
2. DMF/Et;N/H,0 Q |
1h, TA N )]\/\/\/N
~o s
71% o
[¢]
(@]
OSO3Na
NH  “NH
NaO,C
.......... H
HO
H O\/\ /u\/\/\/
S
Schéma IV- 27

Le tétrasacharide cible 205 a ainsi été obtenu en 7 étapes a partir de 271 et 250 avec un
rendement global de 29%.

D. PREPARATION DU TRISACCHARIDE BIOTINYLE 4 SULFATE SUR
GAL1 206.

La préparation des composes sulfatés en 4 (schéma IV-28) a nécessité la protection
préalable de la position 6 réactive du diol 274. Ainsi, une benzoylation régiosélective a été
réalisée avec du cyanure de benzoyle (BzCN) dans la pyridine donnant le trisaccharide 278
avec 77% de rendement. Une sulfatation en position 4 avec un large excés de Me3N.SO; a
60°C dans le DMF suivie d’une purification sur LH : 20 pour éliminer 1’excés de réactif et de
DMF et un échange d’ion ont alors été nécessaires pour obtenir le sel de sodium 279 (83%).
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LevO o o
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OBz OBz OBz
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Schéma V- 28

La sulfatation en 4 et la benzoylation en 6 ont été confirmées par la HRMS et par les
spectres RMN *H et *3C de 279 (tableau 1V-2). Comparativement aux protons 4 et 6 du diol
274, il y a un déplacement vers des valeurs déblindées, ce qui prouve que ces hydroxyles
portent des groupements électroattracteurs.

Trisaccharides 274 279
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,05-4,03) H-4 (5,14-5,10)
H-6 (3,82-3,47) H-6 (4,69-4,52)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (68,79) C-4 (75,49)
C-6 (62,03) C-6 (63,38)
Tableau V-2

Nous avons ensuite réalisé une saponification de 279 en deux temps (schéma 1V-29)
comme décrit pour le diol 274 afin de déprotéger les esters du sucre (80%). Le groupement
benzyloxycarbonyle (Z) de 280 a ensuite été clivé par hydrogénolyse en présence de Pd/C
libérant ainsi 1’amine primaire non isolée (schéma IV-29). Nous avons ensuite réalisé une
réaction de couplage avec le dérivé succinimide de la biotine dans un mélange eau/DMF/Et;N
suivie d’une purification menant au trisaccharide cible 4 sulfaté et biotinylé 206 (79%)
(annexe 3).
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Schéma IV- 29

Le trisaccharide cible 206 a ainsi été obtenu a partir de 271 et 250 en 7 étapes avec
27% de rendement global.

Nous avons ainsi obtenu les composeés cibles non sulfaté 204, monosulfaté en 4 sur
Gall 205 et monosulfaté en 6 sur Gall 206, nous allons maintenant présenter la synthese des
composés cibles 207 et 208, monosulfatés en 4 ou en 6 sur Gal2.

IV-5.2 TRISACCHARIDES SULFATES SUR GAL2.

A. PREPARATION DU TRISACCHARIDE CLE 284.

Dans le but d’obtenir les oligosaccharides finaux monosulfatés en 4 ou 6 sur Gal2 207
et 208 (schéma 1V-30), nous construirons d’abord le trisaccharide clé 284, précurseur du diol
285, commun a ces deux composes finaux.
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OR OH
° OH NH  “NH
NaOOC o H [STITY) Sm——SYTY) H
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° © )I\/\/\/N
\/\N s
OH OH | o
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207 R, =H, Rg=SO;Na
208 R,=SO3Na, Rg= H

MeO,C
LevO o
m " nwz

285 OBz

CIAcO AcC
MeO,C,
Levom Oz
Schéma V- 30

Afin d’aboutir aux trisaccharides monosulfatés en 4 ou 6 sur Gal2 (schéma IV-31),
nous sommes partis cette fois-ci du bloc donneur chloroacétylé 272 que 1’on a glycosylé avec
le précurseur Gall 250 en présence de TMSOTHT, nous avons ainsi obtenu le trisaccharide 281
(49%). Nous avons également observé la formation de 1’orthoester 282 (entre 14% et 22%).
L’orthoester ainsi formé, semble stable car méme en présence de 1 équivalent de TMSOTHT; il
ne se produit pas de réarrangement. La présence des groupements chloroacétyles pourraient
en étre la cause en créant un environnement électronégatif sur la face supérieure de 1’ion
oxocarbénium favorisant I’approche de 1’accepteur 250 par la face inférieure.

Une désilylation sélective de 281 avec le complexe EtsN.3HF dans le THF a alors
permis 1’obtention du diol 283 (81%).
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N

sl
o
MeO,C o
LevO
BzO o
o
+ HO ~—"nHz

OBz
250
TMSOTf
>< CH,Cl, | 49%
Si

o
CIACO O
MeO,C, o
LevO [e]
BzO ~—""nnz

OBz +

AcC
CIAcO
MeO,C
Et;N-3HF tevo s
THF 81%

0°C-TA,6h
o)
o o
(14-22%) S~ nwz
OBz
MeO,C,

o) O 0
LevO (e] [e]
BzO o "Nz
OBz

0Bz 283 OBz

OAcCI OH
CIACO OH

Schéma IV- 31

Nous avons alors voulu réaliser une benzoylation du diol 283 (schéma 1V-32) pour
obtenir le trisaccharide 284 (chloroacétylé sur Gal2 et benzoylé sur Gall), puis une
déchloroacétylation sélective avec la thiourée aurait alors permis 1’obtention du diol désiré
285, précurseur commun a partir duquel les oligosaccharides finaux 207 et 208 seront obtenus
(schéma 1V-30).

Cependant, lorsque nous avons réalisé cette protection dans les conditions de
benzoylation classiques (BzCl dans la pyridine) (schéma 1V-32), nous n’avons pas obtenu le
trisaccharide clé désiré 284 mais nous avons obtenu 41% de produit monobenzoylé en 6.
Nous avons donc essayé de benzoyler le diol 283 en présence de 4-diméthylaminopyridine
(DMAP) dans la pyridine afin de catalyser la réaction mais nous n’avons obtenu que 11% de
produit dibenzoylé desiré 284 et 40% de produit monobenzoylé en position 6. La position 4
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semblant réfractaire a toute benzoylation, nous avons alors changé de groupement protecteur,
moins volumineux que les benzoyles, et nous avons réalisé une acétylation (schéma 1V-32)

avec de I’anhydride acétique dans la pyridine mais nous n’avons récupéré que des produits de
dégradation dont les RMN étaient ininterprétables.

Nous avons alors supposé que le trisaccharide diol 283 subissait un changement
conformationnel dd a la présence du bras éthylamine N-protégé combiné a la présence des
groupements chloroacétyles qui engendrent un repliement de la molécule sur elle-méme
limitant ainsi I’accés au diol.

OBz

H
0 0Bz
MeO,C
o (o]
LevO (0] o
OBz
285

OBz
(NH,),CS

Pyridine/EtOH i
80°C : OAcCI OBz

H CIACO OBz
MeO,C
LevO [¢]
m/ " nHz
284 “oBz
Condition1: BzCl, Pyridine/CH,Cl,, 0°C-TA
Condition 2:BzCl, DMAP, Pyridine, 0°C-TA ™S ¥

Ac,0/Pyridine, TA, 24h -
AcC OAc
CIAcO OAc,
MeO,C o
LevO (o} o
m "nhz

OBz

(NH,),CS
Pyridine/EtOH !
80°C : OH OAc

. OAC
MeO,C
o) o
LevO O (e}
m Sz
0Bz 0Bz

Schéma V- 32

A ce stade de la synthése, la difficulté rencontrée consistait a obtenir le trisaccharide
284 (chloroacétyle sur Gal2 et benzoylé sur Gall) qui apres déchloroacétylation sélective
aurait permis d’aboutir au diol cible 285.
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Nous avons alors imaginé un autre schéma synthétique pour obtenir 284 (schéma IV-
33) et deux nouvelles voies ont été envisagées. Etant donné que le probléme venait
probablement de la présence du bras éthylamine N-protégé, nous avons, dans une premiere
voie, pensé I’introduire en dernier lieu sur le donneur trisaccharidique 286 déja benzoylé sur
Gall. Celui-ci proviendra du donneur chloroacétylé 272 et de 1’accepteur MP O-glycoside
249, précédemment préparés. Dans une deuxieme voie, nous avons envisageé introduire sur le
donneur chloroacétylé 272, 1’accepteur 287 précurseur de Gall déja benzoylé et portant le
bras éthanolamine N-protégé, qui pourra provenir du précurseur silylé 250.

S|\
OACC 0

CIACO
MeO,C.
LevO
BzO
NH OAcCI OBz
CIACO OBz
MeO,C
o
LevO [¢]
BzO

HO O\/\ NHZ

Schéma IV- 33
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A-1Voiel:

Une glycosylation entre le donneur chloroacétylé 272 et 1’accepteur p-galactosyle
249 en présence de TMSOTT a donné le trisaccharide 288 avec 61% de rendement (schéma
IV-34). Une déprotection sélective du silylene avec du EtsN.3HF a ensuite libéré le diol 289
(87%) puis une benzoylation classique a fourni le trisaccharide 290 (83%). La benzoylation a
cette fois-ci bien fonctionné, ce qui conforte notre hypothése sur I’implication du bras
éthanolamine N-protégé dans le changement conformationnel du trisaccharide 283 sur lui-
méme empéchant sa benzoylation sur le diol (schéma IV-32).
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OBz
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CIACO OBz,
MeO,C
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LevO o OMmP
BzO

OBz

Schéma V- 34
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Le trisaccharide 290 ainsi obtenu a ensuite subi une coupure oxydante avec le CAN
(schéma 1V-35) qui a conduit a la formation d’un mélange d’hémiacétal 292 et de produit de
migration 291 (45%) dont la structure a été confirmée par RMN *H avec un doublet & 6,52
ppm et une constante de couplage Ji1, = 3,75 Hz (figure 1V-4).

[— 1000

H-1 Gal, J;,= 3,75 Hz st
RMIN 1H (350 MHz)

!

skl

2 =l
T

. LTI e &
g =% & ¥ BN

ir

T T T T T T T
5

Bpm it

Figure IV-4

Comme précédemment (schéma IV-21), en présence de DBU le composé 291 peut étre
réarrangé en hémiacétal 292 (65%) (schéma IV-35). L’hémiacétal ainsi obtenu, a ensuite été
active en donneur de Schmidt 286 (66%) puis glycosylé avec 1’éthanolamine N-protégé pour
donner le trisaccharide désiré 284 (56%).
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Schéma V- 35

Lors de la glycosylation avec 1’accepteur éthanolamine N-protégé (schéma IV-36),
nous avons remarqué qu’en mettant plus de deux équivalents d’accepteur, il se formait
jusqu’a 43% de produit d’addition 293 (structure confirmée par HRMS [M-H,O+H])
résultant de I’attaque nucléophile de ’accepteur sur le carbonyle du groupement protecteur

levulinique. Une simple hydrolyse avec du TFA et de I’eau permet de revenir au trisaccharide
désire 284. Cependant, 1’éthanolamine N-protégé libéré n’est pas séparable de 284 par
purification. Il est engagé tel quel dans I’étape suivante de déchloroacétylation sélective et
nous avons pu les séparer a ce niveau.
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Ho BzO \/\NHZ
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Schéma IV- 36
A-2 Voie 2 :

Cette voie a nécessité la préparation de I’accepteur 287 possédant déja les
groupements benzoates en 4 et 6 et le bras éthanolamine N-protégé. Ainsi, en partant du
I’accepteur 250 précédemment préparé et portant le bras éthanolamine N-protégé, nous avons
voulu introduire les groupements benzoyles en 4 et en 6 (schéma 1\V-37). Pour cela, il a fallu
protéger I’hydroxyle en 3 avec un groupement Lev avec de 1’acide 1évulinique en présence de
DCC et de DMAP pour obtenir 294 (94%). Puis, une désilylation sélective avec du EtsN.3HF
a libéré le diol 295 (97%) qui a alors été benzoylé avec du chlorure de benzoyle pour donner
296 (94%). Enfin, une délévulinoylation sélective avec de I’hydrazine hydratée en présence
d’acide acétique et de pyridine a donné I’accepteur désiré 287 (94%).
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Schéma V- 37

Une fois obtenu, le précurseur p-galactoside 287 a été glycosylé avec le donneur
chloroacétylé 272 en présence de TMSOTf pour donner le trisaccharide désiré 284 (53%)
(schéma 1V-38).
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CIACO
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Schéma V- 38
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Ainsi, ces voies alternatives nous ont toutes les deux permis d’isoler le trisaccharide
clé désiré 284. En les comparant, nous remarquons que la deuxieme voie nécessite moins
d’étapes pour aboutir au trisaccharide 284 désiré. De plus, il est plus facile de manipuler une
unité monosaccharidique qu’un trisaccharide et les rendements sont nettement meilleurs.
Ainsi, en partant des précurseurs 249 et 250, nous avons obtenu 10% de rendement global en
6 étapes pour la voie 1 et 43% en 5 étapes pour la voie 2. Nous avons donc opté pour cette
deuxiéme voie pour nos syntheses futures.

Une déchloroacétylation sélective de 284 avec la thiourée (schéma 1V-39) a ensuite
permis 1’obtention du diol 284 (77%), précurseur commun des oligosaccharides finaux 207 et

C
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OAcCI 0Bz
CIACO OBz,
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OBz OBz
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2h, 80°C
OBz
HO OH OBz
MeO,C
0 0 0
LevO (0] O
BzO o " NhHz
OB: OBz OBz

z 285

Schéma IV- 39

B. PREPARATION DU TRISACCHARIDE 6 SULFATE 207.

Le diol 285 obtenu, nous avons alors procédé a la sulfatation régiosélective suivie
d’une acétylation (schéma 1V-40) dans les mémes conditions décrites pour la sulfatation de
251 et nous avons obtenu le sel de sodium 297 (76%).
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Schéma IV- 40

La sulfatation en 6 et I’acétylation en 4 ont été confirmées par la HRMS et par les
spectres RMN H et *3C de 297 (tableau 1V-3). Comparativement aux protons 4 et 6 du diol
285, il y a un déplacement vers des valeurs déblindées, prouvant que ces hydroxyles portent

des groupements électroattracteurs.

Trisaccharide 285 297
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,09-4,03) H-4 (5,49)
H-6 (3,88-3,64) H-6 (4,10-4,03)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (69,11-68,95) C-4 (70,14)
C-6 (62,63) C-6 (66,25)
Tableau IV-3

Nous avons ensuite réalisé une saponification de 297 en deux temps (schéma 1V-41)
comme décrit pour le diol 274 donnant le trisaccharide 298 (80%). Puis, le groupement Z a
été clivé par hydrogénolyse en présence de Pd/C libérant ainsi 1’amine primaire non isolée
(schéma 1V-41). Nous avons ensuite réalisé une réaction de couplage avec le dérivé
succinimide de la biotine dans un mélange eau/DMF/EtsN et nous avons obtenu, apres
purification, le trisaccharide cible biotinylé et 6 sulfaté sur Gal2 207 (65%) (annexe 4).
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Schéma IV- 41

Nous avons donc obtenu le trisaccharide cible 207 en 7 étapes a partir de 272 et 287 avec 16%
de rendement global.

C. PREPARATION DU TRISACCHARIDE 4 SULFATE 208.

La préparation des composes sulfatés en 4 (schéma 1V-42) a nécessité la protection préalable
de la position 6 réactive du diol 285. Ainsi, une benzoylation régiosélective a été réalisée avec
du cyanure de benzoyle (BzCN) dans la pyridine donnant le trisaccharide 299 avec 81% de
rendement. Une sulfatation en position 4 avec un large exces de Me3sNSO; a 60°C dans le
DMF suivie d’une purification sur LH : 20 pour éliminer 1’exces de réactif et de DMF et un
échange d’ion ont alors été nécessaires pour obtenir le sel de sodium 300 (77%).
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La sulfatation en 4 et la benzoylation en 6 ont bien été confirmées par la HRMS et par
les spectres RMN *H et *3C de 300 par comparaison avec le diol 285 (tableau 1V-4).

Trisaccharide 285 300
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,09-4,03) H-4 (5,17-5,12)
H-6 (3,88-3,64) H-6 (4,26-4,13)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (69,11-68,95) C-4 (78,09)
C-6 (62,63) C-6 (64,30)
Tableau IV- 4

Une saponification de 300 en deux temps (schéma 1\V-43) comme décrit pour le diol
274 a ensuite conduit au trisaccharide 301 (88%). Le groupement Z de 301 a alors été clivé
par hydrogénolyse en présence de Pd/C libérant ainsi I’amine primaire non isolée (schéma IV-
43). Nous avons ensuite couplé cette derniére avec le dérivé succinimide de la biotine dans un
mélange eau/DMF/Et3N et une purification a conduit au trisaccharide cible biotinylé et 4
sulfaté 208 (60%) (annexe 5).
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Schéma V- 43

Le trisaccharide cible 208 a ainsi été synthétisé en 7 étapes a partir de 272 et 287 avec
un rendement global de 13%.

Nous avons ainsi obtenu une collection compléte de cing trisaccharides de la zone de
liaison biotinylés, non sulfaté 204, monosulfatés en 4 ou en 6 sur Gall 205 et 206 ou Gal2
207 et 208 a partir des deux trisaccharides communs 273 et 284 (schéma 1V-44).
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1IV-6 TETRASACCHARIDES : Zone de liaison et amorce de CS.

Aprés avoir obtenu la collection complete de trisaccharides de la zone de liaison
biotinylés, nous nous sommes intéressés dans un deuxiéme temps a la synthese de
tétrasaccharides diversement sulfatés ou non et biotinylés, composés des trois derniers sucres
de la zone de liaison liés a une amorce monosaccharidique de CS (figure 1V-5). Ces synthéses
sont présentées ici. Nous traiterons d’abord les composés non sulfatés et monosulfatés en 4 ou
en 6 sur Gall 209, 210 et 211, puis nous verrons les composés monosulfatés en 4 ou en 6 sur
Gal2 212 et 213, dérivants tous des mémes trisaccharides précurseurs 273 et 284 utilisés pour
la synthese des trisaccharides.

o

OR; ORy

OR, OR, NH  "NH
NHAC NaOOC ° H Hove e e—{ooen H

° o) 0 |

o o o )]\/\/\/N

"o o HO ° "Ny s
OH OH OH 'I_I k)
OH ™o

GalNAC 200 R;=R,=Rs=R,=H
N Gal2 Gall / 210 R, =SOsNa, Ry=Rs=Ry=H
v N 211 R;=R;=R,=H, R,=SO;Na
212 Ry=R,=R,=H, R;=SO,Na
o 213 R, =R, =Rs=H, R,=SO,Na
Amorce de CS Zone de liaison e o

Figure IV-5
IV-6.1 TETRASACCHARIDES NON SULFATE ET SULFATES SUR GALL.

A. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE DIOL COMMUN 306.

Le diol 306 est le précurseur commun aux trois tétrasaccharides biotinylés cibles non
sulfaté 209, monosulfatés en 4 210 et en 6 211 sur Gall (schéma 1V-45). Nous 1’obtiendrons a
partir du précurseur trisaccharidique 273 préparé précédemment et du donneur 302 (synthétisé
au laboratoire & partir de la p-glucosamine commerciale en 12 étapes®®*),

% Bergman L.; Zervas L. Chem. Ber. 1931, 64, 975-980
% Blatter G. ; Beau J.-M. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 1994, 260, 189-202
"0 Belot F. ; Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 2000, 325, 93-106
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Schéma V- 45

Ainsi, le précurseur 273 a été délévulinoylé (schéma IV-46) avec de I’acétate
d’hydrazinium afin de libérer la position 4 sur 1’extrémité non réductrice du sucre donnant

ainsi I’accepteur 303 (92%). Une glycosylation en présence de TMSOTT avec le donneur 302
a alors donné le tétrasaccharide 304 (83%).
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Schéma V- 46

Le squelette tétrasaccharidique 304 ainsi obtenu, nous avons procédé a la réduction de
la fonction N-trichloroacétyle (N-TCA) en N-acétyle (N-Ac). Nous avons essayé de réduire
cette fonction N-TCA avec du tributylétain (n-BusSnH)® en présence d’azobisisobutyronitrile
(AIBN), de diméthylacétamide (DMA) et de benzéne, mais nos résultats n’étaient pas
reproductibles. En effet, sur tous les essais réalisés, les rendements variaient de 11% a 85% et
nous récupérions trés peu de produit de départ (maximum 23%).

Ainsi, il a fallu réduire la fonction N-TCA par une autre méthode et nous avons donc
essayé de réduire cette fonction avec un complexe au zinc/cuivre™ dans ’acide acétique a
50°C (schéma IV-47) et nous avons obtenu le compose desiré 305 avec 92% de rendement.
Comme nous avons obtenu de bons résultats avec le complexe au Zn/Cu, nous avons préféré
cette méthode beaucoup plus facile a mettre en ceuvre, reproductible et surtout moins toxique.

Le tétrasaccharide 305 réduit a alors été désilylé sélectivement avec du EtzN.3HF pour
donner le diol désiré 306 (95%), précurseur commun des composés non sulfatés et
monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall.

™ Vibert A. ; Lopin-Bon C. ; Jacquinet J.-C. Tetrahedron Lett. 2010, 51, 1867-1869
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Schéma V- 47
A. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE NON SULFATE 209.

Afin d’obtenir le tétrasaccharide non sulfaté (schéma 1\V-48), nous avons effectué une
saponification en deux temps du précurseur 306 afin de déprotéger les esters du sucre.
D’abord, une saponification sélective de 1’ester méthylique par une solution de lithine. Les
autres esters ont été saponifiés par une solution de soude 4M et nous avons ainsi obtenu apres
purification sur LH-20 dans I’eau le tétrasaccharide déprotégé 307 (85%).

Le groupement benzyloxycarbonyle (Z) de 307 a ensuite été clivé par hydrogénolyse
en présence de Pd/C libérant ainsi I’amine primaire non isolée (schéma I1VV-48), et un couplage
avec un dérivé succinimide de la biotine dans un mélange eau/DMF/Et3N a donné le premier
tétrasaccharide cible biotinylé et non sulfaté 209 avec 81% de rendement apres purification
(annexe 6)
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Schéma V- 48

Le tétrasaccharide cible 209 a ainsi été obtenu en 7 étapes a partir de 273 et 302 avec
46% de rendement global.

B. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE 6 SULFATE SUR GAL1 210.

Le diol 306 obtenu, nous avons alors procedé a une sulfatation régiosélective en 6
suivie d’une acétylation en 4 (schéma IV-49) dans les mémes conditions que celles décrites
pour la sulfatation de 274 et nous avons obtenu le sel de sodium 308 (81%).

Une saponification de 308 en deux temps (schéma 1V-49) comme décrit pour le diol
274 afin de déprotéger les esters du sucre a ensuite été réalisée et a donné 309 (69%). Puis, le
groupement Z a été clivé par hydrogénolyse en présence de Pd/C libérant ainsi 1’amine
primaire non isolée (schéma IV-49). Nous avons ensuite realisé une réaction de couplage avec
un dérivé succinimide de la biotine dans un mélange eau/DMF/EtsN pour obtenir, apres
purification, le trisaccharide cible biotinylé et 6 sulfaté 210 (64%) (annexe 7).
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Schéma V- 49

La sulfatation en 6 et ’acétylation en 4 ont été¢ confirmées par la HRMS et par les
spectres RMN *H et *C de 308 (tableau IV-5).

Tétrasaccharide 306 308
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,08-4,05) H-4 (5,56)
H-6 (3,59-3,17) H-6 (4,45-4,43)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (68,65) C-4 (73,01-71,30)
C-6 (60,15) C-6 (63,85)
Tableau IV-5

Nous avons ainsi synthétisé le tétrasaccharide cible 210 en 9 étapes a partir de 273 et
302 avec 24% de rendement global.

C. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE 4 SULFATE SUR GAL1 211.

La préparation des composés sulfatés en 4 (schéma IV-50) a d’abord nécessité la
benzoylation régiosélective de la position 6 réactive du diol 306 avec du cyanure de benzoyle
(BzCN) dans la pyridine. Le tétrasaccharide 310 obtenu (72%) a alors été sulfaté sur la
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position 4 avec un large excés de Me3sNSO3; a 60°C dans le DMF puis, une purification sur
LH : 20 et un échange d’ion ont alors fourni le sel de sodium 311 (81%).

Une saponification de 311 en deux temps (schéma 1\VV-50) comme décrit pour le diol
274 a alors donné 312 (72%). Puis, une hydrogénolyse du groupement Z en présence de Pd/C
a libéré I’amine primaire, non isolée (schéma IV-50). Le couplage avec le dérivé succinimide
de la biotine dans un mélange eau/DMF/EtsN a enfin conduit au tétrasaccharide cible
biotinylé et 4 sulfaté 211 avec 74% de rendement apres purification (annexe 8).
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Schéma V- 50

La sulfatation en 4 et la benzoylation en 6 ont été confirmees par la HRMS et par les
spectres RMN *H et *C de 311 (tableau IV-6).
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Tétrasaccharide 306 311
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,08-4,05) H-4 (5,87)
H-6 (3,59-3,17) H-6 (4,59-4,47)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (68,65) C-4 (71,58-71-33)
C-6 (60,15) C-6 (65,47)
Tableau IV- 6

Le tétrasaccharide cible 211 a ainsi été obtenu en 9 étapes a partir de 273 et 302 avec
21% de rendement global.

Ainsi, nous avons obtenu les tétrasaccharides cibles biotinylés non sulfaté 209,
monosulfaté en 6 210 et en 4 211 sur Gall. Nous allons maintenant décrire la synthese des
tétrasaccharides monosulfatés en 4 ou 6 sur Gal2.

IV-6.2 TETRASACCHARIDES SULFATE SUR GAL2.

A. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE DIOL COMMUN SUR GAL2
316.

Le diol 316, précurseur commun aux tétrasaccharides cibles monosulfaté en 4 212 et

en 6213 sur Gal2 (schéma IV-51), sera obtenu a partir du précurseur trisaccharidique 284

préparé précédemment et du donneur 302.%3:6%7°
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Schéma V- 51

En partant du trisaccharide 284 (schéma 1V-52), une délévulinoylation avec de 1’acétate
d’hydrazinium a libéré la position 4 sur I’extrémité non réductrice du sucre donnant ainsi
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I’accepteur 313 (61%). Le rendement ici est assez moyen, comparativement a la série silylée.
En effet, nous avons observé une déchloroacétylation du trisaccharide pendant la réaction de
délévulinoylation faisant perdre une certaine quantité de produit. Ce rendement pourrait étre
amélioré en diminuant le temps de réaction (moins de 5 min) afin d’éviter la
déchloroacétylation du trisaccharide 284.

Une glycosylation de 313 avec le donneur 302 en présence de TMSOTTf a ensuite
donné le tétrasaccharide 314 (74%).
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Schéma V- 52

Le squelette tétrasaccharidique 314 ainsi obtenu a été déchloroacétylé sélectivement
avec de la thiourée pour donner le diol 315 avec 95% de rendement (schéma 1V-53). Puis, la
réduction de la fonction N-TCA en N-Ac par un complexe zinc/cuivre’* dans ’acide acétique
a 50°C a donné le diol désiré 316 (65%), précurseur commun des composés monosulfatés en
4 ou en 6 sur Gal2.
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Schéma V- 53

Lors de la réduction de la fonction N-TCA en N-Ac, des difficultés ont été
rencontrées. En effet, nous avons obtenu, dans un premier temps, seulement 57% de bon
produit réduit 316 accompagné d’un mélange de tétrasaccharide réduit et acétylé en 6 (5%) et
de tétrasaccharides avec un ou deux CI restants et non acétylés en 6 (25%). Nous avons donc
réengagé les tétrasaccharides chlorés dans une seconde réaction de réduction, ce qui a
remonté le rendement a seulement 65%, car la réaction de réduction des Cl n’évoluait plus.

La présence du diol libre semble parasiter cette réaction de réduction du N-TCA, étant
donné que celle-ci donne de trés bons résultats (92%) dans la série des tétrasaccharides silylés
sur Gall sans diol libre.

Nous n’avons cependant pas essayé de réduire la fonction N-TCA du diol 315 avec le
n-BusSnH, il serait probablement intéressant d’effectuer des essais afin de comparer les deux
voies de réduction du TCA et d’éviter également la formation du composé acétylé en 6.

B. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE 6 SULFATE SUR GAL?2 212.

Le diol 316 obtenu, nous avons alors procédé a la sulfatation régiosélective suivie
d’une acétylation (schéma IV-54) dans les mémes conditions décrites pour la sulfatation de
274 conduisant au sel de sodium 317 (84%).

Une saponification de 317 en deux temps (schéma 1V-54) comme décrit pour le diol
274 a alors donné 318 (70%) dont le groupement Z a été clivé par hydrogénolyse en présence
de Pd/C. L’amine primaire ainsi libérée (schéma IV-54) a été couplée au dérivé succinimide
de la biotine pour conduire au tétrasaccharide cible biotinylé et 6 sulfaté 212 avec 69% de
rendement aprés purification (annexe 9).
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Schéma V- 54

La sulfatation en 6 et I’acétylation en 4 ont été confirmées par la HRMS et par les
spectres RMN *H et *C de 317 (tableau 1V-7).

Tétrasaccharides 316 317
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,01-3,98) H-4 (5,43)
H-6 (3,43-3,36) H-6 (4,47-4,35)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (68,66) C-4 (74,86-71,12)
C-6 (60,17) C-6 (64,40)
Tableau IV-7

Nous avons donc synthétise le tétrasaccharide cible 212 en 9 étapes a partir de 284 et
302 avec 11% de rendement global.
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C. PREPARATION DU TETRASACCHARIDE 4 SULFATE SUR GAL2 213.

La synthése des composés sulfatés en 4 (schéema IV-55) a d’abord nécessité, comme
précédemment décrit, la benzoylation régiosélective de la position 6 réactive du diol 316 avec
du BzCN dans la pyridine conduisant au tétrasaccharide 319 avec 86% de rendement. Puis, la
position 4 a été sulfatée avec un large exces de MesNSO; a 60°C dans le DMF et une
purification sur LH : 20 suivie d’un échange d’ion ont alors conduit au sel de sodium 320
(89%). La saponification de 320 en deux temps (schéma IV-55) comme décrit pour le diol
274 a ensuite donné le tétrasaccharide 321 (71%). Le clivage du groupement Z par
hydrogenolyse en présence de Pd/C a ensuite libéré 1’amine primaire non isolée qui a alors été
couplée avec le dérivé succinimide de la biotine conduisant, apres purification, au
tétrasaccharide cible biotinylé et 4 sulfaté 213 avec 86% de rendement (annexe 10).
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Schéma V- 55

La HRMS et les spectres RMN *H et **C des positions 4 et 6 confirment bien la
structure de 320 (tableau IV-8).
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Tétrasaccharides 316 320
Protons Gall et 6 (ppm) H-4 (4,01-3,98) H-4 (5,78)
H-6 (3,43-3,36) H-6 (4,86-4,69)
Carbones Gall et 6 (ppm) C-4 (68,66) C-4 (71,00)
C-6 (60,17) C-6 (64,77)
Tableau IV- 8

Le tétrasaccharide cible 213 a ainsi été obtenu en 9 étapes avec 13% de rendement
global a partir de 284 et 302.

Nous avons ainsi obtenu une série compléte de cinq tétrasaccharides biotinylés
(schéma 1V-56) non sulfaté 209 et monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall (210 et 211) ou Gal2 (212
et 213) comportant une amorce monosaccharidique de CS, obtenus a partir des trisaccharides
communs 273 et 284 et de I’acétimidate 302.

[e}

GalNAc GlcA Gal2 Gall 209 R;=Ry=R3=R4=H
210 R;=S03Na, R,=R;=R,=H
211 R;=R;=R,;=H,R,=S0;Na
212 R;=R,=R,;=H,R;=S0;Na
213 R;=R,=R;=H, R,= SO;Na

OR; oRr ORy
OR, 2)
oac OAC
MeOOC
2 LevO Q 9 o ° o
eVl
AcO + BzO o g
OBz OBz OBz

TCANH o ccl,

302 NH 273 Ry, R,=DTBS,Ry=R,=Bz

284 R;=R,;=Bz,R3=R4=CIAc

Schéma V- 56
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Au terme de ce travail, de nombreuses perspectives restent ouvertes et doivent étre
entreprises afin de compléter au mieux le projet d’étude de la compréhension du mécanisme
de biosynthése des GAGs par les glycosyltransférases. Dans le but d’approfondir davantage la
compréhension de ce mécanisme et de déterminer la longueur de I’amorce de CS nécessaire a
cette biosynthese, nous avons entrepris la synthese de pentasaccharides biotinylés non sulfatés
ou diversement monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall ou Gal2 (figure V-1). Ils se composent des
trois derniers sucres de la zone de liaison liés a une amorce disaccharidique de CS.

R =H ou SO3Na

o
orf " orp R o
OH NHAC  NaO,C. o o o o 'i' PR S H
Homo d Om/o o OV\H)J\/\/\/N s
NaO,C OH OH OH o
OH
OH
N J
Unité disaccharidique de CS Zone de liaison
Figure V-1

V-1 PENTASACCHARIDES : zone de liaison et amorce disaccharidique de CS.

L’unité disaccharidique de base des CS est composée d’un acide p-glucuronique et
d’une N-acétyl p-galactosamine (figure V-1). Ainsi, en collaboration avec Anais Mirault,
stagiaire de M1 dans notre laboratoire, nous avons réalisé une glycosylation (schéma V-1)
entre I’accepteur 279 et I’imidate 3222 en présence de TMSOTf dans le CH,Cl, donnant le
squelette pentasaccharidique 323 (70%). Puis, la fonction N-TCA a été convertie en N-Ac par
réduction avec le complexe Zn/Cu dans 1’acide acétique a 50°C pour conduire au
pentasaccharide réduit 324 (86%). Afin d’obtenir ce bon rendement, il a été nécessaire de
relancer cette réaction une seconde fois avec une étape de purification intermédiaire, la
réduction du N-TCA étant incompléte au bout de 24 h.

Le pentasaccharide 324 a ensuite été désilylé sélectivement avec du EtsN.3HF dans le
THF libérant ainsi le diol désiré 325 (79%), précurseur des composés non sulfatés et
monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall. Une saponification du diol 325 en deux temps a ensuite
fournit le compose déprotégé 326 (71%). Une hydrogénation catalytique en présence de Pd/C
a alors permis le clivage du groupement Z, libérant I’amine primaire non isolée, puis le
couplage avec un derive succinimide de la biotine dans le mélange eau/EtsN/DMF a alors
conduit au composeé biotinylé non sulfaté cible 327 avec 48% de rendement aprés purification.

"2 Lopin C.; Jacquinet J.-C. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 2574-2578
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MeOZC
AC(R - Meozc
C
O™z

OAc
322 CCly

T

NH

TMSOTTf, CH,CI, o
40 min, TA 0%

Si
o
oB OBz o
OAc TCANH Meo2 o o
ACO O (0]
Aco SNz
OBz OBz

MeO,C
Zn/Cu, AcOH | 86% >< >L

2 X 24h, 50°C Si
\\

0B o
OAc NHAC OMeOZC . o ) .
AcO o
AcO d ° d BzO c ~—"NHz
OBz

MeO,C
OA

EtsN.3HF, THF
4h, 0°C-TA

OH
NHAc MeO,C o
Ac O
AcO ﬁ\ m " NHz
OBz

MeO,C

79%

1. LiOH, H,0,, THF,

8h, TA 0
2. NaOH 4M, 17h, TA 1%

OH
NHAC NaOZC o
H o
HO \/\NHZ
OH

NaO,C

1. Hy, Pd/C, H,0 o H o 9y

|
1T, T4 NS )l\/\/\/N s

DMF/Et;N/H,0 o
1h, TA

48%

HOL ﬁﬁ&/&/&/ )'\/\/\/ ..... B} )

NaOZC

Schéma V-1

Afin de compléter la série de pentasaccharides biotinylés, il faudra partir du diol
commun 325 (schéma V-2) et réaliser les mémes séries de réaction décrites pour les
sulfatations des tri- et tétrasaccharides et ainsi obtenir les pentasaccharides biotinylés,
monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall (benzoylation régiosélective en 6 puis sulfatation ou
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sulfatation régiosélective en 6 et acétylation suivis de saponification, hydrogénation
catalytique et biotinylation).

ACO
AcO

MeO,C

Benzoylation régiosélective en 6, sulfatation en 4

AcO
AcO

OAc

W%

NHAc MeO,C

OH
OB OBz OH
o) o)
o o
" NHz
OBz OBz

Sulfatation régiosélective en 6, acétylation en 4

MeO,C
0A
OA
R,=SO3Na saponlflcatlon hygrogénolyse, biotinylation ~Rs=Ac
Rg=Bz Rg= SO3Na
PR NH)I\NH
NHAC Naozc | P S H
H N
HO
o)
Na0,C
’ R“ SO3Na Rg= SOzNa
OH Rg=H

4=

Schéma V- 2

Concernant les pentasaccharides biotinylés qui seront monosulfatés en 4 ou 6 sur
Gal2, il faudra réaliser une glycosylation entre 1’accepteur 282 et le donneur 322 (schéma V-
3), puis effectuer la méme série de réactions que pour les tri- et tétrasaccharides biotinylés
monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall (déchloroacétylation, réduction du N-TCA, benzoylation
régiosélective en 6 puis sulfatation ou sulfatation régiosélective en 6 et acétylation suivis de
saponification, hydrogénation catalytique et biotinylation).
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OAc
OA cnco 9ACC o8f oB
MeO,C c
ACO o o) MeO,C. o
AcO o + HO
OAc TCAN ; BZO
322 o cal : OBz
3 !
i Glycosylation
NH \l OAcCI OB
CIAcO oBf
OAc NHTCA MeOzC
AcO o
AcO ~~"NHz
OBz
Me0,C .
i Réduction du N-TCA, déchloroacétylation
! 0B
; OH PH oBZ
NHAc MeOzC o
AcO o} (o}
Acow g \/\NHZ
OBz
MeO,C
OA '
OAc i
Benzoylation régiosélective en 6, sulfatation en 4 Sulfatation régiosélective en 6, acétylation en 4
Y orPRe o8 o8B
NHAc MeOzC o o
AcO O O.
Acow \/\NHZ
OBz 0Bz
Me0,C R4 = sogNa ; Ry= AC
OAc R¢= 5 Rg=SO3Na

saponlflcation hygrogénolyse, biotinylation

-

ORe OHOH
OH NHAc NaO,C o
HO o o}
HO ° m
NaO,C
OH R4 = SO3Na
OH Rg=H
Schéma V- 3
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V-2 VERS LES HEPARANES SULFATES (HS).

Afin que nos collegues biologistes de Nancy puissent réaliser une étude compléte du
mécanisme de biosynthése des GAGs par les glycosyltransférases (GaINAcT1/2 et EXTL2/3),
il est pertinent de soumettre a ces enzymes les trisaccharides synthétises, ainsi que les tétra- et
pentasaccharides comportant les amorces de CS (pour les GaINAcT1/2) mais également des
tétra- et pentasaccharides comportant des amorces de HS (pour les EXTL2/3).

C’est pourquoi, il faudra synthétiser des séries complétes de tétra- et pentasaccharides
biotinylés de HS monosulfatés ou non en 4 ou 6 sur Gall ou Gal2 (schéma V-4). lls seront
obtenus a partir des mémes précurseurs 273 ou 284 formant les trois derniers sucres de la
zone de liaison liés & une amorce monosaccharidique de HS 328%® "™ ou disaccharidique de
HS 322.

NaOZC j\
NH NH
TCAN aooc .......... H
o )j\/\/\/
n=0oul \/\
MeO,C
Ac O MeOOC,
+ LevO
NHZ

OBz
CCI
n 328n=0 ¢ 273 R;, R, =DTBS, Ry = R4 Bz

322 n=1 284 R;=R,=Bz,R3=R,=CIAc

Schéma V-4

Ce travail a été initié en testant une glycosylation entre 1’accepteur 279 et I’imidate
328, précurseur de I’amorce de HS en présence de TMSOTS (schéma V-5). Nous avons
obtenu le tétrasaccharide désiré 329 avec un résultat médiocre (41%), ce rendement reste
cependant a optimiser avant de compléter la série de tétrasaccharides de HS biotinylés non
sulfatés, monosulfatés en 4 ou 6 sur Gall.

® Goddar-Borger E. D.; Stick R. V. Org. Lett. 2007, 9, 3797-3800
™ Grundler G.; Schmidt R. R. Liebigs Ann. Chem. 1984, 1826-1847
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OBz SI\\O
OAc oB o)
MeO,C.
AcO BzO NHZ
N OBz OBz
279

3 OBz
328 O\H/

NH

CCly

TMSOTF, CH,Cl,

30 min, TA 41%
onc >< >L

Si
0 o
Acgco oB OBz °
Ny Me0C o o ] o
gzom/o Oz
OBz OBz
OBz 329
Schéma V-5
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V1. CONCLUSION GENERALE.
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Lors de notre travail, nous avons atteint notre objectif, a savoir synthétiser des series
completes de tri- (204-208) et tétrasaccharides (209-213) biotinylés et diversement
monosulfatés ou non (schéma V-6). Pour ce faire, nous avons préparé trois monosaccharides
clés communs : le dérivé p-glucuronique 227, le dérivé p-Gal2 249 et le dérivé p-Gall 250.
L’assemblage des précurseurs 227 et 249, nous a permis d’accéder aux imidates 271,
benzoylé sur p-Gal2 et 272, chloroacétylé sur p-Gal2. Une glycosylation de 1’imidate 271
avec le précurseur p-Gall 250 a ensuite conduit au trisaccharide commun intermédiaire 273
silylé sur le p-Gall, précurseur des oligosaccharides non sulfatés et monosulfatés sur p-Gall.
Une glycosylation de I’imidate 272 avec le monosaccharide 287 (issu du monosaccharide clé
250) a quant a elle conduit au trisaccharide commun intermédiaire 284 chloroacétylé sur p-
Gal2, précurseur des oligosaccharides monosulfatés sur o-Gal2. La construction des
tétrasaccharides a également nécessité la synthése du précurseur o-GalNAc 328.

Si
OBz

o
RO OB
MeOZC
Levg 5 ° 0 o
z ~~"nHz S HO ~"NHz

CCl
271 R4 =Re=Bz ° : 287

272 Ry=Rg= CIAc

OAc
oAc MeOOC
9 + LevO
AcO ~"nnz

TCANH OTCCIQ

328 NH 273 Ry, R, =DTBS, Rz=R,=
284 R;=R,=Bz Ry=R,= CIAc

o
NH)KNH
NHA: NaOOC “““ il
0\/\ M S
OH
204 R;=R,=Ry=R,=H 209 R;=Rp=R3=R;=H
205 R;=S03Na, R,=R3=R,=H 210 R;=SO3Na, Ry=R3=Rs=H
n=014 206 R;=Rys=R,=H,R,=SO;Nan=19 211 Ri1=R3=R;=H, R;=S03Na
207 R;=R,=R;=H,R;=S03;Na 212 R;=R,=R,=H, R3=S0O3Na
208 R;=R,=R3=H, R,;=S0O3Na 213 R;=R,=R3=H, R;=SO3Na
Schéma V- 6

Ces deux séries d’oligosaccharides biotinylées permettront & nos collégues biologistes
de Nancy d’étudier le mécanisme d’initiation de la biosynthése et de 1’¢longation des chaines
de CS par les GaINAcT1/2 pour comprendre le rdle des sulfatations dans la biosynthése des
GAGs au niveau de la bifurcation CS/HS et également de déterminer si I’initiation et/ou
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I’¢longation de la biosyntheése des GAGs se fait directement a partir de la zone de
liaison convenablement sulfatée ou bien si la présence d’une amorce de CS dont la zone de
liaison est convenablement sulfatée est nécessaire a cela.

La synthése des pentasaccharides comportant le motif disaccharidique de CS permettra
de déterminer s’il existe une longueur de 1’amorce nécessaire pour stimuler 1’initiation et/ou
I’élongation des chaines de CS par les GaINAcT1/2.

Il reste maintenant a poursuivre ces voies de synthese afin de compléter la série de
pentasaccharides biotinylés (zone de liaison monosulfatée + amorce disaccharidique de CS),
et de réaliser des synthéses similaires dans la série HS en synthétisant des tétrasaccharides
biotinylés (zone de liaison monosulfatée ou non + amorce monosaccharidique de HS) et des
pentasaccharides biotinylés (zone de liaison monosulfatée ou non + amorce disaccharidique
de HS). Ce travail accompli permettra la réalisation d’études enzymatiques comparatives sur
les glycosyltransférases, responsables de I’initiation et de 1’¢longation des chaines de CS et de
HS, dans le but d’en tirer des conclusions nécessaires a la compréhension de ce mécanisme de
biosynthése encore mal connu.

A plus long terme, nous imaginons réaliser la synthése de tétra- et pentasaccharides de
CS et de HS dont les sucres aminés porteront des groupements sulfates avec différentes
combinaisons possibles de sulfatations de la zone de liaison. En partant de la, nous pourrons
envisager d’allonger la zone de liaison avec de plus longues amorces de CS et de HS (3, 4,
5...) laissant ainsi place a une multitude de possibilités et d’oligosaccharides a synthétiser.
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Chromatographie

Les CCM ont été réalisées sur des feuilles d’aluminium recouvertes de silice Merck
60F,54 (épaisseur 0.2 mm). Elles ont été révélées par pulvérisation d’un mélange éthanol-
acide sulfurique (95: 5) ou par une solution de ninhydrine (1% dans 1’acétone), puis par
chauffage au moyen d’un décapeur thermique.

Les chromatographies flash sont réalisées sur un gel de silice (E.Merck, 40-63 um).

Spectrométrie

Les spectres de masse ont été obtenus a partir d’un spectromeétre Micromass Quattro
Ultima triple quadripdle opérant en modes négatif et positif ou d’un spectrométre Perkin-
Elmer SCIEX API 300 en mode positif, équipés d’une source d’ionisation par électrospray.

Les spectres de masse haute résolution ont été réalisés a I’Institut de Chimie
Organique et Analyrique (ICOA) UMR 7311.

Les spectres de RMN *H et *C ont été enregistrés & 25°C au moyen de spectrométres
Brucker DPX-250 ou AV-400. Les déplacements chimiques (8) sont mesurés en ppm, (s:
singulet, d: doublet, dd; doublet de doublet, t: triplet, m: massif, q: quadruplet) par
rapport :

- au Me,Si en tant que standard interne pour les spectres effectués dans le CDCls.

- al’acétone en tant que standard interne pour les spectres effectués dans le D,0.

- au signal résiduel de I’acétone, du DMSO et du MeOH pour les spectres effectués
dans ces solvants.

Autres analyses physiques

Les pouvoirs rotatoires optiques ont été mesurés a 20°C avec un polarimétre Perkin-
Elmer 341.

Les points de fusion ont ét¢ déterminés dans des tubes capillaires au moyen d’un
appareil Bchi.

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

Divers

Afin de simplifier la description des protocoles opératoires, les composés
trichloroacétimidoylés seront dénommes « imidate ».

Les reactions finales de biotinylation sont realisées avec le N-succinimidyl-6-
(biotinamido)hexanoate qui sera appelé « réactif biotinylé » dans la description des protocoles
opératoires qui suivront.
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Organisation de la partie expérimentale

Dans la partie expérimentale chaque molécule apparait par ordre numérique croissant.

Lors de la description des spectres de RMN *H, les constantes de couplage ne sont pas
rappelées.

Les différents composés sont denommés selon la nomenclature anglo-saxone
francisée.
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(B-p-galactopyranosyl)-( 1—3)-p-p-galactopyranoside 204%

OH OH
HO OH
NaO,C o
HO o) o o q n |
HO ~">N"p
OH OH OH r H )
11 i |

m k

C36H590N4NaO20S
MW = 922,923 g.mol™

Le trisaccharide 275 (23,5 mg, 33 umol) est dissous dans I’eau distillée (8 ml) et une
quantité catalytiqgue de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 1/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (765 pl), de Et3N (85 ul) et d’eau distillée (850 pul) puis du
réactif biotinylé (44,6 mg, 98 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel est
ainsi agité pendant 1h & TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois avec
de ’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit désiré
sous la forme d’une poudre blanche (19,3 mg, 64 % sur les 2 étapes).

[@]2 =+ 17 (c=1, H,0)
HRMS : m/z: calculée pour C3sHs9020N4S ([M-Na]’) : 899,34488 ; trouveée : 899,34481

RMN *H (400 MHz, D,0) : & (ppm) 4.70 (d, 1H, J1,= 8.00 Hz ; H-1"), 4.68 (d, 1H, J;,=
8.00 Hz ; H-1'), 4.62 (ddd, 1H, Jc¢<1Hz, J.o= 5.0 Hz, Jy= 8.00 Hz; H-c), 4.48 (d, 1H, J1,=
8.00 Hz; H-1"", 4.44 (dd, 1H, Jpe= 4.5 Hz; H-b), 4.22-4.20 (m, 2H; H-4' H-4"), 4.02-3.97
(m, 1H; OCH,), 3.86-3.69 (m, 12 H; H-2', H-2", H-3', H-3" H-5' H-5", H-5" H-6a', H-6b',
H-6a", H-6b", OCH,), 3.54-3.52 (m, 2H; H-3"', H-4""), 3.48-3.43 (m, 3H; H-2"", CH-q),
3.38-3.34 (m, 1H; H-e), 3.21-3.18 (m, 2H; CH.-k), 3.01 (dd, 1H, Js- = 5.0 Hz, J¢o= 13.0 Hz;
H-d%), 2.80 (dd, 1H; H-d), 2.31-2.28 (m, 4H; CHa-i, CH,-0), 1.79-1.29 (m, 12H; CH,-f, CH,-
g, CHz-h, CH2-|, CHz-m et CHz-n).

RMN *C (100 MHz, D,0) : & (ppm) 177.75, 177.24, 176.54, (3C; C-6"', C=0), 165.96
(1C, C-a), 104.62, 104.23 (2C; Cc-1', c-1", 103.25 (1C; c-1"), 83.04, 82.96 (2C; C-3', C-3"),
76.88, 76.00, 75.48, 73.83, 72.45, 70.85 (8C; c-2', c-2" c-2"' c-3" c-4" c-5' c-5" c-
5", 69.11 (1C; OCHy,), 69.08, 68.70, (2C; C-4', C-4"), 62.77 (1C, C-b), 61.63 (2C; C-6', C-
6"), 60.93 (1C; C-c), 56.08 (1C; C-e), 40.39 (1C; C-d), 39.98, 39.78 (2C; C-k, C-q), 36.30,
36.22 (2C; C-i, C-0), 28.72, 28.54, 28.37, 26.24, 25.91, 25.65 (6C; C-f, C-g, C-h, C-I, C-m,
C-n).
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(B-p-galactopyranosy)l-(1—3)-sodium-6-O-sulfonato-p-o-galactopyranoside 205

0SO;3Na

OH
HO OH
NaO,C
HO (0] o (0] o (o] o q
HO \/\N
OH OH OH roH
11 Ml |

C36HssN4aNax023S;
MW = 1024,968 g.mol™

Le trisaccharide 254 (32,8 mg, 40 umol) est dissous dans 1’eau distillée (10 ml) et une
quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H, (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0O : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (0,9 ml), de Et3N (0,1 ml) et d’eau distillée (1 ml) puis du
réactif biotinylé (54,5 mg, 120 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel
est ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois
avec de I’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit
désiré sous la forme d’une poudre blanche (29,2 mg, 71% sur les 2 étapes).

[@]% =+ 19 (c=1, H,0)
HRMS: m/z: calculée pour C3Hsg023N4S; ([M-ZNa]Z') : 489,14721; trouvée: 489,14818

RMN 'H (400 MHz, D,0) : & (ppm) 4.70 (d, 1H, J;,= 8.00 Hz ; H-1"), 4.68 (d, 1H, J;,=
8.00 Hz; H-1"), 4.63 (ddd, 1H, J.4<1Hz, J.4= 5.0 Hz, Jp= 8.00 Hz; H-c), 4.50 (d, 1H, J1 =
8.00 Hz; H-1"), 4.44 (dd, 1H, Jye= 4.5 Hz; H-b), 4.27 (dd, 1H, Js4= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4),
4.24 (dd, 1H, J34 = 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.23-4.21 (m, 2H; H-6a', H-6b"), 3.99-3.96 (m,
2H; OCH,, H-5"), 3.88-3.69 (m, 9 H; H-2' H-2" H-3' H-3" H-5" H-5" H-6a", H-6b"
OCHy,), 3.55-3.53 (m, 2H; H-3"', H-4""), 3.48-3.43 (m, 3H; H-2"", CH,-q), 3.36-3.33 (M, 1H;
H-e), 3.21-3.18 (m, 2H; CH,-k), 3.02 (dd, 1H, Js-= 5.0 Hz, Jq¢= 13.0 Hz; H-d"), 2.80 (dd,
1H; H-d), 2.31-2.25 (m, 4H; CH,-i, CH-0), 1.79-1.32 (m, 12H; CHy-f, CH»-g, CH,-h, CHa-l,
CHz-m et CHy-n).

RMN *C (100 MHz, D,0) : & (ppm) 177.67, 177.18 (3C; C-6"', C=0), 165.88 (1C, C-a),
104.57, 104.14 (2C; c-1', c-1"), 103.12 (1C; c-1"", 82.96, 82.67 (2C; C-3', C-3"), 75.86,
75.33, 73.70, 73.00, 72.32, 70.71, 70.32 (8C; c-2', c-2" c-2" c-3" c-4" c-8', c-5", C-
5", 69.24 (1C; OCH,), 68.73, 68.57 (2C; C-4', C-4"), 67.87 (1C; C-6'), 62.64 (1C, C-b),
61.47 (1C; C-6"), 60.81 (1C; C-c), 55.93 (1C; C-e), 40.27 (1C; C-d), 39.92, 39.65 (2C; C-k,
C-q), 36.18, 36.10 (2C; C-i, C-0), 28.55, 28.40, 28.23, 26.09, 25.79, 25.52 (6C; C-f, C-g, C-h,
C-1, C-m, C-n).
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VII- Partie expérimentale

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(B-p-galactopyranosyl)-(1—3)-sodium-4-O-sulfonato-p-o-galactopyranoside 206

OH OH
HO Na03SO
NaO,C o
0 o] 0] q |
" 0 © o )J\/\/\/
HO ~">NTp
OH OH OH roH
11 1l |

n
o m k

CasHssNaNax023S;
MW = 1024,968 g.mol™

Le trisaccharide 280 (32,8 mg, 40 umol) est dissous dans 1’eau distillée (10 ml) et une
quantité catalytiqgue de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H; (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0O : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (0,9 ml), de Et3N (0,1 ml) et d’eau distillée (1 ml) puis du
réactif biotinylé (54,5 mg, 120 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel
est ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois
avec de I’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit
désiré sous la forme d’une poudre blanche (32,5 mg, 79 % sur les 2 étapes).

[@]% =+ 16 (c= 1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CagHsgO23N4S, ([M-2Na]?): 489,14721 ; trouvée : 489,14853 ;
calculée pour C3sHss023N4NaS, ([M-Na]’) : 1001,28364 ; trouvée : 1001,28269

RMN *H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 4.88 (dd, 1H, J34= 2.5 Hz; H-4"), 4.71 (d, 1H, J;,= 8.0
Hz; H-1""), 4.69 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz; H-1"), 4.63 (ddd, 1H, J.¢<1Hz, J.¢= 5.5 Hz, Jp= 7.5
Hz; H-c), 4.50 (d, 1H, J12= 8.0 Hz ; H-1"), 4.45 (dd, 1H, Jy.= 4.5 Hz; H-b), 4.18 (dd, 1H,
Jas<1Hz ; H-4"), 4.04 (dd, 1H, Jo5= 10.0 Hz; H-3"), 4.03-3.97 (m, 1H; OCH,), 3.85-3.68 (m,
11H; H-2', H-2" H-3", H-5', H-5", H-5"" H-6a', H-6b', H-6a", H-6b", OCH,), 3.55-3.52 (m,
2H; H-3" H-4"), 3.47-3.41 (m, 3H; H-2"", CH,-q), 3.36-3.33 (M, 1H; H-e) 3.24-3.16 (m, 2H;
CHx-k), 3.02 (dd, 1H, J¢.= 5.0 Hz, Joo= 13.0 Hz; H-d*), 2.81 (dd, 1H; H-d), 2.31-2.25 (m,
4H; CHg-i, CH3-0), 1.77-1.31 (m, 12H; CHy-f, CH2-g, CHz-h, CHa-I, CHz-m et CH,-n).

RMN *3C (100 MHz, D,0) : & (ppm) 177.65, 177.12, 176.50 (3C; C-6"", C=0), 165.85 (1C,
C-a), 104.50, 104.22 (2C; c-1", c-1"), 103.17 103.16 (1C; C-1'), 82.89 (1C; C-3"), 79.03
(1C; C-3"), 77.99 (1C; C-4), 75.84, 75.45, 75.06, 73.66, 72.31, 70.94, 70.69 (8C; C-2', Cc-2",
c-2" c-3" c-4" c-5', c-5" c-5"", 69.07 (1C; OCH,), 68.92 (1C; C-4"), 62.64 (1C, C-b),
61.61, 61.53 (2C; C-6', C-6"), 60.80 (1C; C-c), 55.95 (1C; C-e), 40.27 (1C; C-d), 39.82,
39.64 (2C; C-k, C-q), 36.17, 36.08 (2C; C-i, C-0), 28.57, 28.41, 28.23, 26.08, 25.77, 25.51
(6C; C-f, C-g, C-h, C-I, C-m, C-n).
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VII- Partie expérimentale

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-
(1-3)- (sodium-6-O-sulfonato B-p-galactopyranosyl)-( 1—3)-p-p-galactopyranoside
207%

0SOzNa

C36HssN4Nax023S;
MW = 1024,968 g.mol™

Le trisaccharide 298 (33,9 mg, 41,3 umol) est dissous dans I’eau distillée (10 ml) et
une quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H, (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0O : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (0.9 ml), de Et3N (0.1 ml) et d’eau distillée (1 ml) puis du
réactif biotinylé (56,4 mg, 124 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel
est ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois
avec de I’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit
désiré sous la forme d’une poudre blanche (27,4 mg, 65% sur les 2 étapes).

[@]% =+ 15 (c=1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour C3sHsgN4O23S; ([M-ZNa]Z'):489,14721; trouvée : 489,14823,
calculée pour CagHsoN4O23S, ([M+H-2Na]?) : 979,30170 ; trouvée : 979,30282, calculée pour
CasHssN4NaO23S; ([M-Na]) : 1001,28364 ; trouvée : 1001,28399

RMN 'H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 4.70 (d, H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.67 (d, 1H, J1,= 7.5
Hz ; H-1"), 4.62 (ddd, 1H, J.4<1Hz, J.¢ = 4.8 Hz, Jy = 8.00 Hz; H-c), 4.48 (d, 1H, J;,=8.0
Hz; H-1"), 4.44 (dd, 1H, Jye= 4.5 Hz; H-b), 4.28, 4.24 (2dd, 1H, J54= 2.5 Hz, J45<1Hz; H-4'
H-4"), 4.22-4.20 (m, 2H; H-6a", H-6b"), 4.02-3.97 (m, 1H; OCH,), 3.93 (dd, 1H, Js6.= 5.5
Hz, Js6v= 6.0 Hz; H-5"), 3.87-3.68 (m, 9H; H-2', H-2" H-3' H-3" H-5' H-5"" H-6a', H-6b',
OCH,), 3.55-3.52 (m, 2H; H-3"" H-4""), 3.48-3.41 (m, 3H; H-2"", CH,-q), 3.36-3.33 (m, 1H;
H-e), 3.21-3.17 (m, 2H; CH,-k), 3.01 (dd, 1H, Js-.= 5.0 Hz, Jq¢= 13.0 Hz; H-d*), 2.80 (dd,
1H; H-d), 2.30-2.24 (m, 4H; CHy-i, CH»-0), 1.77-1.30 (m, 12H; CH,-f, CH»-g, CH,-h, CHa-I,
CH,-m et CHy-n).

RMN C (100 MHz, D,0) : & (ppm) 177.70, 177.1 (3C; C-6"', C=0), 165.90 (1C, C-a),
104.38, 104.22 (2C; c-1', c-1"), 103.16 (1C; c-1""), 83.34, 82.85 (2C; C-3', C-3"), 75.88,
75.60, 73.71, 73.08, 72.32, 70.59, 70.32, 70.25 (8C; c-2', c-2", c-2" c-3" c-4" c-5', c-
5" c-5"), 69.01 (1C; OCHy,), 68.50 (2C; C-4', C-4"), 68.38 (1C; C-6"), 62.68 (1C, C-h),
61.86 (1C; C-6'), 60.84 (1C; C-c), 55.98 (1C; C-e), 40.30 (1C; C-d), 39.90, 39.68 (2C; C-k,
C-q), 36.20, 36.12 (2C; C-i, C-0), 28.61, 28.45, 28.27, 26.14, 25.81, 25.55 (6C; C-f, C-g, C-h,
C-1, C-m, C-n).
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VII- Partie expérimentale

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-
(1—3)- (sodium-4-O-sulfonato-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)--o-galactopyranoside 208

OH OH
Na0,SO OH
NaO,C o
(0] (0] (0] q n |

" 0 © 0 )]\/\/\/
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OH OH OH r H 0
1 Ml |

m k

CseHssN4aNax 0235,
MW = 1024,968 g.mol™

Le trisaccharide 301 (33,4 mg, 40,7 umol) est dissous dans I’eau distillée (10 ml) et
une quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H, (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (0.9 ml), de Et3N (0.1 ml) et d’eau distillée (1 ml) puis du
réactif biotinylé (55.5 mg, 122,2 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel
est ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois
avec de I’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit
désiré sous la forme d’une poudre blanche (25 mg, 60 % sur les 2 étapes).

[@]2 =+ 12 (c=1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour C3sHsg023N4S; ([M-2Na]2'): 489,14721 ; trouvée : 489,14764 ;
calculée pour CzgHs9023N4S, ([M+H-2Na]): 979,30170 ; calculée pour CszsHsgO23N4NaS;
(IM-Na]’) : 1001,28364 ; trouvée : 1001,28430

RMN H (400 MHz, D;0) : & (ppm) 4.81 (dd, 1H, J34= 2.0 Hz, J45<1Hz; H-4"), 4.79 (d, 1H,
J12= 7.5 Hz; H-1"), 4.70 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz; H-1"), 4.62 (ddd, 1H, J.4<1Hz, J. 4= 5.0 Hz,
Jbe= 7.5 Hz; H-c), 4.47 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.43 (dd, 1H, Jye= 5.0 Hz; H-b), 4.19 (dd,
1H, Jss<lHz; H-4"), 4.06 (dd, 1H, J,5= 10.0 Hz, Js4= 3.0 Hz; H-3"), 4.00-3.95 (m, 1H;
OCH,), 3.85-3.69 (m, 11H; H-2', H-2" H-3" H-5' H-5" H-5" H-6a', H-6b' H-6a", H-6b",
OCH,), 3.58-3.49 (m, 2H; H-3"" H-4"", 3.48-3.36 (m, 3H; H-2"", CH,-q), 3.35-3.33 (m, 1H;
H-e), 3.20-3.16 (m, 2H; CH,-k), 3.00 (dd, 1H, Js-.= 5.0 Hz, Jq¢= 13.0 Hz; H-d"), 2.79 (dd,
1H; H-d), 2.29-2.24 (m, 4H; CHy-i, CH,-0), 1.77-1.29 (m, 12H; CH,-f, CH,-g, CH,-h, CHa-l,
CH,-m et CHy-n).

RMN *3C (100 MHz, D,0) : & (ppm) 177.72, 177.69, 176.51 (3C; C-6"', C=0), 165.89 (1C,
C-a), 104.69 (1C; Cc-1"), 103.42 (1C; c-1"), 103.19 (1C; C-1), 83.06 (1C; C-3'), 77.79 (1C;
c-4"), 77.16 (1C; c-3"), 76.76, 75.95, 75.38, 75.05, 73.68, 72.45, 71.62, 70.49 (8C; C-2', C-
2" c-2" c-3" c-4" c-5', c-5", c-5", 69.00 (1C; C-4'), 68.90 (1C; OCH,), 62.68 (1C, C-
b), 61.59, 61.53 (2C; C-6', C-6"), 60.84 (1C; C-c), 55.98 (1C; C-e), 40.30 (1C; C-d), 39.88,
39.68 (2C; C-k, C-q), 36.20, 36.11 (2C; C-i, C-0), 28.61, 28.43, 28.27, 26.14, 25.81, 25.55
(6C; C-f, C-g, C-h, C-I, C-m, C-n).
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VII- Partie expérimentale

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-p-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(sodium p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-p-p-galactopyranoside 209

OH OH
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C44H72NsNaO25S
MW = 1122,116 g.mol™

Le tétrasaccharide 307 (37 mg, 40 umol) est dissous dans 1’eau distillée (5 ml) et une
quantité catalytiqgue de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphéere de H, (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur Célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (0.9 ml), de EtsN (0.1 ml) et d’eau distillée (1 ml) puis du
réactif biotinylé (55 mg, 120,5 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel
est ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois
avec de ’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit
désiré sous la forme d’une poudre blanche (37 mg, 81 % sur les 2 étapes).

[@]% =+ 29,5 (c=1, H,0)

HRMS: m/z: calculée pour CuH7sNsO2S: ([M+3H-Na]?*): 552,723043; trouvée :
552,722743, calculée pour C44H72N5025S : ([M-Na]) : 1102,424257 ; trouvée : 1102,424866,
calculée pour C44H7sN5025S : ([M+2H-Na]") : 1104,438810 ; trouvée : 1104,437212, calculée
pour CagH77NgO25S : ([M+H-NH4-Na]") : 1121,465359; trouvée: 1121,462743, calculée pour
CasH73NsNaO2sS : ([M+H]) : 1126,420755; trouvée: 1126,420131

RMN *H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 4.69 (d, 1H, J;,= 8.00 Hz; H-1""), 4.67 (d, 1H, J;,= 7.5
Hz; H-1'""), 4.63 (ddd, 1H, J.¢<1Hz, J. o= 5.0 Hz, Jy = 8.0 Hz; H-c), 4.49 (d, 1H, J;,= 8.5
Hz; H-1V), 4.47 (d, 1H, J;1,= 7.0 Hz; H-1""), 4.44 (dd, 1H, Jy= 4.5 Hz; H-b), 4.21 (dd, 1H,
Jas= 3.0 Hz, Js5<1Hz ; H-4'""), 4.17 (dd, 1H, Js34= 2.5 H, Js5<1Hz; H-4'*"), 4.02-3.96
(m, 1H; OCHy), 3.94 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 3.91-3.88 (m, 1H; H-2""), 3.86-
3.68 (m, 18H; H-2', H-2" H-3' H-3" H-3", H-4" H-5' H-5" H-5" H-5" H-6a', H-6b', H-
6a", H-6b", H-6a'"", H-6b", OCH,), 3.64 (dd, 1H, J,5= 9.5 H, J34= 9.0 Hz ; H-3""), 3.50-3.43
(m, 3H; H-2" CH,-q), 3.37-3.33 (m, 1H; H-¢), 3.22-3.18 (M, 2H; CH,-k), 3.01 (dd, 1H, J¢.=
5.0 Hz, Joo= 13.0 Hz; H-d"), 2.80 (dd, 1H; H-d), 2.30-2.25 (m, 4H; CHy-i, CH-0), 2.06 (s,
3H; NHC(O)CHs), 1.79-1.31 (m, 12H; CH,-f, CH2-g, CH,-h, CHy-I, CH,-m et CH,-n).

RMN *C (100 MHz, D,0): & (ppm) 177.65, 177.13, 175.60, 175.19 (4C; C-6", C=0),
165.87 (1C, C-a), 104.52 (1C; C-1""), 104.40, 103.18 (2C; c-1', c-1"), 101.58 (1C; Cc-1"),
83.12, 82.90 (2C; C-3', c-3"), 80.10, 77.01, 75.83, 75.37, 74.27, 73.51, 71.68, 70.66, 70.47
(1oc; c-2', c-2" c-2" c-3" c-3V, c-4" c-5', c-5" c-5", c-5"Y), 69.00 (1C; OCH,),
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VII- Partie expérimentale

68.98, 68.66, 68.38 (3C; C-4', c-4", c-4"), 62.67(1C, C-b), 61.67, 61.52 (3C; C-6', C-6", C-
6'), 60.83 (1C; C-c), 55.99 (1C; C-e), 52.92 (1C; C-2"), 40.30 (1C; C-d), 39.87, 39.68 (2C;
C-k, C-q), 36.20, 36.12 (2C; C-i, C-0), 28.62, 28.46, 28.28, 26.15, 25.82, 25.56 (6C; C-f, C-g,
C-h, C-I, C-m, C-n), 23.06 (1C; NHC(O)CHs).

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-p-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(sodium p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(f-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 6-O-sulfonato-p-p-galactopyranoside 210
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Cu4H71NsNaxO28S;
MW = 1228,161 g.mol™

Le tétrasaccharide 309 (21 mg, 20 pmol) est dissous dans 1’eau distillée (5 ml) et une
quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H, (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (675ul), de EtsN (75 ul) et d’eau distillée (750 pl) puis du
réactif biotinylé (28 mg, 60 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel est
ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois avec
de ’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit désiré
sous la forme d’une poudre blanche (16 mg, 64 % sur les 2 étapes).

[@]% =+ 16 (c= 1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CasH7sN5025S @ ([M+4H-SO3sNa-Na]?") : 552,723043 ; trouvée :
552,721808, calculée pour CasH71N502S; : ([M-2Na]?) : 590,686898 ; trouvée : 590,687812,
calculée pour CasH7sN50,6S; : ([M+4H-2Na]?") : 592,701451 ; trouvée : 592,700421, calculée
pour Ca4H7sNsNaO4gS, : ([M+3H-Na]") : 603,692423 ; trouvée : 603,691195, calculée pour
pour C44H72N5028S, : ([M+H-2Na]) : 1182,381072; trouvée: 1182,381858, calculée
pour C44H7sN502S, :  ([M+3H-2Na]") : 1184,395625; trouvée : 1184,392904, calculée
pour Ca4H77Ng02S; : ([M+2H+NH4-2Na]") : 1201,422174 ; trouvée : 1201,420667, calculée
pour C44H71NsNaO2S; : ([M-Na]) : 1204,361679 ; trouvée : 1204,362693

RMN *H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 4.69 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz; H-1"), 4.67 (d, 1H, J,1,= 7.5
Hz; H-1'"""), 4.63 (ddd, 1H, J.¢<1Hz, J. o= 4.5 Hz, Jy = 8.0 Hz; H-c), 4.50 (d, 1H, J;,= 8.5
Hz; H-1"), 4.49 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz; H-1""), 4.45 (dd, 1H, Jy= 4.5 Hz; H-b), 4.27 (dd, 1H,
Jas= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.23-4.21 (m, 2H ; 6a', H-6b"), 4.17 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz,
Jas<1Hz ; H-4"), 4.00-3.87 (m, 4H ; H-2", H-3', H-4"Y, OCH,), 3.86-3.69 (m, 14H ; H-2', H-
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2" H-3", H-3V, H-4" H-5', H-5", H-5"' H-5", H-6a", H-6b", H-H-6a"V, H-6b", OCHy),
3.64 (dd, 1H, Jo5= 9.5 H, Js4= 9.0 Hz ; H-3""), 3.49-3.44 (m, 3H; H-2"', CH,-q), 3.39-3.30
(m, 1H; H-e), 3.22-3.18 (m, 2H; CH-k), 3.02 (dd, 1H, J¢.= 5.0 Hz, Joo= 13.0 Hz; H-d’),
2.80 (dd, 1H; H-d), 2.36-2.25 (m, 4H; CHa-i, CH,-0), 2.07 (s, 3H; NHC(O)CHs), 1.79-1.30
(m, 12H; CHz-f, CHz-g, CHz-h, CH2-|, CH,-m et CHz-n).

RMN **C (100 MHz, D,0): & (ppm) 177.68, 177.20, 175.63, 175.21 (4C; C-6", C=0),
165.90 (1C, C-a), 104.57, 104.41, 103.14, 101.57 (4C; c-1', c-1" c-1" c-1"), 83.15, 82.71
(2c; c-3', c-3"), 80.09, 77.01, 75.83, 75.35, 74.27, 73.53, 73.05, 71.70, 70.67, 70.35 (10C;
c-2', c2" c-2" c-3" c-3V, c-4" c-5' c-5" c-5" c-5"Y), 69.27 (1C; OCH,), 68.79,
68.67, 68.39 (3C; C-4', c-4" c-4"), 67.91 (1C; C-6"), 62.67 (1C, C-b), 61.65, 61.49 (2C; C-
6', C-6'), 60.84 (1C; C-c), 55.97 (1C; C-e), 52.93 (1C; C-2"V), 40.30 (1C; C-d), 39.95, 39.69
(2C; C-k, C-q), 36.21, 36.13 (2C; C-i, C-0), 28.59, 28.44, 28.27, 26.13, 25.82, 25.55 (6C; C-f,
C-g, C-h, C-1, C-m, C-n), 23.06 (1C; NHC(O)CHs).

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-p-o-

galactopyranosyl)-(1—4)-(sodium p-o-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(f-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 4-O-sulfonato-p-p-galactopyranoside 211

OH OH
HO Na0;SO
NHAc  NaO,C.
0 Q o) g 9 CooR
HO 9 o 0 o )Jv\/\/N
d HO ~—">N"p
OH OH OH ro H k

n
o m
OH
OH

Cu4H71NsNax028S;
MW = 1228,161 g.mol™

Le tétrasaccharide 312 (19 mg, 18,5 umol) est dissous dans 1’eau distillée (5 ml) et une
quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (675ul), de Et3N (75 ul) et d’eau distillée (750 pl) puis du
réactif biotinylé (25 mg, 55 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel est
ainsi agité pendant 1h a TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois avec
de ’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit désiré
sous la forme d’une poudre blanche (17 mg, 74 % sur les 2 étapes).

[@]% =+ 20 (c=1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CasH7sN5025S @ ([M+4H-SO3sNa-Na]*") : 552,723043 ; trouvée :
552,722956, calculée pour CasH7:N502S; : ([M-2Na]?) : 590,686898 ; trouvée : 590,687789,
calculée pour CasH7sNs025S, : ([M+4H-2Na]?") : 592,701451 ; trouvée : 592,701340, calculée
pour Ca4H74NsNaO2S; : ([M+3H-Na]™) : 603,692423 ; trouvée : 603,691851, calculée pour
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pour C44H72N5028S, : ([M+H-2Na]) : 1182,381072; trouvée: 1182,381957, calculée
pour C4gH7sN502S, :  ([M+3H-2Na]") : 1184,395625; trouvée : 1184,394686, calculée
pour CagH77NgO2S; : ([M+2H+NH,-2Na]") : 1201,422174 ; trouvée : 1201,421278, calculée
pour C4sH71NsNaO2sS, : ([M-Na]) : 1204,363017 ; trouvée: 1204,363307, Calculée
pour CysH73NsNaO4gS, : ([M+2H-Na]™") : 1206,377569 ; trouvée : 1206,376989

RMN 'H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 4.87 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.71 (d,
1H, J1,= 7.5 Hz; H-1"), 4.68 (d, 1H, J;,= 8.00 Hz; H-1"), 4.63 (ddd, 1H, J.¢<1Hz, Jea=
Jbe= 5.0 Hz; H-c), 4.50 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.49 (d, 1H, J;1,= 8.5 Hz ; H-1"), 4.44
(dd, 1H, Jpe= 4.5 Hz; H-b), 4.14 (dd, 1H, J34= 2.5 H, J4s<1Hz ; H-4"), 4.04 (dd, 1H, J;3=
10.0 Hz; H-3"), 4.00-3.97 (m, 1H; OCH,), 3.94 (dd, H, J34= 3.0 H, J,;5<1Hz ; H-4"), 3.91-
3.86 (m, 1H; H-2"), 3.80-3.70 (m, 17H; H-2', H-2" H-3", H-3", H-4" H-5' H-5" H-5"' H-
5", H-6a', H-6b', H-6a", H-6b", H-6a", H-6b", OCH,), 3.63 (dd, 1H, J23= 9.5 H, J3,= 9.0
Hz ; H-3"), 3.49-3.43 (m, 3H; H-2"", CH,-q), 3.37-3.33 (m, 1H; H-e), 3.22-3.16 (m, 2H;
CHa-k), 3.02 (dd, 1H, J¢.= 5.0 Hz, Joo= 13.0 Hz; H-d*), 2.81 (dd, 1H; H-d), 2.31-2.25 (m,
4H; CHy-i, CH2-0), 2.06 (s, 3H; NHC(O)CHs), 1.79-1.25 (m, 12H; CHy-f, CHz-g, CHa-h,
CHa-l, CH2-m et CHy-n).

RMN *¥C (100 MHz, D,0): & (ppm) 177.69, 177.18, 175.61, 175.20 (4C; C-6"', C=0) ,
165.90 (1C, C-a), 104.54 (2C; c-1", c-1"", 103.21 (1C; C-1Y), 101.58 (1C; C-1"), 83.12 (1C;
c-3", 79.13 (1C; c-3", 78.01 (1C; C-4"), 80.13, 77.03, 75.83, 75.51, 75.12, 74.26, 73.52,
71.72, 70.97, 70.65 (10C; c-2', c-2" c-2" c-3" c-3V c-4" c-g8', c-5" c-5" c-5"),
69.11 (1C; OCH,), 69.04 (1C; C-4"), 68.40 (1C; C-4"), 62.68 (1C, C-b), 61.64, 61.59 (3C; C-
6', C-6", C-6'), 60.84 (1C; C-c), 55.99 (1C; C-e), 52.93 (1C; C-2"), 40.30 (1C; C-d), 39.87,
39.68 (2C; C-k, C-q), 36.21, 36.12 (2C; C-i, C-0), 28.61, 28.44, 28.27, 26.13, 25.81, 25.55
(6C; C-f, C-g, C-h, C-l, C-m, C-n), 23.06 (1C; NHC(O)CHs).

2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-p-o-
galactopyranosyl)-(1—4)-(sodium p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium 6-O-
sulfonato B-o-galactopyranosyl)-(1—3)-p-p-galactopyranoside 212

0SO;Na

OH
HO HO
NHAc NaO,C
o 0 Q q Q W
HO %o 0 ° 0 NN
0o ~">Np
OH OH rH k

n
OH o} m
OH
OH

Cu4H71NsNaxO28S;
MW = 1228,161 g.mol™

Le tetrasaccharide 318 (25,5 mg, 25 umol) est dissous dans 1’eau distillée (5 ml) et une
quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H;, (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
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donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (675ul), de EtsN (75 ul) et d’eau distillée (750 pl) puis du
réactif biotinylé (34 mg, 75 pmol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel est
ainsi agité pendant 1h & TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois avec
de I’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans 1’eau donne le produit désiré
sous la forme d’une poudre blanche (21 mg, 69 % sur les 2 étapes).

[a]2 =+17,5 (c= 1, H;0)

HRMS: m/z: calculée pour CaH7sNs045S : ([M+4H-SOsNa-Na]*) : 552,723043 ; trouvée :
552,723033, calculée pour CasH7:N502S; : ([M-2Na]?) : 590,686898 ; trouvée : 590,687631,
calculée pour CusH7sN5046S; : ([M+4H-2Na]?") : 592,701451 ; trouvée : 592,701469, calculée
pour CasH7sNsNaOsS; : ([M+3H-Na]?*) : 603,692423 ; trouvée : 603,692286, calculée pour
pour C44H72N5028S, :  ([M+H-2Na]) : 1182,381072; trouvée: 1182,381617, calculée
pour C4sH7sN502S, :  ([M+3H-2Na]") : 1184,395625 ; trouvée : 1184,396378, Calculée
pour C4sH73NsNaO4gS, : ([M+2H-Na]™) : 1206,377569 ; trouvée : 1206,378104, calculée
pour CasaH72N5Na,02S; : ([M+H]") : 1228,359514 ; trouvée : 1228,361137

RMN *H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 4.69 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz; H-1"), 4.67 (d, 1H, J1,= 7.5
Hz; H-1'*""), 4.63 (ddd, 1H, J.4<1Hz, J. o= 4.5 Hz, Jy = 8.0 Hz; H-c), 4.49 (d, 1H, J;,=8.5
Hz; H-1"), 4.48 (d, 1H, J;1,= 8.0 Hz; H-1""), 4.44 (dd, 1H, Jy= 4.5 Hz; H-b), 4.29 (dd, 1H,
Jas= 3.0 Hz, Jss<1Hz; H-4"), 4.22-4.19 (m, 3H; H-4', 6a", H-6b"), 4.03-3.97 (m, 1H;
OCH,), 3.94-3.86 (m, 3H ; H-2", H-3' H-4"), 3.84-3.68 (m, 14H ; H-2', H-2" H-3" H-3",
H-4" H-5' H-5" H-5" H-5'" H-6a', H-6b', H-H-6a", H-6b", OCH,), 3.64 (dd, 1H, J;3=
9.5 H, Js4= 9.0 Hz ; H-3"), 3.49-3.44 (m, 3H; H-2"", CH.-q), 3.39-3.27 (m, 1H; H-e), 3.22-
3.18 (m, 2H; CHx-k), 3.02 (dd, 1H, J¢= 5.0 Hz, Jgo= 13.0 Hz; H-d*), 2.81 (dd, 1H; H-d),
2.31-2.25 (m, 4H; CH.-i, CH,-0), 2.07 (s, 3H; NHC(O)CHj3), 1.93-1.30 (m, 12H; CH,-f,
CHz-g, CHg-h, CH2-|, CHo-m et CHz-n).

RMN **C (100 MHz, D,0): & (ppm) 177.68, 177.18, 175.63, 175.21 (4C; C-6"', C=0),
165.89 (1C, C-a), 104.45, 107.34, 103.15 (3C; c-1', c-1", c-1"), 101.54 (1C; c-1"), 83.37,
82.96 (2C; C-3', C-3"), 80.05, 77.01, 75.83, 75.61, 74.26, 73.54, 73.08, 71.71, 70.52, 70.32
(10c; c-2' c-2" c-2" c-3" c-3V, c-4" c-5' c-5" c-5" c-5"), 69.03, 68.99 (2C; C-6",
OCH,), 68.58, 68.39 (3C; C-4', C-4", c-4'"), 62.68 (1C, C-b), 61.87, 61.64 (2C; C-6', C-6'"),
60.84 (1C; C-c), 55.98 (1C; C-e), 52.92 (1C; C-2"), 40.29 (1C; C-d), 39.90, 39.68 (2C; C-k,
C-q), 36.20, 36.12 (2C; C-i, C-0), 28.61, 28.45, 28.27, 26.14, 25.81, 25.55 (6C; C-f, C-g, C-h,
C-1, C-m, C-n), 23.06 (1C; NHC(O)CHj).
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2-(6-Biotinylamidohexanoyl)aminoéthyl O-(2-acétamido-2-désoxy-p-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(sodium g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium 4-O-
sulfonato B-o-galactopyranosyl)-(1—3)-B-p-galactopyranoside 213

OH OH
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Cu4H71NsNaxO28S;
MW = 1228,161 g.mol™

Le tétrasaccharide 321 (24 mg, 23 umol) est dissous dans I’eau distillée (5 ml) et une
quantité catalytique de Pd/C (10%) est ajoutée. Le mélange réactionnel est agité sous
atmosphére de H (ballon) pendant 17 h a TA, puis est filtré sur célite et concentré pour
donner le produit aminé brut (éluant CCM : AcOEt/MeOH/H,0 : 2/1/1). Ce dernier est
dissous dans un mélange de DMF (675ul), de Et3N (75 ul) et d’eau distillée (750 pl) puis du
réactif biotinylé (32 mg, 70 umol, 3 eq) est ajouté par portions et le mélange réactionnel est
ainsi agité pendant 1h & TA puis concentré a sec. Le résidu solide est lavé plusieurs fois avec
de I’EtOH. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau donne le produit désiré
sous la forme d’une poudre blanche (25 mg, 86 % sur les 2 étapes).

[a]® =+19,5 (c=1, H0)

HRMS : m/z: calculée pour CasH7sNsO2sS @ ([M+4H-SO3Na-Na]*") : 552,723043 ; trouvée :
552,722458, calculée pour CasH7:N502S; : ([M-2Na]?) : 590,686898 ; trouvée : 590,688599,
calculée pour CasH7sN50,6S; : ([M+4H-2Na]?") : 592,701451 ; trouvée : 592,700778, calculée
pour C4sH7sNsNaOsS; : ([M+3H-Na]?*) : 603,692423 ; trouvée : 603,691568, calculée pour
pour C44H72N5028S, : ([M+H-2Na]) : 1182,381072; trouvée: 1182,381140, calculée
pour Ca4H74N5028S, :  ([M+3H-2Na]™) : 1184,395625 ; trouvée : 1184,393477, calculée
pour Ca4H77Ng02S, : ([M+2H+NH4-2Na]™) : 1201,422174 ; trouvée : 1201,40665, calculée
pour C44H71NsNaO2S, :  ([M-Na]) : 1204,363017 ; trouvée : 1204,363110, calculée
pour Ca4H73NsNaO2S, : ([M+2H-Na]*) : 1206,377569 ; trouvée : 1206,376544, calculée
pour CaH72N5Na202S; : ([IM+H]") : 1228,359514 ; trouvée : 1228,356599.

RMN 'H (400 MHz, D,0) : & (ppm) 4.77 (dd, 1H, Js4= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.76 (d,
1H, J1= 7.5 Hz; H-1"), 4.71 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz; H-1"), 4.63 (ddd, 1H, J¢¢<1Hz, J.¢= 5.0
Hz, Jbc= 8.0 Hz; H-c), 4.51 (d, 1H, J;,= 8.5 Hz; H-1"), 4.48 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz; H-1"), 4.44
(dd, 1H, Jye= 4.5 Hz; H-b), 4.20 (dd, 1H, J34= 3.0 H, Js5<1Hz ; H-4"), 4.02 (dd, 1H, J3=
10.5 Hz ; H-3"), 4.00-3.97 (m, 2H; OCHy), 3.94 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J;s<1Hz ; H-4"), 3.91-
3.86 (m, 1H; H-2"), 3.85-3.60 (m, 15H; H-2', H-2", H-3', H-3", H-4"! H-5' H-5" H-5" H-
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5" H-6a', H-6b', H-6a", H-6b", H-6a"V, H-6b"), 3.62 (dd, 1H, J,3= 9.5 H, J34= 9.0 Hz ; H-
3", 3.48-3.44 (m, 3H; H-2"". CH,-q), 3.38-3.33 (m, 1H; H-e), 3.22-3.18 (m, 2H; CH-k),
3.02 (dd, 1H, Jo- = 5.0 Hz, Jg.¢-= 13.0 Hz; H-d"), 2.80 (dd, 1H; H-d), 2.31-2.25 (m, 4H; CH-i,
CHy-0), 2.07 (s, 3H; NHC(O)CHs), 1.83-1.30 m, 12H; CHy-f, CH,-g, CHz-h, CH,-l, CH>-m
et CHz-n).

RMN **C (100 MHz, D,0): & (ppm) 177.68, 177.17, 175.60, 175.17 (4C; C-6", C=0),
165.89 (1C, C-a), 104.64 (1C; c-1"), 103.79 (1C; c-1"), 103.18 (1C; C-1"), 101.67 (1C; C-
1), 83.06 (1C; C-3"), 80.45 (1C; C-3"), 77.81 (1C; C-4"), 77.64, 77.22, 75.79, 75.38, 75.03,
74.36, 73.50, 71.73, 71.41, 70.48 (10C; C-2', c-2" c-2" c-3" c-3V, c-4" c-5', c-5", C-
5" c-5",), 68.99 (1C; OCH,), 68.90, 68.38 (2C; C-4', C-4"), 62.67 (1C, C-b), 61.58, 61.53,
61.50 (3C; C-6', C-6", C-6"), 60.83 (1C; C-c), 55.98 (1C; C-e), 52.89 (1C; C-2'), 40.29
(1C; C-d), 39.88, 39.67 (2C; C-k, C-q), 36.20, 36.11 (2C; C-i, C-0), 28.61, 28.44, 28.27,
26.14, 25.81, 25.55 (6C; C-f, C-g, C-h, C-I, C-m, C-n), 23.07 (1C; NHC(O)CHs).

Méthyl (2,3,4-tri-O-acétyl-p-o-glucopyranosyl)uronate 215b>

MeO,C o C15H20011
A°‘Kmom MW=376,313 g.mol”

OAc

A une solution de soude (NaOH) en poudre (100 mg) en suspension dans du méthanol

anhydre (200 ml), est ajoutée par petites portions la p-glucurono-6,3-lactone (20 g, 113,6
mmol). Le mélange réactionnel sous argon est agité a TA et a pH 8 pendant 3h puis concentré
et séché pour former une mousse jaune. Ce produit brut est ensuite dissous a 0°C dans la
pyridine (200 ml) et de ’anhydride acétique (120 ml) est ajouté au mélange qui est ainsi agité
de 0°C a TA pendant 16 heures.
Le mélange réactionnel est ensuite versé lentement sous forte agitation dans un mélange d’eau
et de glace (1,5 1) et agité pendant 2 heures a 0°C. Il se forme un précipité qui est filtré, rincé a
I’eau et bien essoré. Apres recristallisation dans 1’éthanol a chaud, le produit est obtenu pur
sous la forme d’un solide blanchatre (13,4 g, 32 %).

Une recristallisation des eaux-meéres permet d’obtenir I’anomere o 215a (8,7 g, 20%).

Pf=171°C (Ethanol a chaud).
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O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl -1-O-trichloroacétimidoyl)-a-p-
glucopyranose 227% >

LevO 0
BzO
% C2sH26CIsNO11

ccl MW = 658,865 g.mol-1

Protocole A :

Au glycoside 241 (2g, 3,05 mmol) dissous dans un mélange DCM/MeOH (9 : 1; 20
ml) est ajouté la DDQ (2,08 g, 9,16 mmol, 3 eq). Le mélange réactionnel est agité a 1’abri de
la lumiere & TA pendant 24h, puis le mélange réactionnel est dilué avec du DCM (70 ml), lavé
avec de I’eau, du NaHCO3 saturé, de I’eau puis séché et concentré sous pression réduite. Le
résidu est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/acétone : 12/1)
pour donner le produit pur sous la forme d’une mousse jaune pale (0,96 g, 61%).
L’hémiacétal obtenu (0,95 g, 1,8 mmol) est dissous dans le DCM anhydre (10 ml) a TA et
sous argon. Le CI3C-CN (1,8 ml, 18,1 mmol, 10 eq) puis la DBU (0,05 ml, 0,34 mmol, 0,2 eq)
sont ajoutes successivement. Le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 30 min puis
concentré et purifié immédiatement apreés par flash chromatographie sur colonne de gel de
silice (EP/ACOELt: 2/1 avec 0,1 % Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
mousse jaune pale (0,92 g, 76 %).

[a] ﬁf’ =+120 (c=1, CHCl5)
Protocole B :

Au glycoside 231 (6,04 g, 9,73 mmol) dissous dans un mélange
toluéne/acétonitrile/eau (1 : 1,5 : 1, 180 ml) est ajouté le CAN (26,67 g, 48,65 mmol, 5 eq). Le
mélange réactionnel est agité vigoureusement a TA pendant 30 min, puis versé dans de I’eau
glacée (350 ml), la phase aqueuse est extraite avec de I’AcOEt (3 fois), les phases organiques
sont lavées successivement avec de 1’eau, du NaCl saturé, de I’eau puis séchées sur MgSQO, et
concentrées sous pression reduite. Le résidu est purifié par flash chromatographie sur colonne
de gel de silice (EP/ACOEt: 1/1) pour donner le produit pur sous la forme d’une mousse
orange pale (4,85 g, 97%).

L’hémiacétal obtenu (4,83 g, 9,4 mmol) est dissous dans le DCM anhydre (50 ml) a TA et
sous argon. Le CI3C-CN (9,4 ml, 94 mmol, 10 eq) puis la DBU (28,5 ml, 1,9 mmol, 0,2 eq)
sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 30 min puis
concentré et purifié immédiatement aprés par flash chromatographie sur colonne de gel de
silice (EP/ACOELt: 2/1 avec 0,1 % Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
mousse jaune pale (4,95 g, 80 %).

RMN *H (250 MHz, CDCls) : 5(ppm) 8,65 (s, 1H : NH), 7,96-7,33 (m, 10H ; Ar-H), 6,85 (d,
J1,= 3,5 Hz, 1H ; H-1), 6,11 (dd, Jo.3= Js4= 10,0 Hz, 1H ; H-3), 5,59-5,51 (m, 2H ; H-2, H-4),
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4,65 (d, Jas= 10,0 Hz, 1H ; H-5), 3,80 (s, 3H ; COOCHs3), 2,66-2,38 (m, 4H ; CH,CO), 2,05
(s, 3H ; COCH3)

Méthyl (4-méthoxyphényl 2,3 4-tri-O-acétyl-B-p-glucopyranosyl)uronate 228

Moot o Ca0H24011
Aﬂmow MW = 440,398 g.mol ™

OAc

Une solution de pentacétate 215b (13,4 g, 35,5 mmol), de 4-méthoxyphénol (7,05 g,
56,9 mmol, 1,6 eq) et de tamis moléculaire 4A dans le DCM anhydre (125 ml) est agité a TA
et sous argon pendant 1h puis le mélange réactionnel est refroidi a 0°C. Le TMSOTT (1,64 ml,
8,9 mmol, 0,25 eq) est ajouté et le mélange réactionnel est agité de 0°C a TA pendant 3h.
L’excés d’acide est neutralisé avec du EtsN, le tamis est filtré er rincé avec du DCM et le
mélange réactionnel est lavé successivement avec avec du NaOH 2M (2 x 250 ml), du NaCl
saturé, de 1’eau puis séché sur MgSO, et concentre. Le résidu est recristallisé dans
I’ AcOEt/EP pour donner le produit pur sous la forme d’un solide blanc (9,90 g, 63%).

Pf = 145-146°C (EP/ACOE)
[@]%’=-33 (c=1, CHCIy)

RMN H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 6.90 (m, 4H ; Ar-H), 5.32 (m, 2H ; H-3, H-4), 5.24
(dd, 1H, J;,= 7.0 Hz, Jo3= 9.0 Hz ; H-2), 5.01 (d, 1H ; H-1), 4.12 (d, 1H, Js5= 9.5 Hz ; H-5),
3.78,3.75 (25, 6H ; OCHs, COOCHs), 2.08, 2.05, 2.04 (3s, 9H ; COCH3).

Meéthyl (B-o-glucopyranosyl)uronate 229°

MeO,C ° C14H180s
”Omomp MW = 314,288 g.mol

OH

Une solution de MeONa/MeOH (30 ml) est ajoutée au triacétate 228 (7,84 ¢, 18
mmol) en suspension dans le MeOH (120 ml) et le DCM (25 ml) anhydres. Le mélange
réactionnel est agité a TA et sous argon a pH basique pendant 7h, puis 1’excés de MeONa est
neutralisé par de la résine amberline IR-120 (H") jusqu’a pH 6. La résine est filtrée puis rincée
avec du MeOH et le résidu concentré sous pression réduite. La mousse brune obtenue est
purifiée sur colonne de gel de silice (DCM : MeOH : 9/1). Le produit est obtenu pur sous la
forme d’un solide blanchatre (3,88 g, 69 %).
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Méthyl (4-méthoxyphényl 2,3-di-O-benzoyl-B-o-glucopyranosyl)uronate 230

P 0 CaH26010
H%mow MW = 522,5 g.mol’

OBz

Protocole A :

Un mélange de triol 229 (7,8 g, 24,8 mmol), d’oxyde de dibutyl étain (6,79 g, 27,3
mmol, 1,1 eq), de 1,4-dioxane (50 ml) et de toluene (300 ml) est porté a reflux (135°C) avec
I’appareil de Dean Stark pendant 8h. Apres é€limination azéotropique de I’eau, le reste de
solvant est lentement distillé a pression atmosphérique (270 ml).

Le mélange réactionnel est ensuite refroidi a TA sous argon puis, du THF anhydre (50 ml), du
chlorure de benzoyle (6 ml, 49,6 mmol, 2 eq) et de la triéthylamine (5,2 ml, 24,8 mmol, 1 eq)
sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 17h puis,
concentré sous pression reduite et purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de
silice (toluéne/AcOEt: 5/1) pour donner aprés recyclage une mousse blanchatre qui
recristallise dans ’EP/AcOEt pour donner le produit pur (5,51 g, 42%).

Pf = 138-139°C (Heptane/AcOEt)
[a] ZDO: +57 (c=1, CHCIy)
Protocole B :

A T’acide 248 (3,78 g, 7,43 mmol) dissous dans le DMF anhydre (27 ml) est ajouté
sous argon du K,COs3 (2,57 g, 18,58 mmol, 2,5 eq). Puis, I’iodure de méthyle (Mel) (1,16 ml,
18,58 mmol, 2,5 eq) est ajouté et le milieu réactionnel est placé a I’abri de la lumiére pendant
4h. Ensuite, de 1’eau (55 ml) et de I’AcOEt (110 ml) sont ajoutés et le milieu est décanté. La
phase aqueuse est réextraite avec 55 mL d’AcOEt et les phases organiques réunies sont lavées
deux fois avec une solution saturée de NaCl. Elles sont ensuite séchées sur MgSQy, filtrées et
concentrées : un solide visqueux orangé est obtenu. Celui-ci est purifié par chromatographie
sur colonne de gel de silice (toluéne/AcOEt : 5/1). L’ester 230 est obtenu pur sous la forme
d’une mousse blanche (3,37 g, 87%).

RMN 'H (250 MHz, CDCls) : & (ppm) 7.96-6.76 (m, 14H ; Ar-H), 5.71-5.56 (m, 2H ; H-2,

H-3), 5.19 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1), 4.31 (ddd, 1H, J34= 10.5 Hz, Jss= 9.5 Hz, Json= 3.0
Hz; H-4), 4.18 (d, 1H; H-5), 3.86, 3.75 (25, 6H ; OCHs, COOCHs), 3.36 (d, 1H, OH).
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Methyl (4-méthoxyphényl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-o-glucopyranosyl)uronate
231%

Meo:® o Cs3H3,012
Le”%mow MW = 620,602 g.mol*

OBz

Le composé 230 (3,31 g, 6,34 mmol), I’acide 1évulinique (0,92 g, 7,9 mmol, 1,25 eq)
et la DMAP (0,13 g, 1,05 mmol, 0,17 eq) en suspension dans le DCM anhydre (42 ml) sont
agités a TA et sous argon. La DCC (1,63 g, 7,9 mmol, 1,25 eq) est ensuite ajoutée au mélange
réactionnel qui est ainsi agité pendant 1h. La DCU formée est filtrée sur Buchner, rincée avec
du DCM (60 ml). Le filtrat est lavé successivement avec du HCI 1M froid, du NaHCOj3 saturé
et de I’eau, puis séché sur MgSO, et concentré sous pression réduite.

Le produit brut est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt :
1/1) pour donner le produit pur sous la forme d’un solide blanc (3,93 g, 93%).

Pf= 165-168°C (Acétone a chaud)

[0]5 = +58 (c= 1, CHCl)

ES-SM: m/z 643 [M+Na]"

Analyses élémentaires : Calculée pour C33H3,012: C, 63.87; H, 5.35; trouvée : C, 63.71; H,
5.40.

RMN *H (CDCls, 250 MHz): & (ppm) 8.0—6.80 (m, 14H, Ar-H), 5.76 (dd, 1H, J23 = J34 = 9.0
Hz, H-3), 5.68 (dd, 1H, J;, 7.0 Hz, H-2), 5.58 (dd, 1H, J;5 9.5 Hz, H-4), 5.23 (d, 1H, H-1),

4.32 (d, 1H, H-5), 3.78, 3.76 (2s, 6H, OCHs, COOCHs), 2.70-2.40 (m, 4H, CH,CO), 2.08 (s,
3H, COCHa).

Méthy| (di-tert-butyl-diméthylsilyl 2,3 4-tri-O-acétyl-B-p-glucopyranose)uronate 233*°

MeO,C o C19H320108i
Ac‘i\mmws MW= 448 54 g.mol™

OAc

L’hémiacétal 232 (9,61 g, 28,74 mmol) dissous dans le DCM anhydre (150 ml) a -
20°C et sous argon, sont ajoutés successivement, 1’imidazole (5,09 g, 74,72 mmol) puis le
TBDMSCI (5,63 g, 37,36 mmol). Le mélange réactionnel est ainsi agité de -20°C a 0°C
pendant 6h30, puis dilué avec du DCM, lavé successivement avec du HCI 0,1 M froid, de
I’eau et du NaHCOj3 saturé, puis séche sur MgSQO,. Le filtrat est concentré sous pression
réduite et le résidu est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice
(EP/ACOEt : 3/1) pour donner le produit pur sous la forme d’un solide blanc (10,96 g, 84 %).

Pf = 80-81°C (ACOEV/EP)
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RMN *H (CDCls, 400 MHz): § (ppm) 5.23-5.21 (m, 2H ; H-3, H-4), 4.98 (dd, 1H, J;,= 7.5
Hz, J,5 = 10.0 Hz ; H-2), 4.78 (d, 1H ; H-1), 4.02 (d, 1H, Jas= 10.0 Hz ; H-5), 3.74 (s, 3H ;
COOCHj3), 2.01, 2.00 (25, 9H: COCHs), 0.85 (s, 9H: C(CHa)3), 0.12, 0.09 (2s, 6H :
Si(CHs)y).

RMN *C (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) 170.18, 169.32, 169.05, 167.13 (4C ; C-6, C=0),
95.80 (1C; C-1), 72.96 (1C; C-2), 72,52, 72.07, 69.49 (3C; C-3, C-4, C-5), 52.75
(COOCHs3), 25.37 (3C ; C(CHs)3), 20.61, 20.49 (3C ; COCHa), 17.77 (1C; C(CHa)s), -4.34, -
5.52 (2C; Si(CHs)y).

Méthyl (diméthylthéxylsilyl 2,3 4-tri-O-acétyl-B-p-glucopyranose)uronate 2345eur ! Signet

non défini.

MeO,C

O
Aﬂm/oms C21H36010Si
MW= 476,59 g.mol™

OAc

L’hémiacétal 232 (0,69 g, 2 mmol) dissous dans le DCM anhydre (11 ml) a -20°C et
sous argon, sont ajoutés successivement, I’imidazole (0,365 g, 5, 36 mmol) puis le TDSCI
95% (0,55 ml, 2,68 mmol). Le mélange réactionnel est alors agité de -20°C a 0°C pendant 8h,
puis dilué avec du DCM, lavé successivement avec du HCI 0,1 M froid, de I’eau et du
NaHCOg3 saturé, puis séché sur MgSO, et concentré sous pression réduite. Le résidu est
purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 3/1) et le produit
est obtenu pur sous la forme d’un solide blanchatre (0, 61 g, 62 %).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): § (ppm) 5.22-5.20 (m, 2H ; H-3, H-4), 4.95 (dd, 1H, J,,= 7.5
Hz, J,5 = 10.0 Hz ; H-2), 4.78 (d, 1H ; H-1), 4.01 (d, 1H, Jss= 10.0 Hz ; H-5), 3.73 (s, 3H ;
COOCHs), 2.00, 1.99 (25, 9H ; COCHj), 0.84, 0.82, 0.81, 0.80 (4s, 12H ; C(CHs)s), 0.16, 0.13
(2s, 6H ; Si(CHa)y).

RMN C (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) 170.18, 169.32, 169.02, 167.16 (4C ; C-6, C=0),
95.69 (1C; C-1), 72.93 (1C; C-2), 72.44 (1C: C-5), 72.17, 69.47 (2C; C-3, C-4), 52.72
(COOCHs), 24.73, 20.60, 20.48, 19.82, 19.80 (7C ; C(CH3)s, COCHg), 18.40 (1C; C(CHa)s), -
2.10, -3.65 (2C; Si(CH3),).
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O-(Méthyl 2,3,4-tri-O-acétyl-1-O-trichloroacétimidoyl)-a-p-glucopyranose 235"

MeO,C
(@]
AcO
AcO
mom‘ C15H18CIzNO1p

o ccly MW = 478,663 g.mol™

h

NH

Au mélange de pentacétates 215a et 215b (6,33 g, 16,8 mmol) dissous dans le DMF
anhydre (70 ml) est ajoutée I’acétate d’hydrazine (2,32 g, 25,2 mmol, 1,5 eq). Le mélange
réactionnel est agité a TA et sous argon pendant 45 min, puis versé¢ dans 1’eau glacée. La
phase aqueuse est extraite avec de I’AcOEt (3 x 100 ml), les phases organiques sont laveées
successivement avec du NaCl saturé, de I’eau puis séchées et concentrées pour donner une
mousse brune (4,06 g, 72%).

L’hémiacétal obtenu (4,03 g, 12 mmol) est dissous dans le DCM anhydre (40 ml) a TA et
sous argon. Le CI3C-CN (12,1 ml, 120 mmol, 10 eq) puis la DBU (0,36 ml, 2,4 mmol, 0,2 eq)
sont ajoutes successivement. Le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 30 min puis
concentré et purifié immédiatement apres par flash chromatographie sur colonne de gel de
silice (EP/ACOEt: 2/1 avec 0,1 % Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
mousse blanche (5,77 g, 76 %).

Méthy! (2-Naphtylméthyl 2,3,4-tri-O-acétyl-B-p-glucopyranosyl)uronate 236°%

MeO,C . C24H26010
m MW = 474,457 g.mol™

OAc

L’imidate 235 (7,47 g, 15,6 mmol), le 2-naphtalene méthanol (3,95 g, 25 mmol, 1,6
eq) et du tamis moléculaire 4 A activé en suspension dans du DCM anhydre (70 ml) sont
agités a TA et sous argon pendant 45 min. Au mélange réactionnel est ajouté le TMSOTf
(0,52 ml, 2,8 mmol, 0,18 eq). Apres 45 min d’agitation, le mélange réactionnel est neutralisé
avec la triethylamine (1,9 ml, 5 eq/TMSOTT). Au bout de 5 min, le tamis est filtre, rincé au
DCM et concentré sous pression réduite. Le résidu brut est purifié par flash chromatographie
sur colonne de gel de silice (EP/ACOELt : 2/1 avec 0,1% Et3N). Le produit est obtenu pur sous
la forme d’un solide blanc (3,11 g, 42%)).

Pf = 132-133°C (EP/ACOEY)

[a] 3= -54 (c=1, CHCly)

™ Jacquinet J.-C. Carbohydr. Res. 1990, 199, 153
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VII- Partie expérimentale

HRMS : m/z: calculée pour CasHzgO10N ([M+NH4]") : 492,18642 ; trouvée : 492,18634,
calculée pour CosH26010Na ([M+Na]") : 497,14182 ; trouvée : 497,14173

Analyse élémentaire calculée pour C,4H26010: C, 60.76; H, 5.52; trouvée : C, 62,15 ; H, 5,75

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7.84-7.38 (m, 7 H ; Ar-H), 5.27 (dd, 1H, J34= 9.0 Hz,
J1s= 9.5 Hz ; H-4), 5.20 (dd, 1H, Jo3= 9.0 Hz ; H-3), 5,12 (dd, 1H, Ji,= 7.5 Hz ; H-2), 4,93
(ABg, 2H ; CH,-Ar), 4,64 (d, 1H ; H-1), 4,03 (d, 1H ; H-5), 3,77 (s, 3H ; COOCH3), 2,01 (sl,
9H ; C(O)CHy).

RMN *C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 170.03, 169.32, 169.16, 167.23 (4C ; C-6, C=0),
133.87, 133.09, 133.04, 128.27, 127.82, 127.68, 126.78, 126.28, 126.15, 125.50 (10C ; Ar-C),
99.22 (1C; C-1), 72.61 (1C; C-5), 72. 03 (1C; C-3), 71.17 (1C; C-2), 70.99 (1C; CH»-Ar),
69.39 (1C; C-4), 52.88 (1C; COOCH;), 20.60, 20.56, 20.45 (3C; C(O)CHs).

Méthyl (tert-butyl-di-méthylsilyl-a/p-p-glucopyranoside)uronate 237

MeO,C

O
Homomws C13H2607Si
oH MW= 322,43 g.mol™
Conditionl :

Au composé 233 (4 g, 8,9 mmol) en suspension dans le MeOH anhydre (80 ml) a TA
et sous argon est ajoutée une solution de méthanolate de sodium (20 ml) et le mélange
réactionnel est agité a ta sous argon pendant 30 min, puis neutralisé avec de la résine
amberline IR- 120 [H] jusqu’a pH neutre. La résine est filtrée, rincée avec du MeOH et le
filtrat est concentré sous pression réduite. Le produit est purifié sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH : 95/5)

Le produit obtenu est un melange racémique a/p sous la forme d’une mousse jaunatre (0,41
g, 14%) et il se forme un mélange de produits de dégradation.

Condition 2 :

Le composé 233 (1 g, 2,23 mmol) et le carbonate de potassium K,CO3; (0,1g) en
suspension dans le MeOH anhydre (20 ml) sont agités a 0°C et sous argon pendant 4h30. Le
mélange réactionnel est ensuite filtré sur célite, rincé avec du MeOH et concentré. Le résidu
est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/MeOH : 95/5). Le
produit est obtenu est un mélange racémique a/p sous la forme d’un solide blanc (0,36 g,
50%).
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Methyl (diméthylthéxylsilyl-B-p-glucopyranoside)uronate 238

MeO,C
(o]
A Cat0rs
o MW= 350,48 g.mol™*

Au compose 234 (0,61 g, 1,3 mmol) en suspension dans le mélange DCM/MeOH :1/1
anhydres (10 ml) a TA et sous argon est ajoutée une solution de méthanolate de sodium (2 ml)
et le mélange réactionnel est agité a ta sous argon pendant 15 min, puis neutralisé avec de la
résine amberline IR- 120 [H'] jusqu’a pH neutre. La résine est alors filtrée, rincée avec du
MeOH et le filtrat est concentré sous pression réduite. Le produit est purifié sur colonne de
gel de silice (DCM/MeOH : 95/5). Le triol est obtenu pur sous la forme d’une mousse jaune
pale (0,15 g, 32%).

Méthyl (2-Naphtylméthyl-B-p-glucopyranosyl)uronate 239%

MeO,C C18H2007
oo ONAP MW=348,347 g.mol™

OH

Au triacétate 236 (1 g, 2,1 mmol) en suspension dans le MeOH anhydre (10 ml) est
ajoutée, sous argon, une solution de méthanolate de sodium (2 ml). Le mélange réactionnel est
agité a pH 9-10, a TA pendant 3h30 puis I’excés de méthanolate est neutralisé avec de la
résine Amberline IR-120 [H+] jusqu’a pH 6. La résine est ensuite filtrée, rincée avec du
MeOH et le résidu est concentré sous pression réduite pour donner une mousse jaune. Le
produit brut est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/MeOH :
9/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’un solide blanc (0,52 g, 71%).

Pf = 162-164°C (Ethanol a chaud)
[@] 2= -52 (c=1,02, MeOH)

HRMS : m/z : calculée pour CigHuNO7; ([M+NH,]") : 366.154729; trouvée : 366.154850,
calculée pour C1gHxNaO; ([M+Na]") : 371.110124; trouvée : 371.110265

Analyse élémentaire calculée pour C1gH»007: C, 62.06; H, 5.79; trouvée : C, 61.10 ; H, 5.99

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 7.86-7.44 (m, 7 H ; Ar-H), 4.90 (ABg, 2H ; CH,-Ar),
448 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1), 3.87 (d, 1H, Jss= 10.0 Hz ; H-5), 3.78 (s, 3H ; COOCHs),
3.59 (dd, 1H, J3.4= 9.0 Hz, H-4), 3.40 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz ; H-3), 3.35 (dd, 1H ; H-2).

RMN C (100 MHz, MeOD) : § (ppm) 171.29 (1C ; C-6), 136.33, 134.74, 134.53, 129.00,
128.97, 128.68, 127.85, 127.15, 127.12, 127.00 (10C ; Ar-C), 103.95 (1C ; C-1), 77.33 (1C;
C-3), 76.87 (1C; C-5), 74.84 (1C; C-2), 73.20 (1C; C-4), 72.33 (1C; CH,-Ar), 52.88 (1C;
COOCH3).
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Méthyl (2-Naphtylméthyl 2,3-di-O-benzoyl-p-o-glucopyranosyl)uronate 240%

MeO,C . C32H2809
“%m/ow MW = 556,559 g.mol™*

OBz

Un mélange de triol 239 (2,83 g, 8,12 mmol), d’oxyde de dibutyl étain (2,22 g, 8,93
mmol, 1,1 eq), de 1,4-dioxane (16,5ml) et de toluéne (110 ml) est porté & reflux (135°C)
avec I’appareil de Dean Stark pendant 8h. Aprés élimination azéotropique de I’eau, le reste de
solvant est lentement distillé a pression atmospherique (60 ml).

Le mélange réactionnel est ensuite refroidi @ TA sous argon puis, du THF anhydre
(16,5 ml), du chlorure de benzoyle (1,9 ml, 16,24 mmol, 2 eq) et de la triéthylamine (1,14 ml,
8,12 mmol, 1 eq) sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est agité a TA pendant
17h puis, concentré sous pression réduite et purifié par flash chromatographie sur colonne de
gel de silice (toluene/AcOEt : 5/1) pour donner le produit pur sous la forme d’un solide
jaunatre (2,15 g, 48%).

Pf =110-112°C (diéthyléther)
[@]% =+35,5 (c= 1, CHCly)

HRMS : m/z: calculée pour CsHzpOgN ([M+NH,4]Y) : 574,20716 ; trouvée : 574,20682,
calculée pour CsHzs09Na ([M+Na]*) : 579,16255 ; trouvée : 579,16216

Analyse élémentaire calculée pour C3,H,509: C, 69.06; H, 5.07; trouvée : C, 63,92 ; H, 5,01

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7.97-7.16 (m, 17H ; Ar-H), 5.55 (dd, 1H, J,5= 9.5
Hz, J1,= 7.5 Hz; H-2), 5.47 (dd, 1H, J34= 9.0 Hz ; H-3), 4.98 (ABg, 2H ; CH,-Ar), 4.81 (d,
1H ; H-1), 4.24 (ddd, 1H, Json=3.0 Hz, Jss= 9.5 Hz ; H-4), 4.06 (d, 1H ; H-5), 3.88 (s, 3H ;
COOCHj), 3.31 (d, 1H ; HO-4).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 169.12, 166.57, 165.11 (3C; C-6, C=0), 133.88,
133.37, 133.22, 133.04, 132.98, 129.90, 129.82, 129.18, 128.93, 128.34, 128.32, 128.21,
127.82, 127.60, 126.73, 126.10, 126.02, 125.57 (22C; Ar-C), 99.60 (1C; C-1), 75,03 (1C : C-
3), 74.66 (1C; C-5), 71.15 (1C: C-2), 70.93 (1; CH,-Ar), 70.56 (1C; C-4), 52.93 (I1C;
COOCHL).
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Methyl (Naphtylméthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-glucopyranosyl)uronate
241%

Me0,C ° C37H34011
Levgmow MW = 654,659 g.mol

OBz

Le composé 240 (2,29 g, 4,1 mmol), I’acide 1évulinique (0,71 g, 6,2 mmol, 1,5 eq) et
la DMAP (0,08 g, 0,68 mmol, 0,17 eq) en suspension dans le CH,Cl, anhydre (30 ml) sont
agités a TA et sous argon. La DCC (1,27 g, 6,2 mmol, 1,5 eq) est ensuite ajoutée au mélange
réactionnel qui est ainsi agité pendant 1h. La DCU formée est filtrée sur Blichner, rincée avec
du DCM (50 ml). Le filtrat est lavé successivement avec du HCI 1M froid, du NaHCOj3 saturé
et de I’eau, puis séché sur MgSO, et concentré sous pression réduite.

Le produit brut est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt :
3 /2) pour donner le produit pur sous la forme d’un solide blanc (2,13 g, 79%).

Pf= 137-140°C (EP/AcOEt)
[@]% =+47 (c=1, CHCI3)

HRMS : m/z : calculée pour Ca7H3501: ([M+H]Y): 655,21739 : trouvée : 655,21738, calculée
pour Ca7H3s011N ([M+NH,]"): 672,24394, trouvée : 672,24430, calculée pour Cz;H3,011Na
([M+Na]") : 677,19933 ; trouvée : 677,19984

Analyse élémentaire calculée pour C37H3401; : C, 67.88; H, 5.23; trouvée : 68,41 ; H, 5,50

RMN *H (400 MHz, CDCly) : 8 (ppm) 7.91-7.25 (m, 17H : Ar-H), 5.64-5.54 (m, 2H ; H-2,
H-4), 5.50 (dd, 1H, Jo.3= Js4= 9.0 Hz ; H-3), 4.97 (ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.83 (d, J1,= 7.0 Hz,
1H; H-1), 4.20 (d, 1H, Jas= 9.0 Hz; H-5), 3.81 (s, 3H; COOCHs), 2.65-2.35 (m, 4H :
CH,CO), 2.03 (s, 3H ;COCHs).

RMN C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.57 (1C; COCHs), 171.14, 167.28, 16551,
164.89 (4C: C-6, C=0), 133.76, 133.34, 133.24, 133.01, 132.97, 129.84, 129.09, 128,74,
128.34, 128.22, 127.82, 127.59, 126.77, 126.10, 126.03, 125.57 (22C ; Ar-C), 99.21 (1C ; C-
1), 72.78 (1C; C-5), 72.12, 71.31 (2C ; C-2, C-4), 70. 85 (1C; CH,-Ar), 69.68 (1C; C-3),
53.01 (1C; COOCHs), 37.58 (1C; CH,CO), 29.50 (1C; COCHs), 27.66 (1C; CH,CO).
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1,2,3,4,6-penta-O-acétyl-p-p-glucopyranose 242

OAc

C16H22011
0

AcO MW=390,40 g.mol™
AcO OAcC

OAc

Un mélange de p-glucose (40 g, 222 mmol, 1 eq), d’acétate de sodium (AcONa)
anhydre (32 g, 390 mmol, 1,8 eq) et d’anhydride acétique (Ac,0) (250 mL, 264 mmol, 1,2 eq)
sont agités a 100°C pendant 30 min. Le mélange réactionnel est ensuite refroidi & TA puis
versé lentement dans un mélange eau-glace (1,5 I) sous agitation. Au bout de 2h, le milieu est
filtré sur Biichner et rincé a I’eau. Le solide obtenu est recristallisé¢ dans I’éthanol a chaud. Le
B-peracétate 242 est obtenu sous la forme d’une poudre blanche (44,85 g, 52%).

RMN 'H (250 MHz, CDCls) : 8(ppm) 5,74 (d, J1o= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 5,26 (dd, J»5=Js.4=
9,5 Hz, 1H ; H-3), 5,17-5,09 (M, 2H ; H-2, H-4), 4,30 (dd, Js 6= 4,5 Hz, Jeagp= 12,5 Hz, 1H ;
H-6a), 4,11 (dd, Jsep= 2,0 Hz, Jeago= 12,5 Hz, 1H ; H-6b), 3,84 (ddd, Js 6= 2,0 Hz, J5 ga= 4,5
Hz, Jus= 9,5 Hz, 1H ; H-5), 2,13, 2,11, 2,05, 2,03 (4s, 15H ; COCHs).

4-méthoxyphényl 2,3,4,6-tetra-O-acétyl-p-o-glucopyranoside 243

OAc

o C21H26011
Ao oMp MW=454,425 g.mol™

OAc

Le B-peracétate 242 (10 g, 25,6 mmol, 1 eq), le 4-méthoxyphénol (5,7 g, 46,1 mmol,
1,8 eq) et du tamis moléculaire 4 A en suspension dans du DCM anhydre (100 ml) sont agités
sous argon a TA pendant 30 min, puis le mélange réactionnel est refroidi par un bain de glace
a 0°C. Du TMSOTf 99% (0,92 mL, 5,1 mmol, 0,2 eq) est ajouté et le mélange est agité 2h30 a
0°C sous argon. De la triéthylamine (1,9 mL, 14,3 mmol, 0,56 eq) est ensuite ajoutée goutte a
goutte et le milieu réactionnel est filtré, le tamis est rincé avec du DCM. Le filtrat est lavé
successivement avec denl’eau (100 ml), de la soude 2M (2 x 100 ml) et de I’eau (100 ml). La
phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée et le milieu est concentré. L’huile obtenue est

cristallisée dans 1’isopropanol a chaud pour donner 243 sous la forme d’une poudre blanche
(8,32 g, 72%).

RMN *H (250 MHz, CDCly) : §(ppm) 7,00-6,83 (m, 4H ; Ar(MP)), 5,31-5,19 (m, 3H ; H-2,
H-3, H-4), 4,98 (d, J1,= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,32 (dd, Js6a= 5,5 Hz, Jsago= 12,5 Hz, 1H ; H-
6), 4,19 (dd, Jsev= 2,5 Hz, Jeago= 12,5 Hz, 1H ; H-6b), 3,87-3,23 (m, 1H ; H-5), 3,81 (s, 3H
: OCHa), 2,12, 2,11, 2,07, 2,06 (4s, 12H ; COCHy).
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4-méthoxyphényl p-p-glucopyranoside 244

OH

C13H1807

HO MW=286,278 g.mol™
HO OMP

OH

Au glycoside 243 (14,60 g, 32,1 mmol) en suspension dans du MeOH (100 ml) est
ajoutée a TA et sous argon une solution de méthanolate de sodium (MeONa) (25 ml) et le
mélange réactionnel est agité pendant 1h30. Puis, de la résine Amberlite IR-120 [H'] est
ajoutée jusqu’a neutralisation du milieu réactionnel. Le contenu du ballon est filtré sur coton,
rincé au MeOH et le filtrat est concentré. Le tétrol 244 est obtenu sans purification sous
I’apparence d’un solide orangé (9,02 g, 98%)).

4-méthoxyphényl 4,6-O-benzylidene-B-b-glucopyranoside 245

Ph/vo
o 0 CooH2207
HO OMP MW=374,384 g.mol™*

OH

Le tétrol 244 (9,02 g, 31,5 mmol) et le CSA (441 mg, 1,9 mmol, 0,06 eq) sont dissous
dans 150 ml d’acétonitrile anhydre sous argon et a TA. Au milieu réactionnel est ajouté le
diméthoxytoluene (7,3 ml, 50,4 mmol, 1,6 eq), le solide se solubilise un peu puis un précipité
abondant se forme. Au bout de 1h15. La triéthylamine (0,8 ml, 5,9 mmol, 0,19 eq) est ajoutée
et le milieu est concentré puis filtré sur Biichner et rincé avec de 1’éther et séché sur P,Os pour
donner le produit 245 sous la forme d’un solide blanc (10,92 g, 93%).

RMN 'H (250 MHz, DMSO) : &(ppm) 7,47-7,36 (m, 5H ; Ph(H)), 7,01-6,84 (m, 4H ;
Ar(MP)), 5,59 (s, 1H ; CH-Ph), 5,57 (s, 1H ; HO-2), 5,42 (d, Jspo0.3= 5,0 Hz, 1H ; HO-3),
4,96 (d, J1o= 8,0 Hz, 1H ; H-1), 4,19 (dd, Js ga= 4,5 Hz, Jsago= 10,0 Hz, 1H ; H-6a), 3,74-3,33
(m, 5H ; H-2, H-3, H-4, H-5, H-6b), 3,31 (s, 3H ; OCHs).

4-méthoxyphényl 2,3-di-O-benzoyl-4,6-O-benzylidene-B-o-glucopyranoside 246

o C34H3009
BzO OmP MW = 582,597 g.mol™
OBz

Le benzylidene 245 (10,92 g, 29,2 mmol) dissous dans du DCM (115 ml) et de la
pyridine (60 ml) est agité a 0°C et sous argon. Puis, le chlorure de benzoyle (10,2 mL, 87,5
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mmol, 3 eq) est ajouté et le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 2h30 et du MeOH (12
ml) est ajouté a 0°C et le milieu est laissé sous agitation 20 min. Le mélange réactionnel est
dilué avec du DCM (170 ml) et lavé avec de I’eau (150 ml). La phase aqueuse est extraite
avec 70 mL de DCM puis les phases organiques sont rassemblées et lavees avec 170 mL
d’une solution saturée de NaHCO3 puis avec 150 mL d’eau. La phase organique est ensuite
séchée sur MgSO,, filtrée sur coton et concentrée, coévaporée avec du toluéne. Le
benzylidene benzoylé 246 est obtenu sous I’aspect d’une poudre blanche (14,13 g, 83%).

RMN 'H (250 MHz, CDCls) : §(ppm) 7,99-7,30 (m, 15H ; Ar(Bz)), 6,95-6,76 (m, 4H ;
Ar(MP)), 5,84 (dd, J»5=J34= 9,5 Hz, 1H ; H-3), 5,71 (dd, J1,= 7,5 Hz, J,5= 9,5 Hz, 1H ; H-
2), 5,58 (s, 1H ; CH-Ph), 5,25 (d, J1,= 7,5 Hz, 1H ; H-1), 4,47 (dd, Jsea= 4,5 Hz, Jsac6= 10,0
Hz, 1H ; H-6a), 4,04 (dd, Js4=Jas= 9,5 Hz, 1H ; H-4), 3,94 (dd, Js < 1 Hz, Jsagp= 10,0 Hz,
1H ; H-6b), 3,81 (ddd, Jsen< 1 Hz, Js.6a= 4,5 Hz, Jas= 9,5 Hz, 1H ; H-5), 3,31 (s, 3H ; OCHs)

4-méthoxyphényl 2,3-di-O-benzoyl-p-p-glucopyranoside 247

OH

Co7H2609

Ho~ op MW=494,49 g.mol ™

OBz

Le benzylidéne benzoylé 246 (14,12 g, 24,24 mmol) en suspension dans 250 mL
d’acide acétique est agité a 100°C jusqu’a ce que la majorité du solide soit dissoute (50 min).
Puis, 70 mL d’eau sont ajoutés par palier de 10 mL toutes les 5 minutes. Des que la
solubilisation est totale, le milieu est laissé dans le bain d’huile 40 min puis refroidi a
température ambiante. Le milieu est concentré puis coévaporé avec 140 mL d’eau trois fois.
Le solide est recristallisé dans ’acétate d’éthyle a chaud. Le diol 247 est obtenu sous la forme
d’une poudre blanche (9,90 g, 83%).

Acide(4-méthoxyphényl 2,3-di-O-benzoyl-p-p-glucopyranoside)uronique 248%°

HO,C
o 0 Ca27H24010
BZ0 OmP MW=508,473 g.mol™*
OBz

Le diol 247 (6,04 g, 12,21 mmol) en suspension dans 60 mL de DCM et 30 mL
d’eau est agité fortement a température ambiante. Puis, le TEMPO (0,381 g, 2,44 mmol, 0,2
eq) et le BAIB (9,83 g, 30,53 mmol, 2,5 eq) sont ajoutés et le mélange réactionnel est agité
pendant 35 min. Puis, 40 mL d’une solution saturée de Na,S,0O3 sont ajoutés. Le milieu est
décanté et la phase aqueuse est réextraite avec 40 mL de DCM. Les phases organiques réunies
sont lavées avec une solution de NaCl saturée puis avec de I’eau et séchées sur MgSO,. Elles
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sont ensuite filtrées et concentrées. Le produit obtenu est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (DCM/MeOH : 16/1 puis 9/1). L’acide 248 est obtenu pur sous
I’aspect d’une mousse verte (3,78 g, 61%).

4-Méthoxyphényl O-(2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-butylsilylene)-p-o-galactopyranoside

249Erreur ! Signet non défini.

O ngHggOgSi
MW = 530,682 g.mol™

HO OMP

OBz

Au triol 263 (4,81 g, 12,3 mmol) et au 2,6-lutidine (3,95 ml, 34,4 mmol, 2,8 eq) en
suspension dans le DCM anhydre (45 ml) a 0°C et sous argon est ajouté le DTBSdiOTf (5 ml,
14,7 mmol). Le mélange réactionnel est agité pendant 90 min a 0°C, puis lavé successivement
avec de 1’eau, du HCI 5% froid, du NaHCOj3 saturé, de 1’eau puis séché sur MgSO, et
concentré sous pression réduite. Le produit brut est ensuite purifié par flash chromatographie
sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 5/2) pour donner le produit pur sous la forme d’une
mousse blanche (5,8 g, 89%).

[0]5 = +4 (c= 1, CHCI,)

RMN ‘H (CDCls, 250 MHz): & (ppm) 8.01-6.74 (m, 9H, Ar-H), 5.59 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz,
Jo3 = 10.0 Hz, H-2), 4.97 (d, 1H, H-1), 4.50 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Jss<1Hz ; H-4), 4.34-4.30
(m, 2H ; H-6a, H-6b), 3.80 (ddd, 1H, Js on= 11.5 Hz; H-3), 3.58 (s, 3H ; OCHa), 4.59 (d, 1H ;
H-5), 2.76 (d, 1H ; OH), 1.15, 1.05 (2s, 18H ; C(CH3)3).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2-O-benzoyl-4,6-di-tert-butylsilylene-g-o-
galactopyranoside 250%

C31Ha3NOgSI

N . MW = 601,76 g.mol™
"o V\NHZ

OBz

Au triol 264 (1,37 g, 2,97 mmol) et a la Sym-collidine (0,99 ml, 7,43 mmol, 2,5 eq) en
suspension dans le DCM anhydre (10 ml) a 0°C et sous argon est ajouté le DTBSdiOTf (1,15
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ml, 3,56 mmol, 1,2 eq). Le mélange réactionnel est agité pendant 90 min a 0°C, puis lavé
successivement avec de 1’eau, du HCI 5% froid, du NaHCOj3 saturé, de I’eau puis séché sur
MgSO, et concentré sous pression réduite. Le produit brut est ensuite purifié par flash
chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcCOEt: 2/1 avec 0,1% de EtsN) pour
donner le produit pur sous la forme d’une mousse blanche (1,23 g, 69%).

[0]5 = +10 (c= 1, CHCI,)
ES-SM: m/z 624 [M+Na]*

Analyses élémentaires: Calculée pour C3;HssNOgSi: C, 61.87; H, 7.20; N, 2.33, trouvée: C,
61.65; H, 7.11; N, 2.21.

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 8.10—7.20 (m, 10H, Ar-H), 5.34 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz,
Jp5= 11.0 Hz, H-2), 5.21 (s, 1H, NH), 5.02 (ABq, 2H, CH»-Ar), 4.54 (d, 1H, H-1), 4.45 (dd,
1H, J34= 3.5 Hz, J4s= 0.8 Hz, H-4), 4.28 (m, 2H, H-6a,6b), 3.85 (m, 1H, OCH,), 3.74-3.68
(m, 2H, H-3, OCH}), 3.50 (m, 1H, H-5), 3.36-3.30 (m, 2H, CH.N), 2.68 (d, 1H, J3on= 3.5
Hz, HO-3), 1.09, 1.06 (2s, 18H, C(CH3)s).

RMN *3C (CDCls, 100 MHz): & (ppm) 166.25 (1C ; C=0), 156.35 (1C ; NHC(0)0O), 136.60,
133.11, 129.80, 129.74, 128.38, 128.35, 127.89, 127.85 (12C ; Ar-C), 101.17 (1C; C-1),
72.87,72.72 (3C ; C-2, C-3, C-4), 71.46 (1C ; C-5), 69.17 (1C ; OCH,), 66.69, 66.45 (2C ; C-
6, CHx-Ar), 40.96 (1C; NCH,), 27.44, 27.33 (6C; 2 x C(CHs)s), 23.35, 20.76 (2C; 2 X
C(CHy)a).

1,2,3,4,5-Penta-O-acétyl-B-o-galactopyranose 251 Feur ! Signet non defini.

OAc OAc

AcO OAc ClGszoll
OAc MW = 390,339 g.mol™

Le p-galactose (40 g, 222 mmol) et I’acétate de sodium anhydre (32 g, 390 mmol, 1,76
mmol) sont mis en suspension dans 1’anhydride acétique (250 ml). Le mélange réactionnel est
ainsi chauffé a 100°C pendant 30 min puis refroidi & TA avant d’étre versé dans un mélange
d’eau et de glace (1,5 1) et agité¢ a 0°C pendant 2h. Le précipité formé est filtré, rincé a 1’eau et
recristallisé dans I’EtOH a chaud et séché sur P,Os pour donner le produit pur sous la forme
d’un solide blanc (35,5 g, 41%).
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4-Méthoxyphényl (2,3,4,6-tétra-O-acétyl)-B-p-galactopyanoside 2525eur ! Signet non defini.

OAc OAc

o) C21H26011

AcO OMP MW = 454,425 g.mol™*
OAc

Le pentacétate 251 (35,5 g, 91 mmol) et le 4-méthoxyphénol (22,5 g, 182 mmol, 2 eq)
sont mis en solution dans le DCM anhydre (270 ml) en présence de tamis moléculaire active.
Le mélange réactionnel est agité a TA et sous argon pendant 45 min, puis refroidi a 0°C. Le
TMSOTTf (4,4 ml, 22,7 mmol, 0,25 eq) est alors ajoute et le mélange réactionnel agité pendant
3h a 0°C puis I’excés de réactif est neutralisé avec la EtsN (6,3 ml, 45,4 mmol). Le tamis est
filtré, rincé avec du DCM, le filtrat est lavé avec du NaOH 1M (2 fois), du NaCl saturé, de
I’eau, puis séché et concentré sous pression réduite. Le résidu est cristallisé dans 1’isopropanol
a chaud pour donner le produit pur sous la forme de cristaux blancs (33,54 g, 81%).

2,3,4,6-Tétra-O-acétyl-1-O-trichloroacétimidoyl-a-p-galactopyranose 253"

OAc
OAc

AcO C16H20CI3NO1g
onc MW= 492,69 g.mol*

Au pentacétate 251 (38,37 g, 97,5 mmol) dissous dans le DMF anhydre (380 ml) est
ajoutée 1’acétate d’hydrazine (13,56 g, 146,5 mmol, 1,5 eq). Le mélange réactionnel est agité
a TA et sous argon pendant 45 min, puis versé dans 1’eau glacée. La phase aqueuse est
extraite avec de I’AcOEt (3 x 200 ml), les phases organiques sont lavées successivement avec

du NaCl saturé, de I’eau puis séchées et concentrées pour donner une mousse brune (29,6 g,
86%).

L’hémiacétal obtenu (29,6 g, 85 mmol) est dissous dans le DCM anhydre (250 ml) a TA et
sous argon. Le CI3C-CN (85 ml, 850 mmol, 10 eq) puis la DBU (2,56 ml, 17 mmol, 0,2 eq)
sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 30 min puis
concentré et purifié immédiatement aprés par flash chromatographie sur colonne de gel de
silice (EP/ACOELt: 3/2 avec 0,1 % Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
mousse blanchétre (37,93 g, 90 %).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 8.65 (s, 1H ; NH), 6.60 (d, 1H, J1,= 3.5 Hz ; H-1),
5.56 (dd, 1H, Js4= 3.0 Hz, Js5 <1 Hz, H-4), 5.43 (dd, 1H, J,5= 11.0 Hz, H-3), 5.36 (dd, 1H,

"8 Schmidt R. R.; Stumpp R. Liebigs Ann. Chem. 1983, 1249-1256
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H-2), 4.44 (dd, 1H, Js6,= 6.5 Hz, J56,= 7.0 Hz ; Hz H-5), 4.16 (dd, 1H, Jeaep= 11.0 Hz ; H-
6a), 4.08 (dd, 1H ; H-6b), 2.17, 2.03, 2.02, 2.01 (4s, 12H, OCOCHj).

RMN *C (CDCls, 100 MHz): & (ppm) 170.24, 170.05, 170.02, 169.92 (5C ; C=0, C=N),
93.51 (1C ; C-1), 90.75 (1C ; CCls), 68.97 (1C ; C-5), 67.48, 67.35, 66.88 (3C ; C-2, C-3, C-
4), 61.23 (C-6), 20.63, 20.60, 20.57, 20.52 (4C ; OCOCHy).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-p-p-galactopyranoside 254%

OAcC
OAcC

0 C24HzNOy,
AcO NG MW = 525,507 g.mol™

OAcC

L’imidate 253 (4.93 g, 10 mmol), le 2-benzyloxycarbonylaminoéthanol (3.12 g, 16
mmol) et du tamis moléculaire 4 A dans du CH,Cl, anhydre (50 ml) sont mélangés a 0 °C
sous argon pendant 45 min. Puis, une solution de Me3;SiOTf dans le toluéne anhydre (1 M, 1.6
ml) a été ajoutée, et le mélange a été agité pendant 30 min a 0 °C. La triéthylamine (1 ml) a
été ajoutée, et le mélange réactionnel a été filtré, concentré, puis purifié par flash
chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt: 1/1 avec 0.1% de EtsN) pour
donner 254 sous la forme d’une mousse blanchatre (4.79 g, 91%).

[0]5 = -3 (c=1, CHCI,)

HRMS : m/z: calculée pour CpHzNOs, ([M+H]"): 526,191902 ; trouvée : 526,191810,
calculée pour CpqH3sN2012 ([M+NH,]") : 543,218451, trouvée : 543,217988, calculée pour
C24H3:NNaO1, ([M+Na]") : 548,173846 ; trouvée : 548,173655

Analyses élémentaires: Calculée pour Cy4H31NO1: C, 54.85; H, 5.95; N, 2.66 ; trouvée: C,
54.73; H, 5.99; N, 2.49.

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 7.40-7.30 (m, 5H, Ar-H), 5.38 (dd, 1H, J3.4= 3.5 Hz,
Jss <1 Hz, H-4), 5.17 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, Jo5= 11.0 Hz, H-2), 5.15 (sl, 1H, NH), 5.10 (s,
2H, CH-Ar), 4.99 (dd, 1H, H-3), 4.45 (d, 1H, H-1), 4.15-4.10 (m, 2H, H-6a,6b), 3.90 (m,
1H, H-5), 3.88 (m, 1H, OCH,), 3.68 (m, 1H, OCH,), 3.40 (m, 2H, CH,N), 2.16, 2.10, 2.08,
2.07 (4s, 12H, OCOCH3).

RMN C (CDCls, 100 MHz): § (ppm) 170.29, 170.12, 170.01, 169.52 (5C ; C=0), 156.26
(1C; NHC(0)O), 136.40, 128.46, 128.10 (6C ; Ar-C), 101.47 (1C: C-1), 70.73 (1C ; C-3),
70.70 (1C ; OCHy), 69.38, 68.76 (2C ; C-2, C-5), 66.91 (1C ; C-4), 66.69 (1C; CH,-Ar), 61.26
(1C ; C-6), 40.83 (1C; NCH}), 20.61, 20.58, 20.50 (4C; COCHy).
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4-Méthoxyphényl B-p-galactopyranoside 2555 ! Signet non défini

OH OH

o) C13H1807
Ho oMP MW = 286,278 g.mol™*

OH

Au tétracétate 252 (35,4 g, 73,8 mmol) en suspension dans le MeOH anhydre (330 ml)
a TA et sous argon est ajouté une solution de méthanolate de sodium (10 ml). Le mélange
réactionnel est ainsi agité pendant 10 h puis, neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120
dans le MeOH jusqu’a arriver a pH neutre. La résine est filtrée, rincée avec du MeOH et le
filtrat est concentré sous pression réduite et séché sous P,Os et le produit est obtenu sous la
forme d’un solide blanc (21,29 g, quantitatif).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl g-o-galactopyranoside 256

OH
OH

0 C16H23NOg
HO O N MW= 357,356 g.mol™

OH

Au tétracétate 254 (8,23 g, 15,7 mmol) en suspension dans le MeOH anhydre (60 ml)
a TA et sous argon est ajouté une solution de méthanolate de sodium (2 ml). Le mélange
réactionnel est ainsi agité pendant 1 h puis, neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120 dans
le MeOH jusqu’a arriver a pH neutre. La résine est filtrée, rincée avec du MeOH et le filtrat
est concentré sous pression réduite et séché sous P,Os et le produit est obtenu sous la forme
d’un solide blanchétre (5,41 g, 97%).

4-Methoxyphenyl 3,4-O-isopropylidene-6-O-(2-méthoxy-2-propyl)-p-o-
ga|aCtOpyranoside 259Erreur I Signet non défini.

o o><ow|e
o C20H300s
MW = 398,447 g.mol™
(o] OMP
OH

Dans un ballon préalablement purgé sous argon, le tétrol 255 (10 g, 35 mmol) et le
CSA (0,4 g, 1,7 mmol, 0,05 eq) sont dissous dans le 2,2-diméthoxypropane (160 ml). Le
mélange réactionnel est ainsi agit¢ a TA pendant 48 h. L’exces d’acide est neutralisé avec la
EtsN (2,8 ml) puis le mélange réactionnel est concentré et le résidu est purifié par flash
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chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/acétone : 12/1 avec 1% EtsN). Le produit
pur est obtenu sous la forme d’un solide blanc (9,12 g, 65%).

Il se forme également le 2,6-diol 257 (2,27 g) qui est recyclé pour former a nouveau le produit
téra-protégé ce qui remonte le rendement a 75%.

Pf= 107-108°C (EP/ACOEY)
[0]5 =-29 (c= 1, CHCls)

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 3,4-O-isopropylidene-6-O-(2-méthoxy-2-propyl)- B-o-

galactopyranoside 260%
\’LOME
O

o C23H35NOg
o MW= 469,525 g.mol™

¢} Ov\
NHZ
OH

Dans un ballon préalablement purgé sous argon, le tétrol 256 (5,41 g, 15 mmol) et le
CSA (0,22 g, 0,95 mmol, 0,05 eq) sont dissous dans le 2,2-diméthoxypropane (110 ml). Le
mélange réactionnel est ainsi agité¢ a TA pendant 48 h. L’exces d’acide est neutralisé avec la
EtsN (1,5 ml) puis le mélange réactionnel est concentré et le résidu est purifié par flash
chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 1/3 avec 1% Et3N). Le produit pur
est obtenu sous la forme d’une mousse blanche (4,97 g, 70%).

Il se forme également le 2,6-diol 258 (0,7 g) qui est recyclé pour former a nouveau le produit
téra-protégé et remonter ainsi le rendement a 76%.

4-Méthoxyphényl (2-O-benzoyl-3,4-O-isopropylidene-6-O-(2-méthoxy-2-propyl)-g-o-
galactopyranoside 261Erreur ! Signet non défini.

0 O><0Me
C27H3409
2 MW = 502,553 g.mol*
(@] OMP
OBz

A T’alcool 259 (13,15 g, 33 mmol) dissous dans un mélange DCM/pyridine anhydres
(0,75: 0,25 ; 104 ml) est ajouté goutte a goutte, a 0°C et sous argon le chlorure de benzoyle (6
ml, 53 mmol, 1,6 eq). Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h ensuite I’exces d’acide est
neutralisé avec du MeOH (2,6 ml) puis le mélange réactionnel est dilué avec du DCM (180
ml), lavé successivement avec de 1’eau, du NaHCOj3 saturé, de ’eau, séché sur MgSO, puis
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concentré. Une recristallisation dans I’EP/AcOEt permet d’obtenir le produit pur (18,5 g,
quantitatif).

Pf= 95-96°C (EP/ACOEY)
[0]5 = +10 (c= 1, CHCl)

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2-O-benzoyl-3,4-O-isopropylidene-6-O-(2-méthoxy-2-
propyl)-B-o-galactopyranoside 262

\'LOME
0

O

C30H39NO1p
% MW= 573,631 g.mol™
’ oB O\\\///\\\NHZ

A T’alcool 260 (4,78 g, 10 mmol) dissous dans un mélange DCM/pyridine anhydres
(0,75: 0,25 ; 14 ml) est ajouté goutte a goutte, a 0°C et sous argon le chlorure de benzoyle
(1,6 ml, 16,3 mmol, 1,6 eq). Le mélange réactionnel est agité pendant 1 h ensuite 1’excés
d’acide est neutralisé avec du MeOH (3 ml) puis le mélange réactionnel est dilué avec du
DCM (100 ml), lavé successivement avec de I’eau, du NaHCOj3 saturé, de 1’eau, séché sur
MgSO, puis concentré et purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice
(EP/ACOELt : 1/3) pour donner le produit pur sous la forme d’une mousse transparente
visqueuse (5,09 g, 87%).

Pf=117-118°C (EP a chaud)

[0]5 = +22 (c=1, CHCl)

ES-SM: m/z 596 [M+Na]"

Analyses élémentaires: Calculée pour C3H3gNOqo: C, 62.81; H, 6.85; N, 2.44, trouvée: C,
63.64; H, 6.80; N, 2.47.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 8.10-7.20 (m, 10H, Ar-H), 5.51 (s, 1H, NH), 5.21 (dd,
1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 7.0 Hz, H-2), 5.02 (ABq, 2H, CH,-Ar), 4.47 (d, 1H, H-1), 4.32 (dd, 1H,
Jas= 5.5 Hz, H-3), 4.23 (dd, 1H, Js5= 2.0 Hz, H-4), 3.95 (m, 1H, H-5), 3.85 (m, 1H, OCH,),
3.80-3.70 (m, 3H, H-6a,6b, OCH,), 3.40-3.30 (m, 2H, CH,N), 3.19 (s, 3H, OCHa), 1.62,
1.35, 1.31 (3s, 12H, C(CHs),).
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3Erreur ! Signet non défini.

4-Méthoxyphényl 2-O-benzoyl-g-p-galactopyranoside 26

OH OH

(0}
HO&/OMP C20H2208

0Bz MW = 390,384 g.mol™

Le monosaccharide 261 (10,90 g, 22 mmol) en suspension dans un mélange
AcOH/eau (2 : 1; 170 ml) est porté a reflux (100°C) pendant 15 min. Le mélange réactionnel
est ensuite refroidi a TA, dilué avec de 1’eau puis co-évaporé avec de 1’eau. Le résidu est

ensuite cristallisé dans 1’éthanol a chaud et le produit pur est obtenu sous la forme d’un solide
blanc (6,92 g, 82%).

Pf= 176-177°C (EtOH a chaud)

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2-O-benzoyl--o-galactopyranoside 264%

OH
OH

(@) C23H27N09
MW= 461,462 g.mol™
HO o\/\NHZ g

OBz

Le monosaccharide 262 (5,05 g, 8,35 mmol) en suspension dans un mélange TFA/eau
(9:1; 23 ml) est agité a TA pendant 10 min. Le mélange réactionnel est ensuite dilué avec de
I’eau puis co-évaporé avec de I’eau 3 fois. Le résidu est ensuite cristallisé dans 1’ACOEt en
chauffant Iégérement et le produit pur est obtenu sous la forme d’un solide créeme (3,75 g,
70%).

Analyse élémentaire: Calculée pour CxH27NOg: C, 59.86; H, 5.90; N, 3.04, trouvée: C,
59.50; H, 5.88; N, 2.90.

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2 4,6-tri-O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 287%
OBz
OB
Cs7H3s011N
HO Oz MW = 669,674 g.mol ™

OBz

Au monosaccharide 296 (320 mg, 0,42 mmol) dissous dans la pyridine (3,2 ml) est
ajouté un mélange de pyridine-acide acétique-hydrazine monohydrate (12 : 8: 1, 8,7 ml). Le
mélange réactionnel est agité a TA et sous argon pendant 8 min puis dilué avec du DCM. La
phase aqueuse est extraite avec du DCM (2 x 15 ml), les phases organiques sont lavées
successivement avec de I’eau, du NaHCOj saturé, et de 1’eau puis séchées sur MgSO, et co-
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évaporeées au toluene. Le résidu est purifié sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 3/2). Le
produit est obtenu pur sous la forme d’une mousse blanche (263 mg, 94%).

[a]2 = +13,5 (c=1, CHCls)

HRMS : m/z: calculée pour Cs;HzsO1:N ([M+H]Y): 670,22829 ; trouvée : 670,22879,
calculée pour [M+NH,]": 687,25484, trouvée : 687,25495, calculée pour Cs;HzsO1:NNa
([M+Na]") : 692,21023 ; trouvée : 692,21062

Analyse élémentaire calculée pour Cs;H3s01:N: C, 66.36; H, 5.27; N, 2.09; trouvée : C,
65.55; H,5.37 ; N, 2.07

RMN *H (400 MHz, CDCly) : 8 (ppm) 8.16-7.29 (m, 20H ; Ar-H), 5.76 (dd, 1H, Js34= 3.0
Hz, Jas<1Hz ; H-4), 5.34 (dd, 1H, J; = 8.0 Hz, Jo5= 10.0 Hz ; H-2), 5.15 (sl, 1H ; NH), 4.98
(ABg, 2H ; CH,Ar), 4.69 (d, 1H ; H-1), 4.56 (dd, 1H, Jsea= 7.0 Hz, Jeago= 12.0 Hz ; H-6a),
4.44 (dd, 1H, Js 6= 6.0 Hz ; H-6b), 4.16-4.09 (m, 2H ; H-3, H-5), 3.98-3.93 (M, 1H ; OCH),),
3.76-3.71 (m, 1H ; OCHy,), 3.46-3.30 (M, 2H ; NCH),), 2.70 (d, 1H, J3 o= 6.0 Hz ; HO-3).

RMN *C (100 MHz, CDCly) : & (ppm) 166.43, 166.10, 163.66 (3C ; C=0), 156.26 (1C ;
NHC(0)0), 136.30, 133.17, 129.91, 129.64, 129.55, 129.25, 129.15, 128.87, 128.44, 128.31,
127.88, 127.82 (20C ; Ar-C), 101.34 (1C ; C-1), 73.07 (1C ; C-2), 71.38, 71.09 (2C ; C-3, C-
5), 70.43 (1C ; C-4), 69.17 (1C ; OCH,), 66.43 (1C; CH,-Ar), 62.34 (1C ; C-6), 40.67 (1C;
NCH,).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2-O-benzoyl-3-O-levulinoyl-4,6-di-tert-butylsilyléne-g-p-
galactopyranoside 294%

o C36H49011N5i
MW = 700,072 g.mol™
LevO O\/\NHZ

OBz

Le composé 250 (1 g, 1,66 mmol), I’acide 1évulinique (0,312 g, 2,7 mmol, 1,6 eq) et
la DMAP (0,04 g, 0,28 mmol, 0,17 eq) en suspension dans le DCM anhydre (10 ml) sont
agités a TA et sous argon. La DCC (0,55 g, 2,7 mmol, 1,6 eq) est ensuite ajoutée au mélange
réactionnel qui est ainsi agité pendant 3h. La DCU formée est filtrée sur Buchner, rincée avec
du DCM (20 ml). Le filtrat est lavé successivement avec du HCI 1M froid, du NaHCO3 saturé
et de ’eau, puis séché sur MgSO, et concentré sous pression réduite. Le produit brut est
purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 2 /1) pour donner
le produit pur sous la forme d’une mousse blanche visqueuse (1,09 g, 94%).

[a]? =+32 (c=1, CHCls)
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HRMS : m/z: calculée pour CssHsoO1:NSi ([M+H]"): 700,31476 ; trouvée : 700,31471,
calculée pour CssHa901:NNaSi ([M+Na]"): 722,29671; trouvée : 722,29699

Analyse éléementaire calculée pour C3sHs9011NSi : C, 61.78; H, 7.06; N, 2.00; trouvée : C,
61.28; H,7.15; N, 2.09

RMN *H (400 MHz, CDCly) : 8 (ppm) 8.01-7.31 (m, 10H ; Ar-H), 5.62 (dd, 1H, J;,= 8.0
Hz, Jo3= 10.0 Hz ; H-2), 5.21 (sl, 1H ; NH), 5.01 (ABg, 2H ; CH,Ar), 4.94 (dd, 1H, Jo3= 11.0
Hz, Js4= 3.0 Hz ; H-3), 4.66 (dd, 1H ; H-4), 4.57 (d, 1H ; H-1), 4.29-4.23 (m, 2H ; H-6a, H-
6b), 3.86-3.82 (M, 1H ; OCH}), 3.71-3.32 (M, 1H ; OCH}), 3.54-3.52 (m, 1H ; H-5), 3.35-3.31
(M, 2H : NCH;), 2.59-2.55 (m, 4H ; CH,CO), 2.04 (s, 3H : COCHs), 1.10, 1.04 (2s, 18H ; 2 x
C(CHa)a).

RMN *C (100 MHz, CDCl3) : & (ppm) 205.81 (1C ; COCHs), 172.15, 165.43 (2C ; C=0),
156.36 (1C; NHC(0)0), 136.63, 133.24, 129.73, 129.51, 128.45, 128.39, 127.89, 127.84
(12C ; Ar-C), 101.46 (1C ; C-1), 73.78 (1C; C-3), 71.31 (1C ; C-5), 70.25 (1C ; C-4), 69.27
(1C; OCH,), 69.11 (1C ; C-2), 66.73 (1C ; C-6), 66.45 (1C; CH,-Ar), 40.96 (1C; NCH,),
37.77 (1C; CH,CO), 29.58 (1C; COCHs), 28.19 (1C; CH,CO), 27.47, 27.31 (6C; 2 X
C(CHs)3), 23.29, 20.73 (2C; 2 x C(CHs)s).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 2-O-benzoyl-3-O-levulinoyl-p-p-galactopyranoside 295%

OH
OH

C2sH3301N
Levo Oy MW = 559.562 g.mol ™

OBz

Au silyléne acétal 294 (1,07 g, 1,53 mmol) dissous dans le THF anhydre (10 ml) a 0°C
et sous argon, est ajoutée la EtsN-3HF (0,60 ml, 3,7 mmol, 2,4 eq). Le mélange réactionnel est
agité a 0°C pendant 1h. Le THF est ensuite concentré sous pression réduite et le résidu dilué
avec du DCM. La phase organique est lavée successivement avec de 1’eau, du NaHCO3 saturé
et de I’eau, séchée sur MgSO, et concentrée sous pression reduite. Le résidu est purifié par
flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/MeOH : 15/1) pour donner le
produit pur sous la forme d’une mousse blanche visqueuse (0,83 g, 96 %).

[a]2° = +19 (c=1,02, CHCls)

HRMS : m/z: calculée pour CagHz4s01:N ([M+H]"): 560,21264 ; trouvée : 560,21235,
calculée pour CgH3301:NNa ([M+Na]") : 582,19458; trouvée : 582,19412

Analyse élémentaire calculée pour CygH330::N: C, 60.10; H, 5.94; N, 2.50; trouvée : C,
58.78 ; H, 6.27 ; N, 2.50

RMN *H (400 MHz, CDCly) :  (ppm) 8.01-7.31 (m, 10H ; Ar-H), 5.57 (dd, 1H, J;,=8.0
Hz, J,3= 9.0 Hz ; H-2), 5.36 (m, 1H ; NH), 5.05-4.95 (m, 3H ; H-3, CH,Ar), 4.60 (d, 1H ; H-
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1), 4.24 (m, 1H ; H-4), 4.04-3.98 (m, 1H ; H-6a), 3.87-3.84 (M, 2H ; H-6b, OCH},), 3.75-3.73
(m, 1H ; OCH,), 3.68-3.66 (M, 1H ; H-5), 3.35-3.26 (M, 3H ; HO-4, NCH,), 2.70-2.69 (m,
2H ; CH,CO), 2.56-2.39 (M, 2H ; CH,CO), 2.12 (s, 3H ; COCHy).

RMN °C (100 MHz, CDCls) : § (ppm) 208.02 (1C ; COCHs), 171.96, 164.45 (2C ; C=0),
156.38 (1C ; NHC(0)0), 133.29, 129.76, 128.45, 128.01 (12C ; Ar-C), 101.72 (1C; C-1),
74.51 (1C; C-5), 74.04 (1C; C-3), 69.57 (1C ; C-2), 69.35 (1C ; OCH,), 67.42 (1C ; C-4),
66.57 (1C; CH,-Ar), 62.33 (1C : C-6), 41.01 (1C; NCH,), 38.20 (1C: CH,CO), 29.64 (1C;
COCHj), 28.19 (1C; CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl 3-O-levulinoyl-2,4,6-tri-O-benzoyl -B-p-
galactopyranoside 296%

OBz
OB

C42H42013N
Levo O™ iz MW = 767,774 g.mol ™

OBz

Un mélange de diol 295 (284 mg, 0,51 mmol) et de chlorure de benzoyle (235 pl,
2,04 mmol, 4 eq) dans le DCM et la pyridine anhydres (1 : 1, 6 ml), est agité a 0°C et sous
argon pendant 1h. Du MeOH (1 ml) est ajouté a 0°C et le mélange réactionnel est agité
pendant 15 min sous argon, puis dilué¢ avec du DCM, lavé successivement avec de I’eau, du
NaHCOs sature et de I’eau. La phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée. Le résidu
est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 3/2). Le produit
pur est obtenu sous la forme d’une mousse blanche visqueuse (366 mg, 94%).

[@]2 = +24 (c=1, CHCIs)

HRMS : m/z: calculée pour CsHs3013N ([M+H]Y): 768,26507 ; trouvée : 768,26602,
calculée pour [M+NH,]": 785,29162, trouvée : 785,29278, calculée pour CsHs013NNa
([M+Na]") : 790,24701 ; trouvée : 790,24792

Analyse élémentaire calculée pour C4H42013N: C, 65.70; H, 5.38; N, 1.82; trouvée : C,
65.21;H,5.51;N, 1.74

RMN H (400 MHz, CDCly) : § (ppm) 8.15-7.28 (m, 20H : Ar-H), 5.82 (dd, 1H, J34= 3.0
Hz, Jas<1Hz ; H-4), 5.56 (dd, 1H, J1,=7.5 Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2), 4.35 (dd, 1H ; H-3), 5.14
(sl, 1H ; NH), 4.97 (ABg, 2H ; CH,Ar), 4.71 (d, 1H ; H-1), 4.39 (dd, 1H, Jsg.= 7.0 Hz,
Joaso= 12.0 Hz ; H-6a), 4.39 (dd, 1H, Js = 6.5 Hz ; H-6b), 4.21 (dd, 1H ; H-5), 3.97-3.93 (m,
1H; OCHy), 3.73-3.68 (m, 1H; OCHj), 3.46-3.30 (m, 2H; NCH,), 2.62-2.31 (m, 4H ;
CH,CO), 1.92 (s, 3H ;COCHa).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) : § 205.70 (1C ; COCHs), 171.72, 165.97, 165.64, 165.41 (5C :
C=0), 156.29 (1C; NHC(0)O), 133.72, 133.41, 133.37, 133.32, 130.06, 130.02, 129.77,
129.72, 128.69, 128.69, 128.46, 128.06, 128.03 (20C ; Ar-C), 101.79 (1C; C-1), 71.35(1C;
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C-3), 71.09 (1C; C-5), 69.58 (1C; C-2), 69.48 (1C; OCH,), 67.87 (1C; C-4), 66.57 (1C;
CH,-Ar), 61.99 (1C; C-6), 40.85 (1C; NCH,), 37.68 (1C; CH,CO), 29.38 (1C; COCHy),
27.88 (1C; CH,CO).

4-Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-butylsilyléne-p-p-
galactopyranoside 265%

Sl\\o -
Voo, Q Cs4Hs2018Si .
Levo% o) v MW = 1027,145 g.mol
BzO o
OBz OBz
1 |

Une solution d’alcool 249 (265 mg, 0,5 mmol), d’imidate 227 (428 mg, 0,65 mmol,
1.3 eq) et de tamis moléculaire 4A activé, dans le CH,Cl, anhydre (6 ml) est agitée & TA, sous
argon pendant 40 min, le TMSOTf 1M dans le toluéne (0,12 ml, 0,12 mmol, 0.18 eqg/imidate)
est ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 40 min, puis de la triéthylamine (0,14
ml, 1 mmol) est ajoutée au mélange réactionnel. Apres 5 min, le tamis est filtré puis rincé au
DCM et le filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de
silice (EP/ACOEt: 2/1 avec 0,1 % Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
mousse blanchétre (430 mg, 85%).

[a] % = +66,5 (c=1, CHCls)

HRMS : m/z: calculée pour CssHs3018Si ([M+H]"): 1027,37782 ; trouvée : 1027,37759,
calculée pour CssHesO18NSi ([M+NH,]"): 1044,40437, trouvée : 1044,40504, calculée pour
C54H62018Na8i ([M+Na]+) : 1049,35976 : trouvée : 1049,36040

Analyse élémentaire calculée pour CssHe016Si : C, 63.14; H, 6.08; trouvée : C, 63,24 ; H,
6,60

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7.85-6.67 (m, 19H ; Ar-H), 5.76 (dd, 1H, J; ,= 8.00
Hz, J23= 10.0 Hz ; H-2"), 5.55 (dd, 1H, J2 5= J34= 9.0 Hz ; H-3"), 5.49-5.42 (m, 2H ; H-2", H-
4", 5.08 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz; H-1"), 4.87 (d, 1H; H-1"), 4.72 (dd, 1H, J3,= 3.0 Hz,
Jas<lHz ; H-4"), 4.29-4.27 (m, 2H ; H-6a', H-6b"), 4.15 (d, 1H, Js5= 10.0 Hz ; H-5"), 3.99
(dd, 1H ; H-3"), 3.77 (s, 3H ; COOCHs), 3.70 (s, 3H ; OCHj3), 3.53 (s, 1H ; H-5'), 2.63-2.46
(m, 3H ; CH,CO), 2.39-2.32 (m, 1H ; CH,CO), 2.04 (s, 3H ; COCHs), 1.08, 1.07 (2s, 18H ; 2
X C(CHz)s).
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RMN C (100 MHz, CDCIs) : & (ppm) 205.60 (1C; COCHs), 171.02, 167.00, 165.53,
164.67, 164.61 (5C ; C-6", C=0), 155.49, 151.44, 133.31, 132.77, 132.69, 129.78, 129.56,
129.51, 129.43, 128.81, 128.68, 128.29, 128.23, 127.96, 119.56, 114.22 (24C ; Ar-C), 101.1
(1C; c-1Y, 101.36 (1C; C-1"), 79.46 (1C ; C-3"), 72.84 (1C ; C-5"), 72.62 (1C; C-4"), 72.35
(1c ; c-3"), 71.68 (1C; c-2"), 71.52 (1C; C-5", 70.66 (1C; C-2'), 69.61 (1C; C-4"), 66.87
(1C, C-6"), 55.51 (1C; OCHSs), 52.96 (1C; COOCHs), 37.58 (1C, CH,CO), 29.52 (1C;
COCHj3), 27.64 (1C; CH,CO), 27.43, 27.38, 27.28, 27.20 (6C; 2 x C(CHs)s), 23.34, 20.70
(2C; 2 x C(CHs)a).

4-Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-2-O-benzoyl-p-p-galactopyranoside 266%

OH

OH
MeO,C
Lo o) o) Cu6H16013
OMP _ -1
BzO 0 MW = 886,847 g.mol
OBz OBz

Au silyléne acétal 265 (3,19 g, 3,11 mmol) dissous dans le THF anhydre (35 ml) a 0°C
et sous argon, est ajoutée la EtsN-3HF (1,12 ml, 6,84 mmol, 2,2 eq). Le mélange réactionnel
est agité de 0°C a TA pendant 3h. Le THF est ensuite concentré sous pression réduite et le
résidu dilué avec du DCM. La phase organique est lavée successivement avec de 1’eau, du
NaHCOj3 saturé, de 1’eau, séchée sur MgSO4 et concentrée sous pression réduite. Le résidu est
purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/MeOH : 19/1) pour
donner le produit pur sous la forme d’un solide visqueux blanchéatre (2,29 g, 83 %).

Pf = 215-216°C (Ethanol a chaud)
[@] 2 = +66 (c=1, CHCl5)

HRMS : m/z: calculée pour CsHs0018N ([M+NH,]): 904,30224, trouvée : 904,30249,
calculée pour C4sHa6018Na ([M+Na]") : 909,25764 ; trouvée : 909,25813

Analyse élémentaire calculée pour C4sH46015 : C, 62.30; H, 5.23; trouvée : C, 61,24 ; H, 5.60

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7.82-6.68 (m, 19H ; Ar-H), 5.68 (dd, 1H, J1,= 8.0
Hz, J;3= 10.0 Hz; H-2), 5.61 (dd, 1H, J23= J34= 9.0 Hz ; H-3"), 5.45 (dd, 1H, J;5= 10.0
Hz ; H-4"), 5.41 (dd, 1H, J1,= 7.0 Hz ; H-2"), 5.02 (d, 1H ; H-1"), 4.95 (d, 1H ; H-1'), 4.30-
4.28 (m, 1H ; H-4"), 4.26 (d, 1H ; H-5"), 4.11-4.09 (m, 1H ; H-5"), 4.05 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz ;
H-3"), 3.92-3.88 (m, 1H ; H-6a"), 3.79 (s, 3H ; COOCHj3), 3.78-3.74 (m, 1H ; H-6b'), 3.69 (s,
3H ; OCHg), 3.26 (s, 1H ; HO-4), 2.66-2.48 (m, 3H ; CH,CO), 2.41-2.33 (m, 2H; HO-6,
CH,CO), 2.03 (s, 3H ; COCHy).
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RMN C (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 206.41 (1C; COCHs), 171.11, 167.38, 165.23,
164.83, 164.75 (5C; C-6" C=0), 154.85, 151.00, 133.03, 132.55, 132.41, 129.09, 128.90,
128.83, 128.62, 128.00, 127.85, 127.72, 127.59, 117.95, 113.81 (24C ; Ar-C), 101.15 (1C; C-
1", 100.87 (1C; c-1), 80.92 (1C ; C-3"), 74.75 (1C; C-5'), 71.69, 71.46 (2C; C-2', C-4"),
71.07 (1C; c-4"), 70.36 (1C ; c-3"), 69.09 (1C; Cc-2", 67.95 (1C; C-5"), 60.60 (1C; C-6"),
47.75 (1C; OCHs), 47.54 (1C; COOCHs), 36.86 (1C; CH,CO), 28.56 (1C; COCHj3), 27.08
(1C; CH,CO).

4- Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-f-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-2,4,6-tri-O-benzoy! -p-p-galactopyranoside 267%

OBz
OBz

MeO,C CeoHs4020
O (0] — -1
Lev%m/o oMP MW= 1095,059 gmol
OBz OBz

Un mélange de diol 266 (0,56 g, 0,63 mmol) et de chlorure de benzoyle (0,29 ml, 2,5
mmol, 4 eq) dans le DCM et la pyridine anhydres (1 : 1 ; 10 ml), est agité a 0°C et sous argon
pendant 2h. Du MeOH (1 ml) est ajouté a 0°C et le mélange réactionnel est agité pendant 15
min sous argon, puis dilué avec du CH,Cl,, lavé successivement avec de I’eau, du NaHCO3
saturé, de 1’eau. La phase organique est séchée sur MgSO4 et concentrée. Le résidu est purifié
par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 1/1). Le produit pur est
obtenu sous la forme d’une mousse blanche (0,59 g, 86%).

Pf = 183-184°C (EP/ACOE)
[@]2 = +83,5 (c=1, CHCly)

HRMS : m/z: calculée pour CeoHssOz ([M+H]Y): 1095,32812 ; trouvée : 1095,32863,
calculée pour CgoHssO20N ([M+NH,]"): 1112,35467, trouvée : 1112,35528, calculée pour
CeoHs4020Na ([M+Na] ) : 1117,31007 ; trouvée : 1117,31109

Analyse élémentaire calculée pour CgoHs4O2 : C, 65.81; H, 4.97; trouvée : C, 58,64 ; H,
4,75

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.15-6.53 (m, 29H ; Ar-H), 5.90 (dd, 1H, J54= 3.0
Hz, Jss<1Hz : H-4"), 5.82 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5=10.0 Hz ; H-2'), 5.50-5.39 (m, 2H ; H-
3" H-4"), 5.26 (dd, 1H, J; 5= 7.0 Hz, J,5= 9.0 Hz ; H-2"), 5.00 (d, 1H ; H-1"), 4.98 (d, 1H ; H-
1", 4.61 (dd, 1H, Js6a= 4.5 Hz, Jgaep= 12.0 Hz ; H-6a"), 4.46 (dd, 1H, Js¢,= 8.0 Hz ; H-6b"),
4.39 (dd, 1H ; H-3"), 4.27-4.24 (m, 1H ; H-5'), 4.14 (d, 1H, J45= 10.0 Hz ; H-5"), 3.73 (s, 3H ;
COOCHs3), 3.64 (s, 3H ; OCHs), 2.61-2.29 (m, 4H ; CH,CO0), 2.01 (s, 3H ; COCH).

RMN *C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.59 (1C; COCHs), 170.88, 166.80, 166.05,
165.74, 165.47, 164.52, 164.26 (7C ; C-6", C=0), 155.43, 151.14, 133.27, 133.19, 133.13,
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132.71, 130.21, 129.79, 129.75, 129.68, 129.51, 129.33, 129.15, 128.72, 128.59, 128.39,
128.26, 127.96, 118.60, 114.26 (36C ; Ar-C), 100.96, 100.80 (2C ; Cc-1', c-1"), 76.80 (1C ; C-
3", 72.79 (1C ; ¢-5"), 72.10 (2C ; c-3", Cc-5"), 71.52 (1C; C-2"), 71.39 (1C; C-2"), 69.59 (1C;
C-4'), 69.29 (1C; C-4"), 62.90 (1C; C-6'), 55.46 (1C ; OCHj3), 52.96 (1C; COOCHj), 37.61
(1C; CH,CO), 29.50 (1C; COCHj), 27.61 (1C; CH,CO).

4-Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-f-p-
galactopyranoside 268%

OAcCI
CIAcO

MeO,C
o o o CsoH4sCl,02
B20 0 omP MW= 1039,81 g.mol™

OBz OBz
1 |

Au diol 266 (709 mg, 0,8 mmol) dissous dans un mélange DCM/pyridine (10: 1; 1
ml) a 0°C et sous argon est ajouté le (CIAc),O (547 mg, 3,2 mmol, 4 eq). Le mélange
réactionnel est agité pendant 1h, puis versé dans de I’eau glacée. La phase aqueuse est alors
extraite avec du dichlorométhane et les phases organiques sont ensuite rassemblées, lavées
successivement avec de I’eau, du NaHCOj; saturé, de 1’eau, séchées sur MgSO, et co-
évaporées au toluene. Le résidu est alors purifié par flash chromatographie sur colonne de gel
de silice (DCM/acétone : 22/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’un solide blanc
(749 mg, 90%).

Pf = 234-236 °C (EP/AcOEL)
[@]? = +76 (c=1, CHCIs)

HRMS : m/z: calculée pour CsoHsCl,02 ([M+H]"): 1039,21888 ; trouvée : 1039,21743,
calculée pour CsoHs,Cl,020N ([M+NH,]"): 1056,24542 ; trouvée : 1056,24520, calculée pour
CsoHssCl,00Na ([M+Na]™) : 1061,20082 ; trouvée : 1061,20273

Analyse élémentaire calculée pour CsoHssCl204 : C, 57.75; H, 4.65; trouvée : C, 55,30 ; H,
4,62

RMN *H (400 MHz, CDCls) : § (ppm) 7.83-6.69 (m, 19H ; Ar-H), 5.63-5.58 (m, 2H ; H-2',
H-4"), 5.23 (dd, 1H, Jo5= 9.0 Hz, J3,= 9.5 Hz ; H-3"), 5.43 (dd, 1H, J45= 10.0 Hz ; H-4"),
5.30 (dd, 1H, J1,= 7.0 Hz;  H-2"), 4.94 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.88 (d, 1H ; H-1"),
4.38-4.34 (m, 3H ; H-6a', H-6b', CH,CI), 4.27-4.23 (m, 2H ; H-3', CH,CI), 4.12 (d, 1H ; H-
5", 4.09 (s, 2H ; CH,CI), 4.10-4.07 (m, 1H ; H-5'), 3.82 (s, 3H; COOCHj), 3.71 (s, 3H ;
OCHj), 2.64-2.45 (m, 3H ; CH,CO), 2.38-2.31 (m, 1H ; CH,CO), 2.03 (s, 3H ; COCH).

RMN C (100 MHz, CDClIs): & (ppm) 205.57 (1C; COCHj), 170.96, 167.04, 166.84, 166.72,
165.48, 164.56, 164.35 (7C; C-6", C=0), 155.67, 150.93, 133.41, 133.22, 132.95, 129.78,
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129.59, 129.50, 128.92, 128.68, 128.55, 128.39, 128.35, 128.11, 118.75, 114.39 (24C; Ar-C),
100.83, 100.80 (2C ; c-1', c-1"), 76.04 (1C; c-3Y), 72.73, 71.82 (2C; c-3", c-5", 71.42,
70.97, 70.69, 70.53 (4C; c-2', c-2", c-4', c-5), 69.31 (1C; C-4"), 63.46 (1C; C-6'), 55.55
(1C; OCHjs), 53.18 (1C; COOCHj3), 40.74, 40.53 (2C; CH,Cl), 37.57 (1C; CH,CO), 29.51
(1C; COCHj), 27.57 (1C; CH,CO).

O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-2,4,6-tri-
0-benzoyl-1-O-trichloroacétimidoyl-a-p-galactopyranose 271%

OBz

OBz
o Meoe 0 o) Cs5H4sCIsNO1g
G0 o MW = 1133,324 g.mol .
0Bz OBz
o) CCly
NH

A une solution de disaccharide 267 (2,16 g, 1,97 mmol) dissous dans un mélange
toluene/acétonitrile/eau (1: 1,5: 1; 105 ml) est ajouté le CAN (5,41 g, 9,85 mmol, 5 eq). Le
mélange réactionnel est agité vigoureusement a TA pendant 30 min, puis versé dans de I’eau
glacée (100 ml). La phase aqueuse est extraite avec de I’AcOEt (3 x 50 ml), les phases
organiques sont lavées successivement avec de I’eau, du NaCl saturé, de 1’eau puis séchées
sur MgSO, et concentrées sous pression réduite. Le résidu est purifié par flash
chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 1/1) pour donner I’hémiacétal 270
pur sous la forme d’une mousse orange pale et le produit de migration 269 qui est traité avec
du DBU sous argon pour redonner aprés purification sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt :
1/1) ’hémiacétal 270 désiré.

L’hémiacétal 270 (1,59 g, 1,61 mmol) est dissous dans le dichlorométhane anhydre (18 ml) a
TA et sous atmosphére d’argon. Le CI3C-CN (1,62 ml, 16,1 mmol, 10 eq) puis la DBU (0,05
ml, 0,32 mmol, 0,2 eq) sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est ainsi agité
pendant 30 min puis, concentre et purifié immediatement apreés par flash chromatographie sur
colonne de gel de silice (EP/ AcOEt: 2/1 avec 0,1 % Et3N). L’imidate 271 est obtenu pur
sous la forme d’une mousse jaune péle (1,40 g, 62% sur les 2 étapes)

Pf = 110-115°C (EP/ACOEY)
[a]2° = +114 (c=1, CHCI,)

HRMS : m/z : calculée pour CssHs,ClsN2O1g ([M+NH,]Y): 1149,22244, trouvée : 1149,22284,
calculée pour CssHagCIsNNaOg [M+Na]" : 1154,17783 ; trouvée : 1154,17922

Analyse élémentaire calculée pour CssHsgCIsNOgg : C, 58.29; H, 4.27; N, 1.24; trouvée : C,
58,15; H, 4,36 ; N, 0,88
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RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.48 (s, 1H ; C=NH), 8.10-7.04 (m, 25H ; Ar-H),
6.74 (d, 1H, J;,= 3.5 Hz ; H-1'), 6.05 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5<1Hz ; H-4'), 5.72 (dd, 1H,
J23=10.0 Hz ; H-2"), 5.55 (dd, 1H, Jo5= 9.0 Hz, J34= 10.0 Hz ; H-3"), 5.45 (dd, 1H, J;5= 10.0
Hz ; H-4"), 5.27 (dd, 1H, J;,= 7.0 Hz ; H-2"), 5.12 (d, 1H ; H-1"), 4.72-4.68 (m ; 2H, H-3,
H-5'), 4.52 (dd, 1H, Js6a= 5.0 Hz, Jeago= 12.0 Hz ; H-6a'), 4.41 (dd, 1H, J56,=7.5 Hz ; H-
6b"), 4.26 (d, 1H ; H-5"), 3.77 (s, 3H ; COOCHs), 2.62-2.33 (m, 4H ; CH,CO), 2.03 (s, 3H ;
COCHj).

RMN *¥C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.60 (1C; COCHj), 170.92, 166.95, 166.01,
165,54, 165.46, 164.99, 164.26, 160.30 (8C; C-6", C=0, C=N), 133.37, 133.29, 133.21,
133.06, 132.79, 130.09, 129.75, 129.72, 129.57, 129.49, 129,33, 128,63, 128,59, 128,51,
128,42, 128,38, 128.27, 127.99 (30C; Ar-C), 100.89 (1C; C-1"), 93.56 (1C; C-1'), 90.76 (1C;
CCls), 73.27 (1C; C-3), 72.86 (1C; C-5"), 72.03 (1C; c-3"), 71.76 (1C; C-2"), 70.30 (1C; C-
4", 69.92 (1C; C-5', 69.85 (1C; C-2"), 69.21 (1C; C-4"), 62.87 (1C; C-6'), 53.01 (1C;
COOCHS;), 37.63 (1C; CH,CO), 29.51 (1C; COCHj3), 27.64 (1C; CH,CO).

O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-2-O-
benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-1-O-trichloroacétimidoyl-a-p-galactopyranose 272%

AcCl

CIACO
Meoe o 0 CusH42ClsNOqg
LevO o _ -1
BzO MW = 1078,075 g.mol
OBZ

A une solution de disaccharide 268 (2,05 g, 1,97 mmol) dissous dans un mélange
toluene/acétonitrile/eau (1 : 1,5 : 1; 105 ml) est ajouté le CAN (5,40 g, 9,85 mmol, 5 eq). Le
mélange réactionnel est agité vigoureusement a TA pendant 30 min, puis versé dans de I’eau
glacée (100 ml). La phase aqueuse est extraite avec de I’ AcOEt (3 fois), les phases organiques
sont lavées successivement avec de 1’eau, du NaCl saturé, de 1’eau puis séchées sur MgSO, et
concentrées sous pression réduite. Le résidu est purifié par flash chromatographie sur colonne
de gel de silice (DCM/acétone : 12/1) pour donner le produit pur sous la forme d’une mousse
orange pale et un produit de migration qui est traité avec du DBU sous argon pour redonner
apres purification sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 3/2) I’hémiacétal désiré.

L’hémiacétal obtenu (1,51 g, 1,62 mmol) est dissous dans le DCM anhydre (15 ml) a TA et
sous argon. Le CI;C-CN (3,25 ml, 32,4 mmol, 20 eq) et le DBU (49 pl, 0,32 mmol, 0,2 eq)
sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est agité pendant 30 min, puis concentré
et purifié immédiatement par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt :
3/2 avec 0,1% Et3N). L’imidate 272 est obtenu pur sous la forme d’un solide blanc (1,34 g,
62% sur les 2 étapes).
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Pf : 180-181°C (EP/ACOEY)
[@]% =+107 (c=1, CHCI3)

HRMS : m/z: calculée pour CssHs3Cl,019 ([M-CIsCC(NH)]): 933,17701; trouvée :
933,17784, calculée pour CssH4Cl,NaOi9 ([M-CIsCC(NH)+Na]*): 955,15896 ; trouvée :
955,15969

Analyse élémentaire calculée pour C4sH42CIsNOgg: C, 50.13; H, 3.93; N, 1.30; trouveée : C,
49.09 ; H,4.10 ; N, 0.86

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.54 (s, 1H ; C=NH), 7.83-7.09 (m, 15H ; Ar-H), 6.59
(d, 1H, J;,=3.60 Hz ; H-1"), 5.75 (dd, 1H, J3,4= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.57 (dd, 1H, J;3=
9.0 Hz, Js34=10.0 Hz ; H-3"), 5.49 (dd, 1H, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.45 (dd, 1H, J45= 10.0
Hz ; H-4"), 5.31 (dd, 1H, J;,= 7.0 Hz ; H-2"), 5.01 (d, 1H ; H-1"), 4.55-4.52 (m, 2H ; H-3',
H-5'), 4.35 (dd, 1H, Js .= 5.0 Hz, Jeagp= 11.0 Hz ; H-6a'), 4.28-4.19 (m, 4H ; H-5", H-6b',
CH,CI), 4.07 (s, 2H ; CH,CI), 3.84 (s, 3H ; COOCHj3), 2.65-2.47 (m, 3H ; CH,CO), 2.41-2.33
(m, 1H ; CH,CO), 2.04 (s, 3H ; COCHy).

RMN C (100 MHz, CDCl3): & (ppm) 205.57 (1C; COCHs), 171.00, 166.81, 165.47,
164.74, 164.56, 160.23 (8C; C-6'", C=0, C=N), 133.46, 133.42, 133.02, 129.78, 129.47,
129.40, 128.55, 128.45, 128.39, 128.36, 128.13 (18C; Ar-C), 100.95 (1C; C-1"), 93.32 (1C;
C-1", 90.65 (1C; CCls), 72.82 (1C; C-3"), 72.73 (1C; C-5"), 71.77, 71.56 (2C; Cc-2", C-3"),
70.90 (1C; C-4"), 69.32, 69.13, 69.07 (3C; C-2', c-4", C-5'), 63.32 (1C; C-6'), 53.19 (1C;
COOCHs3), 40.61, 40.49 (2C; CH,CI), 37.59 (1C; CH,CO), 29.52 (1C; COCHj), 27.60 (1C;
CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-
benzoyl-4,6-O-di-tert-butylsilyléne-B-p-galactopyranoside 273%

OBz o)
OBz o

CsaHgoNO2;Si
0 ° o MW= 1572,681 g.mol™

OBz OBz OBz

Une solution d’imidate 271 (681 mg, 0,6 mmol), d’accepteur 250 (542 mg, 0,9 mmol,
1,5 eq) et de tamis moléculaire 4A activé est agitée & TA et sous argon dans le DCM anhydre
(10 ml) pendant 40 min. Le TMSOTf 1M dans le toluéne (108 ul, 0,11 mmol, 0,18 eq) est
alors ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 40 min. Puis, la triethylamine (130 pl)
est ajoutée au mélange réactionnel. Apres 5 min, le tamis est filtré puis rincé au DCM et le
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filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice
(DCM/acétone : 18/1 avec 0,1 % de Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
mousse blanche (632 mg, 67%).

[@]X= + 62 (c=1, CHCI,)

HRMS : m/z: calculée pour CgsHggNNaO2;Si ([M+Na]"): 1594,52834; trouvée: 1594,52825,
calculée pour CgqHgsN2027Si ([M+NH,]Y): 1589,57295, trouvée : 1589,57230, calculée pour
Cg4HogNO»7Si ([M+H]+): 1572,54640, trouvée : 1572,54633

Analyse élémentaire calculée pour CgsHggNO2;Si : C, 64.15; H, 5.70; N, 0.89; trouvée : C,
64,15;H,5,83; N, 0,81

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.09-6.91 (m, 35H ; Ar-H), 5.83 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz,
Jas<1Hz ; H-4"), 5.51 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.39-5.37 (m, 3H ; H-2',
H-3", H-4"), 5.16 (dd, 1H, 315=7.0 Hz, J,5= 8.5 Hz ; H-2"), 5.05 (sl, 1H ; NH), 4.95
(ABq, 2H ; CH-Ar), 4.92 (d, 1H ; H-1"), 4.79 (d, 1H ; H-1""), 4.69 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz,
J45<1Hz ; H-4'), 4.74-4.39 (m, 2H ; H-6"), 4.34-4.31 (m, 1H; H-3"), 431 (d, 1H, J1,= 7.5
Hz ; H-]_I), 4.16-4.06 (m, 2H ; H_5II1 H'6a'), 4.08 (d, 1H, Jas= 9.0 Hz : H_5III), 4.02-3.98 (m’
1H ; H-6b"), 3.74-3.68 (m, 5H ; H-3', OCH,, COOCHj3), 3.52-3.47 (m, 1H ; OCH,), 3.21-3.17
(m, 3H ; H-5', NCH,), 2.60-2.41 (m, 3H ; CH,CO), 2.34-2.26 (m, 1H ; CH,CO0), 2.01 (s, 3H ;
COCHj), 1.01, 0.95 (25, 18H ; 2 x C(CHa)s).

RMN **C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 205.63 (1C; COCHSs), 170.86, 166.89, 165.87,
165.49, 165.41, 164.64, 164.14, 164.11, 156.29 (9C ; C-6"', C=0), 133.67, 133.36, 133.23,
133.09, 132.59, 132.56, 130.11, 129.71129.66, 129.59, 129.44, 129.39, 129.29, 129.07,
128.70, 128.63, 128.56, 128.48, 128.36, 128.32, 128.23, 128.10, 127.96, 127.88, 127.79,
127.75 (42C ; Ar-C), 102.26 (1C; Cc-1"), 101.52 (1C; C-1"), 100.51 (1C; C-1"), 80.16 (1C; C-
3", 75.83 (1C; C-3"), 72.68 (1C; C-4"), 72.63 (1C; C-5"), 72.08, 71.96, 71.64, 71.52, 71.37,
70.51, 69.70, 69.25 (8C; C-2', c-2", c-2" ¢c-3" c-4" c-4" c-5' c-5"), 68.65 (1C; OCH,),
66.69 (1C; C-6'), 66.28 (1C; CH,-Ar), 62.85 (1C; C-6"), 52.93 (1C; COOCHj3), 40.84 (1C;
NCH,), 37.57 (1C, CH,CO), 29.51 (1C, COCHs), 27.58 (1C, CH,CO), 27.38, 27.25 (6C; 2 x
C(CHs)3), 23.18, 20.59 (2C; 2 x C(CHs)s).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-
benzoyl--o-galactopyranoside 274%

OBz OH
OBz OH
Me0,C . 5 C76H73NO2; X
Lev%mo 0 oo~ MW= 1432383 gmol
OBz 0Bz
I I

o)
(0]
OBz
11

Au Silylene acétal 273 (1,03 g, 0,65 mmol) dissous dans le THF anhydre (10 ml) est
ajouté a 0°C la EtzN-3HF (266 ul, 1,64 mmol, 2,5 eq). Le mélange réactionnel est agité sous
argon pendant 6 h puis, le THF est évaporé et le résidu dilué avec du DCM (20 ml), lavé
successivement avec du NaHCOj; saturé, de I’eau, séché sur MgSO, et concentré. Le produit
est obtenu pur apres recristallisation dans I’AcOEt/EP (771 mg, 82%).

Pf = 194-195°C (EP/AcOEL)
[a@] %= +56 (c=1, CHCl5)
HRMS : m/z : calculée pour C76H74NOz7 (IM+H]") : 1432,44427 ; trouvée : 1432,44471

Analyse élémentaire calculée pour C;6H73NO7 : C, 63.73; H, 5.14; N, 0.98; trouvée : C,
62.10;H,5.13; N, 0.88

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.10-6.99 (m, 35H ; Ar-H), 5.81 (dd, 1H, J34= 3.0
Hz, Jss<lHz: H-4"), 551 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.37-5.29 (m, 3H ;
H-2', H-3"!, H-4"), 5.16-5.12 (m, 2H ; H-2"", NH), 4.92 (ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.82 (d, 1H,
Ji12= 7.0 Hz ; H-1""), 4.76 (d, 1H ; H-1"), 4.62 (dd, 1H, Js6.= 4.0 Hz, Jgaep= 12.0Hz ; H-6a"),
4.44 (dd, 1H, Jsg= 8.0 Hz; H-6b"), 4.33 (d, 1H, J1,= 8.5 Hz ; H-1"), 4.27 (dd, 1H ; H-3"),
4.18 (dd, 1H ; H-5"), 4.05-4.03 (m, 2H ; H-4', H-5""), 3.78 (dd, 1H, J, 5= 10.0 Hz, J3,= 3.0
Hz; H-3"), 3.82-3.70 (m, 5H ; H-6a', OCH,, COOCHs), 3.57-3.47 (m, 2H ; H-6b', OCH,),
3.39-3.35 (m, 1H ; H-5"), 3.23-3.20 (M, 2H ; NCH,), 2.19 (s, 1H ; HO-4), 2.60-2.41 (m, 3H,
CH,CO), 2.34-2.23 (m, 2H ; HO0-6, CH,CO), 2.00 (s, 3H ; COCHy).

RMN C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 205.61 (1C; COCHjs), 170.84, 166.80, 166.07,
165.84, 165.35, 164.11, 164.08 (9C; C-6"', C=0), 133.48, 133.24, 132.75, 132.64, 132.62,
130.16, 129.65, 129.37, 129.31, 129.30, 129.18, 129.07, 128.54, 128.47, 128.41, 128.34,
128.20, 128.07, 127.92, 127.89, 127.86 (42C; Ar-C), 101.65 (1C; C-1"), 101.44 (1C; C-1"),
100.52 (1C; c-1"", 80.66 (1C; C-3"), 75.66 (1C; C-3"), 74.39 (1C; C-5'), 72.66 (1C; C-5"",
72.13, 71.89, 71.29, 71.25, 70.53, 69.74, 69.17 (7C; c-2', c-2" c-2"' c-3" c-4", c-4" c-
5", 68.79 (1C; C-4"), 68.68 (1C; OCH,), 66.36 (1C; CH,-Ar), 62.74 (1C; C-6"), 62.03 (1C;
C-6'), 52.96 (1C; COOCHa), 40.82 (1C; NCH,), 37.52 (1C, CH,CO), 29.46 (1C,COCHy),
27.52 (1C, CH,CO).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(sodium-p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-B-o-galactopyranoside 275

OH OH
HO OH
NaO,C o o CosH4oNNaO19
HO ° = -1
&/O ) O~ MW =717,602 g.mol
OH OH OH
1

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,7 mmol, 0,7 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 350 pul) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
trisaccharide 274 (191 mg, 0,13 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3: 1; 3 ml). Le
mélange réactionnel est ensuite agité pendant 8h a TA puis refroidi a 0°C. Une solution de
NaOH (4M, 2,3 ml, 70 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a
TA puis dilué avec de ’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120[H"]
jusqu’a pH 3,5 (contréle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée.
Le solide est alors lavé plusieurs fois avec de I’EtOH puis dissous dans de 1’eau. Une solution
de NaOH 0.1 M (1,4 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (66
mg, 69%).

[ely =-4(c=1 H.0)

HRMS : m/z: calculée pour CsHsiNNaOpg ([M+H]):718,21650 ; trouvée : 718,21580 ;
calculée pour CygHisN2019 ([M+H+NH,-Na]"): 713,26110 ; trouvée : 713,26056 ; calculée
pour C,gHaoNO1g ([M+2H-Na]") : 696,23455, trouvée : 696,23398

RMN *H (400 MHz, D,0): & (ppm) 7.48-7.40 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH,-Ar), 4.69 (d,
1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.67 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1'*"), 4.43 (d, 1H, J; ,= 7.5 Hz ; H-1'
ulh 421, 4.19 (2dd, 2H, Js34= 2.0 Hz, Js5<1 Hz ; H-4', H-4"), 3.98-3.93 (m, 1H ; OCHy),
3.84-3.80 (m, 2H ; H-3', H-3"), 3.80-3.65 (m, 10H ; H-2', H-2", H-5', H-5", H-5"" H-6a', H-
6b', H-6a", H-6b", OCHy), 3.54-3.52 (m, 2H ; H-3"', H-4""), 3.44 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz ; H-
2", 3.42-3.37 (m, 2H ; CH,N).

RMN C (100 MHz, D,0): & (ppm) 176.55 (1C; C-6""), 159.02 (1C; NHC(0)0), 137.11,
129.42, 129.42, 128.38 (6C ; Ar-C), 104.60, 104.19, 103.31 (3C ; c-1', c-1", c-1"), 83.01,
82.89 (2C; C-3', c-3"), 76.80, 75.94, 75.41, 75.36, 73.78, 72.39, 70.78, 70.51 (8C; C-2', C-2",
c-2" c3" c-4" c-5', c-5" c-5"), 69.50 (1C; OCHy), 69.00, 68.65 (2C; C-4', C-4"),
67.55 (CH,-Ar), 61.57, 61.48 (2C; C-6', C-6"), 41.16 (1C; CH,N).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl -p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-
sodium 2-O-benzoyl-4-0O-acétyl-6-O-sulfonato-p-p-galactopyranoside 276%

OAc,
= , .mo
Levom o SN Nz g

A une solution de diol 274 (199.5 mg, 0.14 mmol) dans le DMF anhydre est ajouté du
S03.NMe;3 (39 mg, 0.28 mmol, 2 eq) et le mélange réactionnel est agité a 40°C sous argon. Au
bout de 6h, la réaction étant incomplete, du SO3.NMe3 (19.5 mg, 0.14 mmol, 1 eq.) est ajouté
et le mélange réactionnel est alors agité pendant 4 h, puis refroidi a TA et I’exces de réactif est
détruit avec du MeOH (1 ml). Le mélange réactionnel est alors agité pendant 30 min sous
argon puis concentré sous pression réduite. Le résidu est ensuite dissous dans la pyridine
(4ml) et de I’anhydride acétique (2 ml) est ajouté a 0°C. Le mélange réactionnel est ainsi agité
de 0°C a TA pendant 16 h, puis co-évaporé au toluene et purifié sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH : 9/1). Les fractions recueillies sont ensuite passées sur colonne Sephadex SP-
C25 [Na]" (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre
blanche (156 mg, 71%).

[@] 2= +58 (c=1,02, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour C7gH7sNO3:S ([M-Na]) : 1552,39710; trouvée: 1552,40024,
calculée pour C7gHggN203;S ([M+NH4+2H-Na]2+: 786,22274, trouvée : 78622219, calculée
pour CzgH79N203:S ([M+NH,+H-Na]"): 1571,43820 ; trouvée : 1571,43639, calculée pour
C7gH7sNNaOz;S ([M+H]"): 1576,39360, trouvée : 1576,39208

RMN *H (400 MHz, CDCls/MeOD) : & (ppm) 8.09-6.94 (m, 35H ; Ar-H), 5.86 (dd, 1H, J3 4=
3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 557 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.43-5.38 (m, 2H ; H-
2" H-3"), 5.29 (dd, 1H, J34= Js5= 10.0 Hz ; H-4"), 5.18 (dd, 1H ; J;,= 8.0 Hz, J,5= 10.0
Hz ; H-2"), 5.10 (dd, 1H, J;,= 7.5 Hz, J,5= 9.0 Hz ; H-2'"), 4.95 (d, 1H ; H-1""), 4.84 (d, 2H,
Ji2= 8.0 Hz ; H-1"), 4.84 (ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.50 (dd, 1H, Js6.= 6.5 Hz, Jgaep= 12.0 Hz ;
H-6a"), 4.44 (d, 1H ; H-1"), 4.40 (dd, 1H, Js¢,= 8.0 Hz ; H-6b"), 4.28 (dd, 1H, J,5= 10.0 Hz ;
H-3"), 4.22-4.18 (m, 2H ; H-5", H-5"Y), 4.12-4.06 (m, 2H ; H-3', H-6a"), 3.97-3.90 (m, 2H ;
H-5', H-6b"), 3.79-3.73 (m, 1H ; OCHy), 3.65 (s, 3H ; COOCHj3), 3.52-3.47 (m, 1H ; OCH,),
3.15-3.12 (m, 2H ; NCH,), 2.58-2.54 (m, 2H ; CH,CO), 2.44-2.26 (m, 2H ; CH,CO), 2.06 (s,
3H ; COCHg). 1.97 (s, 3H ; COCHs Ac).

RMN C (100 MHz, CDCIs/MeOD) : & (ppm) 207.99 (1C; COCHj), 172.31, 171.36,
168.36, 167.44, 167.00, 166.51, 165.66, 165.60, 158.04 (10C ; C-6"', C=0), 134.23, 134.04,
133.89, 133.68, 133.60, 130.92, 130.59, 130.35, 130.25, 130.09, 129.98, 129.43, 129.21,
129.14, 129.11, 129.07, 128.92, 128.82, 128.61, 128.41 (35C ; Ar-C), 102.24 (1C; C-1"),
101.99 (1C; c-1, 101.57 (ac; c-1"), 78.25 (1cC; c-3"), 77.68 (1C; C-3"), 73.37, 73.18,
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73.01, 72.42,72.33, 72.27, 72.13 (7C; c-2', c-2" c-2" c-3" c-5', c-5", c-5") 71.11, 71.01
(2C; C-4', C- 4", 70.33 (1C; C-4"), 69.14 (1C ; OCHy,), 67.16 (1C; CH,-Ar), 67.09 (1C; C-
6'), 63.32 (1C; C-6"), 53.40 (1C; COOCHj3), 41.31 (1C; NCHy), 38.14 (1C, CH,CO), 29.55
(1C, COCH), 28.42(1C, CH,CO), 20.85 (1C; COCH3 Ac).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(sodium-p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 6-O-sulfonato-B-b-galactopyranoside 277%

0SO;3Na

OH
HO OH
NaO,C
o o o o o) C,gH39NNa,O,,S
HO o O “wiz MW =819.647 g.mol ™
OH OH OH
1

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LIOH (1 M, 0,7 mmol, 0,7 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 350 pl) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
trisaccharide 276 (203 mg, 0,13 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3:1; 3 ml). Le
mélange réactionnel est ensuite agité 8h a TA puis refroidi a 0°C et une solution de NaOH
(4M, 2,75 ml, 80 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a TA
puis dilué avec de 1’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine amberlite IR-120[H"] jusqu’a
pH 3,5 (contrdle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée. Le solide
est lave plusieurs fois avec de I’EtOH puis dissous dans I’eau. Une solution de NaOH 0.1 M
(1,3 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans
I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (101 mg, 96%).

[@]2 =-34 (c = 1,07, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CpgHag02NS ([M-2Na]*): 386,58477 ; trouvée : 386,58584,
calculée pour CogHa02NS ([M+H-2Na]*): 774,17682 ; trouvée : 774,17698, calculée pour
CasH39022NNaS ([M-Na]) : 796,15876 ; trouvée : 796,15841

RMN 'H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7.46-7.42 (m, 5H; Ar-H), 5.15 (s, 2H ; CH,-Ar), 4.70 (d,
1H, J1= 7.5 Hz ; H-1"), 4.67 (d, 1H, J1= 7.5 Hz ; H-1'*"), 4.45 (d, 1H, J;,= 8.0, Hz ; H-
1%, 4.25, 4.21 (2dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz; H-4', H-4"), 4.24-4.19 (m, 2H; H-6a', H-
6b'), 3.98-3.90 (m, 2H; H-3', OCH)), 3.85-3.65 (m, 9H; H-2', H-2" H-3" H-5' H-5" H-5",
H-6a", H-6b", OCH,), 3.57-3.51 (m, 2H ; H-3"', H-4"), 3.46 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz ; H-2"),
3.42-3.36 (M, 2H ; CH,N).

RMN **C (100 MHz, D,0): & (ppm) 176.52 (1C; C-6""), 150.02 (1C; NHC(0)0), 137.16,
129.43, 129.01, 128.40 (6C ; Ar-C), 14566, 104.21, 103.24 (3C; Cc-1', c-1", c-1"), 83.04,
82.71 (2C; C-3', c-3"), 75.94, 75.40, 73.78, 72.99, 72.39, 70.83, 70.78, 70.39 (8C; C-2', C-2",
c-2", c-3" c-4" c-5', c-5" c-5"), 69.56 (1C; OCH,), 68.76, 68.65 (2C; C-4', C-4"),
67.75 (1C; C-6'), 67.54 (CH.-Ar), 61.54 (1C; C-6"), 41.20 (1C; CH.N).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,6-di-
O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 278%

OBz OBz
OBz OH
MeO,C
o o o o 0 o Cg3H77NO2s
Bz0 ° Sz MW = 1536,489 g.mol
0Bz 0Bz OBz 1
I I I

Un mélange de diol 274 (250 mg, 0,17 mmol) et de BzCN (46 mg, 0,35 mmol, 2 eq)
sont dissous a TA et sous argon dans la pyridine anhydre (5 ml). Le mélange réactionnel est
agité pendant 16 h, puis I’exces de réactif est détruit avec du MeOH (1 ml) et concentré. Le
résidu est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/Acétone :
12/1) pour donner le produit pur sous la forme d’un solide blanchatre (207 mg, 77 %).

Pf = 192-193 °C (EP/ACOEt)
[a] 2= +66,5 (c=1, CHCI5)

HRMS : m/z : calculée pour C4H26010Na ([M+Na]*): 1558,45243 ; trouvée : 1558,45225,
calculée pour C4H27010 ([M+H]") : 1536,47049; trouvée : 1536,47074

Analyse élémentaire calculée pour CysH26010: C, 64.88; H, 5.05; N, 0.91; trouvée: C,
64.17 ; H, 5.07 ; N, 0.84

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.10-7.03 (m, 40H ; Ar-H), 5.81 (dd, 1H, J34= 3.5
Hz, Js5<1Hz ; H-4"), 5.52 (dd, 1H, J1 = 8.0 Hz, J,3= 10.0 Hz ; H-2"), 5.36-5.31 (m, 3H ; H-
2!, H-3"' H-4", 5.15 (dd, 1H, J1,= 7.0 Hz, J,5= 9.0 Hz ; H-2"), 5.00 (s, 1H ; NH), 4.87
(ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.83 (d, 1H; H-1"", 4.78 (d, 1H ; H-1"), 5.58 (dd, 1H, Jses= 4.5 Hz,
Jeasv= 12.0 Hz ; H-6a"), 4.50-4.41 (m, 2H ; H-6a', H-6b"), 4.37-4.33 (m, 1H ; H-6b"), 4.33 (d,
1H, Ji,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.26 (dd, 1H, J34= 3.5 Hz ; H-3"), 4.19-4.16 (m, 1H ; H-5"), 4.13
(dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.04 (d, 1H, J45= 10.0 Hz, H-5""), 3.82 (dd, 1H, J;3=
10.0 Hz; H-3", 3.73 (s, 3H ; COOCHs), 3.72-3.67 (m, 2H ; H-5', OCH,), 3.51-3.46 (m, 1H ;
OCH,), 3.26-3.13 (m, 2H ; NCH,), 2.30 (s, 1H ; HO-4), 2.60-2.41 (m, 3H ; CH,CO), 2.35-
2.27 (m, 1H ; CH,CO), 2.01 (s, 3H, COCHs).

RMN **C (100 MHz, CDCl3) : & (ppm) 205.56 (1C; COCHjs), 170.82, 166.76, 166.10,
166.02, 165.81, 165.35, 164.60, 164.11, 164.06, 156.21 (10C; C-6"', C=0), 133.36, 133.24,
133.09, 132.65, 130.17, 129.65, 129.53, 129.38, 129.32, 129.11, 128.52, 128.41, 128.36,
128.30, 128.27, 128.21, 128.13, 128.09, 127.90, 127.80 (42C; Ar-C), 101.51 (1C; C-1"),
101.15, 100.53 (2C; c-1', c-1"), 80.15 (1C; C-3"), 75.69 (1C; Cc-3"), 72.69 (1C; C-5",
72.22,72.14, 71.92, 71.31, 71.28, 70.54, 69.65, 69.19 (8C; C-2', c-2" c-2" c-3" c-4" c-
4" c-5' c-5"), 68.54 (1C; OCH,), 68.29 (1C; C-4"), 66.26 (1C; CH»-Ar), 63.59 (1C; C-6"),
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62.68 (1C; C-6'"), 52.94 (1C; COOCHs), 40.72 (1C; NCH,), 37.54 (1C; CH,CO), 29.47 (1C;
COCHs), 27.54 (1C; CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-
sodium 2,6-di-O-benzoyl-4-O-sulfonato-p-p-galactopyranoside 279%

0Bz OBz
OBz, NaO3;SO
~ &/ O
0 Cg3H7sNNaO31S
LevO o o O\/\ 83t ire 3t
B&/ NHZ MW= 1638,534 g.mol
OBz OBz OBz
" I I

A une solution de trisaccharide 278 (189 mg, 0.12 mmol) dans le DMF anhydre (3 ml)
est ajouté du SO3.NMe3 (171 mg, 1.2 mmol, 10 eq). Le mélange réactionnel est agité a 60°C
pendant 19 h sous argon puis refroidi & TA, du MeOH (2,1 ml) est ensuite ajouté et le
mélange réactionnel est agité pendant 15 min sous argon. Le MeOH est évaporé et le résidu
purifié sur colonne Sephadex LH-20 (DCM/MeOH : 1/1) puis sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH, 12 : 1) puis sur colonne Sephadex SP-C25 [Na]® (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1).
Le produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre banche (177 mg, 83%).

[@] 3= +49 (c=1, MeOH)
HRMS : m/z : calculée pour CgsH76NNaOs3;S ([M-Na]) : 1614,41275 ; trouvée : 1614,41347

RMN *H (400 MHz, CDCls/MeOD) : & (ppm) 8.27-6.96 (m, 40H ; Ar-H), 5.91 (dd, 1H, J34=
3.2 Hz, J45<1 Hz ; H-4"), 5.91 (dd, 1H, J1 .= 8.0 Hz, J23= 9.0 Hz ; H-2"), 5.45 (dd, 1H, J,5=
Jas= 9.0 Hz ; H-3"), 5.36 (dd, 1H, J;5= 10.0 Hz ; H-4"), 5.19 (dd, 1H, Ji,= 7.5 Hz, J,5=
10.0 Hz ; H-2"), 5.14-5.10 (m, 2H ; H-2"" H-4"), 4.97 (d, 1H, J;,= 7.5 Hz ; H-1""), 4.88-4.80
(m, 3H ; H-1", CH,-Ar), 4.69-4.52 (m, 3H ; H-6'a, H-6'b, H-6"a), 4.47-4.42 (m, 2H ; H-1', H-
6"b), 4.32 (dd, 1H ; H-3"), 4.26-4.21 (m, 2H ; H-5", H-5"), 4.02 (dd, 1H, J34= 2.0 Hz ; H-
3", 3.81-3.78 (m, 1H ; H-5'), 3.69 (s, 3H, COOCHSs), 3.69-3.64 (m, 1H ; OCH,), 3.54-3.48
(m, 1H ; OCH,), 3.14-3.10 (m, 2H ; NCH,), 2.59-2.54 (m, 2H ; CH,CO), 2.47-2.39 (m, 1H ;
CH,CO), 2.35-2.28 (m, 1H ; CH,CO), 1.98 (s, 3H ; COCHj).

RMN C (100 MHz, CDCIs/MeOD) : & (ppm) 206.48 (1C; COCHj), 170.83, 166.86,
166.08, 165.92, 165.65, 165.55, 165.23, 165.12, 164.31 (10C ; C-6"', C=0), 133.02, 132.92,
132.83, 132.71, 132.68, 132.52, 130.05, 129.23, 129.12, 129.09, 128.89, 128.70, 128.10,
128.05, 127.90, 127.84, 127.57, 127.44, 127.22 (42C ; Ar-C), 101.57 (1C; C-1"), 100.63 (2C;
c-1', c-1", 76.78, 76.74 (2C; Cc-3', C-3"), 75.49 (1C; C-4"), 72.22 (AC ; C-5'), 71.93, 71.86,
71.54 (3C; c-2" c-5" c-5"Y, 71.34 (1C; C-2"), 70.41, 69.22 (2C; Cc-2", c-3"), 68.70 (1C;
C-4"), 68.11 (1C; C-4"), 68.07 (1C; OCH,), 65.95 (1C; CH,-Ar), 63.38 (1C; C-6'), 62.00
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(1C; C-6"), 52.39 (1C; COOCHSs), 40.11 (1C; NCH,), 37.02 (1C, CH,CO), 28.68 (1C,
COCHj), 27.14 (1C, CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(sodium-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(p-b-
galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 4-O-sulfonato-B-b-galactopyranoside 280°

OH OH
HO NaO3SO
NaO,C
HO o} 0 0 CasH3gNNa,02,S
HO 0 © Oz MW =819.647 g.mol
OH OH OH 1

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,5 mmol, 0,5 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 250 pul) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
trisaccharide 279 (167,1 mg, 0,1 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3: 1; 2 ml). Le
mélange réactionnel est ensuite agité 8h a TA puis refroidi a 0°C et une solution de NaOH
(4M, 2 ml, 80 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a TA puis
dilué avec de ’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine amberlite IR-120[H"] jusqu’a pH 3,5
(contréle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée. Le solide est
alors lavé plusieurs fois avec de I’EtOH puis dissous dans I’eau. Une solution de NaOH 0.1 M
(1 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne Sephadex LH-20 dans
I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (67,5 mg, 80%).

[@]2 =-14 (c=1,04, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CgHyO2NS ([M+H-2Na]): 774,17682 ; trouvée : 774,17704 ;
calculée pour CogH39022NNaS ([M-Na]’) : 796,15876 ; trouvee : 796,15884; calculée pour
CugH3902:NS ([M-2Na]?) : 386,58477 ; trouvée : 386,58535

RMN *H (400 MHz, D;0) : & (ppm) 7.47-7.42 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH,-Ar), 4.86
(dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz; H-4"), 4.70 (d, 1H, J;,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.69 (d, 1H, J;,= 7.5
Hz ; H-1"), 4.46 (d, 1H, J1,= 7.5, Hz ; H-1'), 4.18 (dd, 1H, J34= 2.0 Hz, Jss<1Hz; H-4"),
4.03-3.94 (m, 2H; H-3', OCH,), 3.85-3.68 (m, 11H; H-2' H-2" H-3" H-5' H-5" H-5" H-
6a', H-6b', H-6a", H-6b", OCH,), 3.56-3.51 (m, 2H; H-3"', H-4"), 3.45 (dd, 1H, J,3=
9.0 Hz ; H-2"), 3.42-3.39 (m, 2H ; CH,N).

RMN C (100 MHz, D,0): & (ppm) 177.63 (1C; C-6""), 160.12 (1C; NHC(0)O), 138.21,
130.50, 130,08, 129.45, 129.40 (6C ; Ar-C), 105.65, 105.37 (2C; c-1", c-1""), 104.45 (1C;
C-1Y, 84.03 (1C, C-3"), 80.13 (1C; C-3"), 79.11 (1C; C-4"), 77.88, 76.99, 76.61, 76.18, 74.83,
73.47, 72.07, 71.84 (8C; c-2', c-2" c-2" c-3" c-4" c-8', c-5" c-5"), 70.75 (1C;
OCH,), 70.08 (1C; C-4"), 68.62 (CH,-Ar), 62.76, 62.61 (2C; C-6', C-6"), 42.18 (1C; CH;N).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6-di-chloroacéthyl-§-o-
galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-butylsilyléne-p-p-galactopyranoside
281%

C74H83C|2N027S|

ClACO MW= 1517,433 g.mol™
MeO,C
Levom O\/\NHZ

Un mélange d’imidate 272 (158,5 mg, 0,15 mmol), d’accepteur 250 (133 mg, 0,22
mmol, 1,5 eq) et de tamis moléculaire 4A activé en solution dans le DCM anhydre (2,5 ml)
est agité a TA et sous argon pendant 40 min, puis le TMSOTf 1M dans le toluene (32,3 pl,
0,03 mmol, 0,2 eg/imidate) est ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 40 min, puis
de la triéthylamine (40 ul) est ajoutée au mélange réactionnel. Aprés 5 min, le tamis est filtré
puis rincé au DCM et le filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur
colonne de gel de silice (DCM/acétone : 15/1 avec 0,1 % EtsN). Le produit est obtenu pur
sous la forme d’un solide blanc (68 mg, 49%).

[@] 2= +53 (c=1, CHCls)
ES-SM : m/z 1518,5

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : § (ppm) 7.78-6.97 (m, 25H ; Ar-H), 5.51 (dd, 1H, J;4= 3.5
Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.43-5.33 (m, 3H ; H-2', H-3"', H-4"", 5.30 (m, 1H, J;,= 8.0 Hz, J3,=
10.5 Hz ; H-2"), 5.20 (dd, 1H, J;, = 7.0 Hz, J,3= 8.5 Hz ; H-2"), 5.07 (m, 1H ; NH), 4.94
(ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.92 (d, 1H; H-1"), 4.69 (d, 1H, J;,= 7.0 Hz ; H-1""), 4.61 (dd, 1H, J3,4=
3.0 Hz, J45<1Hz; H-4"), 4.38 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.26-4.05 (m, 9H ; H-3", H-6a', H-
6b', H-6a", H-6b", 2 CH,CI), 4.02 (d, 1H, Js5= 10.0 Hz ; H-5"), 3.91 (dd, 1H, Js6.= 6.0 Hz,
Jsev= 7.0 Hz ; H-5"), 3.79 (s, 3H; COOCHs), 3.78-3.70 (m, 2H ; H-3', OCH,), 3.54-3.49 (m,
1H; OCH,), 3.39-3.36 (m, 1H; H-5"), 3.23-3.20 (m, 2H; NCH,), 2.62-2.42 (m, 3H;
CH,CO), 2.35-2.27 (m, 1H; CH,CO), 2.02 (s, 3H; COCHjs), 1.02, 0.99 (2s, 18H ; 2 X
C(CHs)s).

RMN C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.59 (1C; COCHs), 170.88, 166.85, 166.68,
165.38, 164.69, 164.43, 163.97, 156.25 (9C ; C-6"' C=0), 136.57, 133.33, 132.81, 132.69,
132.62, 129.71, 129.67, 129.48, 129.42, 129.30, 129.10, 128.52, 128.50, 128.43, 128.27,
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128.14, 128.04, 127.99, 127.93, 127.75, 127.69 (30C ; Ar-C), 101.52 (1C; C-1"), 101.23 (1C;
c-1"), 100.63 (1C; c-1"), 79.13 (1C; C-3Y), 75.86 (1C; C-3"), 72.74 (1C; C-4"), 72.52 (1C;
c-5"), 71.74, 71.42, 71.23, 70.97, 70.76, 70.72, 69.43, 69.23 (8C; c-2', c-2", c-2"" c-3" c-
4" c-4" c-5', c-5"), 68.70 (1C; OCH,), 66.72 (1C; C-6"), 66.25 (1C; CH,-Ar), 66.46 (1C;
C-6'), 52.07 (1C; COOCHs), 40.77, 40.60, 40.57 (3C; CH,CI, NCHj), 37.47 (1C, CH,CO),
29.45 (1C, COCHa), 27.49 (1C, CH,CO), 27.40, 27.17 (6C; 2 X C(CHs)s), 23.20, 20.51 (2C; 2
X C(CHz)s).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6,di-O-chloroacétyl-p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)- 2-O-benzoyl-B-o-galactopyranoside 283%

Ao OAcCI OH OH
Me0:C o 0 ° ] C66H67C|2N027
LevO
° Bm/o Oz MW= 1377,135 g.mol ™
OBz OBz OBz
1] " |

Au Silyléne acétal 281 (473,5 g, 0,31 mmol) dissous dans le THF anhydre (5 ml) est
ajouté a 0°C la EtsN-3HF (132 pl, 0,81 mmol, 2,6 eq). Le mélange réactionnel est agité sous
argon pendant 6 h puis, le THF est évaporé et le résidu dilué avec du DCM (10 ml), lavé
successivement avec du NaHCOj saturé, de I’eau, séché sur MgSO, et concentré. Le produit
est obtenu pur sous la forme d’un solide blanchatre (348,5 mg, 81%).

Pf = 230-232°C (Ethanol a chaud)
[a]% = +48 (c=1, CHCls)

HRMS : m/z : calculée pour CesHgsCl.NO2; ([M+H]) : 1376,33503 ; trouvée : 1376,33502,
calculée pour CgsHe7CI,NNaO,7 ([M+Na]™) : 1398,31697 ; trouvée : 1398,31702

Analyse élementaire calculée pour CgsHg7CI:NO»7 @ C, 57.56; H, 4.90; N, 1.02; trouvee : C,
57.31;H,4.93;N,0.94

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : & (ppm) 7.78-7.01 (m, 25H ; Ar-H), 5.54 (dd, 1H, J;4= 3.0
Hz, Jsis<lHz;  H-4"), 5.42-5.34 (m, 2H ; H-3"" H-4"), 5.32-5.27 (m, 2H ; H-2', H-2"),
5.20-5.13 (m, 2H ; H-2"', NH), 4.93 (ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.73, 4.71 (2d, 2H, J;,= 7.0 Hz ; H-
1", H-1"Y, 4.41 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.35-4.26 (m, 2H ; H-6a", H-6b"), 4.26 (ABq,
2H ; CH,CI), 4.13 (s, 2H ; CH.CI), 4.13-4.10 (m, 2H ; H-3", H-4"), 4.05-3.92 (m, 3H ; H-5",
H-5"" H-6a"), 3.84 (dd, 1H, J,5= 9.5 Hz, J34= 3.0 Hz; H-3"), 3.79 (s, 3H ; COOCHs), 3.79-
3.70 (m, 2H ; H-6b', OCH,), 3.62-3.52 (m, 2H ; H-5', OCH,), 3.26-3.17 m, 2H ; NCH,), 2.80
(s, 1H ; HO-4), 2.63-2.43 (m, 4H ; H0-6, CH,CO), 2.34-2.27 (m, 1H ; CH,CO), 2.01 (s, 3H ;
COCH).
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RMN C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 206.30 (1C; COCHjs), 170.95, 167.07, 166.97,
166.84, 165.36, 164.75, 164.49, 164.47 (9C; C-6"", C=0), 156.55, 136.22, 133.28, 132.79,
132.76, 132.62, 129.40, 129.11, 129.06, 128.99, 128.97, 128.91, 128.78, 128.10, 128.04,
127.94, 127.88, 127.83, 127.69, 127.64, 127.47 (30C; Ar-C), 101.45, 101.18, 100.42 (3C; C-
1!, c-1", c-1"), 80.26 (1C; C-3Y), 75.35 (1C; C-3"), 74.47 (1C; C-5'), 72.18, 71.86, 71.58,
71.09, 70.69, 70.65, 70.50, 69.05 68.36, (9C; C-2', c-2", c-2" c-3"' c-4' c-4" c-4" c-
5" ¢c-5"", 68.25 (1C; OCH,), 66.14 (1C; CH,-Ar), 63.08 (1C; C-6"), 60.87 (1C; C-6'), 52.92
(1C; COOCH;), 40.45, 40.35, 40.29 (3C; CH.Cl, NCH,), 37.21 (1C, CH,CO), 29.10
(1C,COCHs), 27.26 (1C, CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacéthyl-p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)- 2,4,6-tri-O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 284°%

OAcCI OBz

CIAcO OBz
MeO,
LevO 2 o b o CgoH75CI2NO2
B20 SNz MW=1585,347 g.mol

C
(o]
(@]
OBz OBz OBz
11

Protocole A :

Un mélange d’imidate 272 (1,05 g, 0,97 mmol), d’accepteur 287 (0,98 g, 1,46 mmol,
1,5 eq) et de tamis moléculaire 4A activé en solution dans le DCM anhydre (10 ml) est agité a
TA et sous argon pendant 40 min, puis le TMSOTTf 1M dans le toluéne (117 ul, 0,12 mmol,
0,12 eg/imidate) est ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 40 min, puis de la
triéthylamine (160 ul) est ajoutée au mélange réactionnel. Aprés 5 min, le tamis est filtré puis
rincé au DCM et le filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de
gel de silice (EP/AcOEt : 2/3 avec 0,1 % Et3N). Le produit est obtenu pur sous la forme d’un
solide blanc (0,82 g, 53%).

Pf= 165-168°C
[a]2°= +48,5 (c=1, CHCI,)

HRMS: m/z : calculée pour CgoH7CIoNO2 ([M+H]"): 1584,38746 ; trouvée : 1584,38355,
calculée pour CgoH7eCIoN2O29 ([M+NH,]"): 1601,41401 ; trouvée : 1601,40899, calculée
pour CgoH75CI,NNaO,e ([M+Na]?): 1606,36940 ; trouvée : 1606,37004

Analyse élémentaire calculée pour CgoH7zsCI,NOy: C, 60.61; H, 4.77; N, 0.88; trouvée : C,
59.60; H,4.73; N, 0.87

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.05-6.96 (m, 35H ; Ar-H), 5.76 (dd, 1H, J34= 3.0
Hz, Jss<1Hz; H-4"), 5.45 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J;5<1Hz ; H-4"), 5.42 (dd, 1H, J;,= 8.0
Hz, Jo5= 9.5 Hz ; H-2'), 5.36-5.33 (m, 2H ; H-3"", H-4""), 5.16-5.11 (m, 2H ; H-2", H-2""),
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5.00-4.96 (M, 1H ; NH), 4.88 (ABq, 2H ; CH.-Ar), 4.74 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz, H-1"), 4.65 (d,
1H, J;1,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.56 (dd, 1H, Js 2= 5.0 Hz, Jsa o= 12.0 Hz ; H-6a'), 4.51 (d, 1H ; H-
1Y), 4.40-4.35 (m, 1H ; H-6b"), 4.20-4.17 (m, 2H ; H-6a", H-6b"), 4.14 (sI, 2H ; CH,CI), 4.11-
4.05 (m, 2H ; H-3" H-5'), 4.03-3.98 (m, 2H ; H-3', H-5"), 3.97 (ABq, 2H ; CH,CI), 3.93-
3.90 (m, 1H ; H-5"), 3.80-3.76 (m, 1H ; OCH,), 3.77 (s, 3H ; COOCHj), 3.55-3.50 (m, 1H ;
OCH,), 3.29-3.14 (m, 2H ; NCH,), 2.63-2.61 (m, 3H, CH,CO), 2.33-2.26 (m, 1H, CH,CO),
2.00 (s, 3H, COCHy).

RMN *¥C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 205.57 (1C; COCHs), 170.87, 166.935, 166.82,
166.69, 166.17, 165.88, 165.38, 164.59, 164.36, 163.57, 156.19 (11C, C-6"" ; C=0), 136.51,
133.16, 133.10, 132.93, 132.58, 130.10, 129.69, 129.64, 129.58, 129.46, 129.33, 129.03,
128.50, 128.45, 128.42, 128.39, 128.37, 128.33, 128.27, 128.23, 127.95, 127.85 (42C; Ar-C),
101.36 (1C; c-1", 101.03 (1C; c-1Y), 100.52 (1C; Cc-1"), 77.02 (1C; C-3"), 75.52 (1C; C-3"),
72.55 (1C; C-5"Y), 72.02, 71.73 (2C; C-2', C-5Y), 71.29, 71.24, 70.72, 70.69 (4C; Cc-2", c-2",
c-4", c-5"), 70.57 (1C; C-4"), 70.07, 69.20 (2C; c-3"' C-4""), 68.92 (1C; OCH,), 66.34 (1C;
CH,-Ar), 63.25, 63.13 (2C; C-6', C-6"), 53.10 (1C; COOCHz), 40.71 (2C; CH.CI), 40.48 (1C;
NCHS,), 37.50 (1C, CH,CO), 29.47 (1C,COCHj3), 27.50 (1C, CH,CO).

Protocole B:

Un mélange d’imidate 286 (78,7 mg, 52,6 pumol), d’accepteur éthanolamine 2-
benzyloxycarbonyle (20,53 mg, 105 umol, 2 eq) et de tamis moléculaire 4A activé en solution
dans le DCM anhydre (1 ml) est agité a TA et sous argon pendant 1H, puis le TMSOTf 1M
dans le toluéne (13 pl, 13,1 umol, 0,25 eg/imidate) est ajouté et le mélange réactionnel est
agité pendant 40 min, puis de la triéthylamine (20 ul) est ajoutée au mélange réactionnel.
Aprés 5 mn, le tamis est filtré puis rincé au DCM et le filtrat est concentré puis purifié par
flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/acétone : 12/1 avec 0,1 % Et3N). Le
produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre blanche (46,6 mg, 56%).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-B-p-galactopyranosyl)-(1—3)- 2,4,6-tri-O-
benzoyl--o-galactopyranoside 285%

OH OBz
HO OBz
o MeO,C ] o o&/o C76H73NO27
% Smiz MW = 1432,383 g.mol”
OBz OBz 1
1 |

o
(0]
OBz
i

Le trisaccharide 284 (639 mg, 0,4 mmol) et la thiourée (123 mg, 1,6 mmol, 4 eq)
dissous dans 1’éthanol et la pyridine (1 :1; 9 ml) sont agités & 80°C pendant 2h. Le mélange
réactionnel est ensuite concentré puis dilué avec du CH,Cl,, la phase organique est lavée
successivement avec de 1’eau, du NaCl saturé, de ’eau, puis séchée sur MgSO, et co-
évaporeée au toluene. Le residu brut est alors purifié par flash chromatographie sur colonne de

175



VII- Partie expérimentale

gel de silice (DCM/acétone : 5/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une mousse jaune
péle (443 mg, 77%).

Pf = 188-190°C (EP/AcOEL)
[@]% =+44 (c=1, CHCI3)

HRMS : m/z : calculée pour C76H7sNO2; ([IM+H]"): 1432,44427, calculée pour C76H77N2057
([M+NH4]"): 1449,47082 ; trouvée : 1449,47202, calculée pour CzsH73NNaOy; ([M+Na]*):
1454,42622 ; trouvée : 1454,42746

Analyse élémentaire calculée pour CzH73NOy; : C, 63.73; H, 5.14; N, 0.98; trouvée : C,
62.79 ; H, 5.07 ; N, 0.89

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) : & (ppm) 8.11-6.88 (m, 35H ; Ar-H), 5.90 (dd, 1H, J;4= 3.0
Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.49 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J;3= 9.5 Hz ; H-2'), 5.42 (dd, 1H, J, 5= J34=
9.0 Hz ; H-3"), 5.34 (dd, 1H, J45= 9.0 Hz ; H-4"), 5.24-5.20 (m, 2H ; H-2", H-2""), 5.01-4.91
(m, 2H ; NH, CH2-Ar), 4.82-4.79 (m, 2H ; H-1", CHx-Ar), 4.72 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz, H-1""),
4.52-4.48 (m, 2H ; H-1', H-6a"), 4.40-4.36 (m, 1H ; H-6b"), 4.10 (d, 1H, J45= 9.0 Hz ; H-5"",
4.09-4.03 (m, 3H ; H-3', H-4" H-5'), 3.88-3.83 (m, 2H ; H-3" H-6a"), 3.80-3.77 (m, 1H ;
OCH,), 3.72 (s, 3H ; COOCHa), 3.67-3.64 (m, 1H ; H-6b"), 3.60-3.58 (m, 1H ; H-5"), 3.53-
3.48 (m, 1H ; OCHy), 3.27-3.15 (m, 2H ; NCH,), 2.98 (s, 1H ; HO-4), 2.63-2.43 (m, 3H ; HO-
6, CH,CO), 2.35-2.28 (m, 1H ; CH,CO), 2.01 (s, 3H, COCH3).

RMN **C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.60 (1C; COCHs), 171.03, 167.22, 167.13,
166.11, 165.33, 164.74, 164.54, 163.85, 156.18 (9C; C-6"', C=0), 136.51, 133.53, 133.32,
133.15, 132.73, 132.64, 132.23, 130.23, 129.67, 129.62, 129.46, 129.23, 128.99, 128.86,
128.57, 128.48, 128.45, 128.36, 128.31, 128.26, 128.04, 127.96, 127.84, 127.72 (35C; Ar-C),
101.96 (1C; c-1"), 101.55 (1C; C-1'), 100.81 (1C; C-1"), 80.21 (1C; C-3"), 78.38 (1C; C-3,
72.27 (1C; C-5"), 72.27 (1C; C-5"), 71.73, 71.58, 71.24, 70.95 (4C; c-2', -2" c-2"' c-3",
70.23 (1C; C-4Y, 69.11, 69.02, 68.95 (3C; C-4" c-4"' C-5'), 66.30 (1C; OCH,), 62.88 (1C;
CH,-Ar), 62.82 (1C; C-6'), 62.63 (1C; C-6"), 53.76 (1C; COOCHs), 40.65 (1C; NCH,), 37.46
(1C, CH,CO), 29.48 (1C,COCHjs), 27.51 (1C, CH,CO).

O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-B-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-
benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-g-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-benzoyl-1-O-
trichloroacétimidoyl-a-p-galactopyranose 286°
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OAcCI OBz
CIACO OBz

Meoat o o 0 C72HpaClsNO27
Le“%m/o © MW= 1552,534 g.mol
OBz

' 0 CCl

T

NH

A une solution de trisaccharide 290 (143 mg, 0,1 mmol) dissous dans un mélange
toluene/acétonitrile/eau (1 : 1,5 : 1; 7 ml) est ajouté le CAN (268 mg, 0,5 mmol, 5 eq). Le
mélange réactionnel est agité vigoureusement a TA pendant 30 min, puis versé dans de 1’eau
glacée (10 ml). La phase aqueuse est extraite avec de I’AcOEt (3 fois), les phases organiques
sont lavées successivement avec de 1’eau, du NaCl saturé, de I’eau puis séchées sur MgSO, et
concentrées sous pression réduite. Le résidu est purifié par flash chromatographie sur colonne
de gel de silice (DCM/acétone : 12/1) pour donner I’hémiacétal 292 et le produit de migration
291 qui est traité avec du DBU sous argon pour redonner apres purification sur colonne de gel
de silice (DCM/acétone : 12/1) I’hémiacétal désiré 292 sous la forme d’une mousse orange
pale.

L’hémiacétal 292 (129,5 mg, 96 pumol) est dissous dans le DCM anhydre (1,3 ml) a
TA et sous argon. Le CI3C-CN (192 pl, 1,9 mmol, 20 eq) et le DBU 1M dans le toluéne (19,2
pl, 19,2 umol, 0,2 eq) sont ajoutés successivement. Le mélange réactionnel est agité pendant
30 minutes, puis concentré et purifié immédiatement par flash chromatographie sur colonne
de gel de silice (EP/ACOEt : 1/1 avec 0,1% Et3N). L’imidate 286 est obtenu pur sous la forme
d’une poudre blanche (94 mg, 38% sur les 2 étapes).

Pf = 187-189°C (EP/ACOEY)
[a]?’ = +69 (c=1, CHClIs)

HRMS: m/z : calculée pour C7HesCl:NNaO,7 ([M+Na]®): 1572,20006; trouvée :
1572,19878

Analyse élémentaire calculée pour C7,Hg,CIsNOy;: C, 55.70; H, 4.16; N, 0.90; trouvée : C,
55.31;H,4.11; N, 0.81

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.43 (s, 1H ; C=NH), 8.05-6.91 (m, 30H ; Ar-H), 6.65
(d, 1H, J;1,= 3.5 Hz ; H-1'), 5.94 (dd, 1H, J3,= 3.0 Hz, Jss<1Hz ; H-4'), 5.63 (dd, 1H, J3=
10.0 Hz ; H-2"), 5.50 (dd, 1H, J54= 3.0 Hz, Jss<1Hz; H-4"), 5.39-5.32 (m, 2H ; H-3"!, H-
4™, 5.20-5.12 (m, 2H ; H-2", H-2"), 4.88 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.69 (d, 1H, J;,=7.0
Hz ; H-1""), 4.62 (ddd, 1H, Jsg.= 7.0 Hz, Jsey= 4.5 Hz ; H-5'), 4.56 (dd, 1H, Jeaep= 12.0 Hz ;
H-6a"), 4.48 (dd, 1H ; H-3"), 4.34 (dd, 1H ; H-6b"), 4.26-4.22 (m, 2H ; H-6a", H-6b"), 4.16 (s,
2H ; CH,CI), 4.07-3.99 (m, 3H ; H-3", H-5", H-5"), 4.00 (ABq, 2H; CH.CI), 3.79 (s, 3H ;
COOCHs3), 2.64-2.42 (m, 3H ; CH,CO), 2.34-2.27 (m, 1H ; CH,CO), 2.01 (s, 3H ; COCHs).
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RMN C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 205.55 (1C; COCHs), 170.88, 166.99, 166.83,
166.69, 166.04, 165.82, 165.39, 164.82, 164.36, 163.60, 160.127 (11C; C-6"', C=0, C=N),
133.35, 133.20, 133.12, 133.05, 132.76, 132.65, 130.07, 129.71, 129.64, 129.59, 129.46,
129.43, 128.94, 128.63, 128.51, 128.47, 128.37, 128.29, 128.24, 128.17, 127.98, 127.96
(36C ; Ar-C), 101.26 (1C; c-1"), 100.58 (1C; c-1"), 93.51 (1C; c-1Y, 75.67 (1C; C-3"),
74.07 (1C; C-3"), 72.61, 71.74, 71.30, 70.84, 70.75, 70.57, 70.49, 70.30, 69.19, 69.13 (10C;
c-2', c-2" c-2" c-3" c-4' c-4" c-4" c-5 c-5" c-5"), 63.34, 63.23 (2C; C-6', C-6"),
53.13 (1C; COOCHj3), 40.70, 40.50 (2C; CH,CI), 37.53 (1C; CH,CO), 29.49 (1C; COCHj),
27.52 (1C; CH,CO).
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4-Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-butylsilylene-g-o-galactopyranoside
288%

Sl
\O

OAcCI C71H7SC|20268i
MW= 1446,355 g.mol™

CIAcO
MeO,C

LevO
BzO

Une solution d’imidate 272 (1,349, 1,24 mmol), d’alcool 249 (1 g, 1,88 mmol, 1,5 eq)
et de tamis moléculaire 4A activé est agitée a TA et sous argon dans le DCM anhydre (20 ml)
pendant 40 min. Le TMSOTf 99% (60 ul, 0,31 mmol, 0,25 eq) est alors ajouté et le mélange
réactionnel est agité pendant 40 min. Enfin, la triéthylamine (220 ul) est ajoutée au mélange
réactionnel. Aprés 5 min, le tamis est filtré puis rincé au DCM et le filtrat est concentré puis
purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/acétone : 22/1 avec 0,1
% de EtsN). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une mousse blanche (1,10 g, 61%).

[a] % = +64,5 (c=1, CHCls)

HRMS: m/z : calculée pour C;1HgCl05NSi ([M+NH,]"):1462,42659 ; trouvée :
1462,42557, calculée pour C7H7sCl,O6NaSi  ([M+Na]™): 1467,38199; trouvée :
1467,37916, calculée pour C71H79Cl202Si ([M+H]"): 1445,40004, trouvée : 1445,40082

Analyse élémentaire calculée pour C;1H73Cl,02Si : C, 58.96; H, 5.44; trouveée : 58,57 ; H,
5,68

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 7.87-6.65 (m, 24H ; Ar-H), 5.63 (dd, 1H, J; ,= 8.0 Hz,
Jos= 9.5 Hz ; H-2"), 5.52 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5<1Hz ; H-4"), 5.43-5.31 (m, 3H ; H-2", H-
3" H-4"), 5.20 (dd, 1H, J1= 7.5 Hz, J,5= 9.0 Hz ; H-2"), 4.94 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1"),
4.81 (d, 1H ; H-1", 4.70 (d, 1H ; H-1"), 4.66 (dd, 1H, J34= 2.5 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.25-
4.20 (m, 4H ; H-6a', H-6b', H-6a", H-6b"), 4.15 (ABq, 2H; CH.CI), 4.10 (s, 2H ; CH,CI),
4.07 (dd, 1H, J,5= 10.0 Hz ; H-3"), 4.01 (d, 1H, Js;5= 9.0Hz ; H-5"), 3.94-3.91 (m, 1H ; H-
5", 3.87 (dd, 1H ; H-3"), 3.79 (s, 3H ; COOCHj3), 3.69 (s, 3H ; OCHg), 3.47-3.44 (m, 1H ; H-
5", 2.62-2.43 (m, 3H ; CH,CO), 2.35-2.27 (m, 1H ; CH,CO), 2.01 (s, 3H ; COCHj3), 1.04,
1.03 (2s, 18H ; 2 X C(CHs)s).

RMN C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.56 (1C; COCHj3), 170.91, 166.89, 166.72,
166.70, 165.41, 164.56, 164.48, 164.02 (8C ; C-6"', C=0), 155.45, 151.40, 133.36, 132.86,
132.67, 129.72, 129.55, 129.36, 129.20, 128.60, 128.49, 128.30, 128.16, 128.04, 128.00,
119.48, 114.19 (30C ; Ar-C), 101.70 (1C; C-1"), 101.27 (1C; c-1"), 100.65 (1C; C-1",
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79.22 (1C; C-3"), 75.84 (1C; C-3"), 72.73, 72.57 (2C;  C-4', c-5"), 71.79, 71.49, 71.27,
71.03, 70.82, 70.77, 69.27 (8C; c-2', c-2" c-2" c-3" c-4" c-4" c-5' c-5"), 66.84,
63.48 (2C; C-6', C-6"), 55.49 (1C; OCHs), 53.09 (1C; COOCHs), 40.60 (2C; CH.,CI), 37.51
(1C; CH,CO), 29.49 (1C; COCHjs), 27.53 (1C; CH,CO), 27.41, 27.30 (6C; 2 x C(CHa)s),
23.25, 20.63 (2C; 2 X C(CHs3)3).

4-Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-p-p-galactopyranoside 289%

OAcCI OH
CIAcO OH

MeoC o 0 0 Ce3Hs2C12026
Le“%m/o ° " Mws= 1306,057 g.mol*
OBz OBz OBz
[ I I

Au silyléne acétal 288 (1,10 g, 0,76 mmol) dissous dans le THF anhydre (10 ml) a 0°C
et sous argon, est ajoutée la EtsN-3HF (0,52 ml, 3,04 mmol, 4 eq). Le mélange réactionnel est
agité de 0°C a TA pendant 4h. Le THF est ensuite concentré sous pression réduite et le résidu
dilu¢ avec du DCM. La phase organique est lavée successivement avec de 1’eau, du NaHCO3
saturé, de 1’eau, séchée sur MgSO, et concentrée sous pression reduite. Le résidu est purifié
par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/MeOH : 22/1) pour donner le
produit pur sous la forme d’un solide blanchéatre (0,87 g, 88 %).

[@]% = +66 (c=1, CHCIs)
HRMS m/z : calculée pour CgsHg2Cl,026Na ([M+Na]"): 1327.27986; trouvée : 1327,28076

Analyse élémentaire calculée pour Cs3HsCl046 : C, 57.94; H, 4.78; trouvée : C, 48,34 ; H,
4,40

RMN *H (400 MHz, MeOD, CDCls) : § (ppm) 7.79-6.65 (m, 24H ; Ar-H), 5.54 (dd, 1H,
Jio= 8.0Hz, Jo3= 9.5 Hz ; H-2"), 5.52 (dd, 1H, Js4= 3.0 Hz, Jss<1Hz ; H-4"), 5.42-5.36 (m,
2H ; H-3" H-4"), 5.33 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,3= 10.0 Hz ; H-2"), 5.18 (dd, 1H, J,,=7.5 Hz,
Jo3= 9.0 Hz ; H-2""), 4.87 (d, 1H; H-1'), 4.75 (d, 1H ; H-1"), 4.71 (d, 1H ; H-1""), 4.33-4.28
(m, 2H ; H-6a", H-6b"), 4.27 (ABq, 2H; CH,CI), 4.17 (dd, 1H, Js34= 3.0 Hz ; H-4"), 4.14 (s,
2H ; CH.CI), 4.12 (dd, 1H; H-3"), 4.04-4.01 (m, 2H ; H-5", H-5"), 3.98 (dd, 1H, J56,= 4.5
Hz, Jeasv= 12.5 Hz ; H-6a'), 3.90 (dd, 1H ; H-3"), 3.89-3.81 (m, 2H ; H-5', H-6b"), 3.79 (s,
3H ; COOCHs), 3.68 (s, 3H ; OCHs), 2.96 (s, 1H ; HO-4), 2.63-2.42 (m, 3H ; CH,CO), 2.36-
2.27 (M, 2H ; CH,CO, HO-6), 2.01 (s, 3H ; COCHs).

RMN C (100 MHz, MeOD, CDCls) : & (ppm) 206.46 (1C; COCHj3), 171.09, 167.99,
167.92, 167.04, 165.19, 164.84, 164.65, 164.44 (8C ; C-6"', C=0), 151.00, 145.48, 133.05,
132.57, 132.53, 132.51, 129.12, 128.85, 128.69, 127.97, 127.86, 127.74, 127.71, 127.63,
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127.60, 117.96, 113.85 (30C ; Ar-C), 101.32 (1C; c-1"", 100.92 (1C;C-1", 100.19 (1C; C-
1"), 80.31 (1C; C-3"), 74.66, 71.89, 70.97, 70.51, 70.34, 70.18, 67.99 (11C; c-2', c-2", c-2""
c-3" c-3" c-4', c-4" c-4" c-5', c-5" c-5", 63.01 (1C; C-6"), 60.41 (1C; C-6'), 54.83
(1C; OCHs), 52.55 (1C; COOCH;), 40.12, 40.04 (2C; CH,CI), 36.93 (1C; CH,CO), 28.60
(1C; COCHj), 27.06 (1C; CH,CO).

4-Méthoxyphényl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-f-p-
galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranoside 290%

OAcCI OBz
CIAcO OBz
MeO,C
o 0 0 Cr5H70Cl2046
LevO o o OomMP 1
BzO MW= 1458,249 g.mol
OBz 0Bz OBz

Un mélange de diol 289 (153 mg, 0,12 mmol) et de chlorure de benzoyle (55 pml,
0,48 mmol, 4 eq) dans le DCM et la pyridine anhydres (1 : 1; 3 ml), est agité a 0°C et sous
argon pendant 1h. Du MeOH (0,5 ml) est ajouté a 0°C et le mélange réactionnel est agité
pendant 15 min sous argon, puis dilué avec du CH,Cl,, lavé successivement avec de 1’eau, du
NaHCOjs saturé, de 1’eau. La phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée. Le résidu
est purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/acétone : 19/1). Le
produit pur est obtenu sous la forme d’un solide blanchatre (143 mg, 83%).

Pf: 179-180°C (EP/ACOEY)
[@]% = +58 (c=1, CHClIs)
HRMS : m/z : calculée pour C7oHg3Cl,046 ([M-CsH7]): 1389,29791; trouvée : 1389,29755

Analyse élémentaire calculée pour CzsH7oCl,05 : C, 61.77; H, 4.84; trouvée : C, 60,39 ; H,
4,92

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.09-6.48 (m, 34H ; Ar-H), 5.79 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz,
Jas<lHz : H-4"), 5.69 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5= 9.0 Hz ; H-2"), 5.45 (dd, 1H, J3,= 3.0 Hz,
J45<1Hz ; H-4"), 5.39-5.30 (m, 2H ; H-3"" H-4""), 5.20-5.12 (m, 2H ; H-2", H-2"), 4.94 (d,
1H; H-1Y), 4.77 (d, 1H, J;1,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.69-4.65 (m, 1H ; H-6a"), 4.66 (d, 1H, J;,= 7.0
Hz ; H-1"), 4.42-4.35 (m, 1H ; H-6b"), 4.22-4.16 (m, 4H ; H-3', H-5", H-6a', H-6b"), 4.16 (s,
2H ; CH,CI), 4.04 (dd, 1H, J,5= 10.0 Hz ; H-3"), 3.99 (d, 1H, J45= 9.0 Hz ; H-5"), 3.97
(ABg, 2H; CH,Cl), 3.91 (dd, 1H, Js 62= 6.0 Hz, Js¢p = 6.5 Hz ; H-5'), 3.77 (s, 3H ; COOCHy),
3.63 (s, 3H ; OCHs), 2.61-2.41 (m, 3H ; CH,CO), 2.34-2.25 (m, 1H ; CH,CO), 2.01 (s, 3H ;
COCH).

RMN C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.56 (1C; COCHj3), 170.89, 166.94, 166.82,
166.69, 166.06, 166.02, 165.40, 164.44, 164.39 (10C ; C-6"', C=0), 155.36, 151.10, 133.35,
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133.19, 133.17, 132.86, 132.78, 132.61, 130.19, 129.74, 129.72, 129.52, 129.40, 129.12,
128.55, 128.50, 128.43, 128.36, 128.30, 128.21, 127.99, 118.56, 114.19 (42C ; Ar-C), 101.11
(1c; c-1", 100.85 (1C; -1, 100.53 (1C; c-1"", 77.35 (1C; C-3"), 75.55 (1C; C-3"), 72.58
(1c; c-5", 72.20 (1C; C-5Y, 71.76, 71.27, 71.15, 70.77, 70.71, 70.60, 69.97, 69.23 (8C; C-
2!, c-2" c-2" c-3" c-4', c-4" c-4" c-5"), 63.29 (2C; C-6', C-6"), 55.44 (1C; OCHs),
53.10 (1C; COOCHj3), 40.75, 40.49 (2C; CH.CI), 37.53 (1C; CH,CO), 29.49 (1C; COCH),
27.53 (1C; CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-p-p-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium 2-O-benzoyl-4-O-acétyl-6-O-sulfonato-f-p-
galactopyranosyl)-(1—3)- 2,4,6-tri-O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 297%

OBz
MeO,C
LevO ° o ° o C78H74N NaC)31S
B20 Nz MW= 1576,465 g.mol

A une solution de diol 285 (174 mg, 0.12 mmol) dans le DMF anhydre est ajouté du
S03.NMe;3 (34 mg, 0.24 mmol, 2 eq) et le mélange réactionnel est agité a 40°C sous argon. Au
bout de 6h, la réaction étant incomplete, du SO3.NMes (17 mg, 0.12 mmol, 1 eq.) est ajouté et
le mélange réactionnel est alors agité pendant 2 h puis refroidi & TA et I’excés de réactif est
détruit avec du MeOH (1 ml). Le mélange réactionnel est alors agité pendant 30 min sous
argon puis concentré sous pression réduite. Le résidu est ensuite dissous dans la pyridine
(4ml) et de I’anhydride acétique (2 ml) est ajouté a 0°C. Le mélange réactionnel est ainsi agité
de 0°C a TA pendant 16 h puis, co-évaporé au toluene et purifié sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH : 9/1). Les fractions recueillies sont ensuite passées sur colonne Sephadex SP-
C25 [Na]* (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre
blanche (145 mg, 76%).

[@]% = +53,5 (c=1, CHCly)

HRMS : m/z: calculée pour CrgHgoN20xS ([M+2H+NH,-Na]®) : 786,22274 ; trouvée :
786,22351, calculée pour C;gH74sNO3:S ([M-Na]): 1552,39710; trouvée: 1552,39847,
calculée pour C7gH76NO3S ([M+2H-Na]™): 1554,41165 ; trouvée : 1554,41328, calculée pour
C7gH79N203:S ([M+NH,+H-Na]™) : 1571,43820 ; trouvée : 1571,43751

RMN *H (400 MHz, CDCls/MeOD) : & (ppm) 8.01-6.94 (m, 35H ; Ar-H), 5.82 (dd, 1H, J3 4=
3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.49 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.45-5.37 (m, 2H ; H-
2', H-3"), 5.25 (dd, 1H, J34= 9.5 Hz, Js5= 10.0 Hz ; H-4""), 5.13-5.09 (m, 2H ; H-2", H-2"",
4.84 (ABq, 2H ; CH»-Ar), 4.78-4.76 (m, 2H ; H-1", H-1"), 4.63 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"),
4.50-4.46 (m, 1H ; H-6a"), 4.40-4.35 (m, 2H ; H-3', H-6b"), 4.24-4.21 (m, 1H ; H-5"), 4.14 (d,
1H ; H-5"), 4.10-4.03 (m, 3H ;, H-5", H-6a", H-6b"), 3.97 (dd, 1H, J,5 =10.0 Hz ; H-3"),
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3.80-3.75 (m, 4H ; OCH,, COOCHs), 3.56-3.53 (m, 1H ; OCH,), 3.18-3.16 (m, 2H : NCH)),
2.59-2.28 (M, 4H : CH,CO), 1.99 (s, 6H : COCHg, OCOCHs).

RMN *C (100 MHz, CDCIs/MeOD) : § (ppm) 207.68 (1C; COCHs), 172.25, 171.95,
168.75, 167.30, 167.14, 166.28, 166.02, 165.56, 165.03 (10C ; C-6"", C=0), 137.20, 134.14,
133.86, 133.82, 133.75, 133.53, 133.24, 130.63, 130.42, 130.19, 130.16, 129.95, 129.75,
129.25, 129.17, 129.06, 129.03, 128.99, 128.95, 128.66, 128.60, 128.49, 128.27 (42C ; Ar-C),
102.08 (1C; c-1Y), 101.91, 101.39 (2C; c-1", c-1", 78.03 (1C; c-3"), 76.88 (1C; C-3),
72.87, 72.74, 72.57 (3C; Cc-5', c-5", c-5"Y), 72.51, 72.42 (2C; c-2',c-3"", 72.04 (1C; C-4Y,
71.99, 71.53 (2C; c-2", c-2"", 70.30 (1C; c-4"), 70.14 (1C; C-4"), 69.37 (1C; OCHy),
66.98 (1C; CH,-Ar), 66.25 (1C; C-6"), 64.07 (1C; C-6'), 53.62 (1C; COOCHj3), 41.20 (1C;
NCHS,), 37.98 (1C, CH,CO), 29.59 (1C, COCHs), 28.22 (1C, CH,CO), 20.65 (1C; OCOCHs).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(sodium-p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium
6-O-sulfonato-B-p-galactopyranosyl)-(1—3)-B-o-galactopyranoside 298

0SO;Na

HO HO P
NaO,C CasH39NNa02,S
o o) 0 _
HO MW = 819.647 g.mol
mo ° ov\NHZ 1 :
OH OH OH
1

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,7 mmol, 0,7 ml, 5
eq) et de H,0O, (30%, 35 pl) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
trisaccharide 297 (135,4 mg, 85 pumol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3:1; 2 ml). Le
mélange réactionnel est ensuite agité 8h a TA puis refroidi a 0°C et une solution de NaOH
(4M, 1,7 ml, 80 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a TA
puis dilué avec de ’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine amberlite IR-120[H"] jusqu’a
pH 3,5 (contrdle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée. Le solide
est lavé plusieurs fois avec de ’EtOH puis dissous dans 1’eau. Une solution de NaOH 0.1 M
(0,85 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne Sephadex LH-20
dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (56,5 mg, 80 %).

[@]y =+5 (c =1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CogHs1NO2,S ([M+3H-2Na]") :776,19137 ; trouvée : 776,18973,
calculée pour CgHaNNaO2,S ([M+2H-Na]*) : 798,17331 ; trouvée : 798,17149

RMN 'H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7.46-7.42 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH.-Ar), 4.69 (d,
1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.65 (d, 1H, J;,= 7.0 Hz ; H-1'*"), 4.42 (d, 1H, J;,= 7.5, Hz ; H-1'
ol '4.26-4.25 (m, 2H; H-4', H-4"), 4.22-4.20 (m, 2H; H-6a", H-6b"), 3.98-3.92 (m, 2H; H-
5" OCH,), 3.86-3.65 (m, 9H; H-2', H-2" H-3' H-3" H-5' H-5" H-6a', H-6b', OCH,),
3.54-3.52 (m, 2H; H-3" H-4"), 3.45 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz ; H-2"), 3.42-3.36 (m, 2H ;
CH,N).
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RMN *C (100 MHz, D,0): & (ppm) 172.55 (1C; C-6""), 159.02 (1C; NHC(0)0), 129.39,
128.98, 128.35 (6C ; Ar-C), 104.41, 104.23, 103.25 (3C; c-1', c-1" c-1"", 83.33, 82.82
(2C; c-3', c-3"), 75.95, 75.63, 73.80, 73.16, 72.42, 70.66, 70.37, 70.11 (8C; C-2', c-2", C-
2" c-3!" c-4" c-5', c-5", c-5", 69.49 (1C; OCH,), 69.08, 68.58 (2C; C-4', C-4"), 68.49
(1C; C-6"), 67.57 (CH,-Ar), 61.86 (2C; C-6"), 41.05 (1C; CH,N).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,6-di-O-benzoyl-B-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-
O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 299%

OBz OBz
HO OBz
MeO,C
LevO o ° O&O C83H77N028
e ez MW = 1536,489 g.mol”
OBz OBz 1
1 |

(0]
(0]
OBz
1l

Un mélange de diol 285 (202 mg, 0.14mmol) et de BzCN (37 mg, 0.23 mmol, 0,2 eq)
sont dissous a TA et sous argon dans la pyridine anhydre (4,5 ml). Le mélange réactionnel est
agité pendant 16 h, puis neutralisé avec du MeOH (1 ml) et concentré. Le résidu est purifié
par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/Acétone : 12/1) pour donner le
produit pur sous la forme d’un solide blanchatre (175 mg, 80%).

Pf = 145-150 °C (EP/ACOEY)
[@]2 = +47,5 (c=1, CHCly)

HRMS : m/z : calculée pour CgsHgiN2Osg ([M+NH4]") : 1553,49704 ; trouvée : 1553,49589,
calculée pour CgzH77NNaOs ([M+Na]") : 1558,45243, trouvée : 1558,45025

Analyse élémentaire calculée pour CgsH77NNaO,g: C, 64.88; H, 5.05; N, 0.91; trouvée : C,
64.31; H,4.99; N, 0.80

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.09-6.91 (m, 40H ; Ar-H), 5.80 (dd, 1H, Js4= 3.0
Hz, Jss<1Hz ; H-4"), 5.46-5.33 (m, 3H ; H-2', H-3"" |H-4""), 5.30-5.21 (m, 2H ; H-2", H-2""),
5.01-4.97 (m, 1H ; NH), 4.88 (ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.81 (d, 1H, J;,= 7.0 Hz ; H-1"), 4.70 (d,
1H, J;1,= 8.0 Hz ; H-1""), 4.62-4.59 (m, 2H ; H-6' "), 4.46-4.38 (m, 3H ; H-1', H-6' "),
4.20-4.16 (m, 2H ; H-3', H-4"), 4.09 (d, 1H, Js5= 10.0 Hz ; H-5""), 3.96-3.93 (m, 1H ; H-5' "
", 3.86-3.75 (m, 3H ; H-3", H-5' ™" OCH,), 3.66 (s, 3H ; COOCHj3), 3.52-3.47 (m, 1H ;
OCH,), 3.25-3.13 (m, 2H ; NCH,), 2.89 (sl, 1H ; HO-4), 2.63-2.44 (m, 3H ; CH,CO), 2.36-
2.29 (m, 1H ; CH,CO), 2.02 (s, 3H, COCHj).

RMN C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 205.60 (1C; COCH3), 167.01, 166.23, 166.04,
165.55, 165.36, 164.58, 164.51, 163.88, 156.21 (10C, C-6""; C=0), 136.54, 133.35, 133.20,
133.09, 133.021, 132.87, 132.74, 132.19, 130.08, 130.04, 129.88, 129.71, 129.65, 129.59,
129.44, 129.40, 129.15, 129.06, 128.85, 128.48, 128.41, 128.36, 128.33, 128.29, 128.22,
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127.95, 127.86, 127.77 (42C; Ar-C), 101.46 (1C; C-1"), 100.99, 100.90 (2C; c-1", c-1"",
80.27 (1C; C-3"), 75.30 (1C; C-3Y), 72.27 (1C; c-5", 72.15, 71.96, 71.63 (3C; C-5', C-5", C-
3", 71.19, 70.43 (2c; c-2", c-2", 69.97 (1C; C-4"), 69.15 (2C; C-2', C-4"), 68.88 (1C;
OCH,), 68.17 (1C; C-4"), 66.33 (1C; CH,-Ar), 62.99, 62.78 (2C; C-6), 53.03 (1C; COOCH;),
40.68 (1C; NCHj), 37.48 (1C; CH,CO), 29.51 (1C; COCHj3), 27.53 (1C; CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-4-O-levulinoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium 2,6-di-O-benzoyl-4-O-sulfonato-f-p-
galactopyranosyl)-(1—3)- 2,4,6-tri-O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 300%

OBz 0Bz
NaO;SO OBz
MeC o o} o] Ca3H76NNaO31S
v O
- %m/o Oz MW= 1638,534 g.mol™
OBz OBz OBz
11 I

A une solution de trisaccharide 299 (148 mg, 96 pmol) dans le DMF anhydre (2,5 ml)
est ajouté du SO3.NMes (134 mg, 960 umol, 10 eq). Le mélange réactionnel est agité a 60°C
pendant 19 h sous argon puis refroidi a TA, du MeOH (2 ml) est ensuite ajouté et le mélange
réactionnel est agité pendant 15 min sous argon. Le MeOH est évaporé et le résidu purifié sur
colonne Sephadex LH-20 (DCM/MeOH: 1/1), puis sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH : 12/ 1), puis sur colonne Sephadex SP-C25 [Na]* (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1).
Le produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre banche (122 mg, 77%).

[@]% = +48 (c=1, MeOH)

HRMS: m/z: calculée pour CgsHgo0a1NoS ([M+NH,+2H-Na]?*): 817,23056 ; trouvée :
817,23072, calculée pour CgsH7603:NS ([M-Na]*): 1614,41275 ; trouvée : 1614,41567

RMN *H (400 MHz, CDCI3/MeOD) : & (ppm) 8.18-6.97 (m, 40H ; Ar-H), 5.81 (dd, 1H, J34=
3.0 Hz, Js5<1Hz ; H-4"), 5.46 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz, J34= 9.5 Hz ; H-3"), 5.44 (dd, 1H, Js5=
10.0 Hz ; H-4"), 5.41-5.37 (m, 2H ; H-2', H-2""), 5.17-5.12 (m, 2H ; H-2", H-4"), 4.99 (d,
1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1""), 4.87-4.77 (m, 4H ; H-1", H-6a', CH-Ar), 4.64 (dd, 1H, Js = 4.5
Hz, Jsaso= 12.0 Hz ; H-6b"), 4.58 (d, 1H , J1,= 8.0 Hz ; H-1'), 4.36 (d, 1H ; H-5""), 4.33 (dd,
1H, Jz3= 11.0 Hz ; H-3"), 4.26-4.13 (m, 4H ; H-3", H-5', H-6a", H-6b"), 3.99-3.96 (m, 1H ;
H-5"), 3.74-3.70 (m, 4H ; OCH,, COOCHj3), 3.54-3.49 (m ; 1H, OCH,), 3.12-3.09 (m, 2H ;
NCH,), 2.59-2.55 (m, 2H; CH,CO), 2.46-2.38 (m, 1H: CH,CO), 2.35-2.28 (m, 1H;
CH,CO), 1.95 (s, 3H ; COCHy).

RMN C (100 MHz, CDCIly/MeOD): & (ppm) 208.38 (1C; COCHs), 172.89, 169.40,
167.75, 167.48, 167.11, 166.84, 166.80, 166.61, 166.35, 158.46 (10C ; C-6"', C=0), 138.12,
134.53, 134.34, 134.16, 133.84, 131.54, 131.08, 131.01, 130.98, 130.88, 130.72, 130.65,
130.59, 130.50, 130.48, 130.11, 129.95, 129.73, 129.55, 129.46, 129.39, 129.22, 128.88,
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128.65 (48C ; Ar-C), 102.97 (1C; C-1"), 102.63, 102.57 (2C; Cc-1', c-1"), 78.98 (1C; C-3",
78.12 (1C; C-3", 78.09 (1C; C-4"), 77.06 (1C ; C-5"), 73.85 (1C; C-3"", 73.32, 73.09 (2C; C-
5" c-5'"", 73.06, 73.01 (2C; c-2', c-2"Y, 72.41 (1C; C-4Y), 72.09 (1C; C-2"), 70.60 (1C; C-
4™, 69.54 (1C ; OCH,), 67.28 (1C; CH,-Ar), 65.11 (1C; C-6'), 64.30 (1C; C-6"), 53.59 (1C;
COOCHs3), 41.59 (1C; NCH,), 38.29 (1C, CH,CO), 29.47 (1C, COCH3), 28.73 (1C, CH,CO).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(sodium-p-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium
4-O-sulfonato-B-o-galactopyranosyl)-(1—3)-p-p-galactopyranoside 301%

OH OH
Na05SO OH
NaO,C o o o Ca2sH39NNa02,S
Ho s 0 © O~z MW =819.647 g.mol™
OH OH

OH

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,7 mmol, 0,7 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 350 pl) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
trisaccharide 300 (113,6 mg, 0,07 mmol) dissous dans un mélange THF/H0 (3: 1; 2 ml). Le
mélange réactionnel est ensuite agité 8h a TA puis refroidi a 0°C et une solution de NaOH
(4M, 1,37 ml, 80 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a TA
puis dilué avec de 1’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine amberlite IR-120[H"] jusqu’a
pH 3,5 (contrdle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée. Le solide
est alors lavé plusieurs fois avec de ’EtOH puis dissous dans 1’eau. Une solution de NaOH
0.1 M (0,7 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne Sephadex LH-
20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (50 mg, 88%).

[@]% =-63 (c =1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CygHONS ([M+H-2Na]):774,17682 ; trouvée : 774,17725;
calculée pour C,gH3902,NNaS ([M-Na]): 796,15876; trouvée : 796,15886 ; calculée pour
CasH33022NS ([M-2Na]?) : 386,58477 : trouvée : 386,58535

RMN 'H (400 MHz, D,0) : § (ppm) 7.50-7.44 (m, 5H; Ar-H), 5.13 (s, 2H ; CH»-Ar), 4.79-
477 (m, 2H; H-1', H-4"), 4.68 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.42 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1",
4.17 (dd, 1H, , J34= 2.0 Hz, , J45<1 Hz ; H-4"), 4.06 (dd, 1H, J,3= 10.0 Hz, J3,= 3.0 Hz; H-
3"), 3.96-3.92 (m, 1H; OCH,), 3.85-3.66 (m, 11H; H-2' H-2" H-3' H-5' H-5" H-5"' H-6a',
H-6b', H-6a", H-6b", OCHy), 3.57-3.49 (m, 2H ; H-3"', H-4""), 3.42 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz ; H-
2", 3.40-3.33 (m, 3H ; CH;N).

RMN *C (100 MHz, D,0): & (ppm) 176.55 (1C; C-6""), 159.02 (1C; NHC(0)O), 137.09,
129.38, 128.97, 128.32 (6C ; Ar-C), 104.71 (1C; C-1"), 103.71, 103.29 (2C; c-1', c-1",
83.00 (1C; c-3Y, 77.81 (1C; c-4"), 77.16 (1C, C-3"), 76.77, 75.96, 75.35, 75.07, 73.69,
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72.46, 71.62, 70.50 (8C; c-2', c-2" c-2" c-3" c-4" c-8', c-5" c-5"), 69.48 (1C;
OCH,), 68.90 (1C; C-4"), 67.52 (CH,-Ar), 61.52, 61.48 (2C; C-6', C-6"), 41.12 (1C; CH;N).
2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)- 2-O-
benzoyl-4,6- O-di-tert-butylsilyléne-g-o-galactopyranoside 303%

Si

OBz \\O -

OBz o C79Hg3sNO25Si
Meo,C o MW=1474,582 g.mol*
0 (@]
H%m/o 0 O™ iz
OBz OBz OBz
I I [

Au trisaccharide 273 (1,82 g, 1,17 mmol) dissous dans la pyridine (5 ml) est ajouté un
mélange de pyridine-acide acétique-hydrazine monohydrate (12 : 8: 1; 21 ml). Le mélange
réactionnel est agité a TA et sous argon pendant 5 min puis dilué avec du DCM. La phase
aqueuse est extraite avec du DCM (2 fois), les phases organiques sont lavées successivement
avec de ’AcONa 10% et du NaHCOj3 saturé puis séchées sur MgSO, et co-évaporées au
toluéne. Le résidu est purifié sur colonne de gel de silice (EP/AcOEt : 3/4). Le produit est
obtenu pur sous la forme d’une mousse incolore (1,55 mg, 91%).

[@]% = +57 (c=1, CHCls)

HRMS : m/z : calculée pour C7gHgsNO2sSi : ([M+H]"): 1474,509679 ; trouvée : 1474,509620,
calculée pour C7oHgsNNaO2sSi @ ([M+Na]") : 1496,492068 ; trouvée : 1496,491564, calculée
pour C7oHg7N2025Si : ([M+NH,4]") : 1491,536367 ; trouvée : 11491,536169

Analyse élémentaire calculée pour C;9HgsNO2Si: C, 64.35; H, 5.67; N, 0.95; trouvée : C,
64.21 ; H,5.53; N, 0.83

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.08-6.91 (m, 35H ; Ar-H), 5.85 (dd, 1H, J34= 3.0
Hz, Jss<1Hz ; H-4"), 5.23 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.38 (dd, 1H, J;,= 8.0
Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.17-5.11 (m, 2H ; H-2"", H-3""), 5.07-5.04 (m, 1H ; NH), 5.01-4.88
(m, 3H; H-1", CH,-Ar), 4.78 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz; H-1""), 4.71 (dd, 1H, Js3,= 3.0 Hz,
Jas<1Hz ; H-4"), 4.48-4.38 (m, 2H ; H-6"), 4.34 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.33-4.31 (m,
1H ; H-3"), 4.18-4.08 (m, 3H ; H-4"', H-5", H-6a'), 3.99-3.96 (m, 1H ; H-6b"), 3.90 (d, 1H,
Jas= 9.5 Hz ; H-5"), 3.77 (s, 3H; COOCHs3), 3.75-3.71 (m, 2H ; H-3', OCH,), 3.53-3.48 (m,
1H ; OCHy), 3.26 (m, 1H ; HO-4), 3.22-3.16 (m, 3H ; H-5', NCHy,).

RMN C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 168.93, 166.41, 165.90, 165.59, 164.64, 164.33,
164.13, 156.29 (8C ; C-6"', C=0), 136.65, 133.40, 133.25, 133.15, 132.61, 132.57, 130.05,
129.75, 129.63, 129.57, 129.42, 129.38, 129.28, 129.25, 129.06, 128.71, 128.68, 128.49,
128.40, 128.32, 128.21, 128.08, 127.96, 127.91, 127.79, 127.75 (42C ; Ar-C), 102.33 (1C; C-
1", 101.52 (1C; c-1'), 100.67 (1C; c-1""), 80.29 (1C; C-3"), 75.81 (1C; C-3"), 74.83 (1C; C-
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2", 74.35 (1C; c-5"), 72.69 (1C; C-4"), 71.95, 71.56 (2C; c-2", c-5"), 71.52 (1C; C-3",
71.14 (1C; C-5", 70.50 (1C; C-2"), 69.80, 69.77 (2C; C-4", C-4"), 68.65 (1C; OCH,), 66.70
(1C; C-6"), 66.29 (1C; CH,-Ar), 62.85 (1C; C-6"), 52.83 (1C; COOCHs3), 40.82 (1C; NCHy),
27.39, 27.56 (6C; 2 x C(CH3)3), 23.19, 20.60 (2C; 2 X C(CHs)s).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(Méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-o-
glucopyranosyluronate)-(1—3)-(2-O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacéthyl-p-p-
galactopyranosyl)-(1—3)- 2,4,6-tri-O-benzoyl-B-p-galactopyranoside 313%

cC

OAcCI OBz
CIACO OBz
o MeO2C o) o 0 o C5Hg9CIoNO>7
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Au trisaccharide 284 (234 mg, 0,15 mmol) dissous dans la pyridine (2,4 ml) est ajouté
un mélange de pyridine-acide acétique-hydrazine monohydrate (12: 8: 1; 3,1 ml). Le
mélange réactionnel est agité a TA et sous argon pendant 8 min puis dilué avec du DCM. La
phase aqueuse est extraite avec du DCM (2 fois), les phases organiques sont lavées
successivement avec de 1’eau, du NaHCOj3 saturé, et de 1’eau puis séchées sur MgSQO, et co-
évaporées au toluéne. Le résidu est purifié sur colonne de gel de silice (DCM/Acétone : 12/1).
Le produit est obtenu pur sous la forme d’un solide blanchatre (133 mg, 61%).

Pf = 165-166°C (EP/ACOEL)
[@]2 = +46 (c=1,04, CHCly)

HRMS : m/z : calculée pour C7sH7oCloNO2; ([M+H]"): 1486,35146 ; trouvée : 1486,35068,
calculée pour CzsHeeCI,NNaO,; ([M+Na]"): 1508,33687; trouvée : 1508,33262, calculée
pour CzsH73CIoN2Oo7 ([M+NH,]Y) @ 1503,37822 ; trouvée : 1503,37723, calculée pour
C76H70CI,NO ([M+HCOOH-HY') : 1530,34081 ; trouvée : 1530,34160

Analyse élémentaire calculée pour CzsHgoCI,NO,7: C, 60.57; H, 4.68; N, 0.94; trouvée : C,
60.02 ; H, 4.90 ; N, 0.85.

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.06-6.96 (m, 35H ; Ar-H), 5.76 (dd, 1H, J3,= 3.0 Hz,
Jas<lHz : H-4"), 5.46 (dd, 1H, J34= 2.5 Hz, Js5<1Hz ; H-4"), 5.43 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz,
Ja3= 9.5 Hz ; H-2), 5.21-5.09 (m, 3H ; H-2", H-2" H-3""), 4.99-4.96 (m, 1H ; NH), 4.88
(ABq, 2H ; CH-Ar), 4.75 (d, 1H, J1 .= 8.0 Hz, H-1"), 4.63 (d, 1H, J;,= 7.5 Hz ; H-1""), 4.57
(dd, 1H, Js6a= 4.5 Hz, Jeaep= 12.0 Hz ; H-6a"), 4.52 (d, 1H, J.,= 8.0 Hz; H-1"), 4.37 (dd, 1H,
Jsep= 7.0 Hz; H-6b'), 4.23-3.98 (m, 8H, H-3' H-3" H-4"' H-5' H-5" H-6a" H-6b"
CH,CI), 3.94-3.91 (m, 1H ; H-5"), 3.89-3.84 (m, 5H ; CH,CIl, COOCHy), 3.82-3.75 (m, 1H ;
OCH,), 3.55-3.49 (m, 1H ; OCH,), 3.25-3.19 (m, 3H ; HO-4, NCH,).

RMN C (100 MHz, CDCl3) : § (ppm) 168.48, 166.92, 166.89, 166.20, 166.15, 165.90,
164.55, 163.55, 156.16 (10C, C-6""; C=0), 133.45, 133.28, 133.14, 133.08, 132.88, 132.69,
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132.56, 130.07, 129.65, 129.59, 129.53, 129.44, 129.39, 129.28, 128.97, 128.62, 128.53,
128.37, 128.34, 128.29, 128.21, 128.18, 127.92, 127.83, 127.81 (42C; Ar-C), 101.30 (1C; C-
1Y, 101.04 (1C; c-1"), 100.74 (1C; c-1"Y, 77.14 (1C; C-3"), 75.54 (1C; C-3"), 74.44 (AC; C-
5", 74.37, 71.99, 71.20, 70.96, 70.72, 70.70, 70.61, 70.09, 69.84 (9C; c-2', c-2" c-2" c-
3" c-4' c-4" c-4" c-5', c-5"), 68.85 (1C; OCH,), 66.31(1C; CH,-Ar), 63.40 (1C; C-6"),
63.17 (1C; C-6'), 52.95 (1C; COOCHj), 40.68, 40.62, 40.49 (3C; 2 CH,Cl, NCH)).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-§-
p-galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-p-p-glucopyranosyluronate)-
(1—3)-(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-
butylsilyléne-p-p-galactopyranoside 304

Si
o
OBz o)
OBz (0]
TCANH MeO,C
0 0 0
o o o o\/\
AcO d BzO NHZ
OBz OBz OBz

OAc

C93H99C|3N20338i
MW= 1907,219 g.mol™

Une solution d’accepteur 303 (151 mg, 0,1 mmol), d’imidate 302 (96,5 mg, 0,16
mmol, 1,6 eq), et de tamis moléculaire 4A activé est agitée & TA et sous argon dans le DCM
anhydre (1,5 ml) pendant 45 min. Le TMSOTf 1M dans le toluene (19,5 ul, 0,02 mmol, 0,12
eg/imidate) est alors ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 30 min. Puis, la
triéthylamine (25 pl) est ajoutée au mélange réactionnel. Aprés 5 min, le tamis est filtré puis
rincé au DCM et le filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de
gel de silice (DCM/acetone : 12/1 avec 0,1 % de Et3N). Le produit est obtenu pur sous la
forme d’une mousse blanche (195,5 mg, 83%).

[a] % = +24 (c=1,01, CHCls)

HRMS : m/z: calculée pour CgsHigiClsN,OssSi: ([M+2H]): 953,255523 ; trouvée :
953,255206, calculée pour Co3H104CI3N3033Si ; ([M+H+NH4]+): 961,768798 ; trouvée :
961,768649, calculée pour CgaHig7CIsN4O33Si: ([M+2NH4]"): 970,282072; trouvée :
970,281764, calculée pour CgaHigoClsN2033Si: ([M+H]"): 1905,502819; trouvée :
1905,503770, calculée pour Cg3H103CIsN3O33Si: ([M+NH4]") @ 1922528596 ; trouvée :
1922,530319, calculée pour Co3HgoCI3sN>NaO33Si : ([M+Na]+): 1927,523419 ; trouvée :
1927,485714

Analyse élémentaire calculée pour Cg3HggCl3sN2O33Si : C, 58.57 ; H, 5.23 ; N, 1.47; trouvée :
C,57.74 ; H,5.32; N, 1.50.
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RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.12-6.88 (m, 35H ; Ar-H), 6.73 (d, 1H, Joni= 9.0
Hz ; NH GalN), 5.84 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5<1Hz ; H-4"), 5.51 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J;3=
10.0 Hz ; H-2"), 5.40-5.33 (m, 2H ; H-2', H-3""), 5.12-4.88 (m, 6H ; H-2"' H-3" H-4" NH,
CHa-Ar), 4.97 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.81-4.79 (m, 2H ; H-1" H-1"), 4.70 (d, 1H, J5 4=
2.5 Hz, J45<1Hz ; H-4'), 4.46-4.38 (m, 2H ; H-6a", H-6b"),4.33 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"),
4.29-4.23 (m, 2H ; H-3", H-4"), 4.15 (ddd, 1H, Js6.= 6.0 Hz, Js.6o= 7.0 Hz, Js5<1Hz ; H-5"),
4.09 (dd, 1H, Jsea= 6.0 Hz, Jeagp= 12 Hz ; H-6a"), 4.02-3.91 (m, 3H ; H-2", H-5"" H-6b"),
3.77-3.67 (m, 5H ; H-3', OCH,, COOCHjs), 3.57 (ddd, 1H, Jsg= 7.0 Hz, Jsg= 7.5 Hz,
Jas<1Hz ; H-5"), 3.52-3.47 (m, 1H ; OCH,), 3.25-3.20 (m, 4H ; H-5', H-6a", NCH,), 3.09
(dd, 1H, Jsea= 6.0 Hz, Jeagp= 12 Hz ; H-6b"), 1.93, 1.92 (2s, 9H, OCHs), 1.01, 0.97 (2s,
18H ; 2 X C(CH3)3)

RMN **C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 170.18, 169.86, 168.19, 165.88, 165.72, 165.01,
164.64, 164.34, 164.16, 163.32, 161.65, 156.27 (12C ; C-6"', C=0), 136.62, 133.48, 133.35,
133.11, 132.62, 132.57, 132.49, 130.06, 129.53, 129.42, 129.36, 129.31, 129.24, 129.18,
129.02, 128.57, 128.54, 128.50, 128.30, 128.09, 128.07, 127.92, 127.91, 127.78, 127.72,
127.67 (42C; Ar-C), 102.31 (1C; C-1"), 101.47, 100.95 (2C; c-1", c-1"), 100.02 (1C; C-1Y),
92.40 (1C; CCls), 80.25 (1C; C-3'), 76.58 (1C; C-3"), 75.74 (1C; C-4"), 73.38 (1C; C-5"),
72.69 (1C; C-4"), 72.69, 72.13, 71.52, 71.47, 71.29, 70.69, 70.49, 70.11, 36.74 (9C; C-2', C-
2" c-2" c-3" c-4" c-4" c-5', c-5" c-5"Y), 68.64 (1C; OCHy,), 66.67, 66.27 (2C; C-6',
CH.-Ar), 66.03 (1C; H-3"), 62.86 (1C; C-6"), 60.08 (1C; C-6"), 53.08 (1C; COOCHs3),
52.62 (1C; C-2'), 40.80 (1C; NCH,), 27.38, 27.22 (6C; 2 x C(CHs)3), 23.18 (2C; C(CHa)s),
20.58, 20.39, 20.38 (3C, COCHy).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-p-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,4,6-tri-O-benzoyl-g-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-
butylsilyléne-p-p-galactopyranoside 305

Si
OBz \\0
OBz o
NHAc MeO,C o o o
o o H
AcO d B20 o o >wiz  CosHi102N2033Si
OBz OBz OBz
OAC
OAc
v 1

MW= 1803,884 .mol*

Protocole A :

A une solution de tétrasaccharide 304 (101 mg, 52,4 umol) dissous dans un mélange
benzéne/N,N-diméthylacétamide (4 : 1 ; 5ml) est ajouté I’AIBN. La solution est dégazée sous
argon a TA pendant 30 min puis du BusSnH (63,5 ul, 236 umol, 1,5 eqg/Cl) est ajouté et le
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mélange réactionnel est dégazé a TA pendant 30 min puis chauffé a 80°C sous argon pendant
2h. Une solution dégazée de BusSnH (43 pl, 157 umol, leq/Cl), de I’AIBN, de benzéne (0,5
ml) et de N,N-diméthylacétamide (125ul) est ajoutée toutes les 2h (2 fois). La solution est
concentrée puis le résidu est précipité a 0°C dans un mélange EP/Et,0. Le précipité est alors
filtré puis purifié sur colonne de gel de silice (DCM/acétone : 12/1) puis (DCM/MeOH : 19/1)
pour donner le produit pur sous la forme d’une mousse blanche (80 mg, 84%).

Protocole B :

Au tétrasaccharide 304 (311 mg, 0,16 mmol) dissous dans I’acide acétique (4,7 ml) a
50°C et sous argon est ajouté toutes les heures pendant 5 heures du complexe Zn/Cu (5 x 63
mg, 2,44 mmol, 15 eq). Le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 24h puis refroidi a TA
puis filtré sur Célite et rincé successivement avec du DCM, de I’AcOEt et du toluene. Le
filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice
(DCM/acétone : 12/1) puis (DCM/MeOH : 19/1). Le produit est obtenu pur sous la forme
d’une mousse blanche (270mg, 92%).

[a] % = +46 (c=1,04, CHCls)

HRMS : m/z: calculée pour CosHi0aN,O3Si: ([M+2H]*): 902,313982; trouvée :
902,313775, calculée pour Cg3H;107N3O33Si : ([M+H+NH4]2+) : 910,827256, trouvée :
910,827065, calculée pour CgzH103N2023Si : ([M+H]"): 1803,620687 ; trouvée : 1803,619430,
calculée pour Co3H10sN3033Si : ([M+NH,4]") : 1820,647236 ; trouvée : 1820,646242, calculée
pour CgzH10oN2NaO33Si : ([M+Na]") : 1825,602631 ; trouvée : 1825,607426,

Analyse élémentaire calculée pour Cg3H1oN2O33Si : C, 61.92; H, 5.70; N, 1.55; trouvée : C,
61.22 ; H,5.90 ; N, 1.79.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.19-6.91 (m, 35H ; Ar-H), 6.13 (dd, 1H, J3,4= 3.0 Hz,
Jus<1Hz ; H-4"), 5.88 (d, 1H, Jonu= 9.0 Hz ; NH GalN), 5.6 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, Jo3= 10.5
Hz ; H-2"), 5.40 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.32 (dd, 1H, J23= 9.0 Hz, J3,4=
9.0 Hz ; H-3"), 5.04-4.90 (m, 7H, H-1", H-2"' H-3" H-4" NH, CH-Ar), 4.87 (d, 1H, J1 =
8.0 Hz ; H-1""), 4.72 (d, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz; H-4"), 457 (dd, 1H, J34= 9.0 Hz, Js5=
10.0 Hz ; H-4"™), 453 (d, 1H, J1,= 8.5 Hz ; H-1"), 4.42-4.40 (m, 2H ; H-6a", H-6b"), 4.37-
434 (m, 2H ; H-1', H-3"), 4.20 (ddd, 1H, Js6.= 6.0 Hz, Js o= 7.0 Hz, J45<1Hz ; H-5"), 4.16
(d, 1H, J45= 10 Hz ; H-5"), 4.10-3.93 (m, 3H ; H-2", H-6a', H-6b"), 3.80-3.69 (M, 5H ; ; H-
3!, OCH,, COOCHs), 3.53-3.41 (m, 2H ; H-6a"Y, OCH,), 3.26-3.20 (m, 5H ; H-5', H-5", H-
6b", NCH,), 1.96, 1.95, 1.90, 1.86 (4s, 12H, COCHj), 1.03, 0.97 (25, 18H ; 2 x C(CHs)s).

RMN *C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 170.40, 170.33, 170.00, 169.76, 168.97, 166.27,
165.80, 164.67, 164.61, 164.22, 163.92, 156.92 (12C ; C-6"', C=0), 136.61, 133.70, 133.43,
133.12, 132.80, 132.55, 132.45, 130.13, 129.51, 129.45, 129.32, 129.26, 129.23, 129.13,
128.98, 128.95, 128.82, 128.62, 128.56, 128.45, 128.28, 128.20, 128.05, 127.97, 127.86,
127.75, 127.70 (42C; Ar-C), 102.50 (1C; C-1"), 101.47 (1C; C-1"), 101.25 (1C; C-1"),
99.74 (1C; c-1"), 80.42 (1C; c-3Y), 75.82 (1C; C-4"", 75.39 (1C; C-3"), 73.59 (1C; C-3"),
73.14 (1C; c-5"), 72.70 (1C; C-4"), 71.95, 71.69, 71.64, 71.46, 70.69, 70.53 (6C; C-2', Cc-2"",
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c-4V, c-5', c-5" c-5"), 70.43 (1C; c-2"), 70.24 (1C; C-4"), 68.60 (1C; OCH,), 66.64 (1C;
C-6'), 66.24 (1C; CH.-Ar), 65.90 (1C; H-3"),62.94 (1C; C-6"), 60.13 (1C; C-6"), 52.87 (1C;
COOCH;), 50.73 (1C; C-2"), 40.79 (1C; NCH,), 27.38, 27.22 (6C; 2 x C(CHa)s), 23.30,
23.17 (2C; C(CHs)3), 21.50, 20.54, 20.49, 20.46 (4C, COCHj).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-f-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,4,6-tri-O-benzoyl-B-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-B-o-galactopyranoside
306

OBz OH
OBz, OH
NHAC MeO,C.
o 8 8 o N\ o CasHasN,O

AcO 820 ° ~" Sz 85Mg6IN2Us3 .

° MW= 1663,586.mol

OACc
OAc
\Y 11

Au Silyléne acétal 305 (262 mg, 0,14 mmol) dissous dans le THF anhydre (2,5 ml) est
ajouté a 0°C la EtzN-3HF (95 ul, 0,58 mmol, 4 eq). Le mélange réactionnel est agité sous
argon pendant 4 h puis, le THF est évaporé et le résidu dilué avec du DCM (10 ml), lavé
successivement avec du NaHCOg saturé, de I’eau, séché sur MgSQO, et concentré puis, le
résidu a été purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/ac&tone :
12/1 puis DCM/MeOH : 19/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une mousse
blanchatre (231 mg, 95%).

[@]2 = +52,5 (c=1,02, CHCl3)
Pf = 165-170°C (2-propanol a chaud)

HRMS : m/z : calculée pour CgsHggN2Oss : ([M+2H]?"): 832,262918 ; trouvée : 832,262690,
calculée pour CgsHoiN3Oss 1 ([M+H+NH,]*") : 840,776193, trouvée : 840,775802, calculée
pour CgsHg7N2Os3: ([M+H]"): 1663,518560; trouvée: 1663,517600, calculée pour
CgsHooN3Oa3 1 ([M+NH,]") : 1680,545109 ; trouvée : 1680,544493, calculée pour
CesHgsN2NaOss : ([M+Na]™) : 1685,500504 ; trouvée : 1685,501130

Analyse élémentaire calculée pour CgsHgsN2Os3: C, 61.37; H, 5.21; N, 1.68; trouvee : C,
59.56; H, 5.33; N, 1.55.

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) : & (ppm) 8.19-6.98 (m, 35H ; Ar-H), 6.10 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz,
Jas<lHz : H-4"), 5.84 (d, 1H, Jonv= 9.0 Hz ; NH GalN), 5.58 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5=
10.0 Hz ; H-2"), 5.38-5.31 (m, 2H ; H-2', H-2""), 5.16-5.14 (m, 1H ; NH), 5.08-4.87 (m, 6H ;
H-1" H-3"' H-3", H-4" CH,-Ar), 4.80 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.62 (dd, 1H, J5 5= 4.0
Hz, Jeagp= 12 Hz ; H-6a"), 4.52 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1'), 4.50 (dd, 1H, J34= 9.0 Hz, J45=
10.0 Hz ; H-4"), 4.42-4.39 (m, 1H ; H-6b"), 4.36 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.31 (dd, 1H,
Jo3= 10.0 Hz ; H-3"), 4.25-4.20 (m, 1H ; H-5"), 4.17 (d, 1H ; H-5""), 4.08-4.05 (m, 1H ; H-
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4", 3.99-3.92 (m, 1H ; H-2"), 3.85-3.79 (m, 5H ; H-3', H-6a"Y, COOCHS), 3.75-3.69 (m, 1H ;
OCH,), 3.59-3.40 (m, 4H ; H-5", H-6a', H-6a"V OCH,,), 3.27-3.17 (m, 4H ; H-5', H-6b',
NCH,), 1.96, 1.95, 1.86 (3s, 12H ; COCH).

RMN *C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 170.47, 170.02, 129.80, 168.82, 166.55, 166.08,
164.74, 164.26, 164.03 (12C ; C-6"', C=0), 136.49, 133.85, 133.60, 133.18, 132.85, 132.70,
132.64, 130.21, 129.64, 129.44, 129.33, 129.27, 129.18, 129.14, 128.98, 128.94, 128.88,
128.57, 128.50, 128.36, 128.23, 128.08, 128.01, 127.88, 127.82 (42C; Ar-C), 101.81 (1C; C-
1", 101.47 (1C; c-1"™), 101.27 (1C; C-1), 99.96 (1C; C-1"), 80.97 (1C; C-3"), 75.85 (1C; C-
4M), 75.36 (1C; C-3"), 74.42, 73.42, 73.40, 72.22, 71.87, 71.05, 70.55, 70.52, 70.26 (9C; C-
2!, c-2" c-2" c-3" c-4"V, c-5' c-5" c-5" c-5"Y), 68.84 (1C; C-4"), 68.80 (1C; OCH,),
68.65 (1C; C-4'), 66.39 (1C; CH,-Ar), 65.90 (1C; C-3"), 62.82 (1C; C-6"), 62.04 (1C; C-6"),
60.15 (1C; C-6'), 53.00 (1C; COOCHj3), 50.78 (1C; C-2'), 40.85 (1C; NCH,), 25.28, 23.33,
20.55, 20.48 (4C, COCH).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(2-désoxy-2-acetamido-g-p-galactopyranosyl)-(1—4)-
(sodium-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-$-o-
galactopyranoside 307

OH OH
OH HO
NHAc NaO,C
o O 0
o o o O~
HO d HO NHZ
OH OH OH

OH CaeHs3N2NaOoy

. . ) | MW= 920,795 g.mol*

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LIOH (1 M, 0,37 mmol, 0,4 ml, 5

eq) et de H,0, (30%, 200 ul) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de

tétrasaccharide 306 (125 mg, 0,075 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3: 1; 2 ml).

Le mélange réactionnel est ensuite agité pendant 8h a TA puis refroidi a 0°C. Une solution de

NaOH (4M, 1,7 ml, 90 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a

TA puis dilué avec de I’eau (10 ml) et neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120[H"]

jusqu’a pH 3,5 (contréle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée.

Le solide est alors lavé plusieurs fois avec un mélange EtOH/CHCI; : 1/1, puis dissous dans

de I’eau. Une solution de NaOH 0.1 M (0,8 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une

purification sur colonne Sephadex LH-20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme
d’une poudre blanche (59 mg, 85%).

[@]? =+5,5 (c=1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CagHsgN2Oz: ([M+3H-Na]®*): 450,160602 ; trouvée :
450,160745, calculée pour CgzsHs3N2024: ([M-Na]) : 897,299374 ; trouvée : 897,299500,
calculée pour CssHssN2Oas: ([M+2H-Na]®) : 899,313927 ; trouvée : 899,313179, calculée
pour CzsHsgN3Oz4 : ([M+H+NH4-Na]") : 916,340476, trouvée : 916,339619, calculée pour :
CssHs4N2NaOy, : ([M+H]Y) : 921,295871 ; trouvée : 921,294890
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RMN 'H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7.44-7.40 (m, 5H; Ar-H), 5.11 (s, 2H ; CH.-Ar), 4.66 (d,
1H, Ji,= 8.0 Hz ; H-1""), 4.64 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1'*"), 4.47 (d, 1H, J;,= 8.5 Hz ; H-
1), 4.41 (d, 1H, Jio= 7.5 Hz ; H-1'""), 4.17 (d, 1H, Js4= 2.5 Hz, J45< 1Hz ; H-4'""), 1.14
(d, 1H, J34= 2.0 Hz, Js5< 1Hz ; H-4'*""), 3.96-3.92 (m, 1H ; OCH,), 3.91 (dd, 1H, J34= 3.5
Hz, Jss5< 1Hz ; H-4"), 3.88-3.84 (m, 1H ; H-2"), 3.81-3.64 (m, 17H ; H-2', H-2" H-3' H-3",
H-3"V, H-4"' H-5' H-5" H-5" H-5" H-6a', H-6b', H-6a", H-6b", H-6a", H-6b", OCH,),
3.60 (dd, 1H, J,5= 9.5 Hz, Js4= 9.0 Hz ; H-3""), 3.45 (dd, 1H ; H-2""), 3.41-3.34 (m, 2H ;
CH3N), 2.06 (s, 3H ; NHC(O)CHj).

RMN ¥C (100 MHz, D,0): & (ppm) 175.63, 175.23 (2C; C-6"', C=0), 159.02 (1C;
NHC(0)0), 137.10, 137.08, 129.38, 128.97, 128.32, 128.27 (6C ; Ar-C), 104.54, 104.42,
103.27 (3c; c-1', c-1", c-1", 101.59 (1C; c-1"), 83.14, 82.84 (2C; C-3', c-3"), 80.10,
77.02, 75.84, 75.38, 75.34, 74.28, 73.52, 71.68, 70.66, 70.47 (10C; Cc-2', c-2" c-2"' c-3"
c-3V, c-4" c-5' c-5" c-5" c-5"Y), 69.47 (1C; OCH,), 68.99, 68.69, 68.39 (3C, C-4', C-
4" c-4"), 67.53 (CH»-Ar), 61.66, 61.54, 61.47 (3C; C-6', C-6", C-6"), 52.93 (1C; C-2"),
41.12 (1C; CH,N), 23.07 (1C; NHC(O)CHs).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-f-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,4,6-tri-O-benzoyl-p-o-galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 4-O-acétyl-2-O-benzoyl-4-O-
sulfonato-p-p-galactopyranoside 308

0SO;3Na
C,

0Bz
OBz OA
NHAC MeO,C o o o)
AcO %m/o o O\/\NHZ
© OBz 0Bz OBz
OAC Cg7Hg7N2NaO37S
bac MW=1807,668 g.mol™
v 11

A une solution de diol 306 (133 mg, 0,08 mmol) dans le DMF anhydre (3 ml) est
ajouté du SO3.NMejs (23 mg, 0.18 mmol, 2 eq) et le melange reactionnel est agité a 40°C sous
argon. Au bout de 6h, la réaction étant incompléte, du SO3.NMe3 (12 mg, 0,08 mmol, 1 eq.)
est ajouté et le mélange réactionnel est alors agité pendant 4 h, puis refroidi a TA et I’exces de
réactif est détruit avec du MeOH (2 ml). Le mélange réactionnel est alors agité pendant 30
min sous argon puis concentré sous pression réduite et purifié sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH : 12/1) puis (DCM/MeOH : 9/1). Le résidu est ensuite dissous dans la pyridine
(3ml) et de I’anhydride acétique (1,5 ml) est ajouté a 0°C. Le mélange réactionnel est ainsi
agité de 0°C a TA pendant 16 h, puis co-évaporé au toluéne et purifié sur colonne de gel de
silice (DCM/MeOH : 12/1). Les fractions recueillies sont ensuite passées sur colonne
Sephadex SP-C25 [Na]® (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1). Le produit est obtenu pur sous la forme
d’une poudre blanche (118 mg, 81%).

[@]% =+30,5 (c=1,03, MeOH)
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HRMS : m/z: calculée pour CgHooN2Os;S: ([M+3H-Na]**): 893,246608; trouvée :
893,246556, calculée pour Cg7HgsN30s7S: ([M+H+NH,-Na]™) : 901,759882, trouvée :
901,759611, calculée pour CgHgNsNaOz;S: ([M+2H]?): 904,237580 ; trouvée :
904,238130, calculée pour Cg/HosN4OsrS @ ([M+H+2NH,-Na]*): 910,273157 ; trouvée :
910,273025, calculée pour CgHooN3sNaOs;S: ([M+H+NH,]?*): 912750855 ; trouvée :
912,750199, calculée pour CgHgsN2O37S: ([M+2H+Na]®"): 915,228552; trouvée:
915,228842, calculée pour Cg7Hg7N203;S: ([M-Na]): 1783,471386; trouvee: 1783,470594,
calculée pour Cg7;HggN,037S : ([M+2H-Na]"): 1785,485939; trouvée: 1785,484843

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 8.11-6.85 (m, 35H ; Ar-H), 5.84 (dd, 1H, Js4= 3.0
Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.56 (dd, 1H, J34= 3.5 Hz, J4s5<1Hz ; H-4'), 5.44-5.40 (m, 3H; H-2', K-
2", H-4", 5,16 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.05-5.01 (m, 1H; H-4"), 5.00
(d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1'""), 4.97 (ABq, 2H; CH,-Ar), 4.94-4.89 (m, 2H; H-1'*" H-3™),
452 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz; H-1"), 4.49 (d, 1H ; H-1""), 4.45-4.43 (m, 2H; H-6a', H-6b"), 4.33
(dd, 1H, Jz3= 10 Hz; H-3"), 4.26 (ddd, 1H, Js6.= Jsp= 6.0 Hz, Js5<1Hz ; H-5'), 4.19-4.14
(m, 3H; H-3', H-3" H-5"Y, 4.05 (dd, 1H, Js6:= 7.0 Hz, Jeap= 11.0 Hz ; H-6a"), 3.94-3.89
(m, 2H; H-5", H-6b"), 3.78-3.73 (m, 5H; H-2'"Y, OCH,, COOCHj3), 3.56-3.47 (m, 2H; H-5",
OCHy,), 3.40-3.33 (m, H; H-6a'"’), 3.20-3.16 (m, 1H; H-6b"), 3.14-3.10 (m, 2H NCH,), 2.07,
1.90, 1.87, 1.86, 1.85 (5s, 15H, OCH3).

RMN C (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 173.68, 171.83, 171.73, 171.66, 171.62, 169.17,
167.71, 167.26, 166.54, 166.33, 166.14, 158.57 (13C ; C-6"', C=0), 138.22, 134.52, 134.45,
134.37, 134.24, 134.03, 133.94, 131.28, 131.19, 131.05, 130.89, 130.77, 130.63, 130.55,
130.38, 130.24, 129.91, 129.83, 129.80, 129.59, 129.50, 129.44, 129.18, 128.90, 128.68
(42C; Ar-C), 102.67, 102.35, 102.27, 102.21 (4C; c-1', c-1", c-1"", c-1"), 79.44 (1C; C-3"),
78.17 (1C; €-3"), 77.51 (1C; c-3"), 75.20 (1C; C-5"Y, 74.28 (1C; C-4"), 73.40 (1C;C-5"),
73.01, 72.70, 72.58, 72.36, 71.71, 71.60, 71.47, 71.30 (8C; Cc-2', c-2", c-2"", c-4', c-4", C-
4V, c-5' c-5"), 69.40 (1C; OCH,), 67.68 (1C; C-6"), 67.36 (1C; H-3"), 67.30 (1C; CH,-
Ar), 63.85 (1C; C-6"), 61.64 (1C; C-6"), 53.69 (1C; COOCHs), 51.80 (1C; C-2"), 45.49 (1C;
NCH,), 23.15, 20.87, 20.54, 20.53, 20.42 (5C, COCHj).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(2-désoxy-2-acetamido-g-p-galactopyranosyl)-(1—4)-
(sodium-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(B-p-galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 6-O-
sulfonato-p-p-galactopyranoside 309

OH 0OSO3Na
OH HO
NHAC NaO,C,
0 0 0
o o o
"o o mo SNz
OH OH OH
OH
OH
\Y% 1]

CssHs52N2NaxO27S
MW= 1022,84 g.mol*

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,32 mmol, 0,32 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 162 ul) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
tétrasaccharide 308 (117 mg, 0,065 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3: 1; 2 ml).
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Le mélange réactionnel est ensuite agité pendant 8h a TA puis refroidi a 0°C. Une solution de
NaOH (4M, 1,6 ml, 100 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a
TA puis dilué avec de I’eau (20 ml) et neutralisé¢ avec de la résine Amberlite IR-120[H"]
jusqu’a pH 3,5 (contréle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée.
Le solide est alors lave plusieurs fois avec de I’EtOH puis dissous dans de I’eau. Une solution
de NaOH 0.1 M (0,65ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (46
mg, 69%).

[@]% =+8,5 (c=1, H,0)

HRMS : m/z : calculée pour CasHsoN2027S 1 ([M-2Na]?): 488,124456 ; trouvée : 488,125010,
calculée pour C3sHs3N.027S @ ([M+H-2Na]) : 977,256189, trouvée : 977,256734, calculée
pour CagHsgN3027S @ ([M+2H+NH;-2Na]™) : 996,297291 ; trouvée : 996,294870, calculée
pour C3sHs2N2NaO27S : ([M-Na]’) : 999,238133 ; trouvée : 999,237885

RMN *H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7.46-7.44 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH.-Ar), 4.69 (d,
1H, Ji,= 8.0 Hz ; H-1""), 4.67 (d, 1H, J1,= 8.5 Hz ; H-1'*"), 4.49 (d, 1H, J;,= 8.5 Hz ; H-
1Y), 4.44 (d, 1H, J1o= 8.0 Hz ; H-1'®"), 4.24 (d, 1H, J34= 2.5 Hz, J45< 1Hz ; H-4"), 4.20-
4.18 (m, 2H ; H-6a", H-6b"), 4.16 (dd, 1H, Js34= 3.0 Hz, Js5< 1Hz ; H-4"), 4.101-3.96 (m,
1H ; OCH,), 3.93 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5< 1Hz ; H-4"), 3.90-3.86 (m, 2H ; H-2", H-3"),
3.84-3.68 (m, 14H ; H-2', H-2" H-3' H-3", H-4" H-5' H-5" H-5" H-5' H-6a, H-6b', H-
6a'’, H-6b", OCH,), 3.64 (dd, 1H, J,3= 9.5 Hz, Js4= 9.0 Hz ; H-3"), 3.47 (dd, 1H ; H-2"",
3.42-3.36 (M, 2H ; CH,N), 2.06 (s, 3H ; NHC(O)CHy).

RMN *¥C (100 MHz, D,0): & (ppm) 175.62, 175.10 (2C; C-6"', C=0), 158.97 (1C;
NHC(0)0), 137.12, 129.38, 128.95, 128.34, 128.33 (6C ; Ar-C), 104.59, 104.42, 103.20
3c: c-1', c-1" c-1", 101.59 (1c; c-1"), 83.13, 82.68 (2C; C-3', C-3"), 80.11, 76.90,
75.84, 75.35, 74.27, 73.52, 72.96, 71.69, 70.67, 70.35 (10C; c-2', c-2", c-2" c-3" c-3",
c-4" c-5', c-5" c-5" c-5"Y), 69.51 (1C; OCH,), 68.73, 68.68, 68.39 (3C, C-4'C-4", C-
4™y, 67.71 (1C; C-6"), 67.48 (CH.-Ar), 61.65, 61.49 (2C; C-6", C-6"), 52.94 (1C; C-2"),
41.15 (1C; CH,N), 23.07 (1C; NHC(O)CHj).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-f-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,4,6-tri-O-benzoyl-g-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,6-di-O-benzoyl-p-o-
galactopyranoside 310

OBZOBZ oH 0Bz
NHAc MeO,C o o o
AcO %mo ° O\/\NHZ
°© OBz OBz OBz
I Co2HgoN2034
One MW=1767,692 g.mol™
\Y% 1

Un mélange de diol 306 (170 mg, 0.1 mmol) et de BzCN (30 mg, 0.2 mmol, 2 eq.)
sont dissous a TA et sous argon dans la pyridine anhydre (4 ml). Le mélange réactionnel est
agité pendant 4 h puis du BzCN (15 mg, 1 eq) a été ajouté toutes les heures. Aprés 7h, le
mélange réactionnel est neutralisé avec du MeOH (3 ml) et agité sous argon pendant 30 min
puis, évaporé et co-évaporé avec du toluene. Le résidu est purifié par flash chromatographie
sur colonne de gel de silice (DCM/MeOH : 19/1) pour donner le produit pur sous la forme
d’une poudre blanche (130 mg, 72%).

Pf = 145-148°C (2-propanol a chaud)
[@] % = +44,5 (c=1, CHCl5)

HRMS : m/z : calculée pour CosHgoN,Oss 1 ([M+2H]?"): 884,276025 ; trouvée : 884,275968,
calculée pour CooHosN3Oss 1 ([M+H+NH,]?") : 892,789300, trouvée : 892,789124, calculée
pour CgoHoiN2Os4: ([M+H]"): 1767,544774; trouvée: 1767,543077, calculée pour
CooHgaN3034 : ([M+NH4]+) :1784,571324 ; trouvée : 1784,569861

Analyse élémentaire calculée pour CgHgoN2O34 @ C, 62.51; H, 5.13; N, 1.58; trouvée : C,
61.44; H,5.19; N, 1.43.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.19-7.00 (m, 40H ; Ar-H), 6.11 (dd, 1H, J3,= 3.0 Hz,
Jas<1Hz ; H-4"), 5.83 (d, 1H, I\ 2=9.0 Hz ; NH GalN), 5.59 (dd, 1H, J; ,= 8.0 Hz, J,3= 10.0
Hz ; H-2"), 5.38 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5= 9.5 Hz ; H-2"), 5.33(dd, 1H, J;,= 7.0 Hz, J,3= 9.0
Hz ; H-2""), 5.04-5.00 (m, 3H ; H-3"', H-4" NH), 4.95-4.85 (m, 4H ; H-1', H-3", CH,-Ar),
4.82 (d, 1H ; H-1"), 4.59 (dd, 1H, Js 62= 4.5 Hz, Jea o= 11.5 Hz ; H-6a"""), 4.57-4.36 (m, 6H ;
: H-1"") H-1Y, H-4" H-6a""", H-6b'®"), 4.31 (dd, 1H ; H-3"), 4.23 (dd, 1H, Js56.= 5.0 Hz,
Jsep= 7.5 Hz; H-5' ") 4.18-4.15 (m, 2H ; H-4', H-5""), 3.95 (ddd, 1H, J;,= 7.5 Hz, J53=
10.5 Hz ; H-2"), 3.85 (dd, 1H, Jo5= 10.0 Hz, J3,= 3.0 Hz, ; H-3"), 3.79 (s, 3H ; COOCHy),
3.76-3.70 (m, 2H ; H-5'"" OCH,), 3.53-3.47 (m, 1H ; OCH,), 3.42 (dd, 1H, Jses= 7.5 Hz,
Jeasp= 10.5 Hz ; C-6a"), 3.28-3.17 (m, 4H ; H-5", H-6b", NCH,), 3.01-2.99 (m, 1H ; HO-4),
1.96, 1.95, 1.93, 1.86 (4s, 12H ; COCHy).

RMN ¥C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 170.46, 170.37, 170.02, 169.79, 168.90, 166.57,
166.16, 166.06, 164.72, 164.69, 164.27, 164.02, 156.24 (13C, C-6"' ; C=0), 136.58, 133.89,
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133.50, 133.19, 133.13, 132.89, 132.73, 130.23, 129.74, 129.66, 129.56, 129.47, 129.33,
129.29, 129.25, 129.16, 128.99, 128.95, 128.93, 128.57, 128.54, 128.39, 128.33, 128.25,
128.13, 128.10, 128.04, 127.83 (48C; Ar-C), 101.69 (1C; c-1"), 101.30 (1C; c-1"), 101.17
(1c; c-1"), 101.13(1C; c-1"), 80.52 (1C; C-3"), 75.85 (1C; c-4"", 75.23 (1C; Cc-3"), 73.50,
73.31, 72.31, 72.20, 72.13, 71.96, 71.12, 70.65, 70.57, 70.23 (10C; Cc-2', c-2" c-2" c-3",
c-3V, c-4", c-5', c-5" c-5" c-5'Y), 68.62 (1C; OCH,), 68.30 (1C; C-4"), 66.30 (1C; CH,-
Ar), 65.92 (1C; c-4"), 63.72, 62.76 (2C; C-6', C-6"), 60.16 (1C; C-6"), 53.00 (1C;
COOCH;), 50.81 (1C; C-2"), 40.75 (1C; NCH,), 23.37, 20.58, 20.52, 20.50 (4C; COCHy).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-f-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,4,6-tri-O-benzoyl-g-p-galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 2,6-di-O-benzoyl-4-O-
sulfonato-pB-p-galactopyranoside 311

OBz OBz
OBz, NaO3SO
MeO.
NHAc 2 o o
[e] (o] o
AcO BzO o ~"nHz
o OBz OBz

C
(o]
OBz

oac Co2HgoN2NaO37S
OAc _ -1
" " | . MW= 1869,737 g.mol

A une solution de tétrasaccharide 310 (119 mg, 0.067 mmol) dans le DMF anhydre (2

ml) est ajouté du SO3.NMe;z (94 mg, 0,67 mmol, 10 eq). Le mélange réactionnel est agité a

60°C pendant 40 h sous argon puis refroidi a TA, du MeOH (2,5 ml) est ensuite ajouté et le

mélange réactionnel est agité pendant 15 min sous argon. Le MeOH est évaporé et le résidu

purifié sur colonne Sephadex LH-20 (DCM/MeOH : 1/1) puis sur colonne de gel de silice

(DCM/MeOH, 19 : 1), puis sur colonne Sephadex SP-C25 [Na]* (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1).
Le produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre banche (102 mg, 81%).

[a]2° = +16 (c=1,02, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour CgHgoNoO3S: ([M+3H-Na]®): 924,254433; trouvée :
924,254341, calculée pour CgHesN3Os7 S: ([M+2H+NH,-Na]**) : 932,767707, trouvée :
932,767553, calculée pour CgHgsN4O3;S @ ([M+H+2NH4-Na]?"): 941,280982 ; trouvée :
941,280604, calculée pour CooHgoN20s;S @ ([M-Na]?): 1845,487036; trouvée: 1845,485753,
calculée pour CgHoiN»O37S @ ([M+2H-Na]*): 1847,501589; trouvée: 1847,501961, calculée
pour CoaHosN3037S @ ([M+H+NH,-Na]*) : 1864,528138 ; trouvée : 1864,526850

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 8.23-6.86 (m, 35H ; Ar-H), 5.87 (dd, 1H, Js4= 3.0
Hz, Jss<1Hz ; H-4'), 5.27 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 9.5 Hz; H-2"), 5.42 (dd, 1H, J;,= 8.0
Hz, J23= 9.0 Hz; H-2"), 5.22 (dd, 1H, J34= 9.0 Hz, J45= 10.0 Hz; H-4"), 5.10 (dd, J34= 3.0
Hz, Jss<1Hz; H-4"), 5.07-5.03 (m, 2H; H-1", H-3"), 4.98-4.81 (m, 5H; H-1', H-1"", H-2"",
CH,-Ar), 4.66-4.63 (m, 2H; H-3", H-4"), 4.59 (dd, 1H, J56a= 4.5 Hz, Jeaeo= 12.0 Hz; H-6a"),
454 (d, 1H, J; .= 8.5 Hz; H-1"), 4.50-4.47 (m, 2H; H-3"', H-6b"), 4.38-4.24 (m, 3H; H-3', H-
6a", H-6b"), 4.14 (d, 1H; H-5"), 4.10-4.05 (m, 1H; H-5"), 3.86-3.79 (m, 2H; H-2", H-5"),
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3.77 (s, 3H; COOCHs), 3.69-3.64 (m, 1H; OCH,), 3.52-3.46 (m, 2H; H-5'"Y, OCHy), 3.34 (dd,
1H, Js.6a= 8.0 Hz, Jsagp= 11.5 Hz; H-6a"’), 3.19 (dd, 1H, Js6.= 6.0 Hz; H-6b"), 3.12-3.10 (m,
2H NCH,), 1.91, 1.88, 1.87 (3s, 12H, OCHy).

RMN ¥C (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 173.69, 171.86, 171.64, 169.22, 167.66, 167.61,
167.53, 166.84, 166.72, 166.49, 166.20 158.56 (13C ; C-6"", C=0), 138.26, 134.45, 134.36,
134.26, 134.21, 134.03, 131.61, 131.41, 131.22, 131.20, 130.85, 130.81, 130.73, 130.68,
130.64, 130.56, 130.52, 130.38, 130.02, 129.83, 129.72, 129.65, 129.55, 129.52, 129.45,
129.24, 129.19, 128.92, 128.70 (42C; Ar-C), 103.22, 102.48, 102.37 (4C; c-1', c-1", c-1",
c-1"), 79.83 (1C; C-3"), 78.33 (1C; C-3"), 77.62, 75.24, 74.36, 74.09, 73.13, 72.85, 72.32
(10c; c-2' c-2" c-2" c-3" c-4" c-4" c-5" c-5' c-5" c-5"), 71.58, 71.33 (2C; H-3"Y,
C-4'), 69.27 (1C; OCH,), 67.36 (1C; CH,-Ar), 67.32 (1C; C-4"), 65.47 (1C; C-6'), 64.18 (1C;
c-6"), 61.63 (1C; C-6"), 53.69 (1C; COOCHs), 51.77 (1C; C-2"), 41.69 (1C; NCH,), 23.16,
20.54, 20.52, 20.43 (4C, COCHs).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(2-désoxy-2-acetamido-g-p-galactopyranosyl)-(1—4)-
(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-sodium 4-O-
sulfonato-pB-p-galactopyranoside 312

OH OH
OH NaO3zSO
NHAC NaO,C
) 0 0
o o] o
HO d HO ° Sz
OH OH OH
OH
OH
\Y 1l

CaeHs52N2NaxO27S
MW= 1022,84 g.mol™

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,27 mmol, 0,27 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 135 pl) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
tétrasaccharide 311 (99,5 mg, 0,053 mmol) dissous dans un mélange THF/H0 (3: 1; 2 ml).
Le mélange réactionnel est ensuite agité pendant 8h a TA puis refroidi a 0°C. Une solution de
NaOH (4M, 1,3 ml, 100 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a
TA puis dilué avec de I’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120[H"]
jusqu’a pH 3,5 (contréle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée.
Le solide est alors lavé plusieurs fois avec de ’EtOH puis dissous dans de 1’eau. Une solution
de NaOH 0.1 M (0,53 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (39
mg, 72%).

[a]% =+8 (c=1, H,0)

HRMS : m/z : calculée pour CsgHssN2Oas @ ([M+4H-SOsNa-Na]**): 450,160602 ; trouvée :
450,160612, calculée pour CasHsoN2047S : ([M-2Na]?) : 488,124456 ; trouvée : 488,124953,
calculée pour C3sHs3N,027S @ ([M+H-2Na]) : 977,256189 ; trouvée : 977,256509, calculée
pour CssHsgN3027S @ ([M+NH;-2Na]™) : 996,297291, trouvée : 996,296317, calculée pour :
CssHs2N2NaO,7S : ([M-Na]) : 999,238133 ; trouveée : 999,237782
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RMN 'H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7.49-7.40 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH.-Ar), 4.85 (d,
1H, Js4= 3.0 Hz, J45< 1Hz ; H-4"), 4.70 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1'™"), 4.68 (d, 1H, J;,= 8.0
Hz ; H-1"), 4.49 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.46 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1'™"), 4.14 (d,
1H, J34= 2.5 Hz, J45< 1Hz ; H-4"), 3.98-3.94 (m, 2H ; H-3', OCH,), 3.92-3.83 (m, 2H ; H-2",
H-4"), 3.82-3.66 (m, 16H; H-2', H-2", H-3", H-3", H-4" H-5' H-5" H-5" H-5", H-64,
H-6b', H-6a", H-6b", H-6a", H-6b"Y, OCH,), 3.63 (dd, 1H, J,5= 9.5 Hz, J34= 9.0 Hz ; H-3""),
3.47 (dd, 1H ; H-2""), 3.39-3.34 (m, 2H ; CH,N), 2.06 (s, 3H ; NHC(O)CHj).

RMN *C (100 MHz, D,0O): & (ppm) 175.62, 175.14 (2C; C-6"', C=0), 159.01 (1C;
NHC(0)0), 137.10, 129.38, 128.95, 128.28 (6C ; Ar-C), 104.53, 103.34 (3C ; C-1', c-1", C-
1", 101.59 (1C; c-1"), 83.10 (1C; C-3"), 80.14 (1C; C-3"), 77.98 (1C; C-4"), 79.05, 76.98,
75.83, 75.50, 75.09, 74.26, 73.51, 71.71, 70.95, 70.64 (10C; c-2', c-2", c-2" c-3" c-3",
c-4" c-5', c-5" c-5" c-5"Y), 69.63 (1C; OCH,), 69.04, 68.39 (2C, C-4", C-4"), 67.50
(CH»-Ar), 61.64, 61.52 (3C; C-6', C-6", C-6"), 52.93 (1C; C-2"), 41.09 (1C; CH,N), 23.06
(1C; NHC(O)CHy).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-p-
p-galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-
(1—-3)-(2-0O-benzoyl-4,6-di-O-chloroacétyl-g-o-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-
benzoyl-B-p-galactopyranoside 314

OAcCI OBz
CIACO OBz
TCANH MeO,C
o ° A o N o CasHesClsN,0
AcO d BzO o ~—""NHz 89185 - 15IN2 U35
OBz OBz OBz

MW= 1919,885 g.mol™*

OAc

OAc
v 11 1 |

Une solution d’accepteur 313 (117 mg, 0,08 mmol), d’imidate 302 (75 mg, 0,13
mmol, 1,6 eq), et de tamis moléculaire 4A activé est agitée & TA et sous argon dans le DCM
anhydre (1 ml) pendant 45 min. Le TMSOTf 1M dans le toluéne (15 pl, 15,6 pumol, 0,12
eg/imidate) est alors ajouté et le mélange reactionnel est agité pendant 30 min. Puis, la
triéthylamine (20 pl) est ajoutée au mélange réactionnel. Apres 5 min, le tamis est filtré puis
rincé au DCM et le filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de
gel de silice (DCM/acétone : 12/1 avec 0,1 % de Et3N). Le produit est obtenu pur sous la
forme d’une mousse blanche (102 mg, 68%).

Pf = 142-145°C (2-propanol a chaud)
[@]2 =+20,5 (c=1, CHCly)

HRMS : m/z: calculée pour CgoHgs;ClsN,Oss: ([M+2H]"): 959,176052; trouvée :
959,175472, calculée pour CggHgoClsN3Oss: ([M+H+NH4]?") : 967,689326 ; trouvée :
967,689346, calculée pour CggHesClsN4Oss: ([M+2NH4]*"): 976,202601 ; trouvée :
976,202224, calculée pour: CgoHgsClsN3Os5 ([M+NH,]"): 1934,371376; trouvée :
1934,369875
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Analyse élémentaire calculée pour CgoHgsClsN2Oss @ C, 55.68; H, 4.46; N, 1.46; trouvée : C,
5494 ;H,4.70 ; N, 1.41.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.06-6.93 (m, 35H ; Ar-H), 6.71 (d, 1H, Joni= 9.0
Hz ; NH GalIN), 5.77 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Jss<1Hz; H-4'), 5.46 (dd, 1H, Js4= 3.5 Hz,
Jas<1Hz : H-4"), 5.43 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 9.5 Hz ; H-2"), 5.35 (dd, 1H, J34= J45= 9.0
Hz ; H-4"), 5.14-5.08 (m, 4H ; H-2" H-2"', H-3"', H-4"), 5.05 (dd, 1H, J,3= 11.0 Hz, J3,4=
3.0 Hz, H-3"), 4.98-4.93 (m, 1H ; NH), 4.88 (ABq, 2H ; CH,-Ar), 4.82 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz,
H-1"), 4.75 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.65 (d, 1H, J;,= 7.0 Hz; H-1""), 4.58 (dd, 1H, J56a=
4.0 Hz, Jeasp= 12.0 Hz ; H-6a"), 4.52 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1), 4.37 (dd, 1H, Js,= 7.0 Hz ;
H-6b"), 4.25-4.20 (m, 2H ; H-5"', H-6a"), 4.16-4.05 (m, 5H ; H-3', H-5', H-6b", CH,CI), 3.98-
3.88 (m, 5H; H-2", H-3" H-5" CH,CI), 3.85 (s, 3H; COOCHs), 3.81-3.77 (m, 1H;
OCH,), 3.63 (dd, 1H, Jss= 6.5 Hz, Js6p= 7.0 Hz ; H-5'), 3.54-3.49 (m, 1H ; OCH,), 3.30-
3.15 (m, 4H ; H-6"Y, NCH,), 1.95, 1.92, 1.91 (3s, 9H ; COCH3).

RMN **C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 170.14, 169.90, 169.80, 168.34, 167.00, 166.95,
166.18, 165.89, 164.98, 164.57, 164.49, 163.62, 161.63, 156.18 (14C ; C-6"", C=0), 136.49,
133.21, 133.16, 132.91, 132.69, 132.55, 130.10, 129.63, 129.56, 129.44, 129.40, 129.31,
128.99, 128.42, 128.37, 128.32, 128.20, 128.15, 127.95, 127.9993, 127.86, 127.84 (42C; Ar-
C), 101.33 (1C; C-1"), 101.10, 101.04 (1C; c-1", c-1"), 99.91 (1C; C-1"), 92.38 (1C; CCly),
77.32 (1C; c-3"), 76.10 (1C; c-3"), 75.55 (1C; C-5"), 73.43, 72.00, 71.86, 71.23, 70.96,
70.88, 70.78, 70.45, 70.06, 69.90 (10C; c-2', c-2", c-2" c-3" c-3V, c-4!, c-4", c-4" c-
5', C-5"), 68.91 (1C; OCH,), 66.34 (1C; CH,-Ar), 66.06 (1C; C-4"), 63.54 (1C; C-6"), 63.16
(1C; C-6"), 60.19 (1C; C-6"), 53.31 (1C; COOCHj3), 52.68 (1C; C-2"), 40.66, 40.55, 40.48
(3C; 2 CH,CI, NCH,), 20.58, 20.52, 20.36 (3C, COCHs).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-trichloroacétamido-f-
p-galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-o-glucopyranosyluronate)-
(1-3)-(2-0O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-benzoyl-p-o-
galactopyranoside 315

o OH OBZOBZ
TCANH MeO,C
o ° A o N\ o CesHssClsN,0
AcO J BzO o ~"uz 85183 - 13IN2U33
0Bz 0Bz 0Bz

MW= 1766,921 g.mol™

OAc
OAc

v 1l ] |

Le tétrasaccharide 314 (376 mg, 0,19 mmol) et la thiourée (62 mg, 0,78 mmol, 4 eq)
dissous dans 1’éthanol et la pyridine (1 :1; 5 ml) sont agités & 80°C pendant 1h. Le mélange
réactionnel est ensuite concentré puis dilué avec du CH,Cl,, la phase organique est lavée
successivement avec de I’eau, du NaCl saturé, de 1’eau, puis séchée sur MgSO, et co-
évaporée au toluene. Le résidu brut est alors purifié par flash chromatographie sur colonne de
gel de silice (DCM/MeOH : 19/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une mousse
jaune péale (323 mg, 93%).

-201 -



VII- Partie expérimentale

[a]2 = +15,5 (c=1,03, CHCI5)

HRMS : m/z: calculée pour CgsHgsgClsNsOss: ([M+H+NH4]?*"): 891,717734 ; trouvée :
891,717368, calculée pour CgsHoiClsN4Oss: ([M+2NH,]*"): 900,231009 ; trouvée :
900,230534, calculée pour CgsHgsClsN2Os3 : ([M+H]"): 1765,401643; trouvée : 1765,400628,
calculée pour : CgsHg7CI3N3Oa3 ([M+NH,]") : 1782,428192 ; trouvée : 1782,427461

Analyse élémentaire calculée pour CgsHg3CIsN2Os3 : C, 57.78; H, 4.73; N, 1.59; trouvée : C,
56.87; H, 4.86; N, 1.50.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.12-6.99 (m, 35H ; Ar-H), 6.71 (d, 1H, Joni= 9.0
Hz ; NH GalN), 5.90 (dd, 1H, Js 4= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.49 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J5=
9.5 Hz ; H-2"), 5.40 (dd, 1H, J,5= Js4= 9.0 Hz ; H-3"), 5.21 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5= 10.0
Hz ; H-2"), 5.15 (dd, 1H, , J1,= 8.0 Hz ; H-2""), 5.10 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5<1Hz ; H-4"),
5.04 (dd, 1H, J23= 11.0 Hz ; H-3"), 4.95-4.92 (m, 2H ; NH, CH.-Ar), 4.85-4.78 (m, 3H ; H-
1", H-1", CH,-Ar), 4.72 (d, 1H, J12= 8.0 Hz; H-1""), 4.53-4.94 (m, 1H ; H-6a"), 4.51 (d, 1H,
Ji2= 8.0 Hz ; H-1"), 4.38 (dd, 1H, J56,= 7.0 Hz, Jeaep= 12.0 Hz ; H-6b'), 4.22 (dd, 1H, Js5=
9.5 Hz; H-4"), 4.08-4.00 (m, 4H ; H-3', H-4" H-5', H-5"), 3.95 (ddd, 1H, J1,= 8.0 Hz,
Jann= 2.5 Hz ; H-2"), 3.86-3.80 (m, 3H ; H-3", H-5" H-6a"V), 3.77 (s, 1H ; COOCHj3), 3.70-
3.58 (m, 3H ; H-5", H-6b", OCH,), 3.53-3.48 (m, 1H ; OCH,), 3.29-3.16 (3, 4H ; H-6a", H-
6b", NCH,), 1.93,1.92, 1.91 (3s, 9H ; COCHs).

RMN *C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 170.73, 170.11, 169.92, 169.84, 168.83, 167.21,
166.11, 164.89, 164.63, 163.98, 161.80, 156.15 (12C, C-6"' ; C=0), 136.46, 133.56, 133.15,
132.73, 132.66, 132.19, 130.17, 129.58, 129.46, 129.42, 129.40, 129.19, 129.17, 128.98,
128.92, 128.75, 128.49, 128.42, 128.34, 128.28, 128.12, 128.03, 127.98, 127.81, 127.68 (42C;
Ar-C), 101.91 (1C; c-1"), 101.49 (1C; c-1), 100.97 (1C; Cc-1"), 100.09 (1C; C-1"), 92.42
(1C; CCly), 81.03 (1C; C-3"), 78.35 (1C; C-3"), 75.59 (1C; C-4""), 75.49 (1C; C-5"), 73.24,
72.21,71.69, 71.19, 70.87, 70.57, 70.28, 70.20, 69.96 (9C; C-2', c-2" c-2" c-3" c-3"V, C-
4' c-4" c-5" c-5"), 68.94 (1C; OCH,), 68.67 (1C; C-5""), 66.28 (1C; CH,-Ar), 65.95 (1C;
c-4"), 62.89 (1C; C-6'), 62.59 (1C; C-6"), 60.15 (1C; C-6"), 53.26 (1C; COOCHj3), 52.52
(1C; C-2"), 40.62 (1C; NCH,), 21.48, 20.47, 20.34 (3C; COCH).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acetyl-p-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-benzoyl-p-p-galactopyranoside
316

OH OBz
HO OBz,
NHAc MeO,C
0 0 0
o o o ENLN
AcO d BzO NHZ
OBz OBz OBz
0Ad CesHgsN2033
OAc
v 11

! . MW= 1663,586 g.mol™

Au tétrasaccharide 315 (267 mg, 0,15 mmol) dissous dans I’acide acétique (4 ml) a
50°C et sous argon est ajouté toutes les heures pendant 5 heures du complexe Zn/Cu (5 x 58
mg, 2,3 mmol, 15 eq.). Le mélange réactionnel est ainsi agité pendant 24h puis refroidi a TA
puis filtré sur Célite et rincé successivement avec du DCM, de I’AcOEt et du toluéne. Le
filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice
(DCM/iPrOH : 16/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une mousse blanche (144mg,
57%). Des fractions mélangées (67 mg) non complétements réduites sont réengagées dans une
seconde réaction de réduction dans les mémes conditions puis traitées et purifiés dans le
méme systéme d’éluant pour donner le diol désiré (19mg). Ainsi, le rendement global remonte
a 65%.

Pf = 145-148°C (iPrOH a chaud)

[@]% =+ 23 (c=1, CHCI3)

HRMS : m/z : calculée pour CgsHgsN2Oss: ([M+2H]*): 832,262918 ; trouvée : 832,263206,
calculée pour CgsHoiN3Oss : ([M+H+NH4]?") : 840,776193 ; trouvée : 840,776461, calculée
pour CgsHaaNsOss: ([M+2NH,]?): 849,289467 ; trouvée : 849,289636, calculée pour
CesHg7N2Oz3 0 ([M+H]"):  1663,518560; trouvée: 1663,518933, calculée  pour :
CgsHooN3033 ([IM+NH4]") : 1680,545109 ; trouvée : 1680,546134

Analyse élémentaire calculée pour CgsHgsN,O33: C, 61.37; H, 5.21; N, 1.68; trouvée : C,
59.52; H, 5.32; N, 1.80.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.14-6.70 (m, 35H ; Ar-H), 5.90 (dd, 1H, J34= 3.0
Hz, Jss<1Hz ; H-4"), 5.51 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 9.5 Hz ; H-2"), 5.50-5.47 (m, 1H ; NH
GalN), 5.35 (dd, 1H, J,5= 7.5, Js4= 8.5 Hz ; H-3""), 5.26 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5= 10.0 Hz ;
H-2"), 5.09-5.04 (m, 2H ; H-2""; H-4"Y), 4.97-4.92 (m, 3H ; H-3", NH, CH.-Ar), 4.84-4.80
(m, 2H ; H-1"', CH2-Ar), 4.71 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.60 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz; H-1"),
452 (d, 1H, J12= 8.0 Hz ; H-1"), 4.52-4.49 (m, 1H ; H-6a"), 4.41-4.32 (m, 2H ; H-4"", H-6b"),
413 (d, 1H, Jss= 9.5 Hz ; H-5"), 4.09-4.04 (m, 2H ; H-3', H-5'), 4.01-3.98 (m, 1H ; H-4"),
3.91-3.78 (m, 8H ; H-2", H-3" H-5", -6a", OCH,, COOCH;), 3.67-3.63 (m, 1H ; H-6b"),
3.59-3.49 (m, 2H : H-5'", OCH,), 3.43-3.36 (m, 1H ; H-6a"), 3.25-3.18 (m, 4H ; H-6b", HO-
4, NCH,), 1.92, 1.89, 1.88 (3s, 12H ; COCHy).
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RMN *C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 170.37, 170.01, 169.84, 169.11, 167.25, 166.15,
164.79, 164.75, 164.71, 164.13, 156.19 (12C, C-6""; C=0), 1363.50, 133.62, 133.20, 132.90,
132.69, 132.24, 130.27, 129.63, 129.52, 129.47, 129.23, 129.02, 128.95, 128.89, 128.80,
128.55, 128.48, 128.41, 128.38, 128.33, 128.27, 128.22, 128.17, 128.08, 127.87, 127.71
(42C; Ar-C), 102.09 (1C; c-1"), 101.57 (1C; C-1Y, 101.11 (1C; c-1"), 100.70 (1C; C-1"",
81.26 (1C; c-3"), 78.63 (1C; C-3"), 76.08 (1C; C-4""), 75.68 (1C; C-5"), 73.32 (1C; C-5",
72.95 (1C; Cc-3"), 71.74, 71.67, 70.92, 70.87, 70.41, 70.30, 69.03 (7C; Cc-2' c-2" c-2" c-
3V, c-4' c-5', c-5"), 68.66 (1C; OCH,), 67.04 (1C; C-4"), 66.34 (1C; CH.-Ar), 65.88 (1C;
c-4"), 62.90, 62.73 (2C; C-6', C-6"), 60.17 (1C; C-6"), 53.27 (1C; COOCHj3), 50.79 (1C; C-
2", 40.68 (1C; NCH,), 23.31, 20.55, 20.47 (4C; COCH).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-p-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(sodium 4-O-acétyl-2-O-benzoyl-4-O-sulfonato-f-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-
benzoyl-B-o-galactopyranoside 317

0SO;Na

OBz
AcO OBz,
NHAC MeO,C o
o
AcO %&/O O ™z Ca7Hs7NNaO37S
0 OBz OBz

MW= 1807,668 g.mol™

OAC!

OAc
v i 1] |

A une solution de diol 316 (45 mg, 0,03 mmol) dans le DMF anhydre (0,9 ml) est ajouté du
S03.NMej; (15 mg, 0.12 mmol, 4 eq) et le mélange réactionnel est agité a 40°C sous argon et
le mélange réactionnel est alors agité pendant 60 h, puis refroidi a TA et ’excés de réactif est
détruit avec du MeOH (0,8 ml). Le mélange réactionnel est alors agité pendant 30 min sous
argon puis concentré sous pression réduite et purifié sur colonne de gel de silice
(DCM/MeOH : 19/1) puis (DCM/MeOH : 9/1). Le résidu est ensuite dissous dans la pyridine
(1 ml) et de I’anhydride acétique (0,5 ml) est ajouté a 0°C. Le mélange réactionnel est ainsi
agité de 0°C a TA pendant 16 h, puis co-évaporé au toluéne et purifié sur colonne de gel de
silice (DCM/MeOH : 9/1). Les fractions recueillies sont ensuite passées sur colonne Sephadex
SP-C25 [Na]® (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1). Le produit est obtenu pur sous la forme d’une
poudre blanche (41 mg, 84%).

[@]2 =+10,5 (c=1, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour CgHooN»Os;S: ([M+3H-Na]**): 893,246608; trouvée :
893,245787, calculée pour CgrHesN3Os7 S: ([M+2H+NH,-Na]**) : 901,759882, trouvée :
901,759178, calculée pour Cg;HgsN4Os7 S: ([M+H+2NH,-Na]®) : 910,273157, trouvée :
910,272081, calculée pour ([M-Na]): 1783,471386; trouvee: 1783,470989, calculée pour:
Ce7HgoN2037S : ([M+2H-Na]®):  1785,485939; trouvée: 1785,484506, calculée
pour Cg7HgoN3047S @ ([M+H+NH,-Na]*): 1802,512488 ; trouvée : 1802,510007, calculée pour
Cg7HosN4037S : ([M+2NH,]"-Na]*): 1819,539037; trouvée: 1819,537030
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RMN 'H (400 MHz, MeOD + CDCls) : & (ppm) 8.01-6.87 (m, 35H ; Ar-H), 5.87 (dd, 1H,
Jas= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 543 (dd, 1H, Js34= 3.0 Hz, Jss<1Hz ; H-4"), 5.40-5.35 (m,
2H; H-2', H-2""), 5.10 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.06-5.02 (m, 2H; H-4",
CHa-Ar), 4.94 (dd, 1H, J23= 11.0 Hz, J34= 3.0 Hz; H-3"), 4.86-4.80 (m, 2H; H-1", CH,-Ar),
472 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1"), 456 d, 1H, J; ,= 8.0 Hz; H-1"), 4.50 (dd, 1H, J,3= 10.0 Hz;
H-3"), 4.47-4.35 (m, 3H ; H-1"", H-6a", H-6b"), 4.32-4.28 (m, 1H; H-5"), 4.21 (dd, 1H, J,3=
10.0 Hz, Js4= 9.0 Hz ; H-3"), 4.11-4.04 (m, 5H; H-4"", H-5' H-5"' H-6a', H-6b"), 4.01 (dd,
1H; H-3"), 3.87 (s, 3H; COOCHj3), 3.79-3.74 (m, 2H; H-2"Y, OCH)), 3.58-3.54 (m, 2H; H-5",
OCH,), 3.38 (dd, 1H, Js 2= 7.0 Hz, Jeago= 11.0; H-62'""), 3.22 (dd, 1H; H-6b"), 3.16-3.12 (m,
2H NCH,), 1.95,1.91, 1.89, 1.88, 1.87 (5s, 15H, COCHj).

RMN C (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 173.45, 171.78, 171.66, 171.50, 169.23, 167.61,
167.49, 166.33, 166.01, 165.76, 160.56, 158.26, 157.58 (13C ; C-6"', C=0), 137.83, 134.33,
134.18, 134.15, 134.07, 133.82, 133.59, 131.03, 130.93, 130.68, 130.54, 130.53, 130.39,
130.29, 130.24, 130.10, 129.73, 129.61, 129.42, 129.37, 129.30, 129.24, 128.98, 1283.91,
128.75, 128.51 (42C; Ar-C), 102.43 (4C; C-1'), 102.26, 101.93 (2C; c-1", c-1""), 101.88
(1c; c-1™), 78.73 (1c; c-3"), 77.27, 77.12 (2C; C-3', C-3"Y), 74.86, 74.03, 73.32, 72.90,
72.73, 71.98, 71.24, 71.12 (12C; c-2', c-2" c-2" H-3V, c-4' c-4" c-4" c-4"V, c-5 C-
5" ¢c-5" c-5"), 70.65 (1C; OCH,), 69.53 (1C; C-6'), 67.28 (1C; CH.-Ar), 64.40 (1C; C-6"),
61.49 (1C; C-6'"), 53.74 (1C; COOCHj3), 51.62 (1C; C-2"), 41.52 (1C; NCH,), 23.13, 20.70,
203.61, 20.59, 20.48 (5C, COCHj).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(2-désoxy-2-acétamido-f-p-galactopyranosyl)-(1—4)-
(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium 6-O-sulfonato p-o-
galactopyranosyl)-(1—3)-B-p-galactopyranoside 318

0SO;zNa
NHAC NaO,C
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HO OH
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m&w&m CasHesN:Na0S
(¢]
OH OH

HO HO >
o MW= 1022,84 g.mol™
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Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LiOH (1 M, 0,35 mmol, 0,35 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 175 pul) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
tétrasaccharide 317 (115,5 mg, 0,064 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3: 1; 2 ml).
Le mélange réactionnel est ensuite agité pendant 8h a TA puis refroidi a 0°C. Une solution de
NaOH (4M, 1,6 ml, 100 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a
TA puis dilué avec de ’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120[H"]
jusqu’a pH 3,5 (contr6le pH-metrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée.
Le solide est alors lavé plusieurs fois avec de I’EtOH puis dissous dans de 1’eau. Une solution
de NaOH 0.1 M (0,64 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (46
mg, 70%).

[@]% =+6,5 (c=1, H,0)
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VII- Partie expérimentale

HRMS : m/z: calculée pour CzsHseN2Oy4: ([M+4H-SO3-2Na]™): 450,160602 ; trouvée :
450,160749, calculée pour CssHsoN2047S : ([M-2Na]?) : 488,124456 ; trouvée : 488,124985,
calculée pour CgsHssN2027S: ([M+4H-2Na]**): 490,139009 ; trouvée : 490,138816, calculée
pour CssHssNoNaO,7S @ ([M+3H-Na]?*): 501,129981 ; trouvée : 501,129848, calculée pour
C3sHs5N2024 0 ([M+3H-SO3-2Na]’): 899,313927 ; trouvée : 899,312629, calculée pour
C36Hs3N20,S 0 ([M+H-2Na]) : 977,256189; trouvée: 977,256222, calculée pour
CssHs5N2027S:  ([M+3H-2Na]®):  979,270742 ; trouvée : 979,269769, calculée pour
C3sHssN3027S : ([M+NH4-2Na]*) : 996,297291, trouvée : 996,295851, calculée pour :
CasHs2N2NaO47S : ([M-Na]) @  999,238133; trouvée: 999,237745, calculée pour
C36H54N2N3.027S: ([M+2H-Na]+): 1001,252686 ; trouvée : 1001,251429

RMN *H (400 MHz, D,O) : & (ppm) 7.47-7.42 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH.-Ar), 4.69 (d,
1H, Ji,= 8.0 Hz ; H-1""), 4.66 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1'®"), 4.49 (d, 1H, J;,= 8.5 Hz ; H-
1), 4.42 (d, 1H, J1,= 8.0 Hz ; H-1'*"), 4.26 (d, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5< 1Hz ; H-4"), 4.22-
4.19 (m, 3H; H-4', H-6a", H-6b"), 3.99-3.82 (m, 5H; H-2", H-3', H-3" H-4" OCH,), 3.80-
3.67 (m, 13H; H-2', H-2", H-3" H-4"' H-5' H-5" H-5" H-5" H-6a', H-6b', H-6a", H-
6b", OCH,), 3.64 (dd, 1H, J,5= 9.5 Hz, J34= 9.0 Hz ; H-3""), 3.48 (dd, 1H ; H-2""), 3.40-3.37
(m, 2H ; CH,N), 2.07 (s, 3H ; NHC(O)CHs).

RMN *C (100 MHz, D,O): & (ppm) 175.63, 175.22 (2C; C-6"', C=0), 158.99 (1C;
NHC(0)0), 137.08, 129.39, 128.98, 128.34 (6C ; Ar-C), 104.44, 104.36, 103.24 (3C; C-1',
c-1" c-1"), 101.54 (1C; c-1"), 83.33, 82.93 (2C; C-3', C-3"), 80.06, 77.01, 75.83, 75.55,
74.25, 73.53, 73.07, 71.70, 70.51, 70.29 (10C; c-2', c-2", c-2"' c-3" c-3"V, c-4" c-5' C-
5" c-5" c-5"), 69.41 (1C; OCH,), 69.01, 68.59 (3C, C-4',C-4", Cc-4"), 68.39 (1C; C-6"),
67.50 (CH,-Ar), 61.79, 61.64 (2C; C-6', C-6"), 52.92 (1C; C-2"), 41.16 (1C; CH,N), 23.06
(1C; NHC(O)CHy).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-f-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,6-di-O-benzoyl-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-benzoyl-p-o-
galactopyranoside 319

OB OBz
wo 17 OBz,
NHAC MeO,C.
o 0 &
o) ° o ENGPEN
AcO d BzO NHZ
OBz OBz OBz

OAC! C92H90N2034
P " ' . MW= 1767,692 g.mol™

Un mélange de diol 316 (148 mg, 0.09 mmol) et de BzCN (27 mg, 0.21 mmol, 2 eq.)
sont dissous a TA et sous argon dans la pyridine anhydre (3 ml). Le mélange réactionnel est
agité pendant 5 h puis du BzCN (13 mg, 1leq) a été ajouté 2 fois toutes les heures. Apres 8h,
le mélange réactionnel est neutralisé avec du MeOH (2 ml) et agité sous argon pendant 30
min puis, évaporé et co-évaporé avec du toluéne. Le résidu est purifié par flash
chromatographie sur colonne de gel de silice (DCM/iPrOH : 16/1) pour donner le produit pur
sous la forme d’un solide blanchatre (135 mg, 86%).
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Pf = 130-133°C (iPrOH a chaud)
[a]2° = +26 (c=1,02, CHCls)

HRMS : m/z : calculée pour CosHgoN,Os4 1 ([M+2H]?"): 884,276025 ; trouvée : 884,275481,
calculée pour CooHosN3Oss 1 ([M+H+NH,]*") : 892,789300, trouvée : 892,788639, calculée
pour CgoHgiN»Oss: ([M+H]"): 1767,544774; trouvée: 1767,540125, calculée pour
Co2HasN3034 : ([M+NH,]") : 1784,571324 ; trouvée : 1784,566594

Analyse élémentaire calculée pour Cg,HgoN2O34 @ C, 62.51; H, 5.13; N, 1.58; trouvée : C,
61.55; H, 5.23; N, 1.46.

RMN *H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.10-6.86 (m, 40H ; Ar-H), 5.85 (dd, 1H, J3,4= 3.0 Hz,
Jas<1Hz ; H-4"), 5.75 (d, 1H, Inn2=9.0 Hz ; NH GalN), 5.44 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,35= 9.5
Hz ; H-2"), 5.36 (dd, 1H, J,3= 6.5 Hz, J34= 8.5 Hz ; H-3"), 5.27 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J;3=
9.5 Hz ; H-2"), 5.07-5.00 (m, 3H ; H-2"": H-4" NH), 4.96-4.91 (m, 2H ; H-3", CHx-Ar),
4.85 (d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1""), 4.85-4.81 (m, 1H ; CH,-Ar), 4.69 (d, 1H, J,,= 8.0 Hz ; H-
1", 4.64-4.61 (m, 3H ; H-1", H-6a', H-6b"), 4.50 (d, 1H, J;5= 9.5 Hz ; H-5""), 4.47-4.44 (m,
3H ; H-1', H-4"' H-6a"), 4.20-4.16 (m, 3H ; H-3', H-4", H-6b"), 4.00-3.95 (m, 2H ; H-2", H-
5", 3.93-3.90 (m, 1H ; HO-6), 3.86-3.77 (m, 2H ; H-5', OCH,), 3.73-3.68 (m, 4H ; H-3",
COOCHs3), 3.56-3.48 (m, 1H ; OCHy), 3.46 (dd, 1H, Js,= 7.0 Hz, Jsaep= 10.5 Hz ; C-6a'"),
3.33 (ddd, 1H, Jse= 6.5 Hz, Js5 <1 Hz ; H-5"), 3.29-3.19 (m, 3H ; H-6b", NCHy), 1.95,
1.93, 1.92, 1.87 (4s, 12H ; COCHy).

RMN *C (100 MHz, CDCls): & (ppm) 170.53, 170.37, 170.01, 169.85, 169.70, 166.18,
166.03, 165.69, 164.77, 164.61, 164.57, 164.13, 156.20 (13C, C-6"' ; C=0), 136.47, 133.22,
133.12, 133.10, 133.00, 132.94, 132.84, 132.15, 130.07, 129.98, 129.81, 129.61, 129.56,
129.53, 129.50, 129.47, 129.40, 129.37, 129.03, 128.95, 128.74, 128.68, 128.45, 128.42,
128.34, 128.30, 128.27, 128.23, 128.13, 128.10, 127.82, 127.70, 126.97 (48C; Ar-C), 101.41
(1C; c-1Y, 101.12, 101.07 (2C; c-1", c-1"), 100.35 (1C; c-1"), 81.31 (1C; c-3"), 76.08
(1C; C-3", 76.04 (1C; c-5", 75.68 (1C; C-3"", 73.31, 73.00, 72.17, 71.90, 71.67 (5C; C-2',
c-2" c-4" c-5' c-5"), 71.47, 70.42, 70.38, 70.07 (4C; c-2", c-3V, c-4', c-5"), 68.87 (1C;
OCHy,), 67.72 (1C; C-4"), 66.31 (1C; CH-Ar), 65.87 (1C; C-4"), 63.12 (1C; C-6'), 62.79
(1C; C-6"), 60.21 (1C; C-6"), 53.25 (1C; COOCHj3), 50.67 (1C; C-2"), 40.64 (1C; NCH,),
23.24, 20.51, 20.45, 20.43 (4C; COCHj).
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2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-acétamido-f-p-
galactopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-g-p-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(sodium 2,6-di-O-benzoyl-4-O-sulfonato-p-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2,4,6-tri-O-
benzoyl-B-p-galactopyranoside 320

OBz OBz
Na03SO OBz,
NHAC MeO,C
o) 9 0
o o o
heo o BzO 0 SNz
OBz OBz OBz

oA Co2HgoN2NaO37S
P " ' . MW= 1869,737 g.mol™*

A une solution de tétrasaccharide 319 (123 mg, 0.07 mmol) dans le DMF anhydre (2
ml) est ajouté du SO3.NMe;z (97 mg, 0,70 mmol, 10 eqg). Le mélange réactionnel est agité a
60°C pendant 62 h sous argon puis refroidi a TA, du MeOH (2,5 ml) est ensuite ajouté et le
mélange réactionnel est agité pendant 15 min sous argon. Le MeOH est évaporé et le résidu
purifié sur colonne Sephadex LH-20 (DCM/MeOH : 1/1) puis sur colonne de gel de silice
(DCM/iPrOH, 16 : 1) puis sur colonne Sephadex SP-C25 [Na]® (DCM/MeOH/H,0 : 9/5/1).
Le produit est obtenu pur sous la forme d’une poudre banche (116 mg, 89%).

[a]% = +27,5 (c=1,03, MeOH)

HRMS : m/z: calculée pour CgHeN2Oss: ([M+3H-SOsNa]?"): 884,276025 ; trouvée :
884,275565, calculée pour CgoHoeoN,Os7S:  ([M+3H-Na]*): 924,254433; trouvée :
924,254057, calculée pour CgHesN3Os7 S: ([M+2H+NH,-Na]?*) : 932,767707, trouvée :
932,767101, calculée pour CgyHgsN4Os;S: ([M+H+2NH,-Na]?*): 941,280982 ; trouvée :
941,280329, calculée pour CooHgoN2037S : ([M-Na]?): 1845,487036; trouvée: 1845,486517,
calculée pour CgoHe1N,O37S @ ([M+2H-Na]*): 1847,501589; trouvée: 1847,496754, calculée
pour CgHgsN3037S : ([IM+H+NH,-Na]™) : 1864,528138 ; trouvée : 1864,523184

RMN 'H (400 MHz, MeOD) : § (ppm) 8.16-6.91 (m, 40H ; Ar-H), 5.78 (dd, 1H, Js4= 3.0
Hz, Jss<1Hz ; H-4"), 5.41-5.33 (m, 2H ; H-2", H-3""), 5.23 (dd, 1H, J1,= 7.5 Hz, J,35= 10.0
Hz ; H-2"), 5.19 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 5.13 ((dd, 1H, J1,= 7.0 Hz, J,5= 9.5
Hz ; H-2"), 5.03 (dd, 1H, Js34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"Y), 4.94 (dd, 1H, J34= 9.5 Hz, J45=
10.0 Hz ; H-4"), 4.86-4.69 (m, 8H ; H-1', H-1"", H-1", H-3", H-6a", H-6b", CH.-Ar), 4.50
(d, 1H, J1,= 7.5 Hz ; H-1"), 4.32-4.22 (m, 3H ; H-3", H-6a', H-6b"), 4.18 (d, 1H ; H-5""),
4.09-4.07 (m, 2H ; H-3', H-5"), 3.94-3.89 (m, 2H ; H-2"V, H-5'), 3.76 (s, 3H ; COOCHj3),
3.75-3.71 (m, 1H ; OCH,), 3.54-3.49 (m, 2H; H-5", C-6a'"), 3.40-3.34 (m, 1H ; OCH,), 3.26
(dd, 1H, Js65= 6.0 Hz, Jgaeo= 11.0 Hz ; H-6b"), 3.14-3.11 (m, 2H ; NCH,), 1.93, 1.87, 1.85
(4s, 12H ; COCHy).

RMN *C (100 MHz, MeOD) : & (ppm) 172.96, 172.93, 171.32, 171.10, 170.98, 167.25,
167.00, 166.49, 166.15, 165.86, 165.79, 165.71 157.55 (13C, C-6"' ; C=0), 137.10, 134.15,
133.96, 133.90, 133.80, 133.78, 133.24, 130.72, 130.49, 130.30, 130.24, 130.20, 130.15,
130.06, 129.94, 129.67, 129.54, 129.19, 129.08, 129.02, 128.92, 128.85, 128.69, 128.55,
128.49, 128.26 (48C; Ar-C), 102.47, 102.23, 101.93, 101.78 (4C; c-1', c-1", c-1", c-1"),
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77.70 (1C; C-3"), 77.33 (1C; C-3"), 76.50, 76.32, 74.56, 74.27, 73.75, 73.58, 72.70, 72.39,
71.96, 71.78 (10C; c-2', c-2", c-2", c-3" c-3"V, c-4, c-4" c-5', c-5", c-5"), 71.00 (1C;
c-4"), 69.43 (1C; C-5"), 69.38 (1C; OCH,), 67.09 (1C; CH,-Ar), 66.91 (1C; C-4"), 64.77
(1C; C-6"), 63.85 (1C; C-6"), 62.00 (1C; C-6"), 53.41 (1C; COOCHj3), 51.22 (1C; C-2"),
41.26 (1C; NCHy), 23.30, 20.63, 20.56 (4C; COCHj).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(2-désoxy-2-acétamido-g-p-galactopyranosyl)-(1—4)-
(sodium B-o-glucopyranosyluronate)-(1—3)-(sodium 4-O-sulfonato p-o-
galactopyranosyl)-(1—3)-p-p-galactopyranoside 321

OH OH
NaO;SO OH
NHAC NaO,C
o O °
o o o o\/\
HO d HO NHZ
OH OH OH

OH C36H52N2Na20278

OH

v I 1 ! MW= 1022,84 g.mol™

Une solution de LIOOH préparée a 0°C a partir de LIOH (1 M, 0,31 mmol, 0,5 ml, 5
eq) et de H,0, (30%, 250 pul) est ajoutée goutte a goutte a une solution refroidie a -10°C de
tétrasaccharide 320 (115 mg, 0,061 mmol) dissous dans un mélange THF/H,0 (3: 1; 2 ml).
Le mélange réactionnel est ensuite agité pendant 8h a TA puis refroidi a 0°C. Une solution de
NaOH (4M, 1,5 ml, 100 eq) est ajoutée et le mélange réactionnel est alors agité pendant 16h a
TA puis dilué avec de ’eau (20 ml) et neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120[H"]
jusqu’a pH 3,5 (contréle pH-métrique). La solution est ensuite filtrée sur fritté et concentrée.
Le solide est alors lave plusieurs fois avec de I’EtOH puis dissous dans de I’eau. Une solution
de NaOH 0.1 M (0,61 ml, 10 eq) est ajoutée jusqu’a pH 8,5. Une purification sur colonne
Sephadex LH-20 dans I’eau conduit au produit désiré sous la forme d’une poudre blanche (45
mg, 71%).

[@] 2 =+6,5 (c=1, H,0)

HRMS : m/z: calculée pour CzgHsgN2Oy4 : ([M+4H-803Na-Na]2+): 450,160602 ; trouvée :
450,160657, calculée pour CzgHssNoNaOos: ([M+3H-SOsNa]?"): 461,151574 ; trouvée :
461,151582, calculée pour CasHsoN2047S : ([M-2Na]?) : 488,124456 ; trouvée : 488,124955,
calculée pour CagHsgN2027S: ([M+4H-2Na]**): 490,139009 ; trouvée : 490,139079, calculée
pour CszsHs3N2027S: ([M+H-2Na]) : 977,256189 ; trouvée : 977,256114, calculée pour
CssHs5N2027S:  ([M+3H-2Na]*):  979,270742; trouvée: 979,271523, calculée pour :
CasHs2N2NaO,7S : ([M-Na]) :  999,238133; trouvée: 999,238162, calculée pour
CasHssNoNaO2;S:  ([M+2H-Na]®): 1001,252686 ; trouvée : 1001,252657, calculée pour
CasH53N2Nax047S @ ([M+H]Y) : 1023,234630, trouvée : 1023,235160

RMN H (400 MHz, D,0) : & (ppm) 7.48-7.44 (m, 5H; Ar-H), 5.14 (s, 2H ; CH,-Ar), 4.77-
4.75 (m, 2H; H-1"" H-4"), 4.70 (d, 1H, J;,= 8.0 Hz ; H-1"), 4.51 (d, 1H, J;,= 8.5 Hz ; H-1"),
4.45 (d, 1H, Ji,= 8.0 Hz ; H-1'), 4.18 (d, 1H, J34= 3.0 Hz, Js5< 1Hz ; H-4"), 4.02 (dd, 1H,
Jo3= 10.0 Hz, J3,4= 3.0 Hz ; H-3"), 3.99-3.84 (m, 3H ; H-2", H-4", OCH,), 3.82-3.67 (m,
16H ; H-2' H-2" H-3', H-3", H-4" H-5' H-5" H-5" H-5", H-6a', H-6b', H-6a", H-6b", H-
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6a', H-6b", OCH,), 3.62 (dd, 1H, J,3= 10.0 Hz, Js4= 9.0 Hz ; H-3""), 3.47 (dd, 1H, J;,= 8.0
Hz ; H-2""), 3.41-3.37 (m, 2H ; CH,N), 2.07 (s, 3H ; NHC(O)CHs).

RMN ¥C (100 MHz, D,0): & (ppm) 175.60, 175.18 (2C; C-6"', C=0), 158.99 (1C;
NHC(0)0), 137.07, 129.38, 128.96, 128.32 (6C ; Ar-C), 104.65 (1C ; C-1"), 103.79 (1C; C-
1", 103.28 (1C; C-1", 101.67 (1C; c-1'Y), 83.00, 80.45, 77.82, 77.64 (4C; C-3', c-3", Cc-4",
C-5"), 77.22, 75.80, 75.34, 75.03, 74.36, 73.51, 71.74, 71.41, 70.48 (9C; C-2', c-2", c-2" cC-
3" c-3V, c-4" c-5', c-5", c-5"), 69.46 (1C; OCH,), 68.89 (1C; C-4'), 68.39 (1C; C-4"),
67.50 (CH»-Ar), 61.59, 61.51, 61.47 (3C; C-6', C-6", C-6"), 52.91 (1C; C-2"), 41.13 (1C;
CH3N), 23.07 (1C; NHC(O)CHy).

2-Benzyloxycarbonylaminoéthyl O-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-désoxy-2-azido-a-p-
glucopyranosyl)-(1—4)-(méthyl 2,3-di-O-benzoyl-B-o-glucopyranosyluronate)-(1—3)-
(2,4,6-tri-O-benzoyl-g-p-galactopyranosyl)-(1—3)-2-O-benzoyl-4,6-O-di-tert-
butylsilyléne-p-p-galactopyranoside 329

AcO OBz

AcO o
| Me0:C o Co1HggN4O3,Si
%o ~"wz MW= 1787,845 g.mol™

Une solution d’accepteur 279 (151 mg, 0,1 mmol), d’imidate 328 (97 mg, 0,2 mmol, 2
eq), et de tamis moléculaire 4A activé est agitée a TA et sous argon dans du toluéne anhydre
(1,5 ml) pendant 45 min. Le TMSOTf 1M dans le toluene (40,5 pl, 0,04 mmol, 0,2
eg/imidate) est alors ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 30 min. Puis, la
triéthylamine (25 pl) est ajoutée au mélange réactionnel. Aprés 5 min, le tamis est filtré puis
rincé au DCM et le filtrat est concentré puis purifié par flash chromatographie sur colonne de
gel de silice (DCM/acétone : 12/1 avec 0,1 % de Et3N). Le produit est obtenu pur sous la
forme d’une mousse blanche (76 mg, 41%).

[@]2 = +55 (c=1,02, CHCly)

HRMS : m/z: calculée pour CoiHipoNsO%Si: ([M+2H]*): 894,303948 ; trouvée :
894,303890, calculée pour CgiH103N503,Si : ([M+H+NH4]2+): 902,817223 ; trouvée :
902,819319, calculée pour CgiH106NgO3,Si : ([M+2NH4]2+): 911,330497 ; trouvée :
911,330595, calculée pour CgiH102N5O3,Si : ([M+NH,4]") : 1804,627169 ; trouvée :
1804,626116, calculée pour CgiHgsNsNaO3,Si: ([M+Na]*): 1809,582564 ; trouvée :
1809,582656

Analyse élémentaire calculée pour Cg;HggN4O3,Si : C, 61.13; H, 5.52; N, 3.13; trouvée : C,
54.46 ; H,4.91; N, 3.91.
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RMN 'H (400 MHz, CDCls) : & (ppm) 8.10-6.87 (m, 35H ; Ar-H), 5.81 (dd, 1H, Js,4= 3.0 Hz,
Jas<lHz : H-4"), 5.52 (dd, 1H, J1,= 8.0 Hz, J,5= 10.0 Hz ; H-2"), 5.44 (dd, 1H, J,5= J34=
9.0 Hz ; H-3"), 5.37 (dd, 1H, J;,= 8.0 Hz, J,3= 10.0 Hz ; H-2"), 5.23 (dd, 1H, J,5= 9.0 Hz,
Jas= 10.5 Hz ; H-3"), 5.08-5.03 (m, 2H ; H-1", H-2""), 5.01-4.88 (m, 5H ; H-1", H-4", NH,
CH,-Ar), 4.82 (d, 1H, J;,= 7.0 Hz ; H-1"), 4.69 (dd, 1H, J34= 3.0 Hz, J45<1Hz ; H-4"), 4.43-
4.41 (m, 2H ; H-6"), 4.36 (dd, 1H, J34= 9.0 Hz, J,5=10.5 Hz ; H-4"), 4.32 (d, 1H, J;,= 8.0
Hz ; H-1'), 4.26-4.22 (m, 2H ; H-3", H-6a"V), 4.14 (dd, 1H, Js .= 6.0 Hz, Js = 13.0 Hz ; H-
5", 4.10-4.05 (m, 6H ; H-6a', H-6b"), 4.01 (d, 1H, Js5= 9.5 Hz ; H-5""), 3.99-3.95 (m, 1H ;
H-6b"), 3.83-3.68 (m, 6H ; H-3', H-5'", OCH,, COOCHs), 3.53-3.47 (m, 1H ; OCH)), 3.24-
3.17 (m, 4H ; H-2"V, H-5', NCHy), 2.06, 2.00, 1.97 (3s; COCHa), 1.01, 0.95 (2s, 18H ; 2 x
C(CHs)s).

RMN *¥C (100 MHz, CDCls) : & (ppm) 170.64, 169.78, 169.54, 167.48, 165.88, 165.63,
165.10, 164.77, 164.35, 163.65, 156.32 (11C; C-6"", C=0), 136.57, 133.41, 133.27, 133.03,
132.63, 132.54, 130.11, 130.07, 129.73, 129.68, 129.56, 129.51, 129.40, 129.23, 129.20,
129.15, 128.99, 128.89, 128.59, 128.48, 128.40, 128.30, 128.24, 128.09, 127.89, 127.79,
127.69 (42C ; Ar-C), 102.33 (1C; C-1"), 101.45 (1C; C-1'), 100.68 (1C; C-1"", 98.52 (1C; C-
1), 80.35 (1C; C-3"), 76.75 (1C; C-3"), 76.35 (1C; Cc-4"), 74.26 (1C; C-5"), 73.38 (1C; C-
3", 72.67 (1C; C-4"), 71.56 (1C; C-5"), 71.44, 70.49, 70.42, 69.51, 68.66 (6C; C-2', C-2" C-
2" ¢c-3V, c-5" c-5"), 68.37 (1C; OCH,), 67.85, 67.80 (2C; C-4" C-4"), 66.62, 66.29 (2C;
C-6', CH,-Ar), 62.90 (1C; C-6"), 60.99 (1C; C-6'), 60.78 (1C; C-2'), 52.89 (1C; COOCHs),
40.79 (1C; NCH,), 27.34, 27.21 (6C; 2 x C(CHs)3), 23.14 (2C; 2 x C(CHs)s), 20.65, 20.55,
20.51 (3C; COCHy).
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Annexe 1: RMN *H et **C (D,0) du trisaccharide biotinylé 204

(*H 400 MHz)
ﬂ' | .
I fin l AL
r'ﬂ Ilbi a H ¥ - o II' :,, » '."_ d i
o
& o . -
o 1 e S D
H H H L] {13{: l[H] LI]:HZ}
|
I T T ’ i | |
100 £ T

pom (t1)

-213 -




VIII-Annexes

Annexe 2: RMN *H et **C (D,0) du trisaccharide biotinylé et sulfaté en 6 sur Gall 205
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Annexe 3: RMN *H et **C (D,0) du trisaccharide biotinylé et sulfaté en 4 sur Gall 206
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Annexe 4: RMN *H et *C (D,0) du trisaccharide biotinylé et sulfaté en 6 sur Gal2 207
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Annexe 5: RMN *H et *C (D,0) du trisaccharide biotinylé et sulfaté en 4 sur Gal2 208
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Annexe 6: RMN *H et **C (D,0) du tétrasaccharide biotinylé et non sulfaté 209
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Annexe 7: RMN *H et **C (D,0) du tétrasaccharide biotinylé et sulfaté en 6 sur Gall 210
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Annexe 8: RMN *H et *C (D,0) du tétrasaccharide biotinylé et sulfaté en 4 sur Gall 211
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Annexe 9: RMN *H et *C (D,0) du tétrasaccharide biotinylé et sulfaté en 6 sur Gal2 212
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Annexe 10: RMN *H et BC (D,0O) du tétrasaccharide biotinylé et sulfaté en 4 sur
Gal2 213
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Katia AIT-MOHAND

Synthése stéréocontrbélée de dérivés, accepteurs potentiels
des glycosyltransférases impliquées dans les voies de
biosynthéese des protéoglycanes

Résumé :

L’arthrose est un processus menant a la dégénérescence du cartilage articulaire dont I'un des
principaux composants est un protéoglycane (PG): [laggrécane. |l est constitué de
glycosaminoglycanes (GAGSs), essentiellement le sulfate de chondroitine (CS), liés de facon covalente
a un squelette peptidique par l'intermédiaire d’'une zone de liaison tétrasaccharidique commune aux
principaux types de GAGs (CS et sulfate d’héparane (HS)). La biosynthése des PGs met en jeu
laction séquentielle de O-glycosyltransférases qui additionnent spécifiguement chaque unité
saccharidique. Lors de cette biosynthése, encore mal connue, la zone de liaison subit des
modifications (sulfatation et phosphorylation) qui peuvent étre importantes pour la polymérisation des
PGs en faveur des CS ou des HS.

L'objectif de ce travail était de synthétiser, pour la premiére fois, une collection compléte de
trisaccharides biotinylés diversement monosulfatés ou non de la zone de liaison des PGs ainsi que
des tétrasaccharides biotinylés (zone de liaison et amorces de CS) dans le but de déterminer le réle
des différentes sulfatations possibles dans la biosynthése des PGs par les O-glycosyltransférases.

Mots clés : Oligosaccharides biotinylés, sulfoformes, protéoglycanes, zone de liaison, sulfate de
chondroitine, arthrose.

Stereocontroled synthesis of derivatives, potential acceptors
of the glycosyltransferases involved in the proteoglycan’s
biosynthesis

Abstract :

Osteoarthritis is a process leading to the degeneration of articular cartilage in which one of the major
component is the proteoglycan (PG) aggrecan. It is composed of glycosaminoglycans (GAGs), mainly
chondroitin sulfate (CS), covalently linked to a peptide backbone through the tetrasaccharide linkage
region which is common to the two principal types of GAGs (CS and heparan sulfate (HS)). The PGs
biosynthesis involves the sequential action of O-glycosyltransferases that add specifically each
saccharide unit. In this biosynthesis, still poorly understood, the linkage region undergoes changes
(sulfation and phosphorylation) that may be important for the polymerization of PGs in favor of the CS
or the HS.

The objective of this work was to synthesize, for the first time, a full collection of biotinylated
trisaccharides variously monosulfated or not of the linkage region of PGs and biotinylated
tetrasaccharides (linkage region and first aminosugar of CS), in order to determine the role of the
possible sulfation within the biosynthetic pathway of PGs by the O-glycosyltransferases.

Keywords: Biotinylated oligosaccharides, sulfoforms, proteoglycans, linkage region, chondroitin
sulphate, osteoarthrisis.
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