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CHAPITRE | : INTRODUCTION GENERALE

I.1. Généralités sur les héparanes sulfates et 1'héparine

L’Héparane Sulfate (HS) et I’Héparine (HP) sont des polysaccharides linéaires qui
appartiennent a la famille des Glycosaminoglycanes (GAG). Ils sont constitués par une
unité répétitive d’un disaccharide qui comporte un acide uronique, a-L-iduronique (o-L-
IdoUA) ou B-D-glucuronique (B-D-GIcUA), li¢ en position C-4 d’une a-D-glucosamine
(Figure 1.1).

C-5' épimérisation 6-O-sulfatation

N\ 7

o OH
(0] (0]
hmﬁg&ﬁ
HO RHN
7 H \O%
2'-O-sulfatation NH,, NHAC ou NHSO5"
3-O-sulfatation

Figure 1.1 : Unité répétitive des chaines d’HS

Les disaccharides de répétition sont liés par une liaison a-1,4.> La fonction amine du résidu
glucosamine peut étre N-acétylée, N-sulfatée ou plus rarement libre. Les hydroxyles en

positions C-3, C-6 de I’a-D-glucosamine et C-2 de 1’acide uronique peuvent étre libres ou

[11 B. Casu, in Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., Vol. Volume 43 (Eds.: R. S. Tipson, H. Derek), Academic Press,
1985, pp. 51-134.



sulfatés. Toutes ces modifications font que les HS/HP sont des polysaccharides hautement

hétérogenes.

L’HS et I’HP peuvent se différencier par leur taux de sulfatation et la richesse en acide L-
iduronique, mais surtout par leur lieu de production et de localisation. Les chaines d’HP
plus sulfatées et plus riches en acide L-iduronique sont produites exclusivement par les
mastocytes et stockés dans leurs granules intracellulaires. Celles d’HS sont présentes en
proportions variables a la surface des cellules des mammiferes ainsi que dans la matrice

extracellulaire.

La haute charge négative et les diversités structurales de ces polymeéres leurs permettent de
se lier, souvent de maniére spécifique, a de nombreuses protéines, y compris des récepteurs,

ce qui est a I’origine de leurs nombreuses activités biologiques.?

Les HS/HP peuvent étre obtenus par extraction des tissus animaux. En 1916, I’HP fut extrait
pour la premicre fois du foie de chien sous le nom d’"héparphosphatide" et déja caractérisée
pour son activité anticoagulante et antithrombotique par un jeune étudiant en médecine Jay
MacLean. I a fallu attendre les années 1930 pour que Brinkhous et ses collégues
démontrent que I’héparine était un anticoagulant indirect, nécessitant un cofacteur que I’on
appela antithrombine III (AT-III). Depuis plus de 80 ans, ’HP, isolée des mastocytes de la

mugqueuse d’intestin de porc, a été utilisée comme un médicament anticoagulant.

Mais D'utilisation d’HP naturelle est associée a des effets secondaires comme des
hémorragies® ou des thrombocytopénies.* De plus, la pureté de I’HP provenant d’animaux
est difficile a contréler. L’HP provenant de bovin n’est plus commercialisée a cause de
possibles contaminations virales et des problemes liés aux prions. On se rappelle aussi
qu’en 2008, de ’HP produite en Chine avait été contaminée par du Chondroitine Sulfate
hypersulfaté chimiquement. Les analyses pratiquées a 1’époque ne permettaient pas de
détecter ce produit toxique, ce qui avait causé des centaines de morts dans le monde.®> En

outre, le fort pouvoir anticoagulant des HS et HP naturels ne permet pas de les utiliser

[2] R.Lever, C. P. Page, Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 140-148.

[3] V. V.Kakkar, S. Kakkar, R. M. Sanderson, C. E. Peers, Pathophysiol. Haemost. Thromb. 1986, 16(suppl 2), 19-
24.

[4] J. Fareed, D. A. Hoppensteadt, R. L. Bick, Semin. Thromb. Hemost. 2000, 26, 5-22.

[5] H.Liu, Z. Zhang, R. J. Linhardt, Nat. Prod. Rep. 2009, 26, 313-321.



comme des drogues anti-inflammatoires, anti-cancéreuses ou antivirales.

C’est pourquoi la préparation de fragments d’HS/HP et d’analogues avec une structure
définie, via des méthodes chimiques et/ou des méthodes enzymatiques (ou
chimioenzymatiques), permet d’éviter les contaminations, d’obtenir plus de spécificité de
Ieffet biologique et diminuer les effets secondaires.? Dans ce but, des fragments d’HS ou
d’HP et des mimes sont synthétisés pour des différentes utilisations thérapeutiques. En effet,

des produits purs et parfaitement caractérisés peuvent étre obtenus par ces méthodes.

I.2. Mimes oligosaccharidiques sulfatés d’HS/HP

Un exemple emblématique de 1'utilité de la synthése chimique de fragment d’HS/HP est le
fondaparinux A (Figure 1.2), préparé grace aux efforts conjoints des équipes de P. Sinay,
de Sanofi-Synthélabo et d’Organon et capable d’activer spécifiquement I’AT-IIL.%' Ce
pentasaccharide a obtenu, sous le nom d’Arixtra® son autorisation de mise sur le marché
en 2001 comme anticoagulant. Par rapport a ’HP naturel extrait, Arixtra n’a pas autant
d’effets secondaires et il est 50% plus efficace pour éviter la thrombose. La synthése de ce
pentasaccharide a été effectuée plusieurs fois en utilisant des voies différentes.® Les
synthéses réalisées sont longues et comportent des jeux de protection/déprotection ainsi

que des ¢étapes dont il faut controler la stéréosélectivité.

Pour essayer de simplifier la synthése, un autre pentasaccharide B (idraparinux), mime du
composé A, a été préparé par van Boeckel et ses collégues.®!% Dans ce composé, les
groupements N-sulfates sont remplacés par les groupements O-sulfates et les positions non
sulfatées sont méthylées. Ce composé est beaucoup plus simple a préparer et posséde une

activité anticoagulante (anti facteur Xa) similaire au fondaparinux. Cela a prouvé que le

[6] P.Sinay, J.-C. Jacquinet, M. Petitou, P. Duchaussoy, I. Lederman, J. Choay, G. Torri, Carbohydr. Res. 1984, 132,
C5-C9.

[71 M. Petitou, P. Duchaussoy, I. Lederman, J. Choay, P. Sinay, J.-C. Jacquinet, G. Torri, Carbohydr. Res. 1986, 147,
221-236.

[8] C.A.A.van Boeckel, M. Petitou, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1671-1690.

[9] M. Petitou, C. A. A. van Boeckel, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 3118-3133.

[10] P. Westerduin, J. E. M. Basten, M. A. Broekhoven, V. de Kimpe, W. H. A. Kuijpers, C. A. A. van Boeckel, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, 331-333.



remplacement du groupement N-sulfate par le groupement O-sulfate est une stratégie

envisageable pour la synthése de mimes d’HS/HP.

0803 . 0S05 _0S03
0 o] o}
o COO‘ Activité anti-Xa :
N\oH 0 \OH 0505 0\ OH 0803 1250 U/mg
HO
NHSO7 OH NHso3 0503 NHSO3
OH —» OMe
NHSO3 — 0S05
0S0; 0803 0807
e 3 CoO- 3 3
o)
COO* \
OMe 05053 OMe OSO3 Activité anti-Xa :
MeO Me 1100 U/mg
0S03 0803 050+

Figure 1.2 : Le fragment pentasaccharidique d’HP et son mime

L’équipe de Wessel a montré que la réduction des fonctions carboxylates de I'héparine
suivie par la sulfatation des fonctions hydroxyles primaires, permettait d’obtenir le "CRS-
héparine" (Carboxyl Reduced Sulfated héparine). Cette modification chimique du
polymeére naturel abolit son activité anticoagulante alors que son activité antiproliferative
est conservée.!! En croisant ces résultats avec ceux obtenus par les équipes de van Boeckel
et Petitou, ils ont décidé de synthétiser 1’oligosaccharide C (Figure 1.3) dans lequel le
disaccharide répétitif de I’HP est remplacé par du maltose.'? Ce composé posséde une
activité antiproliférative comparable a 1’héparine mais avec une faible activité

anticoagulante, ce qui est important pour des applications thérapeutiques.

Les oligosaccharides D, E, F (Figure 1.3) ont aussi été synthétisés.'® IIs ont des structures
relativement proches de celle du composé C, mais avec une unité a-trehalose a I’extrémité
réductrice. Tous ces oligosaccharides ont présenté une activité antiproliférative comparable

a héparine mais avec une faible activité anticoagulante.'*

Les résultats décrits ci-dessus semblent montrer que le paramétre le plus important dans les

[11] H.P. Wessel, M. Hosang, T. B. Tschopp, B.-J. Weimann, Carbohydr. Res. 1990, 204, 131-139.
[12] H.P. Wessel, R. Minder, G. Englert, J. Carbohydr. Chem. 1995, 14, 1101-1115.

[13] H.P. Wessel, J. Niggemann, J. Carbohydr. Chem. 1995, 14, 1089-1100.

[14] H.P. Wessel, T. B. Tschopp, M. Hosang, N. Iberg, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1994, 4, 1419-1422.



interactions HS/HP-protéines est probablement les arrangements des charges négatives. De

plus, les carboxylates et les N-sulfates peuvent parfois €étre remplacé par des O-sulfates.

OR
/éﬁ OR OR
ROO&»
OR OR
Rooévp éﬁ

R Me
/ OR
6 C:R= SO3/H
éo& 5
éﬁ D:n=0,R=S0s/H
E:n=1,R=S05/H
F:n=2R=S05/H

Figure 1.3 : Des mimes d’HP a base de maltose

A partir ce point de vue, différents mimes oligosaccharidique d’HS ont été développés :
cyclodextrine sulfatée, oligomannoside sulfaté, oligomaltoside sulfaté, etc. Quelques

exemples seront présentés ci-dessous :

L’équipe de Kunita a synthétisé une série des dérivés de cylcodextrine sulfatée pour
remplacer des composés polyanioniques comme le sulfate de dextran ou de pentosane
(HOE/BAY-946), connus pour avoir une activité anti-VIH in vitro.*® En effet, Iutilisation
thérapeutique de ces polymeres est limitée car ils présentent une mauvaise absorption orale,
en raison de leur grande taille moléculaire et de leur hydrophilie, possédent une courte
demi-vie dans l'organisme, car ils sont rapidement métabolisés par les hydrolases présentes
in vivo, et ont une activité anti-coagulante résiduelle. Cela a montré 1’importance de
rechercher des drogues potentielles parmi des molécules plus petites et de structure définie
comme par exemple la cyclodextrine sulfatée. Parmi les dérivés de cylcodextrines sulfatées
synthétisés par 1’équipe de Kunita, la B-cyclodextrine sulfatée G (Figure 1.4) a présenté la

meilleure activité anti-VIH et la plus faible activité anticoagulante.

[15] T. Moriya, K. Saito, H. Kurita, K. Matsumoto, T. Otake, H. Mori, M. Morimoto, N. Ueba, N. Kunita, J. Med.
Chem. 1993, 36, 1674-1677.
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Figure 1.4 : Une B-cyclodextrine sulfatée possédant une activité anti-VIH

Le PI-88 (Muparfostat®) est présenté comme un mime oligomannosidique d’HS/HP, C’est
en fait un mélange d’oligomannosides sulfatés, qui posseéde des propriétés antitumorales et
anti métastatiques, de part sa capacité a inhiber 1’activité des héparanases, des sulfatases et
des facteurs de croissance FGF-1, FGF-2 et VEGF.'® Ce produit, actuellement en phase III
d’essais cliniques,'’ a été obtenu dans 1’équipe de Ferro par une sulfatation incompléte de

fractions d’oligosaccharides phosphorylés obtenues par hydrolyse ménagée de

phosphomannanes extraits de cultures de Pichia holstii (Figure 1.5).18
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Figure L.5 : Synthése du mime d’HP PI-88

Comme c’est un mélange de produits difficilement séparables par chromatographie, 1’étude
structure-activité est limitée. Pour contourner ce probléme, les oligomannosides sulfatés
H-L ont été synthétisés (Figure 1.6). Dans ces composés, le groupement phosphate présent
dans le PI-88 a été remplacé par un groupement sulfate sans que cela diminue leur activité
anti-tumorale. Parmi les produits, le pentasaccharide K s’est avéré étre le meilleur

inhibiteur compétitif de I’héparanase par rapport a I’HP.°

[16] S. Cochran, C. Li, J. K. Fairweather, W. C. Kett, D. R. Coombe, V. Ferro, J. Med. Chem. 2003, 46, 4601-4608.
[17] https://www.evaluatepharma.com/Universal/View.aspx?type=Story&id=248425.

[18] V. Ferro, C. Li, K. Fewings, M. C. Palermo, R. J. Linhardt, T. Toida, Carbohydr. Res. 2002, 337, 139-146.
[19] J. K. Fairweather, E. Hammond, K. D. Johnstone, V. Ferro, Biorg. Med. Chem. 2008, 16, 699-709.
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Plus récemment, ces oligomannosides sulfatés ainsi que des maltotri et tétraoses sulfatés
ont servi de base pour fabriquer une chimiothéque de dérivés lipophiles, dans le but de
développer des microbicides anti-VIH capables d’empécher I’interaction du virus avec les
HS de la muqueuse. Quarante-sept produits ont été testés pour leurs activités anti-VIH. Les
produits M-P (Figure 1.7) se sont montrés actifs contre des isolats cliniques de souches
virales CCR5 et CCR5/CXCR4 dual-tropique.?’ Parmi les quatre produits, le conjugué
liphophile contenant un maltotétraose sulfaté¢ N (PG545), présente I’indice de sélectivité
(SI = CCs0/ICs0 = 130-160) le plus élevé avec une valeur ICso de 1.9 a 2.4 uM sur des
souches CCR5 et CCR5/CXCR4 dual-tropique).?

A cbté des composés polyanioniques comportant une structure oligosaccharidique, d’autres
composés linéaires polyanioniques peuvent aussi servir comme mimes d’HS/HP. Les
peptides sont des substances naturelles et peuvent facilement étre synthétisés de fagon a
avoir une longueur de chaine suffisante pour mimer le domaine d’interaction d’HS/HP. De
plus, ils ont de nombreux groupements qui sont faciles a fonctionnaliser. Quelques

exemples seront donnés ici.

Meldal et ses collegues ont préparé des peptides sulfatés et testé leurs interactions avec
FGF-1.%22 Un décapeptide Q peut se lier aux FGFs (Figure 1.8) et peut inhiber la fixation

de cette protéine a I’héparine a I’échelle du micromolaire.

L’équipe de Kiick a essayé de contrdler I’affinité et la sélectivité de mimes peptidiques

[20] J. Said, E. Trybala, E. Andersson, K. Johnstone, L. Liu, N. Wimmer, V. Ferro, T. Bergstrom, Antiviral Res. 2010,
86, 286-295.

[21] V. Ferro, L. Liu, K. D. Johnstone, N. Wimmer, T. Karoli, P. Handley, J. Rowley, K. Dredge, C. P. Li, E.
Hammond, K. Davis, L. Sarimaa, J. Harenberg, 1. Bytheway, J. Med. Chem. 2012, 55, 3804-3813.

[22] S. Vazquez-Campos, P. M. St. Hilaire, D. Damgaard, M. Meldal, OSAR Comb. Sci. 2005, 24, 923-942.
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Figure 1.7 : Conjugués liphophiles possédant des activités anti-VIH sur des souches CCRS5 et
CCR5/CXCR4 dual-tropique
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Figure 1.8 : Comparaison de taille entre un motif tetrasaccharidique d’HP et un peptide sulfaté



d’HP en changeant les séquences des peptides.?® Trois peptides ont été préparés et sont
présentés dans le Tableau I.1. Dans les séquences, la sérine, 1’acide aspartique et la tyrosine
sulfatés sont choisis pour mimer le groupement hydroxyde, carboxylate et sulfate des
oligosaccharides. L’ affinité des peptides sulfatés sont testés vis a vis de plusieurs protéines
reconnaissant I’HP (ATIII, HIP, PF4, VEGF165). La Figure 1.9 montre les résultats mesurés
par résonance plasmonique de surface (SPR). Parmi les trois peptides, le SP,, qui comporte
12 acides aminés, a la meilleure affinité avec les quatre protéines. Des peptides sulfatés
avec une séquence courte peuvent bien mimer I’HP. En changeant les séquences des
peptides, il est possible de changer I’affinité avec les différentes protéines et donc de gagner

en spécificité.

PEPTIDE SEQUENCE
SP4 NH>-GGGG-SY 503D Ys0:GGGG-OH
SPs NHz-GGGG-SYs503DYs03 SYs03DYs0:G-OH
SPc NHz-GGGG-Y 503 Ys03GGYs03DYs03G-OH

Tableau 1.1 : Les peptides sulfatés testés par I’équipe de Kiick

120

ATIII
B HIP

PF4
VEGF165[

100 -
J100

AN\
.

SP, SPy SP, Heparin

Figure 1.9 : Les constantes de dissociation des mimes peptidiques et des protéines reconnaissant I’ HP,
mesurées par SPR

[23] S.H. Kim, K. L. Kiick, Peptides 2007, 28, 2125-2136.
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I.3. Inhibiteurs d’entrée du VIH
I.3.1. Le processus d’entrée du VIH

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), qui cause le SIDA, est a I’origine de plus
de 25 millions de décés et de plus de 5 millions de nouveau cas d’infections chaque année.?
En ciblant les différentes étapes du cycle de réplication du VIH (Figure 1.10), différents
médicaments anti-VIH ont été développés : inhibiteurs nucléosidiques (ex : zidovudine,
lamivudine, emtricitabine, etc.) ou non-nucléosidiques (ex : efavirenz, nevirapine,
delavridine, etc.) de la transcriptase inverse, inhibiteurs de la protéase (ex : amprenavir,
tipranavir, indinavir, etc.), inhibiteurs de I’intégrase (ex : raltégravir, elvitégravir,
dolutégravir, etc.), inhibiteurs d’entrée (inhibiteur de fusion : enfuvirtide ; antagoniste
compétitif du corécepteur CCRS : maraviroc). Les thérapies actuelles, dont la plupart
ciblent les enzymes de réplication du VIH, ont déja amélioré beaucoup la qualité de vie

des patients et permis une diminution trés notable de la mortalité liée a 1’infection a VIH.

Cependant, I’apparition de résistance® et I’absence a court terme de vaccin renforcent la
nécessité non seulement, de poursuivre le développement des classes de médicaments
existants mais surtout de concevoir de nouvelles drogues ciblant I’autre étape du cycle viral.
Parmi les approches récemment développées, I’inhibition de 1’entrée du VIH est apparue

comme une cible thérapeutique prometteuse.

Dans ce processus d’entrée, les protéines de I'enveloppe du VIH, glycoprotéine 120 (gp120)
et glycoprotéine 41 (gp41) jouent un rdle crucial. Des études structurales et fonctionnelles
de ces protéines et de leurs complexes, alliées a celles menées sur les protéines d’enveloppe

d’autres virus,?%%’

ont permis d’établir que le mécanisme d’entrée du VIH se déroule en
trois étapes principales (Figure 1.11)? : (1) la liaison du virus aux récepteurs cibles, (2)
l'attachement du virus a la membrane cible, (3) la fusion des membranes virales et

cellulaires. Dans ce processus, il existe au moins quatre conformations différentes du

[24] A.S. Fauci, Science 2006, 313, 409-409.

[25] R. W. Shafer, J. M. Schapiro, AIDS reviews 2008, 10, 67-84.

[26] K. H. Roux, K. A. Taylor, Curr. Opin. Struct. Biol. 2007, 17, 244-252.
[27] S. C. Harrison, Nat. Struct. Mol. Biol. 2008, 15, 690-698.

[28] M. Caffrey, Trends Microbiol. 2011, 19, 191-197.
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complexe gp120-gp41 : "free", "receptor bound", "tethered" and "fusion". Dans la premicre
étape, la gp120 de 1’état "free" se lie au récepteur CD4, ce qui entraine la structuration du
site de liaison aux corécepteurs CXCR4 ou CCRS, la liaison de la gp120 avec ces derniers
et le passage a la conformation "receptor bound". Puis, dans 1’étape suivante, la gp120 se
dissocie de la gp 41 qui subit un grand changement conformationnel qui permet d’exposer
le peptide de fusion. Ce dernier s’inseére dans la membrane de la cellule cible pour former
I'état "tethered". A la fin, dans 1’étape finale, les domaines HR1 et HR2 (heptad repeat
region) interagissent, ce qui permet de rapprocher les membranes virales et cellulaires, ce
qui permet leur fusion et l'entrée de la capside du virus dans le cytoplasme. Chacun de ces
états ou processus peut constituer une cible thérapeutique : 1a mise sur le marché du Fuzon?®
(1°" inhibiteur peptidique de I’étape de fusion) et du Maraviroc®® (un antagoniste de CCR5)
sont des exemples réussis qui valident cette hypothése. Ces derniéres années, de
nombreuses équipes se sont engagées dans la recherche d’inhibiteur d’entrée. Avec les
efforts de recherche, le mécanisme détaillé de chaque étape est de plus en plus clair, surtout

I’étape initiale de ce processus : la liaison du gp 120 aux récepteurs de cible.

B v

Fusion

(iii)/(

(i)
. HIV > HIV

Free Receptor-bound Tethered

TRENDS in Microbiology

Figure 1.11 : Processus d’entrée du VIH

Le récepteur CD4 et les corécepteurs de la cellule cible sont de couleur violet et rose. La gp120 est colorée
en vert avec la boucle V3 en vert clair. Les domaines de la gp 41 représentés sont : le peptide de fusion (violet
clair), HR1 (cyan), un pont disulfure (jaune), HR2 (rouge), et MPER (orange)

[29] T. Matthews, M. Salgo, M. Greenberg, J. Chung, R. DeMasi, D. Bolognesi, Nat. Rev. Drug Discov. 2004, 3, 215-
225.
[30] M. Westby, E. v. d. Ryst, Antiviral Chem. Chemother. 2010, 20, 179-192.
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1.3.2. La gp120 : une cible thérapeutique pertinente

Dans cette étape initiale, la gp120 se lie en premier au récepteur CD4.3! Cela déclenche
des changements conformationnels qui délocalisent plusieurs domaines de la gp120 et
exposent le site CD4 induit (CD4i, Figure 1.12).32% Ensuite, ce site hautement conservé,
proche de la boucle V3, reconnait un des corécepteurs (CXCR4 ou CCRS5).>**® Les
interactions de la gp120 avec CD4 et les corécepteurs sont des étapes clés de I’infection.
La gp120 semble donc une cible thérapeutique pertinente et différentes molécules ont été
congues pour cibler les interactions des différents sites de liaisons de la gp120 avec ses

ligands sur la cellule hote.

CXCR4
ou
CCR5

CD4i

Figure 1.12 : L’étape initiale d’entrée du VIH : la fixation du CD4 et CR a la gp120 et exposition du
site CD4i

Par exemple, le BMS-806 (BMS 378806, Figure 1.13), une petite molécule congue pour se
lier au site de liaison de la gp120 au CD4, est développée comme inhibiteur d’entrée du

VIH.® L’anticorps monoclonal bl2, qui cible aussi ce site de liaison, est également

[31] D.Klatzmann, E. Champagne, S. Chamaret, J. Gruest, D. Guetard, T. Hercend, J. C. Gluckman, L. Montagnier,
Nature 1984, 312, 767-768.

[32] P.D. Kwong, R. Wyatt, J. Robinson, R. W. Sweet, J. Sodroski, W. A. Hendrickson, Nature 1998, 393, 648-659.
[33] B. Chen, E. M. Vogan, H. Gong, J. J. Skehel, D. C. Wiley, S. C. Harrison, Nature 2005, 433, 834-841.

[34] C.D. Rizzuto, R. Wyatt, N. Hernandez-Ramos, Y. Sun, P. D. Kwong, W. A. Hendrickson, J. Sodroski, Science
1998, 280, 1949-1953.

[35] O. Hartley, P. J. Klasse, Q. J. Sattentau, J. P. Moore, AIDS Res. Hum. Retroviruses 2005, 21, 171-189.

[36] P.-F. Lin, W. Blair, T. Wang, T. Spicer, Q. Guo, N. Zhou, Y.-F. Gong, H.-G. H. Wang, R. Rose, G. Yamanaka, B.
Robinson, C.-B. Li, R. Fridell, C. Deminie, G. Demers, Z. Yang, L. Zadjura, N. Meanwell, R. Colonno, Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. 4. 2003, 100, 11013-11018..
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développé comme inhibiteur d’entrée du VIH.*” Le site de liaison aux corécepteurs, qui
s’expose lors du réarrangement de la boucle V3, a été cibl¢ aussi par des dérivés de l'acide
bétulinique R (Figure 1.13) qui sont développés aussi comme inhibiteurs d’entrée du VIH.®
Il est intéressant de noter que des composés qui peuvent perturber 1’interaction de la gp120
avec le récepteur CD4 et les corécepteurs dans le méme temps ont été décrits. Le peptide
12p1 (RINNIPWSEAMM) est un exemple qui donne une "dual-inhibition" de I’interaction
de la gp120 avec le récepteur CD4 et le corécepteur CCRS.%

e,

(@]
Bl
=N

Les dériviés de
BSM-806 I'acide bétulinique R

Iz

Figure 1.13 : Structure de BSM-806 et les dérivés de 1’acide bétulinique R

1.3.3. Nouvelle stratégie pour des inhibiteurs d’entrée du VIH

A part le récepteur CD4 et les corécepteurs CXCR4 ou CCRS qui participent directement
dans le processus d’entrée du VIH, d’autres molécules présentes a la surface de la cellule
cible semblent également influencer 1’attachement et la cinétique de I’infection. En
particulier, il est connu depuis longtemps que les mannoses des chaines O-glycanes de la
gp120 peuvent interagir avec des lectines, (par exemple DC-SIGN) et que les héparanes
sulfates (HS), présents a la surface de nombreuses cellules, peuvent interagir avec la gp120
et permettre une immobilisation rapide et stable des particules virales sur la surface

cellulaire, ce qui facilite I’infection (Figure 1.14).%

[37] T.Zhou, L. Xu, B. Dey, A. J. Hessell, D. Van Ryk, S.-H. Xiang, X. Yang, M.-Y. Zhang, M. B. Zwick, J. Arthos, D.
R. Burton, D. S. Dimitrov, J. Sodroski, R. Wyatt, G. J. Nabel, P. D. Kwong, Nature 2007, 445, 732-737.

[38] W. Lai, L. Huang, P. Ho, Z. Li, D. Montefiori, C.-H. Chen, Antimicrob. Agents Chemother. 2008, 52, 128-136.
[39] A.C. Biorn, S. Cocklin, N. Madani, Z. Si, T. Ivanovic, J. Samanen, D. I. Van Ryk, R. Pantophlet, D. R. Burton, E.
Freire, J. Sodroski, I. M. Chaiken, Biochemistry 2004, 43, 1928-1938.

[40] T. Endre3, M. Lampe, J. A. G. Briggs, H.-G. Kréusslich, C. Brauchle, B. Miiller, D. C. Lamb, Eur: Biophys. J.
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La complexation de la gp120 aux HS (chargés négativement) a été principalement attribuée
aux résidus basiques (chargés positivement) de la boucle V3.#14243 Cependant, H. Lortat-
Jacob et ses collaborateurs ont démontré que plusieurs autres domaines de la gp120
contribuent fortement a cette complexation et particulierement le site CD4i. Ils ont, en effet,
montré que I’affinité de la gp120 aux HS est augmentée en présence de CD4 soluble (sCD4)
(Figure 1.15).4
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Figure 1.14 : Les chaines d’HS immobilisent le VIH sur la surface cellulaire
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Figure 1.15 : L’affinité de la gp120 pour les chalnes d’HS augmente en présence de sCD4

2008, 37, 1291-1301.

[41] C. C.Rider, D. R. Coombe, H. A. Harrop, E. F. Hounsell, C. Bauer, J. Feeney, B. Mulloy, N. Mahmood, A. Hay,
C. R. Parish, Biochemistry 1994, 33, 6974-6980.

[42] G. Roderiquez, T. Oravecz, M. Yanagishita, D. C. Bou-Habib, H. Mostowski, M. A. Norcross, J. Virol. 1995, 69,
2233-2239.

[43] M. Moulard, H. Lortat-Jacob, I. Mondor, G. Roca, R. Wyatt, J. Sodroski, L. Zhao, W. Olson, P. D. Kwong, Q. J.
Sattentau, J. Virol. 2000, 74, 1948-1960.

[44] E. Crublet, J.-P. Andrieu, R. R. Vives, H. Lortat-Jacob, J. Biol. Chem. 2008, 283, 15193-15200.
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Sur la base de cette identification du site CD4i comme site de liaison aux HS, il semblait
possible qu'un glycoconjugué, constitué d’un fragment ou mime fonctionnel de CD4 (mini
CD4) li¢ de fagon covalente a un fragment d’HS, pourrait se fixer sur la gp120 par la partie
CD4 et exposer le site de liaison des corécepteurs, qui deviendrait alors disponible pour
étre bloqué par le fragment d’HS. Ce genre de molécule devrait alors pouvoir bloquer
I’interaction de la gp120 avec le récepteur CD4, les corécepteurs CXCR4 ou CCRS et les
chaines d’HS et ainsi inhiber I’entrée du VIH. Pour tester cette idée, les deux parties (mini
CD4 et fragment d’HS) des chimeéres ont été synthétisées, fonctionnalisées puis conjuguées
pour former les molécules cibles (Figure 1.16). Des résultats trés encourageants ont été
obtenus avec le glycopeptide mCD4-HS12L, associant un nouveau mini CD4 (mCD4g :
TpaNLHKCQLRCSSLGLLGRCAGSBipCACV) li¢ de fagon covalente a un fragment
dodécasaccharide d’HS entiérement synthétique.*® Ce composé inhibe ’entrée du VIH
dans les PMBC a des concentrations "low nanomolar" et ce sur des souches R5, X4 ou dual
tropique. Des EDso variant de 1.4 a 18 nM ont été obtenues pour les souches LAI (X4) et
Ba-L (R5). Ces résultats sont d’autant plus intéressants qu’aucune toxicité n’a été observée

jusqu’a des doses de 1 pM.
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Figure 1.16 : Nouvel inhibiteur d’entrée du VIH : mCD4-HS12L

[45] F. Baleux, L. Loureiro-Morais, Y. Hersant, P. Clayette, F. Arenzana-Seisdedos, D. Bonnaffe, H. Lortat-Jacob, Nat.
Chem. Biol. 2009, 5, 743-748.
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Il est cependant important de noter que la synthése de la partie dodécasaccharidique
(HS12L) nécessite une quarantaine d’étapes. Les recherches des mimes d’HS, plus simple
a préparer et capables de conférer au glycoconjugué une aussi bonne, ou une plus forte,

affinité et spécificité, serait un avantage pour son développement préclinique et clinique.

1.3.4. Optimisation de la partie d’HS de P’inhibiteur mCD4-HS12

En fait, a part le conjugué mCD4-HS12L, nos collaborateurs ont testé 1’activité antivirale
de trois autres conjugués possédant d’autres chaines polyanioniques : mCD4-HS12Bzl,
mCD4-HS4Bzl (Figure 1.17) et mCD4-GPR1, pour lequel le peptide GPRI1
(MEDLDDTLFDDFDNYSYDLDYYSLDSC) a été sélectionné sur la base de la présence
de nombreux acides aminés Asp et Glu et de son activité antivirale ciblant le site CD4i.*®
Les activités antivirales de ces composés sont résumées dans le Tableau 1.2 et montrent,
outre la synergie apportée par la liaison covalente du mini CD4 a la partie polyanionique,
que les conjugués dans lesquels mCD4 est couplé a un peptide comportant des résidus
acides (GPR1) ou un fragment d’HS plus court et/ou plus hydrophobe possédent aussi une
activité antivirale non négligeable. Nous avons pensé qu’une optimisation de la structure

de la partie polyanionique était possible.
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Figure 1.17 : Partie polyanionique de mCD4-HS12Bzl et mCD4-HS4Bzl

[46] K. Ikeda, K. Konishi, M. Sato, H. Hoshino, K. Tanaka, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 2607-2609.
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VIH-1/LAI (X4, nM) Cytotoxicité VIH-1/Ba-L (RS, nM)
DEs) | DE7o | DEg | TCso | TCn | TCoo DEso DEn DEqo

mCD4-HS4BzI 83 84 86 >1000 | >1000 | >1000 184 195 211

mCD4- HS12Bzl 343 388 471 | >1000 | >1000 | >1000 200 212 234

mCD4- HS12L 1,4 2,05 3 >1000 | >1000 | >1000 2,4 4,9 11,1

mCD4- GPR1 66 67 67,5 | >1000 | >1000 | >1000 205 231 309
HS4Bzl >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | non testé : Qté insuffisante
HS12Bzl >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
HS12L >500 | >500 | >500 | >1000 | >1000 | >1000 | >500 >500 >500
GPR1 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
mCD4 244 377 560 | >1000 | >1000 | >1000 | >500 >500 >500

AZT 8 15 41 >200 | >200 | >200 10 28 111

Tableau 1.2 : Activité antivirale des premiers mCD4-polyanions

Au vu de ces résultats, nous avons donc exploré deux axes de recherche dans le cadre d’un

projet soutenu par I’ANRS et Sidaction :

1. Utilisation de peptides polyanioniques pour remplacer la partie HS1»

2. Etude structure activité sur la partie HSi> :

a. détermination de I’influence de la longueur du fragment d’HS sur 1’activité,

b. possiblilité de la remplacer par d’autres oligosaccharides sulfatés dans lesquels la

lipophilie et le degré de sulfatation pourraient étre modulés.

Le premier axe a été effectué¢ au sein de 1’équipe de F. Baleux a I’Institut Pasteur. Douze

conjugués de formule générale mCD4-linker-Peptides ont été préparés et leurs activités

biologiques ont été mesurées. Les résultats sont remarquables. L’un des nouveaux

composés, mCD4-P3YSO3 (Figure 1.18), s’est montré encore plus actif que mCD4-HS12L

18



(EDso de 0.5 a 1.3 nM sur les souches LAI (X4) et Ba-L (R5)).*’ Cela a confirmé la

pertinence d’explorer le remplacement de la partie HS12 par d’autres chaines

polyanionique.
mCD4-P3YSO3 h\_(

3 \n/H\(O/\* \H/H\ )iz
CHZCOOH CHZCOOH
O)j @ Q)j }([ - Vb

0,50 " 0,80 0,807 " L .L..\.[. “DBdL(b)

SRS SO o U S EDgo .
AZT l 8 nM 6.6 nM

........................................................

_______________________________________________________

mCD4-P3YS03 (). 5 nM i l. 3 nM
Figure 1.18 : une simplification de la partie poly anionique par une mines peptidique d’HS

Par rapport a la synthese d’oligosaccharide, la syntheése de peptide peut étre automatisable
et plus rapide. Maintenant, une question peut étre proposée : est ce qu’il est encore utile de
travailler a la synthése d’un mime oligosaccharidique d’HSi2 ? Au point de vue du
développement d’un nouveau médicament, la réponse est oui. En effet, beaucoup de
composés actifs sont abandonnés en préclinique ou phase I car ils ont de mauvaises
biodisponibilités, pharmacocinétiques ou répartition tissulaire, voire sont immunogenes,
etc. Si l'on veut que notre nouvelle approche anti-VIH arrive a la mise sur le marché d'un
nouveau médicament anti-VIH, il est indispensable de disposer de plusieurs molécules
agissant selon le méme mode d'action mais de structures différentes. Dans ce cadre, méme
si la synthése d’oligosaccharide présente le désavantage de n’étre que difficilement
automatisable, la rigidité des structures oligosaccharidiques sulfatées (conformations en
hélice) et donc la pré-organisation de la répartition des groupements sulfates, peut permettre
de réaliser un gain entropique important favorisant grandement la liaison a la cible. Dans

le but d’obtenir le composé présentant le meilleur compromis activité biologique/simplicité

[47] Bridgette J. Connell, F. Baleux, Y.-M. Coic, P. Clayette, D. Bonnaffé, H. Lortat-Jacob, Chem. Biol. 2012, 19, 131-
139.
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de synthése, nous avons décidé de continuer a explorer, I’utilisation de polyanions

oligosaccharidiques dans les chimeres de type mCD4-HS12L.

1.4. Présentation du sujet de thése

I.4.1. Stratégie hautement divergente pour la synthése d’une
chimiothéque d’oligomaltosides sulfatés

Au vu de tous les résultats décrits ci-dessus, nous avons décidé de préparer des
oligomaltosides sulfatés comme mimes de fragments d’HS et de les coupler au mCDA4.
Comme dans les exemples décrits ci-dessous, les charges négatives des fonctions
carboxylates et des N-sulfates d’HS seront remplacées par celles des O-sulfates. Mais,
contrairement aux structures oligosaccharidiques sont persulfatées décrites ci-dessus
(Figure 1.3 a 1.7), nous souhaitons mettre au point une synthése permettant de générer un
grand nombre de sulfoformes a partir d’'un nombre restreint de précurseurs protégés. Le
choix de structures de type oligomaltoside a reposé sur le fait que, tout comme les
fragments d’HS, elles présentent une structure hélicoidale en solution. De plus, des
oligomeres de taille définie sont disponibles commercialement (maltotriose, maltotétraose,

48,49,50

etc.) ou par ouverture de cyclodextrines fonctionnalisées. . Ceci devrait nous

permettre de préparer des briques oligomérisables rapidement.

Pour nous permettre de faire des études structure-activité sur les glycoconjugués anti-VIH
de type mCD4-HSi> et identifier une structure de partie polyanionique qui donne le
meilleur compromis activité biologique/simplicité de syntheése, nous avons décidé de
préparer une chimiothéque d’oligomaltosides. Cette chimiothéque doit contenir des

oligomaltosides sulfatés de tailles différentes et présentant divers taux de sulfatation.

Nous avons pens¢ que des oligomaltosides de différentes longueurs et de structure
générique S nous permettraient d’atteindre notre objectif (Schéma I.1). Les groupements

protecteurs R? seront choisis orthogonaux entre eux et avec R!, afin de pouvoir étre

[48] N. Sakairi, K. Matsui, H. Kuzuhara, Carbohydr. Res. 1995, 266, 263-268.
[49] E. Farkas, L. Janossy, J. Harangi, L. Kandra, A. Liptak, Carbohydr. Res. 1997, 303, 407-415.
[50] D. Lesur, A. Gassama, V. Moreau, S. Pilard, F. Djedaini-Pilard, Carbohydr. Res. 2005, 340, 1225-1231.
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déprotégés, soit pour permettre 1’allongement de la chaine, soit pour générer différents
motifs de sulfatation. Ainsi, cette stratégie hautement divergente devrait nous permettre de
préparer différents oligomaltosides, tels les composés T-V. Nous détaillerons la stratégie

de la synthése que nous avons envisagé pour préparer les oligomaltosides protégés S.

0803 n=0-3
HO
HO OH
HO, o)
o HO OH
HOG 0 _
HO 0S0;
HO, o)
353§5§ﬁ OH
HO 0
© HO OH
OH T HO o}
o OR!
HO (o) B n Ho/k/
HO 0S03 HO
HOG 0

HO 0S0s4
HO, o)
&;S§£§ﬁ OH
HOG o) _
Ho 0S0,
HOG o] .
HO 0803
0s0; u n HOOfSEﬁé&/OR1
HO
HO (0] _ HO
HO 0S0;
HO, o)

(0]

HO 0S04
A
Ho 0s0;
”00§§

0S0;
HO o)
HO -
0T HO 0S0;
HO
HO
n=0-3

Schéma I.1 : Stratégie hautement divergente pour la synthése d’une chimiothéque de sulfoformes
d’oligomaltosides

(R? représentent orthogonaux entre eux)
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1.4.2. Rétrosynthése envisagée pour la préparation de
I’oligomaltoside

Nous avons décidé de synthétiser 1’oligomaltoside S, base d’une chimiothéque de
sulfoformes, a partir de maltotriose (Schéma 1.2). L’oligomaltoside S sera préparé par des
glycosylations a(1—4) entre le donneur 1 et I’accepteur 2 qui peuvent étre tous deux
obtenus a partir de la méme brique de maltotriose fonctionnalisé 3 que nous appellerons
par la suite "brique maltotriose". La stratégie de protection sera explicitée dans le chapitre
suivant. Comme cette brique 3 est un produit intermédiaire trés important dans la synthése,
le premier objectif de ma thése a été la synthése du maltotriose fonctionnalisé 3. Nous
avons décidé d’utiliser comme produit de départ le maltotriose 4, commercial et issu de
ressources renouvelables, et d’introduire différents groupements protecteurs pour fournir

la brique de maltotriose 3.

OR? OR3
0] , O
RQ&F OR Rgo/% ORS3

OH
0
HO OH
HO )
goéwcm

HO maltotriose 4

Schéma 1.2 : Rétrosynthése des oligomaltosides S
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CHAPITRE Il : SYNTHESE D’UNE BRIQUE
MALTOTRIOSE OLIGOMERISABLE

II.1. Choix des groupements protecteurs orthogonaux et
stratégie de fonctionnalisation du maltotriose

I1.1.1. Choix des groupements protecteurs orthogonaux

Les groupements protecteurs utilisés dans la synthése du maltotriose fonctionnalisé 3
doivent étre orthogonaux ce qui nous permettra de préparer des donneurs et des accepteurs
et de diversifier 1’oligomaltoside S en diverses sulfoformes. Tout d’abord pour la
préparation des donneurs et des accepteurs, on a choisi un allyle (Allyl) en position
anomérique, car son enlévement suivi d'une activation sous forme de trichloroacétimidate
ou N-phényltrifluoroacetimidate permettra de synthétiser le donneur générique 1 ou,
alternativement, de faire une réaction thiol-éne en fin de synthése pour installer un bras
fonctionnalisé. Un groupement para-méthoxybenzylidéne, entre les positions O-4"! et O-
6, pourra étre transformé en un groupement para-méthoxybenzyle (pMB) en O-4'! et
permettre la synthese de I’accepteur 2. Nous avons choisi un ester, acetate (Ac) dans un
premier temps ou benzoate (Bz) finalement (voir paragraphe I1.5.3) pour protéger la
position O-6"" libérée dans la réaction précédente. Puis pour favoriser la glycosylation
a(1—4), un groupement encombré doit étre installé en position O-6 pour favoriser la
formation du a-glycoside. Le groupement tert-butyldiphénylsilyle (TBDPS) qui est, en
théorie, sélectif pour les hydroxyles primaires est choisi pour la protection des positions O-

6' et O-6'". Apres, le reste des hydroxyles secondaires sont protégés par des groupements
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benzyles (Bn). Ainsi, tous les groupements protecteurs utilisés dans la synthése sont a priori

orthogonaux (Figure II.1, Schéma II.1).

OR*
R50 0
R20 OR3?
9 = Allyl
OR3
R0 RZO R2 =Bn
R%0

0 1
OR" R3=TBDPS
R20 R* = Ac ou Bz
3 R5 = pMB

Figure II.1 : Choix des groupements protecteurs pour la brique maltotriose oligomérisable 3

OR
(0] ~X-0
pPMBO pMeOPh 0
203 OTBDPS 225 OTBDPS
BnOg

BnO—-= oTBDPS ~ — BnO OTBDPS
nOq o BnOo/éé/
0

Bn BnO y

5 R =Ac BnO ; BnO

pMeoPh O\ _q pMeOPh 2o
o oH Ho OTBDPS
HO 0 HO O
Soéﬁ oy %&ﬁ OTBDPS
S&OA"V' 8 HO Y

OH
0 .
Hoéﬁ o ’ géw
HO, 0
10 8&&0/*"3/' HO OH

HO 4 HO

Schéma II.1 : Rétrosynthése du maltotriose fonctionnalisé

I1.1.2. Rétrosynthése du maltotriose fonctionnalisé

Dans la mise en ceuvre de la stratégie de protection décrite ci-dessus (dans un premier temps
par le Dr. Zhaoyu HU, puis par moi-méme), nous avons €té bloqués par trois étapes qui

nous ont demandé¢ une longue optimisation (Schéma I1.1) :
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1. Allylation de la position anomérique
2. Installation du para-méthoxybenzylidéne entre les positions O-4"! et O-6'!

3. Silylations sélectives des hydroxyles primaires pour introduire les TBDPS

I1.2. Peracétylation et bromation de la position anomérique du
maltotriose

Pour commencer, le bromure de glycoside 12 est préparé selon un protocole décrit dans la
littérature.*” Le maltotriose 4 est tout d’abord peracétylé pour fournir le produit 11, qui est
traité ensuite par HBr-AcOH dans CH:Clz, pour donner le glycoside 12. Nous avons
facilement obtenu un rendement de 93 % sur 2 étapes apres recristallisation et avons par la

suite effectué cette étape a des échelles allant jusqu’a 15 g (Schéma I1.2).

OH OAc
HO 0 AcO 0
Hoéﬁ OH Ac,0, pyridine Aco/éﬁ OAc
HO o 0 ACOO (0]
HO OH 50 °C. 1 nuit AcO OAc
HOQ o , 1 nui AcOY 0
OH OAc

AcO
4 HO 11 AcO

HBr-AcOH, CH,Cl,
0°C,3h

OAc
(0]
MR o,
ACOO (@)
AcO OAc
AcOo 0
AcO

12 AcOg,

93 % sur 2 étapes, 15 g

Schéma I1.2 : Synthése du bromure de glycoside 12

I1.3. Allylation de I’unité réductrice du maltotriose

I1.3.1. Méthodes décrites d’allylation

L’allylation de la position anomérique d’un monosaccharide est souvent effectuée via une

réaction de Fischer, mais cette méthode s’applique difficilement a 1 allylation
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d’oligosaccharides. Dans ce dernier cas, une glycosylation entre un halogénure de
glycoside et ’alcool allylique est le plus couramment utilisée (Schéma I1.3). Il existe
différents promoteurs qui ont été développés pour cette réaction comme le carbonate
d’argent (AgC0;3),°! l’oxyde d’argent (AgO),>? le triflate d’argent (AgOTf),> le
bromure de mercure/oxyde de mercure (HgO/HgBr), ®* le cyanure de mercure

(Hg(CN)2),>® le chlorure d’indium (InC13)*® etc.

OAc OAc
o promoteur /ﬁ/
AcO + — > AcO OR
AcO ROH AcO

AcO X AcO
13 14

Schéma I1.3 : Allylation d’un halogénure de glycoside
(X=CLBr,1)

I°7 et I’équipe de Koto®® ont appliqué cette réaction dans la synthése de

L’équipe de Wesse
I’allyl-glycoside 3 peracétylé 15 (Schéma I1.4). Le bromure de glycoside 12 est couplé avec
I’alcool allylique en présence d’un sel de mercure ou d’un sel d’argent avec un rendement
de 80 % (avec Hg(CN)2) ou 50 % (avec Ag>CO3). Il est intéressant de noter que, de maniére

inhabituelle, 1’alcool allylique est utilis¢ comme solvant dans ces deux réactions.

OOAC OAc

AcO (0]

OA AcO

AcO c Hg(CN), Aco/éﬂ

AcO (0] 0

(0] 80 % A
AcO OAc

OAc
cO (0]
(0]
AcO o + AIIOH AC% OAc
cU o ou Ag,CO3 AcOo o)
AcO OAllyl
AcO Br

AcO 50 %
12 15 AcO

Schéma IL.4 : Allylation de maltotriose dans la littérature

51] R. Rodebaugh, B. Fraser-Reid, Tetrahcdron 1996, 52, 7663-7678.

52] E.A. Talley, M. D. Vale, E. Yanovsky, J. Am. Chem. Soc. 1945, 67, 2037-2039.

53] M. Haribal, Z. Yang, A. B. Attygalle, J. A. A. Renwick, J. Meinwald, J. Nat. Prod. 2001, 64, 440-443.

54] E. Rodriguez, R. Stick, Aust. J. Chem. 1990, 43, 665-679.

55] K.i. Takeo, T. Imai, Carbohydr. Res. 1987, 165, 123-128.

56] D. Mukherjee, P. Kumar Ray, U. Sankar Chowdhury, Tetrahcdron 2001, 57, 7701-7704.

57] H.P. Wessel, B. Mayer, G. Englert, Carbohydr. Res. 1993, 242, 141-151.

58] K. Shinkiti, H. Hisamitsu, S. Sonoko, H. Motoko, N. Teiko, M. Chika, F. Misuzu, G. Ayano, S. Tomoko, O.
Masato, Z. Shonosuke, Y. Kazuo, T. Fumiya, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1995, 68, 2331-2348.
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I1.3.2. Travaux précédents au labo
I1.3.2.1. Premiers essais d’allylation

L’allylation du glycoside 12 a été réalisée en modifiant les méthodes décrites ci-dessus
(Schéma I1.5). Nous avons utilisé le CH>Cl> comme solvant avec 1’alcool allylique en tant
que réactif. Pour le promoteur, nous avons préféré n’utiliser ni Hg(CN)», car il entraine
’émission d’HCN, ni Ag,COs, décrit pour donner de mauvais rendements.®! Dans un
premier temps, nous avons choisi de tester le mélange HgO/HgBr», puis nous nous sommes

tournées vers AgOTT a priori moins toxique (Schéma IL.5).

OAc OAc
AcO ° OA HgO/HgBr, AcO 0
AcO ¢ ou AcO OAc
AcO & 0 A 0
o) 0
AcO

AgOTf cO
Ac OAc g—, A(g OAc
AcO O + AlIOH CH,CI e}
O 2Llp
ACO 20 OAllyl
AcO
12 Br 15 AcO
Schéma IL.5 : Premiéres conditions choisies pour 1’allylation du produit 12
Entrée | Concentration | AIIOH | Promoteur | Température | Temps | Rendement

1 0,15M 52 éq. HgO/HgBr> t.a. 4h 78 %
2 0,15 M 1,5 éq. AgOTf -20°Ca0°C 2h 34 %

Tableau IL.1 : Résultats des premicres allylations du bromure 12

En présence de HgO/HgBr», le glycoside 1,2-trans désiré 15 est obtenu avec un rendement
de 78 %, mais HgO/HgBr; est toxique et nécessite un traitement lourd (Tableau II.1, entrée
1). Dans le cas de AgOTT, le rendement est beaucoup plus faible, seulement 34 % de produit
désiré 15 est obtenu (Tableau II.1, entrée 2). Dans ce cas, on a récupéré aussi 45 % d’un
mélange de produits secondaires dont les spectres RMN 'H et de masse ont montré qu’il
s’agissait d’un mélange o/B d’allyle-glycosides 16, dans lequel 1'acétate en position 2 de
I'extrémité réductrice a été déprotégé. Dans le spectre RMN 'H, les signaux de H-1" et H-
2! sont déplacés par rapport a ce que ’on observe dans le spectre RMN 'H du produit 15.

Tout particuliérement, le signal de H-2' est déplacé de 4,85 ppm vers les champs forts, on
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en a donc conclu que le produit secondaire est le mélange o/p 16 d’allylle-glycoside ayant

perdu un acétate en O-2! (Figure 11.2).

OAc
AcO O
Acoéﬁ OAc
AcO 0) (6]
AcO OAc
AcO 0) (e}

16 HO

Figure I1.2 : Produits secondaires obtenus pendant la réaction d’allylation

Un produit secondaire similaire 19 avait déja été observé par 1’équipe de A. ladonisi au
cours de réactions d’allylation de 1’iodures anomérique 17,%° Ils ont de plus montré que la
formation du produit secondaire se passe apres la formation de I’intermédiaire orthoester

20 (Schéma I1.6).

OAc . OAc OAc
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Aco/ﬁ‘ tamis 4A /g%gi O(;AC
; AcO AcO
AcO 3 + AIIOH + BiBry ————= ALOJ OAllyl *| 2325 OAllyl
){D CH20|2 AcO HO
HsC” OAllyl 18 19

20

Schéma II.6 : Exemple de désacétylation en O-2 pendant une réaction d’allylation

Dans la littérature,°

un mécanisme plausible expliquant une désacétylation en O-2 lors
d’une réaction de glycosylation a été proposé (Schéma I1.7). En activant avec un promoteur
fort comme AgOTT, le bromure de glycoside 21 est converti en acétoxonium 22. L’attaque
de I’alcool allylique par la face B sur la position anomérique donne le B-glycoside désiré
23. Mais une attaque sur le carbone de 1’acétoxonium conduit a la formation de I’orthoester

protonné 24 qui est en équilibre avec sa forme tautomere 25. Ce dernier peut conduire a

[59] A. Pastore, M. Adinolfi, A. Iadonisi, Eur. J. Org. Chem. 2008, 2008, 6206-6212.
[60] U. Aich, D. Loganathan, Carbohydr. Res. 2006, 341, 19-28.
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I’oxocarbénium 26 qui peut ¢éliminer une molécule d’acétate d’allyle pour conduire au
glycosyle cation 27. Ce dernier, ne possédant plus de groupement participant en 2, conduit
a un mélange de glycosides 1,2-cis et 1,2-trans apres attaque de 1’alcool allylique. Donc, si

on veut ¢éviter la formation du produit secondaire 28, on a deux choix :
1. Favoriser un mécanisme de type SN2

2. Favoriser les processus bimoléculaires

OAc
RO O
AcO
AcO Br
21

of;/yy
@Y\/ m Rogﬁ

AcO

O
AcO AcO
HO O

30 o@ 3C <|J HsC™ @~ OAllyl
04 Ally 25 Al 26

OAc OAé /
Q
0 RO
RO \
AC()/%MOAIWI AcO R

OH\_AIIOH H3C OAllyl
28 27

22

Schéma II.7 : Un mécanisme plausible pour la désacétylation en O-2 pendant I’allylation

I1.3.2.2. Utilisation de promoteur doux pour favoriser un mécanisme de
type SN2

On choisit un promoteur doux comme le sel de mercure, dans ce cas, la réaction est
supposée ¢tre plutot de type SN2. On est donc sensé¢ éviter la formation de 1’ion
acétoxonium 22 et donc d’éviter la formation de produit secondaire 28 Avec HgBr./HgO,
nous avons obtenu un bon rendement de 78 % (Tableau II.1), ce qui confirme cette
hypothese (I'utilisation de 52 équivalents d’alcool allylique peut aussi étre, comme on le

verra ci-dessous, a I’origine de ce bon rendement). Mais les sels de mercure sont toxiques
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et nécessitent un traitement post réaction comprenant de nombreuses extractions. On peut

essayer d’autres promoteurs doux comme par exemple : InCls.

Nous avons testé InCl; comme promoteur. Le bromure de glycoside 12 est couplé avec 1,5
équivalents d’alcool allylique dans le dichlorométhane a 0 °C (Schéma I1.8). Comme prévu,
il n’a pas eu la formation du produit secondaire 16. Mais le taux de conversion estimé par
CCM est seulement 50 % et on a eu un mélange d’allyl-glycosides o (29) et 3 (15) dans un
rapport o/ de 1/9. La présence de 1’anomere a 29 peut s’expliquer par un mécanisme de
type anomérisation in situ de Lemieux résultant de 1’attaque d’ion chlorure sur la position
anomérique (Schéma I1.9). Ces résultats confortent donc I’hypothése du passage par un

mécanisme de type "pseudo SN2" dans cette réaction de glycosylation.

OAc
AcO
AcO InCl3
A0 o tamis 4A
AcO AIOH ———
AcO ¢ o . . AcO
25 C, CH,Cl, s OAllyl
12 AcO Br
N
AcO
AcO
AcO 0
AcO
AcO g
AcO
29 AcO OAllyl |
Schéma IL.8 : Allylation du bromure 12 en présence d’InCls
AcO
Acogﬁ Ag&;)o
ACOAoogﬁ AcO g
c
AcO
AcO 5 + CI@ AcO ¢
AcO AcO
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J AlIOH
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AcO
AcO
AcO
AcO 0)
AcO
29 AcO oyl

Schéma I1.9 : Mécanisme proposé pour la formation de 1’anomére a
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I1.3.2.3. Utilisation d’un grand excés d’alcool allylique pour favoriser les

processus bimoléculaires

Maintenant, nous avons encore une autre possibilité pour favoriser la formation du produit
désiré 22 : favoriser les processus bimoléculaires. Si on choisit comme promoteur AgOTT,
on forme 1’ion acétoxonium 22 (Schéma I1.7). Dans la voie qui conduit a la formation du
produit désiré 23, il n’existe qu’une réaction intermoléculaire. Par contre dans la voie qui
conduit a la formation du produit secondaire 28, il existe plusieurs étapes
monomoléculaires. Si on augmente la quantité d’AllOH, on favorise plutét la réaction

intermoléculaire et donc la formation du produit désiré 23 par rapport au produit secondaire

28.

Dans une réaction de glycosylation, il est accepté que 1’étape limitante est la formation de
I’intermédiaire oxocarbénium. On peut donc penser que, dans le chemin réactionnel
conduisant de I’ion acétoxonium 22 au mélange 28 de glycosides désacétylés en O-2,
I’étape limitante est 1’élimination d’acétate d’allyle (26—27). Comme ce processus est
monomoléculaire, donc indépendant de la concentration en alcool allylique, alors que la
cinétique de formation de 1’allyle glycoside 23 est vraisemblablement d’ordre partiel 1 par
rapport a I’ion 22 et 1’alcool allylique, on peut attendre qu’une augmentation de la
concentration en accepteur limite la formation des produits secondaires 28. C’est peut-€tre
pourquoi, comme souligné ci-dessus, 1’alcool d’allylique a été utilis¢ comme solvant dans

certaines réactions d’allylation décrites dans la littérature (Schéma I1.4).

I1.3.3. Allylation de la position anomérique du maltotriose avec
AgOTf

Nous avons donc testé 1’effet de I’augmentation de la quantité de 1’alcool allylique en
utilisant AgOTf comme promoteur. Le bromure de glycoside 12 réagit avec [’alcool
allylique des -20 °C (Schéma I1.10). En travaillant avec 52 équivalents d’alcool allylique,
le produit désiré 15 a été isolé avec un rendement de 89 % a des échelles allant jusqu’a 17
g, avantageux par rapport au rendement de 34 % obtenu en utilisant seulement 1,5

équivalents d'alcool allylique (Tableau II.1). Comme attendu, on n’a pas observé de produit
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secondaire 16. Il semblerait donc bien que la réaction intermoléculaire soit favorisée avec

un grand exces d’alcool allylique.

OAc OAc
o 0
A/c\(()}ogﬁ OAc AgOTF, tamis 4A, A,‘icgoéﬁ OAc
AcD g% CH,Cl, AcO oé%
AcO [e)

OAc + AIIOH OAc
AcO o 20°C40°C,2h AcO
5280 goo 17 AcO & 0
ACO 6,17 g 25 OAllyl
12 AcO g, 15 AcO

Schéma I1.10 : Allylation du produit 12 en présence d’AgOTf et de 52 éq. d’AlIOH

11.3.4. Conclusion

Nous avons trouvé deux conditions pour 1’allylation de la position anomérique du

maltotriose 4 :

(1) En utilisant HgO/HgBr, comme promoteur avec 52 équivalents d’alcool allylique, on

obtient le bon produit avec un rendement de 78 %.

(2) En utilisant AgOTf comme promoteur avec 52 équivalents d’alcool allylique, le produit

désiré est aussi obtenu avec un rendement de 83 %.

Comme HgO/HgBr» est toxique et nécessite un traitement plus lourd, on a décidé de choisir

la condition avec AgOTf pour la préparation du produit 15.

II.4. Desacétylation et introduction du 4",6"-para-
méthoxybenzylidene et des TBDPS sans purification
intermédiaire

En suivant la stratégie de syntheése du maltotriose fonctionnalisé (Schéma I1.1), le composé
15 doit €tre désacétyle, puis un groupement para-méthoxybenzylidéne doit étre installé sur
la position O-4"" et O-6"" du composé 10. L étape suivante est la protection des hydroxyles
primaires sur les positions O-6' et O-6"" de composé 9 par des groupements TBDPS pour
donner le composé 8 (Schéma II.11). Cependant, une purification par chromatographie
d’exclusion stérique (Sephadex LH-20) est nécessaire pour isoler le produit 9 entre les trois

étapes car les composés 10 et 9 sont solubles dans 1'eau. Cette purification complique la
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synthése et limite a 200-300 mg I’échelle a laquelle la réaction d’introduction du para-
méthoxybenzylidéne peut étre menée. Donc, nous avons tenté d’éliminer cette étape de
purification par Sephadex LH-20 et de réaliser les trois étapes directement I’une apres
I’autre. Pour ce faire il nous fallait remplacer la purification par Sephadex LH-20 par un

traitement plus simple et bien choisir des conditions réactionnelles.

OH
(@)
AcO HO
AcO Hg&\
HOO

OH
AcO e) 0
AcO " o og
0
/%/OAIWI 10 HO OAllyl

HO

pMeOPh O\ _o pMeOP 520
HO OTBDPS HO OH
HOG 0 HOo %
HO OTBDPS HO ~ O(")'
Hogo/éé/omyl . S(&VOA”W
8

HO HO

Schéma II.11 : Préparation du produit 8 a partir du produit 15 sans purification intermédiaire

I1.4.1. Desacétylation

Nous avons utilisé deux conditions pour la desacétylation du produit 15 (Schéma I1.12) :

(1) En utilisant 0,1 équivalent de méthanolate de sodium comme base et le méthanol
comme solvant, on obtient le produit 10 attendu avec un rendement quantitatif a des

échelles de plusieurs grammes.

(2) En utilisant 1 équivalent de carbonate de potassium comme base et en menant la réaction
a 50 °C dans le méthanol, le produit désiré est aussi obtenu avec un rendement quantitatif,

1a aussi a des échelles de plusieurs grammes.

Dans les deux cas, nous avons appliqué le méme traitement : ajout d'eau, puis neutralisation
avec une résine échangeuse d'ions (Dowex 50WX8-400 H"), filtration et lyophilisation.
Mais dans le cas du carbonate de potassium, il est nécessaire d'utiliser beaucoup plus de
résine a l'origine d'impuretés qui inhibent la réaction suivante. Donc, on a décidé de choisir

la condition en utilisant méthanolate de sodium dans le méthanol pour la préparation du
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produit 10.

OAc OH
ACO 0 oA MeONa,MeOH, HO o OH
AcO t.a., 1 nuit HO
AcO g 0 HO o Q
AcO OAc ou K,CO3, MeOH, HO OH
AcO Oﬁ/ 50 °C, 1 nuit HO o/ﬁ/
1 AcO OAliyl quantitatif, 14 g HO OAllyl

5 AcO 10 HO

Schéma II.12 : Synthése du produit 10 a partir du produit 15

I1.4.2.  Introduction du  groupement 4"6™  _para-
methoxybenzylidéne

I1.4.2.1. Conditions usuelles pour ’introduction du groupement 4™, 6" —

para-methoxybenzylidéne

Ensuite le para-méthoxybenzylidéne doit étre installé sélectivement sur la position O-4'
et O-6", 11 existe deux réactions principales pour I’introduction d’un groupement para-
méthoxybenzylideéne : I’acétalisation avec I’anisaldéhyde 32 ou la transacétalisation avec

le diméthylacétal 33 (Schéma I1.13).

0
MeO@—(
H

OH
Hoé& 32 catalyseur  pMeOPh—1~0 o
HO OR + ou ao OR
HO OMe HO
31 OMe 34
33

Schéma IL.13 : Acétalisation et transacétalysation pour I’introduction d’un para-methoxybenzylidéne

Dans la littérature, la formation d’un benzylidéne 36 sur un maltotriose 4 avec le
diméthylacétal 355! et la formation d’un para-méthoxybenzylidéne 38 sur un maltose 37°2

avec le diméthylacétal 33 ont été décrites (Schéma I1.14). La réaction de transacétalisation

[61] T.K. Lindhorst, C. Braun, S. G. Withers, Carbohydr. Res. 1995, 268, 93-106.
[62] J. C. Morales, S. Penadés, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 5011-5014.
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catalysée par pTsOH est appliquée dans les deux publications. Mais il n’y a pas celle d’un
para-méthoxybenzylidéne sur un maltotriose. Donc, dans un premier temps, on a appliqué

la transacétalisation pour installer le para-méthoxybenzylidéne sur 1’allyl-f-maltotriose 10.
OMe
o Ph—T0
HO 0 o) 0
HO OH OMe HO OH
HO 0] 35 HO (0]
Soéﬁ OH - Sogﬁ OH
HO 0 HO 0
N on AN
36 HO

pTsOH
4 HO

HO DMF

OMe
ol S
HO HO
O%OAIM stOH Og&

OAllyl

Schéma I1.14 : Introduction d’un benzylidéne sur I’extrémité non réductrice d’oligomaltosides

11.4.2.2. Travaux précédents au laboratoire

11.4.2.2.1. Transacé&alisation par le diméhylacé&al du p-anisaldéyde

En présence de pTsOH comme catalyseur, 1’allyl-B-maltotriose 10 a réagi avec le
diméthylacétal du p-anisaldéhyde 33 a température ambiante (Schéma II.15). Mais, apres
trois heures, la réaction n’avance plus et seule la moiti¢ du produit 10 a réagi. Le produit
deésiré¢ 9 s’est formé, mais accompagné de produits secondaires, sans doute des acétals

mixtes.
oM
4©_< pMeOPh/V
OM
Hoogﬁ Rl
“OOﬁ ot ”OOﬁ

OAllyl

OAllyl

Schéma I1.15 : Introduction du groupement p-methoxybenzylidéne par transacétalisation

11.4.2.2.2. Acé&alisation par le p-anisaldényde
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Nous avons alors décidé d’essayer 1’acétalisation classique par le p-anisaldéhyde 32. Selon
la littérature, différents catalyseurs peuvent étre utilisés dans cette réaction : ZnCl, %
TFA,% VO(OT),.%°, etc. Nous avons testé les réactions dans le p-anisaldéhyde en présence
de ZnCl, TFA ou Yb(OTf)s (Yb(OTH)s est choisi pour remplacer VO(OTT)2 qui n’est pas

un produit commercial) (Schéma I1.16).

OOH Meo@ pMeoph/v
HI?O OH
HO 0 32 HoO
HO OH
HO 0 tal HO
Ooé& catalyseur Og&omlw

OAllyl

10 HO

Schéma II.16 : Acétalisation du produit 10 par le p-anisaldéhyde

Apres trois heures, les trois réactions n’avancent plus et, dans chaque cas, le taux de
conversion du produit de départ 10 estimé par CCM est de 40 % (Tableau I1.2, entrées 1 a
3). En présence de ZnCl> et Yb(OTf)s, il n’y a pas de produit secondaire. Cependant, en
présence de TFA, des produits secondaires, de rapport frontal plus élevé en CCM, se sont
formés des le début de la réaction, ce qui nous a conduit a abandonner ce catalyseur. Les
deux autres réactions ont alors été placées sous vide (3,1x1072 kPa) afin d’éliminer 1’eau
qui se forme pendant la réaction et donc déplacer 1’équilibre dans le sens désiré. Aprés 1 h
sous vide, les deux réactions sont finies. Le suivi par CCM indique que la réaction en
présence de ZnCl> conduit a la formation de moins de produits secondaires que celle menée
avec Yb(OTY);. La "catalyse" par ZnCl, (4 équivalents) semble donc la plus appropriée,

mais, comme détaillé ci-dessous, le traitement de la réaction s’est avéré problématique.

Normalement, dans les traitements usuels, le ZnCl, est enlevé par un lavage a 1’eau.
Malheureusement, le produit 9 est aussi soluble dans 1’eau. Nous avons donc essayé de
précipiter ’ion Zn** avec une solution de Na,COs, mais cela n’a pas fonctionné. Nous
n’avons donc pas trouvé un traitement efficace pour enlever les 4 équivalents de ZnCl,. En
revanche comme Yb(OTf)3 est utilisé en quantité sub-stoechiométrique (0,1 équivalent),

nous avons pens¢ qu’il ne serait peut-€tre pas nécessaire de 1’éliminer avant d’engager la

[63] L. Zervas, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1931, 64, 2289-2296.
[64] B. Thollas, J.-C. Jacquinet, Org. Biomol. Chem. 2004, 2, 434-442.
[65] C.-T. Chen, S.-S. Weng, J.-Q. Kao, C.-C. Lin, M.-D. Jan, Org. Lett. 2005, 7, 3343-3346.
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réaction de silylation. Donc, nous avons décidé de choisir Yb(OTf); comme catalyseur pour
effectuer la réaction d’acétalisation. Mais, comme il se forme pas mal de produits

secondaires, une optimisation était nécessaire.

Entrée | Concentration | Catalyseur | Eq. de catalyseur | Température | Temps | Conversion

1 0,1 M TFA 5,4 éq. ta. 3h 40 %P
2 0,27 M ZnCl, 4¢q. ta. 3h 40 %*
3 0,1 M Yb(OTH)s 0,1 éq. ta. 3h 40 %*

a. Formation seulement du produit désiré

b. Formation du produit désiré¢ et produit secondaire

Tableau IL.2 : Résultats des acétalisations du produit 10 en présence des différents catalyseurs

11.4.2.2.3. Optimisation de la réction en pré&ence de Yb(OTf)3

Pour augmenter le rendement de cette réaction, il faut limiter la formation des produits
secondaires. Dans la réaction précédente, on a constaté que les produits secondaires se
forment a une pression de 3,1x10° kPa (0,2 mm Hg). Ca veut dire que la basse pression a
trop déplacé 1’équilibre, sans doute vers la formation d’acétals mixtes entre deux
trisaccharides. Bien sir, la concentration du produit peut jouer un réle important aussi.
Donc, il faut essayer de modifier la concentration et la pression afin de trouver un
compromis pour que I’eau formée dans la réaction soit éliminée suffisamment lentement
pour que la formation des produits secondaires soit faible. Plusieurs essais ont ét¢ effectués
(Schéma I1.17, Tableau I1.3). Dans cette période d’optimisation, le produit désiré a été isolé
a chaque fois par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex LH-20). Les résultats
consignés dans les trois premieres lignes du Tableau II.3, entrées 1 & 3 montrent que les
changements de concentration et de quantité de catalyseur n’ont que peu d’influence sur le
résultat de la réaction avec des rendements apres Sephadex LH-20 variant de 49 % a 53 %.
On a essay¢ aussi de diminuer la quantité d’anisaldéhyde a 1 équivalent, en I'utilisant
comme réactif dans le DMF, mais il n’y a pas eu de réaction (Tableau I1.3, entrée 4). Ensuite,
nous avons fait varier la pression de 0,031 a 2,3 kPa (0,2 a 17,3 mm Hg). Nous avons trouvé

que plus la pression était faible, plus le rendement diminuait (Tableau I1.3, entrées 1, 5 et
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6). Ainsi, le rendement en produit désiré 9 a augmenté a 76 % et 82 % en mettant la réaction

sous un vide de 0,6 et 2,3 kPa (4,5 et 17,3 mm Hg, Tableau II.3, entrée 5 et 6). De maniére

intéressante, le méme résultat est obtenu en utilisant 5 mol % de catalyseur a basse pression

de 2,3 kPa (17,3 mm Hg) et en augmentant le temps de réaction de 6 a 8 h (entrée 7).

H

OH
0
Hgoﬁﬁ OH
HO ¢ 0
o
HO 4

10

32

OH
0
Ho OAllyl

HO

Yb(OTf)3,35 °C,
a basse pression

acétals mixtes

Schéma II.17 : Optimisation de la réaction en présence de Yb(OTf)3

Entrée | Concentration 32 Yb(OTf); | Durée | Pression (kPa/mm Hg) | Rendement®

1 0,1 M solvant 10 mol % 1h 0,031/0,2 49 %
2 0,03M solvant 10 mol % 3h 0,031/0,2 53 %
3 0,1 M solvant 5 mol % 2h? 0,031/0,2 52 %
4 0,1M daln,sl S%/IF 10 mol % 5he 0,031/0,2 —

5 0,1M solvant 10 mol % 6 ht 0,6/4,5 76 %
6 0,1 M solvant 10 mol % 6hP 2,3/173 82 %
7 0,1 M solvant 5 mol % 8 h° 2,3/17,3 82%

a. la réaction est directement mise a basse pression.

b. la réaction est laissée a pression atmosphérique pendant 3 h, puis a basse pression jusqu’a ce
que la réaction n’évolue plus.

c¢. rendement aprés purification par chromatographie d'exclusion stérique (Sephadex LH-20)

Tableau I1.3 : Résultats des acétalisations en présence de Yb(OTf); dans différentes conditions

Donc, aprés une optimisation de cette réaction, un rendement de 82 % a été obtenu en
utilisant 5 mol % ou 10 mol % Yb(OTf)3 dans ’anisaldéhyde (0.1 M) sous un vide de 2,3
kPa (17,3 mm Hg, Tableau I1.3, entrées 6 et 7). Mais, a partir de 200 mg de produit 10, un
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probléme est apparu : si on met la réaction a basse pression de 2,3 kPa (17,3 mm Hg), la
conversion devient inférieure a 50 % et si on la met a plus basse pression de 0,6 ou 0,031
kPa (4,5 ou 0,2 mm Hg), une augmentation des produits secondaires est observée. Nous
avons aussi essayé d'ajouter du tamis moléculaire 4A (normal ou lavé a l'acide), mais cela
n'a eu que peu d'influence. Donc, pour les réactions a large échelle avec Yb(OTf)s, nous
n’avons pas trouvé de bonne condition pour consommer tout le produit de départ sans

former beaucoup de produits secondaires.

11.4.2.3. Installation du 4™,6'"-para-methoxybenzylidéne avec Nd(OTf);

Heureusement, nous avons trouvé qu’en remplagant Yb(OTf)s par Nd(OTf)3;, un autre
triflate de lanthanide plus doux, il était possible de mener la réaction d’installation du
41 61 _para-methoxybenzylidéne a grande échelle a basse pression sans formation de

beaucoup de produit secondaire.

11.4.2.3.1. Influence de la basse pression

Plusieurs essais ont été effectués. Tout d’abord, a une concentration de 0,1 M dans le p-
anisaldéhyde 32, la réaction est laissée a pression atmosphérique pendant 3 heures a 35 °C
en présence 10 % mol Nd(OTf)s. On constate qu'alors, le produit de départ 10 s'est bien
solubilisé. Puis, la réaction a été mise sous vide de 0,044 kPa (0,3 mm Hg) en utilisant une
pompe a palettes et 'agitation maintenue a 35 °C, entre 40 minutes a 1 heure, jusqu’a ce
que la réaction n’évolue plus (Schéma II.18). Cependant, si on laisse la réaction se
prolonger encore 30 minutes, des produits secondaires commencent a se former en quantité
non négligeable. L'équilibre a sans doute été trop déplacé, entrainant la formation d'acétals
mixtes entre deux trisaccharides. Il est important de noter que pour suivre I'évolution de la
réaction, une CCM-2D, qui nécessite au moins 15 minutes, est nécessaire car le p-
anisaldéhyde utilis€ comme solvant et est peu volatile. Les conditions décrites ci-dessus se
sont donc avérées peu reproductibles car il est difficile de stopper la réaction a un optimum
de conversion et avant l'apparition de produits secondaires. D'autre part, nous avons
constaté que la faible solubilité du produit de départ dans le milieu réactionnel représentait
un autre facteur de non reproductibilité. En effet, nous avons observé que dans certains cas,

méme apres 3 heures d'agitation a pression atmosphérique et 40 minutes sous vide de 0,044
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kPa (0,3 mm Hg), il restait toujours une quantité¢ non négligeable de produit de départ non
solubilisé dans le p-anisaldéhyde. Dans ce cas, deux molécules du bon produit 9 vont réagir
avec le p-anisaldéhyde produisant un acétal mixte avant une conversion compléte de

produit de départ.

OH

0
Hﬁoéﬁ OH %6 OH
HO Oog% 32 HO 0

OH OH
HO OAllyl 4,4x102 kPa, HO OAllyl
10 HO 35 °C, 40-60 min 9 HO
ou 3,9x107" kPa,
45°C,6-10 h

Schéma I1.18 : Installation du 4™,6"-para-methoxybenzylidéne avec Nd(OTf);

La faible cinétique de solubilisation du composé 10 nous étant apparue comme néfaste a
une bonne reproductibilité, nous avons donc décidé d'augmenter la pression de 0,044 kPa
(0,3 mm Hg) a 0,39 kPa (2,9 mm Hg) pour augmenter le temps de réaction et donc
permettre une solubilisation réguliere du composé 10. La réaction est ainsi directement
mise a basse pression de 0,39 kPa (2,9 mm Hg) et maintenue sous agitation a 45 °C pendant
6 a 10 heures. Dans ces conditions, la réaction peut étre suivie par CCM-2D et arrétée des
qu'il ne reste plus que des traces de produit de départ et avant que les produits secondaires
commencent a se former. De maniére intéressante, nous avons remarqué que la réaction
devait étre arrétée des que le milieu réactionnel devient limpide, un autre indice de la
consommation quasi totale du produit de départ 10. Ainsi, en controlant le temps de réaction
de maniere plus précise, nous avons pu limiter la formation des produits secondaires et

obtenir des rendements de plus de 80 % a des échelles multi-grammes.

11.4.2.3.2. Mise au point du traitement

Le traitement de la réaction d'acétalisation est aussi trés important pour la réaction suivante.
Comme le p-anisaldéhyde est soluble en solvant organique, alors que le composé 9 et le
triflate de néodyme(Ill) (10 mol%) sont solubles dans 1’eau, nous avons simplement
neutralisé le milieu en ajoutant 1 équivalent de Et3N, dilué le milieu réactionnel par de 1’eau
et lavé la phase aqueuse par du solvant organique. Entre tous les solvants souvent utilisés,

dichlorométhane est le meilleur pour bien éliminer le p-anisaldéhyde et les produits
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secondaires de la phase aqueuese. Mais il y a aussi une quantité importante de produit désiré
9 qui est soluble dans le dichlorométhane. Nous avons donc décidé d'optimiser les
proportions d'un mélange dichlorométhane/diéthyl éther comme phase organique de lavage.
Avec un ratio CHCL/Et;O 4/1 (v/v), il est possible d’enlever tout 1’excés de p-
anisaldéhyde et les produits secondaires par simple traitement extractif. Le produit désiré
brut est directement engagé dans la réaction de silylation apres une concentration sous vide

suivie d'une lyophilisation finale.

11.4.2.3.3. Transformation des acé&als mixtes au bon produit

En outre, comme les produits secondaires extraits dans la phase organique sont des acétals
mixtes entre deux trisaccharides, moins stables qu'un acétal cyclique, nous avons pensé
qu’il est possible d'obtenir le bon produit 9 via une réaction de méthanolyse sélective. Pour
cela, apres évaporation du mélange CH>Cl/Et;O, nous avons ajouté 10 équivalents de
méthanol et 5 mol% de Nd(OTf); a 0 °C pendant 2 a 3 heures (Schéma I1.19). Dans ces
conditions, la majorité des acétals mixtes se sont transformé en bon produit. Nous avons
aussi essay¢ d’ajouter le méthanol directement dans le milieu réactionnel au bout de la
réaction avant la neutralisation par EtzN, mais il reste toujours beaucoup de produits
secondaires. Une explication rationnelle est qu'il y a déja trop de bon produit dans le milieu

réactionnel et qu'on ne peut déplacer 1’équilibre plus loin dans le sens désiré.

OH
o) 0

HO

Hoéﬁ OH MeO@—(
HOo H
32
HO o
OAllyl Nd(OTf)3,

3,9x10"" kPa,
45°C,10h

____________________________________________________________________________

E E 32
[ !
Og& - ;
o |

____________________________________________________________________________

T MeOH, Nd(OTf)3, 0 °C ‘

Schéma I1.19 : Transformation des acétals mixtes au bon produit
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11.4.2.4. Conclusion

Pour conclure, nous avons pu mettre au point une réaction d’acétalisation simple et
reproductible a l'échelle multigrame du décaol 10 par I’anisaldéhyde. A une concentration
de 0,1 M dans le p-anisaldéhyde utilisé comme solvant, en présence 10 % mol Nd(OTf); et
a basse pression de 0,39 kPa sous trompe a eau, il est possible de consommer tout le produit

de départ 9 en ne formant que trés peu de produits secondaires.

I1.4.3. Silylation sélective des hydroxyles primaires du 4",6"-para-
methoxybenzylidéne

11.4.3.1. Silylation des motifs D-glucopyranosides

L’étape suivante est la protection des hydroxyles primaires sur les positions O-6' et O-6"
par des groupements TBDPS. Dans la littérature, nous n’avons trouvé aucune description
de silylation des hydroxyles primaires d’un dérivé de maltotriose. En revanche, nous avons

trouvé quelques exemples sur des dérivés de maltose et de cyclodextrines (Schéma 11.20).

En présence d’imidazole et de DM AP dans le DMF, le glycoside de maltose 39 a réagi avec
TBDPSCI pour donner le 6'6"-di-O-tert-butyldiphénylsilyle 40 avec un rendement de
80 %.% Sur les dérivés de cyclodextrine 41, tous les hydroxyles sont bien sélectivement
protégés en position O-6 par TBDMSCI lorsque la réaction est menée a température
ambiante dans la pyridine®’ ou dans le DMF en présence d’imidazole.%® Mais, si on utilise
une condition plus forte, augmentation de la température par exemple, le produit 43, dans
lequel les positions O-2 sont aussi silylées, est obtenu comme le produit majoritaire.” De

plus, en ajoutant une quantité catalytique de DMAP, le rendement du produit 43 est encore

[66] T. Fyrner, H.-H. Lee, A. Mangone, T. Ekblad, M. E. Pettitt, M. E. Callow, J. A. Callow, S. L. Conlan, R. Mutton,
A. S. Clare, P. Konradsson, B. Liedberg, T. Ederth, Langmuir 2011, 27, 15034-15047.

[67] P.Figedi, Carbohydr. Res. 1989, 192, 366-369.

[68] K. Takeo, H. Mitoh, K. Uemura, Carbohydr. Res. 1989, 187, 203-221.

42



augmenté.®® Le méme genre de produit disilylé 46’ est obtenu comme produit parasite
lors de réactions de silylation de I’a-méthylglycoside 44. Par contre, en appliquant la méme
condition sur le B-méthylglycoside 47, le produit monosilylé 48 est obtenu comme produit

unique.”?

OH OTBDPS
HO 0 imidazole, DMAP o (o]
HO OH + TBDPSCI ——— . > HO OTBDPS
AN N DMF, ta. Hooﬁp
0
HO HO

0 o}
O\/\N 80 % \/\N3
HO 3 HO

39 40

OTBDMS
o
O HO

42
HO o
n

aoub
OH
(@) s

.
o1 HO + TBDMSCI OTBDMS
n k o%gﬂ J\' 43
n=6,7 ‘ TBDMSO 0
41 n
J

.
a. imidazole, DMF, t.a., 70 % b. pyridine, t.a., 83 %
c. imidazole, DMF, 90 °C, 66 % d. imidazole, DMAP, DMF, 100 °C, 86 %

OH — OTBDPS OTBDPS
Imiaazole (@)
Hgoé% + TBDPSCl ——— Hﬁo/g% + | "8
DMF, ta. TBDPSO
HO die HO e OMe
44 45 46
OH OTBDPS
HO 0 imidazole o
o7 OMe * TBDPSCI — HO~ OMe
HO e HO
47 48

Schéma I1.20 : Quelques exemples de silylation d’hydroxyles primaires en série D-gluco

[69] P.R. Ashton, S. E. Boyd, G. Gattuso, E. Y. Hartwell, R. Koeniger, N. Spencer, J. F. Stoddart, J. Org. Chem. 1995,
60, 3898-3903.

[70] J. 1. Padrénm, J. T. Vazquez, Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 613-627.

[71] A.Roén, J. 1. Padrén, J. T. Vazquez, J. Org. Chem. 2003, 68, 4615-4630.
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La formation des produits disilylés 43 et 46 peut s’expliquer par 1’effet de la liaison H entre
I’hydrogeéne sur O-2 et I’oxygeéne axial sur la position anomérique (Figure I1.3). Pour la
cyclodextrine 41 et I’a-méthylglucoside 44, O-2 et O-1 sont en configuration cis, donc on
peut avoir une liaison H entre O-1 et I’hydrogéne sur O-2. Cela conduit a un allongement
de la liaison covalente entre O-2 et son hydrogéne et rend cet oxygene plus nucléophile.
Dans ce cas, il peut y avoir une compétition de silylation entre 1’hydroxyle primaire et
I’hydroxyle en position O-2. Mais pour le B-méthylglycoside 47, O-2 et O-1 ne sont pas du
méme coté, la distance ne permet pas d’avoir une liaison H entre O-1 et I’hydrogéne sur O-
2. Dans ce cas, la nucléophilie de I’hydroxyle primaire est plus importante que celle de
I’hydroxyle en position O-2, il y a moins de compétition et on peut avoir une bonne

régiosélectivité.

OH OH OH
0 H O 0
o1 HO I?C?% HSC?gS/OMe

(‘)o \ O OMe C|)
H
Ha " liaison O-H est / \

n=6,7 allongé et 0-2 liaison H 47
41 : ; 44
deviens plus actif

liaison H

Figure I1.3 : Activation de la nucléophilie de O-2 dans les a-D-glucopyranosides

Dans le dérivé du maltotriose 9, on a la méme situation que dans la cyclodextrine 41 et I’a-
méthylglucoside 44. Les hydroxyles en position O-2"" et O-2"" sont activés par des liaisons
H (Figure I1.3). Donc, la silylation de la position O-2" et O-2'"" peut se passer aussi. On doit

donc faire attention aux conditions qu’on va choisir pour éviter ce genre de réaction parasite.

—5a
éia

liaison H

OAllyl

9 Ilalson H

Figure I1.4 : Liaisons H sur le produit 9
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11.4.3.2. Travaux précédents au labo

11.4.3.2.1. Premiers essais de silylation par TBDPSCI

Dans un premier temps, on a choisi deux conditions qui fonctionnent bien sur la
cyclodextrine 41 (Schéma I1.21). Le premier essai a été effectué a température ambiante
avec 2,5 équivalents de TBDPSCI, 5 équivalents d’imidazole et a une concentration de 0,1
M dans DMF. Le deuxieme essai a été effectué a température ambiante avec 2,5 équivalents
de TBDPSCI a une concentration de 0,1 M dans la pyridine. En suivant par CCM, nous
avons observé dans chaque cas une conversion trés faible. Nous avons alors ajouté 10 mol %

de DMAP, mais il n’y a pas eu d'évolution.

pMeOPh/V

pMeOPh/T
% OTBDPS
2.5 éq. TBDPSCI
HOO
OTBDPS
Hooéﬁ "o
0.1 M

5 éq. imidazole O
OAllyl DMF, t.a. OAIIyI
ou HO

10 mol % pyridine
t.a.

Schéma IL.21 : Premiers essais de silylation par TBDPSCI sur le produit 9

11.4.3.2.2. Etude modé¢le sur I’a-D-glucopyranoside de méhyle

Il nous a alors semblé nécessaire d’optimiser la réaction a partir d’un modele pour ne pas
gaspiller notre maltotrioside. Comme décrit ci-dessus, 1’a-méthylglucoside 44 présente les
mémes liaisons H que le produit 9 et il est commercial. Donc, on a décidé d’optimiser la
régiosélectivité de la silylation de I’hydroxyle primaire sur ce composé (Schéma I1.22) en
faisant varier plusieurs paramétres comme : la concentration du produit ou des réactifs, la

température et la nature du solvant et des bases.

OH OTBDPS
base 0
HO O TBDPSCI — . . = HSO
HO solvant
HO Sue HO OMme
44 45

Schéma I1.22 : La silylation d’hydroxyle primaire sur I’a-méthylglycoside 44 par TBDPSCI
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I1.4.3.2.2.a. Optimisation de la quantité de réactifs et de la concentration

Dans un premier temps, on a pris I’imidazole comme base et le DMF comme solvant. On
a fixé la concentration du produit de départ 44 a 0,1 M et la quantit¢ de TBDPSCI a 1,05
équivalents et on a étudi¢ I’influence de la quantité d’imidazole (2 ou 10 équivalents). Les
résultats sont consignés dans le Tableau I1.4, entrées 1 et 2. Dans chaque cas la conversion
du produit de départ était toujours d’environ 50 % mais, avec 10 équivalents d’imidazole,
un produit secondaire apparait. Le spectre de masse du produit secondaire correspond a un
produit contenant deux TBDPS, vraisemblablement sursilylé en position O-2 44. Puis, en
maintenant la quantité d’imidazole a 10 équivalents, on a augmenté¢ la quantité de
TBDPSCI a 2 équivalents (Tableau I1.4, entrée 3). Comme attendu, la conversion du produit
de départ a augmenté, atteignant 100 %, mais, assez logiquement, beaucoup de produit
sursilylé a été formé. Pour tenter d’augmenter le taux de conversion sans avoir de
sursilylation, nous avons étudi¢ ’effet de la concentration tout en gardant une quantité
minimum d’imidazole et de TBDPSCI. Donc, la quantité de TBDPSCI a été fixée a 1,05
équivalents et la quantité d’imidazole est fixée a 2 équivalents, nous avons augmenté la
concentration du produit de départ de 0,1 M jusqu’a 1M. Avec des concentrations de 0,5
ou 1 M, les résultats sont identiques : la conversion est devenue presque totale sans avoir
formé beaucoup de produit secondaire (Tableau I1.4, entrées 4 et 5). Pour éviter d’avoir un
milieu réactionnel trop visqueux, on a décidé de fixer la concentration a 0,5 M pour faire

les optimisations suivantes.

Entré& Concentration TBDPSCI Imidazole Conversion
1 0,1 M 1,05 &. 2 & ~ 50 %?
2 0,1M 1,05 &. 10 &). ~ 50 %P
3 0,1M 2 & 10 &). 100 %¢
4 0.5M 1,05 & 2 &, ~ 90 %°
5 1M 1,05 & 2 & ~ 90 %P

a. absence du produit secondaire
b. présence de produit sursilylé
c. présence d’une quantité importante de produit secondaire

Tableau I1.4 : Optimisation des quantités de réactifs et de la concentration
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11.4.3.2.2.b. Optimisation du solvant et de la température de réaction.

Une fois la concentration du produit de départ et les quantités de TBDPSCI et d’imidazole
fixées, nous avons commencé a regarder les influences des solvants et de la température
sur la réaction (Tableau I1.5). Dans DMF, on observe peu de différence lorsque 1’on change
la température de T. A. a 0 °C (Tableau IL.5, entrées 1 et 2). De méme il n’y avait pas de
différence au niveau des résultats en passant du DMF au DMSO (Tableau IL.5, entrées 1 et
3). En revanche, dans le THF beaucoup plus de produit secondaire s’est formé (Tableau
IL.5, entrées 1, 3 et 4). Ces résultats peuvent s’expliquer en considérant que dans le DMF
ou le DMSO, la liaison hydrogéne entre O-1 et I’hydrogene sur O-2 est plus faible que dans
le THF. Par la suite, nous avons donc tenté d’affaiblir encore plus cette liaison hydrogene
en ajoutant du bromure de lithium, déja utilisé dans la littérature’> pour couper les fortes
liaisons hydrogeéne intermoléculaires dans la cellulose afin de la solubiliser.
Malheureusement, nous n’avons observé aucun changement par rapport a I’augmentation

de la sélectivité de la silylation de I’hydroxyle primaire.

Entr& Solvant Tempé&rature Conversion
1 DMF ta. ~ 90 %"
2 DMF 0< ~90 %?
3 DMSO ta. ~90 %?
4 THF t.a. ~90 %"
5 DMF + 6 &. LiBr ta. ~ 90 %?

a. présence d’une faible quantité de produit secondaire

b. présence d’une quantité importante de produit secondaire

Tableau ILS : Influence de la nature du solvant et de la température de réaction

Selon les résultats obtenus ci-dessus, le meilleur solvant est DMF ou DMSO et la

température n’a pas beaucoup d’influence. Pour pouvoir donner un rendement isolé, nous

[72] K.-i. Furuhata, K. Koganei, H.-S. Chang, N. Aoki, M. Sakamoto, Carbohydr. Res. 1992, 230, 165-177.
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avons refait la réaction sur une plus grande quantité (100 mg) dans le DMF a TA avec une
concentration en 44 de 0,5 M, 1,05 équivalents de TBDPSCI et 2 équivalents d’imidazole,

75 % de produit désiré 45 a été isolé apres une chromatographie.

11.4.3.2.2.c. Influence de la nature de la base

Nous avons aussi remplacé 1’imidazole par d’autres bases pour essayer d’obtenir un
meilleur rendement (Tableau I1.6). Dans les conditions de température, de concentration et
d’exces de réactif déterminées ci-dessus, la réaction a été effectuée dans la pyridine en
présence de 10 mol % de DMAP. Malheureusement, apres trois heures, la réaction s’est
bloquée et nous avons constaté que le milieu réactionnel n’était plus basique. Pour faire
avancer la réaction, nous avons ajouté 3 équivalents de Et;N et 1,2 équivalents de TBDPSCI.
Une heure apres, le produit de départ était totalement consommé, mais on a aussi obtenu
beaucoup de produit secondaire. De plus, a cause de 1’ajout des réactifs supplémentaires,
le milieu réactionnel est devenu visqueux. Donc nous avons diminué la concentration a 0,3
M en 44 et 10 mol % de DMAP, 3 équivalents de EtzN et 1,05 équivalents de TBDPSCI
ont été ajoutés des le départ. Apres 3h aT. A., 1,2 équivalents de TBDPSCI ont été ajoutés
en 3 fois sur trois heures. Aprés traitement et chromatographie, nous avons isolé 76 % du
produit désiré 45. Puis, nous avons effectué la réaction a 0 °C en suivant le méme protocole.
Cette fois, nous avons eu moins de produit secondaire et nous avons augmenté le rendement

a 86 %.

Entr& | Concentration | TBDPSCI Base Solvant | Tempé&ature | Rendement
1 05M 1,05 &. 2 €. imidazole DMF ta. 75 %
5 0,3M 2,25 &).° 3&. Et,N+10% | pyridine ta. 76 %
DMAP
3 0,3M 2,25 &).° 3&. Et,N+10% | pyridine 0T 86 %
DMAP

a. 1,05 éq. TBDPSCI est ajouté au départ, apres 3 h, 1,2 éq. TBDPSCI est ajouté en 3 fois (une fois par
heure)

Tableau I1.6 : Résultats des silylations en présence d’autres bases
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11.4.3.2.2.d. Conclusion

Nous avons amélioré la sélectivité des réactions de silylation pour I’hydroxyle primaire de
I’a-méthylglycoside 44. En utilisant I’imidazole comme base et le DMF comme solvant, le
meilleur rendement obtenu a été de 75 % (condition A). Nous avons trouvé aussi une autre
condition qui nous permet d’obtenir 86 % de rendement : mener la réaction a 0 °C dans la
pyridine avec une concentration de 0,3 M, 2,25 équivalents de TBDPSCI, 3 équivalents de
Et;N et 10 mol % de DMAP (condition B).

11.4.3.2.3. Application des conditions optimisées sur le dé&ivéde maltotriose

Nous avons appliqué les deux contions optimisées sur le dérivé de maltotriose 9 (Schéma

11.23).

pMeOPh/V

pMeOPh/V
condition A OTBDPS
HOO HO O
/g(:/ OTBDPS

OAllyl OAIIyI
HO

condition A: 0,5 M dans DMF a t.a., 1,05 éq. TBDPSCI et 2 éq. imidazole
condition B: 0,3 M dans pyridine a 0 °C, 2,25 éq. TBDPSCI, 3 éq. Et3N et 10 mol % DMAP

(la concentration et les quantités des réactifs sont calculées par rapport aux hydroxyles primaires du 9)

Schéma I1.23 : Silylations du dérivé de matotrioside 9 dans des conditions optimisées par les études
modéeles

Dans la condition A, le suivi par CCM montre qu’aprés 3 h de réaction il n’y plus de
produit de départ 9. En revanche, en plus du produit 8 attendu, on a observé la formation
de produits secondaires, identifiés par spectrométrie de masse comme étant des produits
monosilylés ou sursilylés. Nous avons tenté de pousser la réaction en ajoutant de
I’imidazole et du TBDPSCI, mais la réaction était bloquée. Nous avons alors traité la
réaction et I’avons relancée dans les mémes conditions A, mais en ne mettant que 0,5
équivalent de TBDPSCI. Le méme processus a di étre effectué une troisiéme fois, pour
convertir totalement les produits monosilylés. Avec ce protocole non optimisé, nous avons
quand méme pu isoler apreés chromatographie 78 % du produit désiré¢ 8. Mais, le mode
opératoire utilisant ’imidazole comme base, nous semblant difficile a rendre reproductible,

nous avons testé les conditions B.

Malheureusement, apres 3h a 0 °C, aucune réaction n’a eu lieu. Donc nous avons augmenté
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la température jusqu’a T.A. et la réaction a démarré. Apres 2 h, nous avons constaté, par
suivi CCM, que le produit de départ 8 était totalement consommé. Mais une grande quantité
de produit monosilylé restait et la réaction était bloquée. Nous avons alors ajouté plusieurs
portions de TBDPSCI, Et;N et DMAP et augmenté la température du milieu réactionnel.
Finalement, a 60 °C en présence d’une quantité totale de 12 équivalents de Et3N, 2
équivalents de DMAP et 7 équivalents de TBDPSCI, le produit monosilylé est totalement
converti. Apres une chromatographie, nous avons pu isoler 68 % de produit désiré 7. Pour
avoir un protocole descriptible, nous avons refait cette réaction a 60 °C en mettant 12
équivalents de Et3N, 2 équivalents de DMAP et 3 équivalents de TBDPSCI des le départ.
Apres 3 h, la réaction n’était pas compléte et nous avons ajouté 1 équivalent de TBDPSCI
au milieu réactionnel. Une heure apres, la réaction était finie et, aprés traitement, nous

avons isolé le produit 7 avec un rendement de 75 %.

11.4.3.3. Mise au point de la silylation

Apres optimisation des conditions, nous avons finalement réussi a effectuer la réaction a
une concentration de 0,1 M dans pyridine a 60 °C en utilisant 4 équivalents de TBDPSCI
(2 équivalents de TBDPSCI pour chaque hydroxyle primaire), 2 équivalents de DMAP
comme catalyseur nucléophile et 12 équivalents de Et;N comme base (Schéma 11.24). Le
suivi par CCM montre, qu’aprés 3 h de réaction, il n’y plus de produit de départ 9.
Cependant, en plus du produit désiré 8 (rendement isol¢ plus de 80 %), nous avons aussi
observé une faible proportion de produits monosilylés et sursilylés. Comme a 1'étape
précédente (introduction du p-méthoxybenzyliéne), il est nécessaire de suivre la réaction
par CCM et de l'arréter dés qu'il n’y plus de produit de départ et que les produits secondaires

commencent a apparaitre.

pMeoph/V pMeOPh/V
OTBDPS
TBDPSCI HO o
DMAP, EtsN, OTBDPS
HO o
OAllyl pyrldlne OAIIyI
C.3h HO
>80 %

Schéma I1.24 : Silylation sélective des hydroxyles primaires par TBDPSCI sur le produit 9
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I1.4.4. Trois étapes sans purification intermédiaire

Finalement, nous avons tenté de réaliser les trois étapes (desacétylation, acétalisation et
silylation) directement I'une aprés I’autre en nous basant sur les meilleures conditions
mises au point pour chacune d'elles et en nous imposant de ne réaliser qu'une
chromatographie sur le produit final fin. Nous avons réussi a des échelles allant jusqu’a 3
g a obtenir le produit désiré 8 avec un rendement global de 62 % sur les trois étapes

(Schéma I1.25), soit un rendement moyen par étapes de 85 %.

MeONa,MeOH,

OAc
0
R o on e éﬂ
AcO (5 o) = HO o
AcO OAc OH
AcO o) HO ¢ o}
AcO OAllyl HO OAlly
HO |

15 AcO

10

p-anisaldéhyde, Nd(OTf)3

sous vide (3,1x10™! kPa)
45°C, 10 h

pMeOPh/V pMeOPh—\~
OTBDPS &ﬁ
Hoogﬁ OTBDPS TBDPSCI, Hooéﬁ
DMAP, Et;N,
OAlIyl pyridine, /%/
HO 60 °C, 3 h

HO
% OAllyl

62 % sur 3 étapes, 3 g

Schéma IL.25 : Desacétylation, acétalisation et silylation sans purification intermédiaire

De plus, nous avons aussi pu recycler en produit 10 la majorité des produits monosilylés et
sursilylés, ainsi que d'éventuels acétals mixtes silylés en les traitant par du TBAF dans le
THF a 60 °C pendant une nuit et puis simplement par une résine échangeuse d'ions (Dowex
50WX8-400 H"). Donc, le rendement réel sur ces trois étapes est plus grand que 62%
(Schéma 11.26).
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© HO
A(go oA So OAllyl
HO
a) TBAF, THF 10
40 °C, 1 nuit
b) Dowex H*
ivlati acétalisation
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80 OAllyl So OAllyl
HO HO
8 9
T MeOH, Nd(OTf)3, 0 °C

Schéma I1.26 : Recyclage des produits secondaires dans les trois étapes

IL.5. Fin de synthése du maltotriose fonctionnalisé
I1.5.1. Benzylation des hydroxyles libres restants

Pour finir la synthése du maltotriose fonctionnalisé, nous avons tout abord benzylé les
hydroxyles libres restants du produit 8 en utilisant du bromure de benzyle et de I’hydrure
de sodium comme base et en menant la réaction dans le DMF a 0 °C.”® Dans le traitement
de la réaction, il est prudent d'éviter de détruire I'exces de NaH en ajoutant un alcool comme
MeOH ou iPrOH, car I’alcolate formé peut attaquer et enlever le groupement TBDPS. Nous
avons opté pour un ajout de glace au milieu réactionnel qui laisse les groupements TBDPS
intacts. Cette étape donc s’est effectu¢e sans probléme avec un rendement de 89 % a des

échelles allant jusqu’a 8 g (Schéma I11.27).

[73] O. Gavard, Y. Hersant, J. Alais, V. Duverger, A. Dilhas, A. Bascou, D. Bonnaffé, Eur. J. Org. Chem. 2003, 2003,
3603-3620.
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pMeOPh/v pMeOPh/V
OTBDPS

OTBDPS BnO
Hoo NaH, BnBr, BnO o
OTBDPS DMF BnO OTBDPS
BnO 0

HO .
% OAIIyI 0°C,3h 6 BRO OAIIyI

89%, 8 g BnO

Schéma I1.27 : Benzylation du produit 8

I1.5.2. Ouverture réductrice régiosélective du groupement para-
méthoxybenzylidéne

Ensuite, en utilisant le couple PhBCly/Et3SiH dans diéthyl éther a -40 °C en présence de
tamis moléculaire 4A, nous avons pu effectuer facilement et avec un excellent rendement
(97 %) la réaction d’ouverture régiosélective du groupement para-méthoxybenzylidéne et

de libérer la position O-6"! du maltotrioside 7, ce a des échelles allant jusqu’a 5 g (Schéma

11.28).

pMeoph/v OH
0
OTBDPS PMBBﬁoéﬂ OTBDPS
o)
BnO

Bn O
OTBDPS PhBCl,, Et;SiH, Bﬁoéﬁ OTBDPS
BnO tamis 4A BnO 0
520 OAIIyI 0 OAllyl
B0 Et,0,-40°C, 36 h 49 no

97%, 549

BnO

Schéma IL.28 : Ouverture réductrice du groupement p-méthoxybenzylidéne

I1.5.3. Acétylation ou benzoylation de la position O-6"

La derniere étape de synthese du maltotriose fonctionnalisé 5 est la protection d’hydroxyle
primaire en position O-6"" du produit 49. Nous avons dans un premier temps acétylé
I’hydroxyle libre par I’anhydride acétique en présence de pyridine a 50 °C avec un

rendement de 96 % en produit 5 a I'échelle de 1 g (Schéma I1.27).

Ensuite, en raison de la nécessité d’étudier 1’oligomérisation (voir le chapitre suivant), nous
avons aussi fait benzoylation du produit 49 par I’action de chlorure de benzoyle dans la
pyridine a température ambiante, le produit 6 a été isol¢ avec un rendement de 93 % a des

échelles allant jusqu’a 5 g (Schéma I1.27).
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OAc
0
PMBO_ OTBDPS P MBBgoéﬂ OTBDPS
BnO g Ac,0, pyridine BnO g (0]
BnO OTBDPS BnO OTBDPS
BnO o . BnO (0]
Bﬁo oally  50°C, 1 nuit Bﬂog&omlyl
BnO 96 %, 1g 5 BnO
BzCl, pyridine
t.a., 1 nuit
93%,59g
pMBBﬁoéﬁ OTBDPS
BnO 0
BnO OTBDPS
BnO
Bﬂo OAllyl
BnO

Schéma I1.29 : Acétylation ou benzoylation de la position O-6" du maltotrioside 49

I1.6. Scale-up et conclusion

Pour avoir assez de maltotriose fonctionnalisé¢ 5 ou 6 pour pouvoir commencer I’étude de
son oligomérisation et valider la voie de synthése a grande échelle, nous avons décidé de
préparer la plus grande quantité possible d’intermédiaire clef 49 a partir du maltotriose
commercial 4 (95 % de pureté, Schéma I1.30). Pour étudier I’effet de la nature du
groupement protecteur en position O-6" sur les réactions de glycosylation (voir la Chapitre
suivante), cet intermédiaire clef a ¢été acétylé ou benzoylé en dérivé maltotrioside

oligomérisable 5 ou 6.

La synthése que nous avons mise au point nous permet de préparer en 9 étapes a partir du
maltotriose commercial 4, une brique trisaccharidique potentiellement oligomérisable.
Outre un bon rendement global de 43 % en produit acétylé S et de 41 % en produit benzoylé
6, cette synthese est facile a mettre en ceuvre puisque, nous avons pu obtenir, en deux mois
a temps plein, 10 g maltotrioside oligomérisable 6. Cette voie de synthése a donc été validée
a grand échelle et assez de matiere premiére pour I’étude des réactions de glycosylation a

été préparée.
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BnO OAllyl 5 BnO Yy
49 BnO BnO
rdt total = 43 % sur 9 étapes, 1g
BzCl, pyridine,
t.a., 1 nuit
93%,5¢9
pMBO OTBDPS
BnO [o)
BnO OTBDPS
BnO e)
BnO OAIIyI
BnO

rdt total = 41 % sur 9 étapes, 10 g

Schéma I1.30 : Synthése du maltotriose fonctionnalisé & grande échelle
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CHAPITRE 111 : OLIGOMERISATION DE LA
BRIQUE MALTOTRIOSIQUE FONCTIONNALISE
ET ACCES AUX HEXA, NONA ET
DODECASACCHARIDE PROTEGES

II1.1. Méthodes décrites de la glucosylation a(1—4)
II1.1.1. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit comment nous avons obtenu une grande
quantité de matiere premiére pour préparer des donneurs et des accepteurs afin de réaliser
les études méthodologiques sur la glycosylation a(1—4) permettant 1’oligomérisation de la

brique maltotriosique qui nous donnera a terme la chimiothéque d’oligomaltosides sulfatés.

Au chapitre II, nous avions justifié le choix de certains groupements protecteurs a
’exception de ceux, en position O-2' et O-6', qui influent sur la stéréosélectivité de la
réaction de glycosylation. Pour favoriser la formation d’un a-D-glucoside (glycosylation
1,2-cis), un groupement non-participant en O-2 est majoritairement utilisé.’**"® Pour
préparer des sucres neutres, le groupement non-participant le plus utilisé est le groupement
benzyle (Bn). Dans le cas de la préparation de 2-amino-2-désoxy-a-D-glucosides, le
groupement utilisé¢ est le groupement N3. Au-dela de ces considérations trés générales,

d'autres éléments permettent de jouer sur la stéréosélectivité de la réaction : glycosylation

[74] A. V. Demchenko, Curr. Org. Chem. 2003, 7, 35-79.
[75] J.-H. Kim, H. Yang, J. Park, G.-J. Boons, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 12090-12097.
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par un donneur de configuration B-D-glucosyle, glycosylation avec assistance d’un
groupement encombrant ou participant a longue distance, glycosylation dans un solvant
éthéré, glycosylation intramoléculaire etc. Ces différents aspects seront développés ci-

dessous.

II1.1.2. Glucosylation a(1—4) utilisant un donneur de pB-D-glucosyle

L’équipe de Mukaiyama a démontré que le fluorure de B-glucoside 50 peut étre activé en
présence de SnCl, et AgClO4 a —15 °C pour donner le disaccharide 52 avec un excellent
rendement et une bonne stéréosélectivité o/p de 4/1 (Schéma III.1). ® Le méme
disaccharide a été synthétis¢ par 1’équipe de Sinay en utilisant le B-N-méthylacétimidate 53

comme donneur.”” Un bon rendement et une sélectivité a totale ont été obtenus dans ces

conditions.
OBn
B” SnCIz, AgCIO, o
BnO OB
BnO F o+ BnO BnO n
BnO 91 % BnO § o)
o/ = 411 BnO
50 51 52 BnO one
OBn
Bn 0)
OBn TSOH, CeHs_ BnOJ OBn
BnO O * o BnO & 0
BnO Me 85 % BnO
BnO BnO
a unique
53 N 51 g 52 OMe

Schéma III.1 : Glucosylation 1,4-a a I’aide d’un donneur de B-glucosyle

III.1.3. Glucosylation a(1—4) controlées par la nature des
groupements protecteurs

La stéréosélectivité a(1—4) des réactions de glucosylation peut aussi étre favorisée par

I’encombrement ou [’assistance d’un groupement participant a longue distance. Un

[76] M. Teruaki, M. Yoshiyuki, S. Shin-ichiro, Chem. Lett. 1981, 10, 431-432.
[77] J. R.Pougny, J. C. Jacquinet, M. Nassr, D. Duchet, M. L. Milat, P. Sinay, J. Am. Chem. Soc. 1977, 99, 6762-6763.
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groupement encombré en O-6 du donneur peut bloquer la face  de son intermédiaire de
glycosylation et empécher 1’attaque de 1’accepteur sur la face P, favorisant ainsi la
formation de 1'a-glucoside 54 (Schéma II1.2). Un groupement comme un ester en O-6 du
donneur 53 peut influencer aussi la stéréosélectivité de la glucosylation via I’interaction de
I’oxygeéne de son carbonyle et le carbone anomérique de 1’intermédiaire. Cette interaction

peut aussi bloquer la face B et donc augmenter la stéréosélectivité a.

O groupement stériquement encombré

1 BnO \_/o/

o, e \ ﬂ
activation H BnO
GP R3 BnO

BnO i BnO

1

2
BnO R7OH o—( OR
53 BnO Qe 54

nO R2
BnO ‘\/ q
H

Schéma IIL.2 : Les effets du groupement en O-6 du donneur

L’équipe de Fukase a fait une étude de I’effet de la nature du groupement en O-6 de donneur
de type thioglycosides de configuration D-gluco. ® L’optimisation des réactions de
glucosylation a été effectuée en utilisant I’accepteur 56 libre en position O-6 (Schéma II1.3).
Dans le cyclopentylméthylether (CPME), qui s’est révélé un solvant de choix, une
sélectivité a absolue a été obtenue avec les donneurs 55 et 58, protégés respectivement en
position O-6 par des groupements TBDPS ou O-[2-(phénylbenzyl)-oxycarbonyl|benzoyle.
De manicre intéressante, un donneur similaire possédant un groupement benzyle en
position O-6 a conduit, dans les mémes conditions, a une stéréosélectivité o/} de seulement
84/14. Les auteurs ont aussi noté que la réaction obtenue avec le donneur 55, possédant un
groupement TBDPS en position O-6, conduisait a la formation de beaucoup de produits
secondaires non identifiés et donc a un rendement isolé de seulement 53 %. Le donneur 58
ayant conduit aux meilleurs résultats, les auteurs 1’ont utilisé pour glucosyler I’accepteur
51, libre en position O-4. Ils ont ainsi obtenu le a-1,4-glucoside désiré avec un bon

rendement de 75 % et une sélectivité a absolue.

[78] H. Tokimoto, Y. Fujimoto, K. Fukase, S. Kusumoto, Tetrahedron: Asymmetry 2005, 16, 441-447.
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Ces résultats montrent donc que I’encombrement stérique du groupement protecteur en
position O-6 du donneur peut augmenter la sélectivité¢ a de la réaction. En effet, des calculs
quantiques en DFT (B3LYP, 6-31G**) effectués sur I’ion oxocarbénium semblent montrer
que D’effet stéréodirecteur du groupement O-[2-(phénylbenzyl)oxycarbonyl]benzoyle est

plus li¢ a son encombrement qu’a un effet participant a longue distance.

OTBDPS
(0]
OH PhlO, TMSOTf BnO
OTBDPS tamis 4A BnO
BnO + BnO (0] BnOo
BnO SPh BnO BRO CPME, -20 °C o
(6]
BnO

o)
BnO OMe BnO
53 % Bn
55 56 57 OMe
o) 0 0) ©
o o) OH PhIO, TMSOTf 4 o)
is 4A
BnO SPh Q BnO 5no | CPME,-20°C  BnO Q
BnO OMe BnOq
83 % o
BnO
. .
n
59 OMe
o) 0 ©) ©

le) (0]
ﬁﬁ OBn PhIO, TMSOTf Oo
BnO 0 o tamis 4A BnO OBn
BoXTeom ) g 0T Lol

BnO 5n0 | CPME, 20 °C nOg o)

OMe BnO

5 75 % BnOome O
51 60

Schéma II1.3 : Effet du groupement en O-6 du donneur sur la sélectivité de réactions de glucosylation

Peu apres, dans la synthése d’un fragment trisaccharidique 63 du lipopolysaccharide de
Pseudomonas aeruginosa,’® 1’équipe de Nifantiev a réussi a réaliser une glucosylation
a(1—4) de I’accepteur disaccharidique 62 (Schéma I11.4). Ils ont testé les donneurs sous
forme de trichloroacétimidate (TCA) et N-phényltrifluoroacétimidate (PTFA). Ces

résultats montrent que dans cette réaction, le donneur PTFA 61 donne le meilleur rendement

[79] B. S. Komarova, Y. E. Tsvetkov, Y. A. Knirel, U. Zéhringer, G. B. Pier, N. E. Nifantiev, Tetrahedron Lett. 2006,
47,3583-3587.
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et un rapport o/ de 8/1. La bonne sélectivité a est principalement attribuable a 1’effet de la

participation a longue distance des groupements acétates en positions O-3 et O-6 du

OAc
BnO O
Ac&wo CF4 OAC
BnO T
N. BnO O
61 Ph AcO
BnO

AgOTf, tamis AW -

oen O OBn

& BnO O 0
oBn OH_oBn CHZC',?./;‘-"“ene Bn&/o

BnO o 62 %

0
BnO BnOome 63
62

donneur.

+

Schéma II1.4 : Effet des groupements acétate en O-3 et O-6 d’un donneur de glucosyle

II1.1.4. Influence des solvants éthérés sur la stéréosélectivité des
glucosylation a(1—4)

Il existe des solvants qui peuvent participer a la réaction et influer fortement sur sa
stéréosélectivité. Les solvants de type éther (comme THF, Et2O, dioxane, DPME, etc.) sont

connus pour favoriser la formation des a-glycosides.8%8182

Par exemple, dans la synthése d’un hexasaccharide, unité répétitive de la paroi cellulaire
de B. anthracis, la réaction de glycosylation du disaccharide accepteur 65 par le
disaccharide donneur 64 a conduit au tétrasaccharide 66 avec un bon rendement de 80 %
et une sélectivité a totale lorsqu’un mélange CH>Cl/Et,O a été utilisé comme solvant

(Schéma I11.5) .8

Dans notre laboratoire, nous avons étudié la réaction de glycosylation entre le donneur 67
et I’accepteur 68 (Schéma I11.6) dans différents solvants comme : CH2Cl,, Et,O, THF,
THF/Et,O (9/1, v/v), THE/Toluene (9/1, v/v), Dioxance/Toluene (3/1, v/v), etc.®* Dans le

[80] G. Wulft, G. Rohle, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1974, 13, 157-170.

[81] K. Fukase, A. Hasuoka, I. Kinoshita, Y. Aoki, S. Kusumoto, Tetrahcdron 1995, 51, 4923-4932.
[82] A. Demchenko, T. Stauch, G.-J. Boons, Synlett 1997, 1997, 818-820.

[83] M. A. Oberli, P. Bindschéddler, D. B. Werz, P. H. Seeberger, Org. Lett. 2008, 10, 905-908.

[84] R. Lucas, D. Hamza, A. Lubineau, D. Bonnafté¢, Eur. J. Org. Chem. 2004, 2004,2107-2117.
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CH2Cly, nous avons obtenu un rendement de 57 % avec un rapport o/f de 70/30. Dans le
mélange THF/Et;0 (9/1, v/v), le rendement a été augmenté a 90 % et le rapport o/ a 92/8,
ce qui confirme I’effet positif des solvants éthérés dans les réactions de glycosylation 1,2-
cis avec un donneur de configuration D-g/uco contenant un groupement azoture en position

0O-2.

OBn_oBgn
o) + HO o)
BnO— o FmocO “’O\[(CF3 BnO Eﬁo
Na S CAHN
NPh
64 65
TMSOTY, CH,CI,/Et,0
-50-0 °C
OBn_oBgn OBn
o)
BnO FrocO S BnO
pivo Fmoc Ng| =" N3 oBn [
o % o 0
BnO LevO (0)
TCAHN
66

80 %

Schéma IIL5 : Glucosylation a(1—4) dans CH,CL/Et,O

CO,Me OBn
0 CO,Me OBn
+
" o BnO ~O_ _ccl, Bnmo

N3 Y BnO BnO N3
NH OAllyl
67 TMSOTf 68
-30a-20 °C
solvant
CO,Me OBn
BMPO 2 o o)
BnO BnO
BnO n N CO,Me OBn
B0 2o 2
n
BnO BnO 5
69 OAllyl

Schéma II1.6 : Glycosylation a(1—4) avec un donneur 2-azido-2-désoxy de configuration D-gluco
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II1.1.5. Autres glucosylations a(1—4)

Dans la littérature, il existe encore beaucoup d’exemples de glucosylation a(1—4).
Plusieurs nouvelles méthodes pour controler la formation d'une liaison glycosidique o ont

85

été développées : glucosylation intramoléculaire, nouveau type de groupement

participant en C-2 qui va favoriser la formation du glucoside a, etc.

L’équipe de Ziegler a développé une glucosylation a(1—4) intramoléculaire utilisant une
"accroche" de type succinoyle entre 1’accepteur 70 et le donneur 71 (Schéma I11.7).8° A
partir de I’intermédiaire 72, le disaccharide 73 attendu a été formé avec un rendement de

80 %, sous la forme du seul isomére a.

PR o0
HO
BzO OBn OBn
OBn pcC Phrt —ORZ NIS o
70 DMAP _ BnO o & Tmsotf B0
* gy B SO “eon o OR?®
n
BnO O OMO
Bnoé@/sph BzO g,
0 OH 72 73 O
NaCNBH; ~R' R? = CHPh 80 %
© © HCI C

71 95 % R'=H,RZ=Bn

Schéma II1.7 : Glucosylation a-1,4 intramoléculaire utilisant une accroche entre les positions O-2 et O-3

Une application de glucosylation a(1—4) intramoléculaire, dans laquelle les positions O-2
du donneur 75 et O-3 76 de I’accepteur servent de point d’accroche, a été la synthese de

).8" La encore

I’unité répétitive d’antigenes de Shigella flexneri serotype la (Schéma I11.8
un bon rendement et une stéréosélectivité totale ont été observés dans I’étape de

glycosylation intramoléculaire.

Une stratégie similaire a été réalisée dans 1’équipe de Fukase®® en utilisant un espaceur de
type phtaloyle pour lier les positions O-6 d’un donneur et d’un accepteur. Dans ce cas aussi,
la réaction de glucosylation s’effectue avec un bon rendement de 79 et une excellente

sélectivité a (Schéma I11.9).

[85] K.-H.Jung, M. Miiller, R. R. Schmidt, Chem. Rev. 2000, 100, 4423-4442.
[86] T. Ziegler, A. Ritter, J. Hiirttlen, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 3715-3718.
[87] G.Lemanski, T. Ziegler, Eur. J. Org. Chem. 2006, 2006, 2618-2630.

[88] M. Wakao, K. Fukase, S. Kusumoto, Synlett 1999, 1999, 1911-1914.
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Schéma IIL.8 : Application de la glucosylation intramoléculaire a la synthése d’un antigéne bactérien

o 0 o O
0o © PhIO 0 °
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Schéma II1.9 : Glucosylation a-1,4 intramoléculaire utilisant une accroche entre les positions O-6

A part la glucosylation intramoléculaire, une stratégie originale a été récemment mise au
point pour favoriser la formation d’une liaison 1,2-cis en série D-gluco. L’équipe de Boons
a développé un nouveau type de groupement participant en O-2: le (/S)-phényl-2-
(phénylsulfanyl)éthyle.”” Ce nouveau groupement permet de former un intermédiaire
réactionnel cyclique a 6 atomes et de bloquer la face B (Schéma II1.10). Il s’agit donc d’un

groupement participant permettant la formation du glucoside 1,2-cis.

Avec ce groupement participant en O-2 des donneurs 80 ou 81, les auteurs ont réussi a

obtenir les glucosides désirés 82 et 83 avec un bon rendement et une sélectivité a totale

(Schéma III.11).
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Schéma II1.11 : Une application du groupement S-auxiliaire

I11.1.6. Conclusion

Dans la littérature, il existe plusieurs méthodes principales pour bien contrdler la
stéréosélectivité a(1—4) de réactions de glycosylation en série D-gluco. Mais certaines
méthodes (par exemple : glucosylation intramoléculaire, groupement O-(/S)-phényl-2-
(phénylsulfanyl)éthyle en C-2) compliquent la synthése. Afin de pourvoir simplifier la
synthése de I’oligomaltoside P au maximum, nous avons décidé de choisir le groupement

encombré TBDPS en O-6 du donneur pour favoriser la formation du glucoside a.

II1.2. Glycosylations des donneurs en présence d’un groupement
encombré TBDPS en O-6' et O-6"

Nous avons déja décrit dans le Chapitre II la synthése de la brique maltotriosique
fonctionnalisée, qui posséde un groupement encombré TBDPS en position O-6' et O-6"".
Elle nous a donc servi de base pour tester 1’effet stéréodirecteur, d’un groupement silyle
encombré en position O-6' du donneur, sur la réaction de glycosylation. Comme nous
avions déja utilisé¢ une activation du donneur 84 sous forme de TCA dans la préparation
d’HS12 86 au laboratoire par le passé (voir Schéma II1.12), nous avons décidé d’utiliser,

dans un premier temps, ce type d’activation pour la synthése des oligomaltosides P a partir
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de la brique maltotriosique acétylé 5.

OAc OAc
o) ° o) °
oBn |BnO O\[rCCls oBn | BnO
MeOOC7 |-O N3 NH + MeOOC7 |0 N3oallyl
pMBNO OAc HO OAc
donneur 84 accepteur 85
OAc OACO
0 © O
QBn_JBnQ MeOOC O\Eg] o N
MeOOC”/ _I7O N3o OAc © 30Allyl
(0] OAc
pMBO OAc Meoocm N3
oBn BnO
o o)
AcO 4
86

Schéma II1.12 : Glycosylation en activant le donneur 84 sous forme de TCA

II1.2.1. Glycosylation en activant le donneur sous forme de TCA
I11.2.1.1. Syntheése de I’accepteur acétylé et du donneur TCA

La déprotection de groupement protecteur paraméthoxylbenzyle de la brique
trisaccharidique acétylée 5 peut se faire en présence d’acide trifluoroacétique (TFA). Nous
avons ainsi pu isoler I’accepteur désiré 87 avec un rendement de 75 %, accompagné d’un
produit secondaire dans lequel le groupement acétate en position O-6"" a aussi été

déprotégé (Schéma I11.13).

En parall¢le, nous avons déprotégé le groupement allyle du trisaccharide 5 en I’isomérisant
en prop-1-ényle a I’aide du catalyseur de Crabtree, puis en hydrolysant I’éther d’énol formé
a I’aide de sels de mercure. L’ hémiacéal 88 a ainsi été obtenu avec un rendement de 87 %
sur les 2 étapes. Ensuite, pour l’introduction du groupement TCA sur la position
anomérique, nous avons utilisé le trichloroacétonitrile en présence de carbonate de

potassium. Nous avons constaté qu’avec cette base, la réaction n’était pas complete.
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L’utilisation d’une base plus forte, NaH, nous a permis de consommer tout le produit de
départ. Mais, cette fois, une partie du produit a perdu son groupement acétate en milieu
basique fort. Aprés la chromatographie flash, nous avons isolé le donneur 89 avec un

rendement de 76 %.

OAc
0
pM%ﬁo OTBDPS TFA, CH,Cl gﬂogﬁ OTBDPS
e BnO ¢ o
BnO OTBDPS t.a., 30 min BnO OTBDPS
BnO BnO ¢ o
225 OAIIyI 75 % 295 OAllyl

5 BnO accepteur 87 BnO

1. [Ir(COD)(PMePh,),]PFsg,
H, puis Ar, THF, t.a., 3 h

2. HgO/HgCl,, H,O/acétone (10:1),
ta., 2h

87 % sur 2 étapes

OAc
ClCON, viBo 0
PMBOZ OTBDPS ~ NaHPMgno OTBDPS
BnO BnO o o)
Bﬁogﬁ OTBDPS tOJgeqeh Bnogﬁ OTBDPS
BnO BnO o O
26 76 % BnO WOTCC's

a/f = 6/4 89 BnO
donneur NH

66 % sur 3 étapes

Schéma II1.13 : Préparation de 1’accepteur 87 et du donneur 89

I11.2.1.2. Glycosylation

En suivant le protocole de glycosylation habituellement utilisé au laboratoire,3® nous avons

fait réagir l'accepteur 87 avec 1,3 équivalents du donneur 89 en présence de 0,2 équivalent
de TBDMSOT( dans le CH>Cl (0,1 M) a -40 °C (Schéma I11.14 et Tableau III.1, entrée 1).
Malheureusement, méme apres une nuit a -40 °C, nous avons eu I’impression que tout
I’accepteur n’était pas consommeé. Nous avons donc neutralisé le milieu réactionnel EtsN
et I’avons purifié, apres filtration pour é€liminer le tamis, par une chromatographie
d’exclusion stérique (Sephadex LH-20). Aprés Sephadex LH-20, nous avons constaté que

la fraction de téte contenait un mélange de produits de haute masse que nous avons pu

[89] A. Lubineau, H. Lortat-Jacob, O. Gavard, S. Sarrazin, D. Bonnaffé, Chem. Eur. J. 2004, 10, 4265-4282.
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séparer par chromatographie flash. Un hexasaccharide, dont le spectre de masse haute
résolution correspond a celui attendu pour le produit désiré 90, a été isolé avec un
rendement de 15 %. Les spectres RMN 'H et HSQC effectués sur ce produit nous ont
confirmé qu’il s’agit bien du produit 90 dans lequel la liaison glycosidique nouvellement
formée est bien de stéréochimie o.. De plus, nous n’avons pas trouvé trace de 1’anomere 3
dans le spectre HSQC. Comme ce dernier a été effectué en fixant la constante '/Ju.x pour
la valeur de J = 160 Hz, correspondant a la constante de couplage moyenne 'Jc.i attendue
pour une anomérie B, nous en concluons que la stéréosélectivité de cette réaction de
glycosylation est trés majoritairement o. Malheureusement le rendement de cette réaction

est tres faible.

OAc OAc
MBO 0
HB(,?(&% OTBDPS g Bnogﬂ OTBDPS
BnO 0 "0 2 OTBDPS
525 otsbps  * BnO
BnO 0 BnO (o) (0]
296 OAllyl BnO wOTcmg
BRO BnO

. NH
1 éq. accepteur 87 1,3 €q. donneur 89

TBDMSOTY, tamis 4A
CH,Cly, -40 °C, 1 nuit

15 %
/B > 98/2
pMBO OTBDPS
BnO 0]
BrO OTBDPS
BnO
OTBDPS
BnO 0)
BRO OTBDPS
BnO o

BnO

Schéma I11.14 : Glycosylation de 1’accepteur 87 par le donneur 89

L’analyse du mélange de trisaccharides récupérés dans la fraction de queue de la Sephadex
LH-20, nous a permis de comprendre que ce que nous avions pris pour du donneur 89
n’ayant pas réagi était en fait des produits de réarrangement 91 (Figure III.1). C’est une
réaction parasite bien connue lorsque 1’on emploie des donneurs activés sous forme de

trichloroacétimidate.
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Figure IIL.1 : Produit secondaire 91 obtenu par réarrangement du donneur TCA

Par le passé, au laboratoire, nous avions montré qu’un changement de solvant pouvait
améliorer le rendement de glycosylation avec certains donneurs TCA®. Nous avons donc
choisi le mélange Et,O/THF (1/9, v/v), qui nous avait donné par le passé les meilleurs
rendements et stéréosélectivité. Malheureusement, avec le donneur 89, nous avons
seulement observé la polymérisation du THF au lieu de la glycosylation (Tableau III.1,
entrée 2). L utilisation du THF comme additif (2 équivalents) dans CH>Cl», décrit dans une
thése de notre laboratoire,® a été proposé pour évider la polymérisation du THF tout en
gardant un fort impact sur la stéréosélectivité de la réaction. Mais, dans le cas du donneur

89, nous avons obtenu les mémes résultats que dans CH>Cl seul (15%, Tableau III.1, entrée

3).

Entrée Solvant Rendement Rapport o/p
1 CHCl; 15% >08/2
2 Et,O/THF (1/9, v/v) 0 —
3 2 &. THF dans CH.Cl, 15 % >98/2

Tableau III.1 : Glycosylation de 1’accepteur 87 par le donneur 89 dans différents solvants

111.2.1.1.3. Conclusion

Nous avons réussi a synthétiser le donneur 89 et ’accepteur 87. La glycosylation dans le

[90] S. Deydier, Glycosylation 1,2-cis : nouveaux intermédiaires réactionnels pour moduler la stéréosélectivité, thesis,

Université Paris-Sud, 2008.
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CH:Clz nous a donné une trés bonne sélectivité o, mais malheureusement le rendement n’a
¢té que de 15 %. Le rendement faible est dii au réarrangement du donneur, mais nous
n’avons pas réussi a augmenter le rendement en effectuant la glycosylation dans Et,O/THF
(1/9, v/v) ou dans CHxCl, avec 2 équivalents de THF. Pour résoudre ce probléme, nous
avons décidé d’activer le donneur sous forme de N-phényltrifluoroacétimidate (PTFA)
(Figure II1.2). En effet, ce nouveau type d’imidate, introduit par le Pr. Biao Yu en 2001, est
connu pour résoudre le probléme du réarrangement d’imidate.®-**% Nous avons aussi
décidé de changer le groupement acétyle (Ac) en position O-6"! du donneur par un
groupement benzoyle (Bz), qui est plus stable dans les conditions acides et basiques, afin
d’éviter les réactions de désacétylations observées lorsque nous avions préparé le donneur

89 et I’accepteur 87. Il nous a donc fallu préparer le donneur 92.

n

BnO OTBDPS
o 0&&
BnO wO CF;
BnO T

N.
92 Ph

OBz
pMBOé&‘ OTBDPS
BnO

Figure II1.2 : Nouveau donneur PTFA 92

II1.2.2. Glycosylation en activant le donneur sous forme de PTFA

I11.2.2.1. Synthése de I’accepteur benzoylé et du donneur PTFA

Tout d’abord, nous avons déprotégé par action du TFA le groupement pMB présent dans la
brique trisaccharidique benzoylé 6. Cette fois-ci, nous n’avons pas observé de réaction
secondaire d’hydrolyse de ’ester et ’accepteur 93 a été isol¢ avec un excellent rendement

de 93 % a 1'échelle de 1,5 g (Schéma III.15).

En paralléle, I’hémiacéal 94 ainsi préparé en 1’isomérisant en prop-1-ényle a 1’aide du

[91] B.Yu, H. Tao, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 2405-2407.

[92] M. Vasan, J. Rauvolfova, M. A. Wolfert, C. Leoff, E. L. Kannenberg, C. P. Quinn, R. W. Carlson, G.-J. Boons,
ChemBioChem 2008, 9, 1716-1720.

[93] S. Serna, B. Kardak, N.-C. Reichardt, M. Martin-Lomas, Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20, 851-856.
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catalyseur de Crabtree, puis en hydrolysant 1’éther d’énol a 1’aide de sels de mercure avec
un rendement de 95 % sur 2 étapes, a ¢été traité par le chlorure de N-
phényltrifluoroacétimide 95 en présence de K>CO; pour conduire au donneur PTFA
92 avec un rendement de 99 %. Comme nous 1’avions prévu, le groupement benzoate en
position O-6""" a été parfaitement stable dans ces conditions de réaction, il faut cependant
noter que l'installation d'un groupement PTFA en position anomérique ne demande pas
d'utiliser du NaH, mais simplement du K>COs. Mais quelle qu’en soit la raison, le
rendement de la préparation de ce nouveau donneur a été¢ augmenté par rapport a celui de
la préparation du donneur 89 (voir Schéma III.13). Cette méthode a été testée a des échelles

allant jusqu’a 2.5 g avec un rendement de 94 % sur 3 étapes.

pMBO

OBz
HO 2 OTBDPS
BnO OTBDF’S TFA, CH,Cl,  BnO
BnO o) —_— BnO (o) (6]
BRO OTBDPS ta.3h BRO OTBDPS
BnO g BnO 0
BnO OAIIyI 93%,164g BnO OAllyl

BnO BnO
accepteur 93

1. [Ir(COD)(PMePh,),]PFs,
H, puis Ar, THF, t.a., 3 h

2. HgO/HgCl,, H,O/acétone (10:1),
ta., 2h

95 % sur 2 étapes

”M%ﬂo OTBDPS C| Fs pMBBﬁogﬁ OTBDPS
BnO OTBDPS Bno/gﬁ OTBDPS
K,COg, acétone, BnO 0
Bno t.a., 1 nuit BnO CF3
99% donneur 92

N Ph
94 % sur 3 étapes, 2.5 g

Schéma II1.15 : Préparation de 1’accepteur 93 et du donneur 92

I11.2.2.2. Premier essai de la glycosylation

Une fois le donneur 92 et ’accepteur 93 préparés, nous les avons fait réagir en présence de
TBDMSOTT a -40 °C dans le CH2Cl, (0.1 M, Schéma II1.16 et Tableau III.1, entrée 1).
Nous avons donc appliqué les mémes conditions que celles utilisées pour la préparation

d’HS12 86 (Schéma I11.12). Apres une nuit a -40 °C, le suivi par CCM nous a indiqué qu’il
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n’y avait que peu de produit formé et que la réaction n’évoluait plus. Nous nous sommes
demandés si TMSOTT pourrait étre un meilleur acide de Lewis et en avons ajouté 0,1
équivalent. Mais aucun changement n’a été observé apres 6 h supplémentaires de réaction.
Apres neutralisation et chromatographie sur colonne Sephadex LH-20, nous avons récupéré
22 % d’un mélange d’hexasaccharides. Ce mélange a été purifié par chromatographie flash

et nous avons isolé ’hexasaccharide 96 avec un rendement de 15 %.

OBz
pMBO O
HOg OTBDPS 2n0 OTBDPS

nO 0
BnO OTBDPS + BnO OTBDPS
BnO 0 BnO O/gg
BnO OAIIyI BnO wO CF3
BnO BnO \TT
1 éq. accepteur 93 1,3 éq. donneur 92 N-pp

promoteur, tamis

CH,Cls, -40 °C, 1 nuit

15 %
pMBO OTBDPS
BnO 0
BnO OTBDPS
BnO 0
BnO
OTBDPS
BnO 0
BnO OTBDPS
BnO O
BnO

Schéma II1.16 : Glycosylation de I’accepteur 93 par le donneur 92

Nous avons fait les spectres RMN 'H et HSQC pour ce produit qui nous ont confirmés qu’il
s’agissait bien du produit 96. Encore une fois, par RMN 'H et HSQC, dont les paramétres
ont été optimisés pour avoir une sensibilit¢ maximum avec les protons/carbones
anomériques 3, nous n’avons pas trouvé trace de I’anomere 3. Nous en concluons que la
stéréosélectivité de cette réaction de glycosylation est trés majoritairement a. Donc nous
avons toujours une trés bonne stéréosélectivité avec le donneur PTFA 92, mais le rendement
reste faible. En revanche, par rapport a la glycosylation avec le donneur TCA 97, nous

n’avons pas observé le produit secondaire résultant du réarrangement du donneur.

Nous avons donc réussi a éviter la formation de ce dernier, mais des optimisations sont
nécessaires pour augmenter le rendement. Pour ce faire, nous avons donc décidé de

modifier plusieurs paramétres comme : le promoteur, la température, 1’ordre d’addition des
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réactifs, et le type de tamis moléculaire (Tableau I11.2).

Entrée | Tamis | Conc. Promoteur Tempé&ature | Rendement | Rapport o/p
1 | tamis4A | 01M | 0,2 & TMSOTf 40 T 16 % >98/2
2 tamis 4A | 0,05M | 0,2 &. TMSOTf -40 T 15 % >98/2

tamis p N _
3 AW30o | 005M | 015 YbOTR: | -78Ta0<T 0

tamis P N _
4 AW300 0,05 M 0,1 &. Bi(OTf); -8 CTal0 T 0
5a tamis 4A | 0,06 M 0,2 &. TMSOTf -40 € 5% -

tamis p ) 0 —
6 AW300 0,05 M 0,2 &. TMSOTf 40 T 14 %

tamis p 0 —
72 AW300 0,05M 0,2 &. TMSOTf -40 C 15%

a. Procédure inverse

Tableau IIL.2 : Glycosylations de I’accepteur 93 par 1.3 éq. de donneur 92 dans CH,Cl,

I11.2.2.3. Essais avec différents promoteurs

Dans un premier temps, nous avons choisi de tester différents promoteurs. Nous avons
essay¢ d’abord de refaire cette réaction en présence de TMSOTT dés le départ. Avec les
mémes conditions, nous avons obtenu exactement les méme résultats (16 %, Tableau II1.2,
entrée 1). En raison de la viscosité du milieu réactionnel et donc du risque d’une mauvaise
agitation, nous avons aussi refait une glycosylation en présence de TMSOTT, mais a une
concentration plus faible (0.05 M). Nous avons toujours obtenu les mémes résultats (15 %,
Tableau II1.2, entrée 2). Le donneur 93 que nous avons utilisé est trés armé.** Or, I’autre
partenaire de la réaction est un accepteur avec un hydroxyle secondaire potentiellement
caché par les autres groupements et sans doute trop peu réactif. Il est donc probable que le
donneur une fois activé se décompose avant de réagir avec ’accepteur, entrainant de
mauvais rendement. Pour résoudre ce genre de probléme, nous avons testé le promoteur

Yb(OTf)3 et Bi(OTf)3 utilisés par 1’équipe d’Iadonisi pour activer des donneurs armés et

[94] D.R. Mootoo, P. Konradsson, U. Udodong, B. Fraser-Reid, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 5583-5584.
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les faire réagir avec des accepteurs peu réactifs.®>°9 Malheureusement, dans notre cas,
nous n’avons pas observé de réaction a basse température avec ces promoteurs et le donneur

a commencé a se décomposer a plus haute température (Tableau III1.2, entrée 3 et 4).

111.2.2.4. Etude de la température

Nous avons ensuite décidé de chercher la meilleure température pour cette réaction. Nous
avons donc lancé une réaction a —78 °C en présence de TMSOTT et nous avons augmenté
la température de 10 degrés chaque heure. Nous avons suivi la réaction par CCM et avons
observé que le produit de glycosylation commengait a se former a partir de —50 °C et que
la majorité était formée a —40 °C. Entre -40 et —30 °C, la CCM évolue peu et, a partir de —
20 °C, nous avons observé la formation de produits secondaires, dont 1’un pourrait étre
I’hexasaccharide dont le pMB est parti. Cette étude nous a donc montré que la meilleure

température pour cette réaction est entre —40 °C et —30 °C.

I11.2.2.5. Essai de procédure inverse

Dans la littérature, pour évider qu’un imidate se décompose avant de réagir avec 1’accepteur,
on recommande d’utiliser la procédure inverse.*® Normalement, nous ajoutons d’abord le
donneur, I’accepteur, le tamis moléculaire 4A et le solvant, puis nous amenons le milieu
réactionnel a la température souhaitée. Dans la procédure inverse, nous ajoutons d’abord
I’accepteur, le tamis moléculaire 4A et le solvant, puis nous amenons le milieu réactionnel
a la température souhaitée, et enfin le donneur est ajouté lentement. Avec la méthode
inverse, aprés une nuit, nous avons isolé seulement 5 % d’hexasaccharide 96 (Tableau I11.2,

entrée 5).

[95] M. Adinolfi, G. Barone, A. Iadonisi, M. Schiattarella, Tetrahedron Lett. 2002, 43, 5573-5577.

[96] M. Adinolfi, P. Galletti, D. Giacomini, A. Iadonisi, A. Quintavalla, A. Ravida, Eur. J. Org. Chem. 2006, 2006, 69-
73.

[97] M. Adinolfi, D. Giacomini, A. Iadonisi, A. Quintavalla, S. Valerio, Eur. J. Org. Chem. 2008, 2008, 2895-2899.
[98] R.R. Schmidt, A. Toepfer, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 3353-3356.
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I11.2.2.6. Glycosylations en présence de tamis acide

Comme nous avons observé la formation d’une quantité non négligeable d’accepteur silylé
en position O-4"", nous avons pensé que le rendement faible pouvait étre di a la formation
de cet intermédiaire suivi du piégeage du TfOH formé par le tamis moléculaire 4A qui est
légérement basique. Dans ces conditions, le cycle catalytique ne peut étre efficace. Nous
avons donc décidé de changer le tamis moléculaire 4A par du tamis ayant subi un lavage
acide, le tamis moléculaire AW300 (Sigma-Aldrich). Nous avons tout d’abord essayé¢ le
tamis moléculaire AW300 avec la méthode directe. Nous avons obtenu les mémes résultats
qu’avec le tamis moléculaire 4A