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NOM BANCHET

PRENOM ALINE

SUJET ALCYNYLATION D’ALDEHYDES CHIRAUX DERIVES DE SUCRES.
APPLICATION A LA SYNTHESE D'UN ANALOGUE C-GLYCOSIDIQUE
D'UNE MOLECULE BIOACTIVE

Dans notre laboratoire, nous avons récemment dévélaine stratégie de synthése de
C-glycosides basée sur une addithucléophile stéréosélective suivie d’uDeaverture régiosélective
d’un Epoxyde : la stratégidOE.

Par cette méthode, les composés désirés peuventoBtenus avec succés par addition
d’organozinciques sur des époxyaldéhydes chiramduwisant aux alcools propargyliques &2
intermédiaires, suivie d'une cyclisatioin situ. Cette séquence a été étudiée sur les
2,3-dialkoxyaldéhydes dérivés diGalactose et db-Mannose en présence de divers nucléophiles
fonctionnalisés (alcynures, indoles lithiés). Ddmsas duD-Galactose, la synthése stéréosélective
d’a-C-Galactosides attendus a été accomplie. Par cagrdacon inattendue, la séfieMannose
conduit aux furanes et & un mélange,@-C-Mannosides aprés un traitement acide de I'alcgbkgn
intermédiaire.

Durant nos études, nous avons également tiré pddfibe réaction secondaire afin de
synthétiser des thiosucres.

Enfin, la stratégie NOE a également été appliquiante réaction clé a la synthése d’un

analoguen-C-Galactosidique particulier d'un glycolipide bioificke KRN 7000.

MOTS CLES STRATEGIE NOE, ALCYNYLATION, 2,3-DIALKOXYALDEHYDES
CHIRAUX, KRN 7000, ANALOGUEC-GLYCOSIDIQUE, THIOSUCRES

Ce travail a été réalisé a :
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Une quatriéme publication est actuellement en petioa sur les résultats obtenus en modélisation
moléculaire.






SURNAME BANCHET

FORNAME ALINE

SUBJECT ALKYNYLATION OF CHIRAL ALDEHYDES DERIVED FROM SUGARS.
SYNTHESIS OF A C-GLYCOSIDE ANALOGUE OF A BIOACTIVE
COMPOUND

In our laboratory, we have recently developed atlmtic strategy for the synthesis of
C-glycosides based on a stereoselechiveleophilic addition followed by a regioselecti#poxide
Opening; theNEO strategy.

With this method, the desired compounds can beessbdlly obtained by alkynylorganozinc
addition to chiral epoxy aldehydes to give &y2rpropargylic alcohol intermediates, followed iny
situ cyclization. The starting 2,3-dialkoxyaldehydes abtained from sugar derivatives. This reaction
sequence has been studied viitsalactose ant-Mannose derived epoxyaldehydes in the presence
of diverse functionalized nucleophiles (alkynylidéthiated indoles). In the case bfGalactose, the
stereoselective synthesis of the desice€-glycosides was achieved. Unexpectedly, the use of
D-Mannose lead to furans and a mixtureag-C-mannosides after acidic treatment of the isolated
1,2synalcohol intermediate.

During our studies, we also made good use of arsaleion leading to thiosugars.

Finally, the NEO strategy was also applied as areagtion sequence to the synthesis of a

particulara-C-Galactoside analogue of the bioactive glycolipidNK7000.

KEY WORDS NEO STRATEGY, ALKYNYLATION, CHIRAL 2,3-DIALKOXYALD EHYDES,
KRN 7000,C-GLYCOSIDE ANALOGUE, THIOSUGARS
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milligramme
millilitre
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Ms mésyl

MS-4A tamis moléculaire At

Mo macrophage

MTP Microsomal triglyceride Transfer Protein
n.d. non déterminé

nM nanomolaire

nOe effets Overhauser nucléaires
nHept n-heptane

NH,F fluorure d’ammonium

NK cellulenatural killer

Nu nucléophile

P groupe protecteur

PF point de fusion

Pht phtalimide

Piv pivaloyl

PMB paraméthoxybenzyl

ppm partie par million

PPTS para-toluénesulfonate de pyridinium
Py pyridine

guant. quantitatif

rd rapport diastéréoisomérique

rdt rendement

rdtg rendement global

R¢ rapport frontal

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
SM Spectrométrie de Masse

T.A. Température Ambiante

TBAF fluorure de tetrabutylammonium
TBAI iodure de tetrabutylammonium
TBDPS tert-butyldiphényilsilyl

TBS tert-butyldiméthylsilyl

TCR récepteur des cellules T ¢ells receptor
Tf trifluorométhanesulfonyl

TFA acide trifluoroacétique

THF tetrahydrofurane

TMS triméthylsilyl

TMSOTf triflate de triméthylsilyle

TNF tumor necrosis factor

TNK cellule TNatural Killer

TNK inv cellule TNatural Killer invariant
Tos toluénesulfonyl

Tr trityl

uv ultraviolet

A chauffage

Kng microgramme

a-C-GalCer a-C-Galactosylceramide
a-GalCer a-Galactosylceramide
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

CHAPITRE A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux,

acces aux C-Glycosides

l) Introduction

a- Intérét pour le-glycosides

La synthése d€-glycosides tient une place importante dans lériiture’ Ceci est di, a
l'origine, a leurs propriétés pharmacologiqué€sn(icléosides) et leur présence dans de nombreux
produits naturels, tels que I'ambruticineu la palytoxing et c’est pourquoi l'intérét pour ces
COmMpOosEs n’'a cessé de croitre.

lls sont surtout utilisés comme synthons chiraug dans de nombreuses synthéses
organique$. Depuis peu, l'accent est mis sur leurs forts pign biologiques comme agents
antiviraux> antimicrobien$ou anticancéreukmais aussi comme inhibiteurs d’enzyfhE&chéma 1).

LesC-glycosides sont également utilisés dans la syattésiétergents et d’émulsifiants.

! (@) Levy D. E., Tang CThe chemistry of C-Glycosid&895 vol. 13, Pergamon Press, Oxford; (b) Postema M.
H. D. C-Glycoside Synthesi995 CRC Press, Inc; (c) Du Y., Linhardt R.Tktrahedron1998 54, 34, 9913;
(d) Beau J. M., Gallagher Top. Curr. Chem1997, 187, 1; (e) Nicotra FTop. Curr. Chem1997 187, 55;

(f) Sinay P.Pure & Appl. Chem1997, 69,3, 459 et références citées

% (a) Ringel S. M., Greenough R. C., Roemer S., @oiln, Gutt A. L., Blair B., Kanter G., Von Stramann

M. J. Antibiot. 1977, 30, 371; (b) Kende A. S., Fuijii Y., Mendoza J.JSAm. Chem. S0499Q 112,26, 9645;

(c) Kende A. S., Mendoza J. S., Fujii Yetrahedronl993 49,36, 8015

° Pettit G. R., Cichacz Z. A., Gao F., Herald C.Boyg M. R., Schmidt J. M., Hooper J. N. A.Org. Chem.
1993 58,6, 1302

* Hanessian STotal Synthesis of Natural Products. The Chironrapph1983 Pergamon Press, Oxford

®Cai S. Q., Wang R., Yang W., Shang M., Ma C., Sinog Y.Chemistry & Biodiversit20086 3,3, 343

® Dinda B., Bhattacharya A.De Chandra U., Arima S., Takayanagi H., Harigay&fem. Pharm. Bul2006
54,5, 679

" (a) Sanhueza C. A., Mayato C., Garcia-ChicanoDiaz-Penate R., Dorta R. L., Vazquez JBioorg. Med.
Chem. Lett.2006 16, 16, 4223; (b) Chaulagain M. R., Postema M. H. D.,evialte F., Pietraszkewicz H.
Tetrahedron Lett2004 45,41, 7791

8 (a) Zou W.Current Topics in Medicinal Chemist8005 5, 14, 1363; (b) Stolz F., Blume A., Hinderlich S.,
Reutter W., Schmidt R. FEur. J. Org. Chen2004 15, 3304

° (a) Robson R. J., Dennis E.Acc. Chem. Red983 16,7, 251; (b) Férster T., Claas M., Seipel W. Brevet
DE4417476A11995
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

Schéma 1:C-glycosides reconnus comme anticancéreux et inhibiirs d’enzymes

OBn OBn OH o
@
o 0 2 Na NH
" "o o e PN
a ANl Po_ P N o
N /O
Ho P P ©
OBn o) (o)
N Y HO OH
~
Anticancéreux contre Inhibiteur de
la leucémie (cellules HL60) la B-N-acétyl -D -glucosaminyle transférase

Leur activité biologique est en grande partie dleua stabilité vis-a-vis de leurs homologues
O-glycosidiques contre, notamment, I'hydrolysevivo de la liaison anomérique par les glycosidases
(Schéma 2). Toutefois, |€sglycosides ne sont pas a I'abri d’autres enzynéggatiantes s’ils doivent

étre éliminés par I'organisme.

Schéma 2 : Etat de transition de I'’hydrolysen vivo de la liaison anomérique

Enz

Surface d'un site actif quelconque

Leurs propriétés physiques (Tableau 1) sont aussitaut car il n'existe pas d’effet anomere
ni exo-anomere. Le moment dipolaire et I'électraidgté de la liaison anomérique s’en trouvent
diminués. Tout ceci favorise une certaine stabifééctionnelle en milieu biologique. Toutefois
'absence de formation de liaison hydrogéne avegryfjene anomeére peut étre un obstacle pour

interagir efficacement avec le site actif d’'uneyne.
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

Tableau 1 : Propriétés physiques de®- et C-glycosides

O-Glycosides| C-Glycosides
Longueur de liaison 0-C;=1,43A| 0-C;=1,54 A
Rayon de Van Der Waals 0=152A 0=20A
Electronégativité 0=3,51 C=235
Moment Dipolaire C,-0=0,74D| C-C=0,3D
Liaison Hydrogéne possible 2 -
Effet anomeére® (Schéma 3) oui non
Effet exo-anomeéré® (Schéma 3 oui non

Schéma 3 ; Effets anomeére et exo-anomere
Effet anomeére Effet exo-anomeére

doublet
libre axial

Interaction sp?

Méme en l'absence deffets anomére et exo-anomi®,C-glycosides adoptent une
conformation anomérique antipériplanaire similaireelle de€O-glycosides (Schéma 23.En effet,
'étude des constantes de couplages par RMN démarigirement cette attitude. De plus, la
comparaison des interactions stériqgues entre lesrais conformations anomériques montre que
l'interaction gauche carbone/oxygene (cas I-A) ewiins défavorable que l'interaction gauche
carbone/carbone (cas I-B), elle-méme moins déféleragque la double interaction gauche
carbone/carbone-carbone/oxygéne (cas I-C). En ,olgee valeurs des angles diedr@spour la
configurationa (+55°) et pour la configuratiop (-80°) sont en accord avec les données obtenugs po

les méthylp-glucosides?

10 (a) Effet anomére Tendance d'un groupement alkoxy sur le carbonenénique G, a s’orienter en position
axiale plutdét gu’en position équatoriale, malgré Ieteractions stériques défavorables. (Terme duitopar
Lemieux R. U.Abstracts of papers, Am. Chem. S&658 133 31N). En terme orbitalaire, il existe un
recouvrement entre un des doublets non liants aeydene endo-cyclique et I'orbitale anti-liant® de la
liaison G-OR.

(b) Effet exo-anomérearientation privilégiée de la liaison O-R du greugkoxy sur le centre anomérique.
(Terme également introduit par Lemieux R.G&n. J. Cheml969 47, 4427)
MWu T. C., Goekjian P. G., Kishi Y. Org. Chem1987 52, 4819
2L emieux R. U., Koto STetrahedronl974 30,13, 1933
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Schéma 4 : Comparaison des conformations

H H H
O - R_, R
\»(p _ 57 )Q(
! - O (@] _— 7(0
Casl O\ ZZR x
R
I-A I-B I-C
Interaction stérique : [©) @ o
Interaction électronique : @ 0 @
Angle @: + 60° +180° - 60°
Hy Hy Hy
O HR R_,\ R HS HS HR
0 0 0
CasII H,C._ Hs Hr R
R
II-A II-B II-C
Prédiction des JHiHs = 13 Hz JHiHs =3 Hz JHiHs = 3 Hz

constantes de couplage Jhipr = 3 Hz Jhir = 13 Hz JniHr = 3 Hz
R
w = o) 0 = OH
oL =
R R R
Cas II1
H H H
III-A III-B III-Cc
Hg Hs R
Q o} o} e}
Cljz
R Hs R R Hg HR Hs
CasIV Hy Hy Ha
IV-A IV-B IV-C
Prédiction des JHins = 12 Hz JHiHs = 3 Hz JHiHs = 3 Hz

constantes de couplage

P
’

Jninr = 3 Hz

‘]Hl,HR =12 Hz

JHl,HR =3 Hz

-"Interaction gauche carbone/oxygéne ﬂ— Interaction gauche carbone/carbone

@ favorable © défavorable Hg:proton proR  Hg: proton pro S

Ainsi, les C-glycosides sont des candidats biologiguement @sgamts pour mimer les

O-glycosides dans le milieu cellulaire.
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

b- Méthodes de synthéseCglycosides:®

Il existe principalement quatre approches pourtsdtiger diversC-glycosides (Schéma 5) :
= Voie A : Attaque d'un nucléophile sur le carbonemeérique (Substitution électrophile)
= Voie B : Attaque d'un électrophile sur le carbomemérique (Substitution nucléophile)
= Voie C: Réactions radicalaires

= Voie D : Formation du cycle du glycoside

Schéma 5 : Quatre principales méthodologies pour sthétiser desC-glycosides

SN
o@‘—\@ 00
Nu E

Dans ces quatre méthodologies, I'induction stéléotge aboutissant a la configuratiarou

B du carbone anomérique C1 est constamment un défte Gélectivité dépend de la nature de
I'électrophile, du nucléophile, du sucre en lui-ngé@-Glucose,D-Mannose D-Galactose...) et des

conditions réactionnelles.

&, La voie A est sans doute la méthode la plus coehigeplus exploitée.
Elle regroupe, entre autres, les substitutions meimes partants ou halogénés en position
anomérique par un organométallifuéSchéma 6), I'ouverture de 1,2-anhydrosuéréSchéma 7),

I'addition sur des lacton&5Schéma 8) et les réactions sur des glytéBchéma 9).

13 (@) Brown D. S., Bruno M., Davenport R. J., LeWwSTetrahedronl989 45,13, 4293; (b) Kozikowski A. P.,
Konoike T., Ritter ACarbohydr. Res1987, 171,1, 109

14" (a) Rainier J. D., Cox J. NDrg. Lett.200Q 2,17, 2707; (b) Leeuwenburgh M. A., Timmers C. M., \er
Marel G. A., Van Boom J. H., Mallet J. M., SinayTetrahedron Lett1997, 38,35, 6251; (c) Leeuwenburgh M.
A., Litiens R. E. J. N., Codée J. D. C., Overklg#ftS., Van der Marel G. A., Van Boom J. Gltg. Lett.200Q
2,9, 1275; (d) Bellosta V., Czernecki Garbohydr. Resl993 244,2, 275

15 Streicher H., Reiner M., Schmidt R. R.Carbohydr. Chenl997, 16,3, 277

% Toshima K., Miyamoto N., Matsuo G., Nakata M., Blahura SChem. Commuri996 11, 1379
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

Schéma 6 : Substitution d’'un groupe partant par unorganométallique

\\SPh \Et
_EtZn CHily
BnO" "/OBn Toluene BnO" "/OBn
Bn

67% 0(/[3 72:28
Ac

OAc
toj SO,Ph kloj <Ph
PhMgBr
ZnBr
co" = ’ N

71% 0/ 83:17

Schéma 7 : Ouverture de 1,2-anhydrosucres

OBn Jﬁ&/ f'ﬁ& OBn
Cl
® (e}
o) o) BnO

|u
_H

- ——>  BnO
O niBgll_l Zn Zn HO
n
’ X X It
i R R | Ph
OAc OBn
1) Me,Culi OAC 1) Me,Culi OA(S:
AcO (0] 2) Acétylation o 2) Acétylation BnO -
AcO e~ ACO - BnO
66% AcO OA)
(@] OAcC Me
Schéma 8 : Addition sur une lactone
OBn OBn OBn
i Ar
BnO o) M, BnO (0} - BnO (o)
BnO BnO —— BnO Ar
BnO O BnO oH BnO

Schéma 9 : Réactions sur des glycals

AcO

AcOl—o OTMS

OAc
/

Montmorillonite Ky
CH,Cl,
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

&, La voie B met en jeu des sucres métallés obtentupaoréduction, soit par déprotonation ou
par échange métallique.

La méthode utilisant la réduction d’un groupemarituse'’® ®ou sulfone,’® par exemple, en
position anomérique permet de former un lithiererimtédiaire. Celui-ci réagit a basse température
avec divers électrophiles pour conduire sélectivéma I'a-C-Glycoside. Si I'addition des
électrophiles est effectuée aprés une remontée taripérature, alors nous accédons majoritairement
auxp-C-Glycosides (Schéma 10).

Schéma 10 : Sucres métallés obtenus par réduction

OMe Lithium- OMe OMe
Naphtalene
MeQ o W MeO X—Q | HT A8 mn | eo o
MeO —_— MeO - MeO Li
X Li
X =Cl, SPh, SO,Ph -78‘C Acétone -78C | Acétone
MeO
MeO MeO o OH
MeO
81%  a/p 98:2 59%  a/f 1:99

Il est possible de déprotoner la position anomérigossédant un groupe stabilisateur d’anion
(nitro, sulfone, ester, ...). Aprés formation deitason C-C souhaitée, le groupe stabilisateur @toit
enlevé. Cette coupure est I'étape déterminant tdigurationa ou 8 du C-glycoside final (Schéma
11)1*

Schéma 11 : Sucres métallés obtenus par déprotonati

OTBS OTBS 1) Lithium- OTBS
1) LDA Naphtaléne
TBSO Q 2) (Me0),CO  TBSO 0 (Li-N)  TBSO Q
TBSO ——— TBSO CO,Me ———— TBSO
SO.Ph 2) MeOH
2 SO,Ph CO,Me
alB 1:20 a/ 10:1

Les glycosides métallés sont également accesgiblesransmétallation. Hanessian et ¢oll.
ont utilisé la base de Schlosser pour déprotoneglygal, puis un groupe stannylé est introduit en
position C1. L'étape suivante est un échange dithinm suivi de I'attaque de I'anion obtenu sur un
électrophile E (Schéma 12). Cette méthode a été utilisée par léfegour la synthése de

C-glycopeptides’

7 (a) Cohen T., Matz J. R. Am. Chem. So¢98Q 102,22, 6900; (b) Cohen T., Lin M. T. Am. Chem. Soc.
1984 106,4, 1130; (c) Beau J. M., Sinay Petrahedron Lett1985 26,50, 6185

18 (@) Beau J. M., Sinay Hetrahedron Lett1985 26,50, 6193; (b) Aebisher B., Vasella Melv. Chim. Acta
1983 66, 789; (c) Baumberger F., VasellalAelv. Chim. Actd 983 66, 2210

¥ Hanessian S., Martin M., Desai R.JCChem. Soc. Chem. Comt886 926

2 Burkhart F., Hoffmann M., Kessler Aingew. Chem. Int. Ed. Engl997, 36, 1191
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

Schéma 12 : Sucres métallés obtenus par transmétdlbn

OTBS OTBS OTBS
(0] tBuOK/nBuLi o SnnBus ) (0] E
nBu;SnClI nBuLi
N v E@ N
TBSO' TBSO' TBSO'
oTBS OTBS OTBS

& La voie C présente I'avantage de se dérouler dasscdnditions réactionnelles douces et
compatibles avec de nombreux groupes fonctionn&le évite les réactions secondaires
d’épimérisation ou d’élimination dues a la formatun anion (inconvénients de la voie B) et permet
une bonne stéréosélectivité. La voie C met en gsurélactions inter- et intramoléculaires.

Les radicaux anomériques peuvent étre générésopaure homolytique de diverses liaisons
carbone-hétéroatome soit avec des dérivés denl’étaprésence d’'azo-bis-isobutyronitrile (AIBN), en
tant qu'initiateur, soit par irradiation ultra-vaite. Le radical formé est stabilisé par effet agi@mnLa
présence d'alcénes pauvres en électrons conduit @Gugkycosides correspondants dont la

configuration dépend du mode d’amorcage (dérivégtin ou irradiation) (Schéma 13).

Schéma 13 : Réactions radicalaires

‘e ‘ + ‘
TBSO ‘0 TBSO” Y 'O TBSO® Y 0
()\ﬁ, ()\ﬁ,

0

o B
Bu3SnOTf 95% a/p 1:99
hv 87% a/B92:8
L'équipe de J.M. Bed@ a développé des réactions radicalaires intramkli#es faisant
intervenir le diiodure de samarium. Selon la camnfégion du carbone 2, on accéde &aglycosidesx

ouf (Schéma 14).

2L (a) Hanessian Preparative Carbohydrate Chemistt@97 Marcel Dekker Inc., New York, 507; (b) Keck G.
E., Enholm E. J., Kochensky D. Fetrahedron Lett1984 25, 1867; (c) Dupuis J., Giese B., Hartwig J., Laisin
M., Korth H. G.J. Am. Chem. So&985 107, 4332

22 (a) Mazeas D., Skrydstrup T., Doumeix O., BeailJAngew. Chem. Int. Ed. Endl994 33, 13, 1383;
(b) Skrydstrup T., Mazeas D., Elmouchir M., Doism&a., Riche C., Chiaroni A., Beau J. l@hem. Eur.J.
1997 3, 1342
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Schéma 14 : Réaction intramoléculaire avec activatn par le diiodure de samarium

O/ v
BnO -0 x ﬂ» B O%R ——— Bno -0
Bno R Bno BRo N\ R
SOZPy L -
OBn OBn OBn
(@] (o]
BORO SOpy _Smlz_ |BOOH "85
(6] (o) HO
~ | . R NN
/SI —Si
XR L / _ R

&, La voie D est tres intéressante car elle couvrsigluis types de formation de cycle.
- Soit le cycle glycosidique existe déja, son otwer suivie de sa refermeture permet alors d’ireduir
préférentiellement un anomere par rapport a 'aulest une méthode largement utilisée faisant
intervenir le plus souvent la réaction de Wittigviaid'une cyclisation soit par une ba5¢Schéma

15), soit via un bromoniurf,via un iodoniunf® soit par oxymercuratiGhou encore par un dérivé du
sélénium’ (Schéma 16).

Schéma 15 : Cyclisation en utilisant une base

Ph/%o o PhgP=CHCO,Allyl Ph’%O OH/ DBU Ph/%O o
HO - HO COAllyI—~ HO
o=

NH OH NH

HN
o= o= COAlyi
R

R R
43% 0 7%P

Schéma 16 : Comparaisons des inductions des cyctisas avec des dérivés halogénés,

mercuriques et séléniés

oBn OBn Electrophile  Rendement Induction a/f
Electrophile X I2 79 18/82
- § Br, 75 16/84
BnO'
OBn OBn Hg(OAc) 87 11/89
Hg(OCOCF), 63 11/89
X =1, Br, HJOAc, Hg(OCOCF3), SePh PhSeCl 46 60/40

% vyplel H., Scholz D., Macher 1., Schindimaier Kghiitze EJ. Med. Chem1991, 34, 2759

24 Armstrong R. W., Teegarden B. R.Org. Chem1992 57, 915

% Nicotra F., Panza L., Ronchetti F., Russo G., Tem@arbohydr. Res1987 171, 49

% (a) Liu P. SJ. Org. Chem1987, 52, 4717; (b) Qjao L., Vedras J. €..Org. Chem1993 58, 3480
2" Lancelin J. M., Pougny J. R., Sinay@arbohydr. Res1985 136, 369
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- Soit la taille du cycle du glycoside initial asférieure a celle du cycle nouvellement formé. La
encore une ouverture-fermeture s'impose. Cette fofaut utiliser des réactifs de Grignard ou des
dérivés organozinciques. Apres introduction d'uougre vinylique en position anomérique d'un

furane, les sels de mercure conduisent au cyclanmue avec une excellente induction et des
rendements corrects (Schéma ¥7).

Schéma 17 : D’'un cycle furanique a un cycle pyranige

OBn
1) Hg(OAC), Ou
ZANTER 2) KCI “SHgel
— =
20T 9% o o 51% o ",
OH BnO OH
OBn

OBn
1 seul isomere

OBn

OBn OBn
1) Hg(OAC), o
0 2 2) KCl HgCl
OH —'0
. 20C  80% 71% K
BnO® - BnO Y OH
OBn OBn OBn

95:5

- Soit le composé initial est une chaine ouverteurPobtenir une cyclisation, ce produit doit
notamment posséder un bon groupe partant tel wydaé® (Schéma 18) ou contenir une fonction
époxydé® (Schéma 19).

Schéma 18 : Cyclisation par substitution d’'un halogne
OH

W 1) TBDMSIOTY, Et3N (67%) O oTBS
ol
HO cl \
\\~ —

o OH 2) gg” NF THE  TBSO \ ras
(79%)

Schéma 19 : Formation d’un cycle pyranique par ouugure d’'un époxyde

(0]
0.5 1) Ce<NH4)2(N03 BnO,,

OPMB

~ o '/,OB oot '/
OBn

OAc

BnO/,,

BnO

2 Boschetti A., Nicotra F., Panza L., RussoJGOrg. Chem1988 53,18, 4181
9 Schmid W. Whitesides G. Am. Chem. So99Q 112, 9670
%Wang Y., Babirad S. A., Kishi Yd. Org. Chem1992 57, 468
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- Soit lesC-glycosides sont formés, par exemple, par uneasiton de Claiseh (Schéma 20).

Schéma 20 : Transposition de Claisen

>
Z _0._0 ., _O.__OTMS N R
T ]/
0 0 0~ Yco,Me

R =H, TMS, Me

Ce rapide survol sur les différentes méthodes detlsgses de<-glycosides nous
montre bien la difficulté pour obtenir une excellém induction anomérique quel que soit le
substrat.

Notre laboratoire s’intéresse principalement a Ilsoie D. Nous souhaitons
développer une stratégie globale simple et généedile basée sur I'ouverture-fermeture
d'un pyranose, avec ou sans réduction de taille, é@nduisant une excellente
stéréosélectivité.

L’alcynylation de 2,3-dialkoxy-aldéhydes chirauxsdus de sucres, suivie d’une
cyclisation intramoléculaire, nous permettrait dgrrghétiser diversC-glycosides (Schéma
21). Afin d'obtenir d’excellentes diastéréoséledtids, I'utilisation de métaux est un
parametre crucial. Nous devons donc étudier les latiéns possibles entre des métaux

appropriés et nos substrats chiraux.

Schéma 21 : Projet orienté vers la synthése @&glycosides

. Q\@ R™
O R
\_‘ /_\ ) OQ‘(\;\Q
M—————R" -""'"‘\@\% o=---- > Q
RO H S
RO RO
ST N
2,3-dialkoxy- e N "
aldéhydes chiraux  Alcynures métallés R
dérivés de sucres fonctionnalisés C-glycosides chiraux

31 Burke S. D., Armistead D. M., Schoenen F. J., §&viM. Tetrahedronl 986 42, 2787
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L'addition de réactifs organométalliqgues sur dedéhydes chiraux est souvent rencontrée
dans les synthéses organiques et le contrle daétéosélectivité de ces réactions est un défi
permanent. Les travaux de Cram, Felkin et Anh psepb des modél&s pour expliquer les
configurations relatives obtenues. Ces étudesdiaitieurs toujours d’actualité dans la littératdte

Les alcools propargyliques chiraugsus de I'addition d’'alcynures sur des aldéhydésaax,
sont des synthons trés appréciés dans la synthéseomhposés biologiquement acfifsPar
conséguent, le contrdle de la diastéréosélectildtée type de réaction est extrémement important et
implique le plus souvent l'utilisation de métaux.

En général, ces additions dépendent fortement bistrsu et de différents parametres tels que
le solvant, la température de réaction, la naturdaeposition des groupes protecteurs présents.
Diverses chélations entre les hétéroatomes, ettou eng de la fonction aldéhyde, et un métal jouent
également un réle crucial dans la déterminatiotadbastéréosélectivité de la réaction. Dans leocas
un seul hétéroatome (O, N, S) est en position B ale la fonction aldéhyde, alors la chélation
1,2 favorise une approche Is2adu nucléophile (Schéma 22, cas a) tandis quediatibn 1,3 induit
préférentiellement une sélectivité BBt (Schéma 22, cas b). La prédiction de la diastétéctvité
devient plus périlleuse pour les aldéhydes 2,3ndtionnalisés a cause de la compétition entre ces
chélations 1,2 et 1,3.

Schéma 22 Modele de Cram chélaté pour les chélations bideéés 1,2 et 1,3

Chélation 1,2: casa Chélation 1,3: casb
N Nu 1
\\ ! R
Rz % RY
o Cs ¥ _H Cs Nu
/ —_— —_— =
Cs ~ | z
RN RZ, O RZ OH
Nu M 1,3-anti
ES OH Cs Cs
RzQ H RZ H RL H RL H
Nu — —_—
H H Nu RZ H Rz H
Cs CS N //’// ; Nu HO''Y
M Q' H H Nu
M = cation métallique R = groupe protecteur
Z=0,NR', S Rl=H, alkyl, OR', NR'R", SR'

% Guillarme S., PIé K., Banchet A., Liard A., Hauchg A. Chem. Rev2006 106, 2355

33 (a) Cram D. J., Abd Elhafez F. &. Am. Chem. So&952 74,23, 5828; (b) Chérest M., Felkin H., Prudent
N. Tetrahedron Lettl968 18, 2199; (c) Anh N. TTop. Curr. Chem198(Q 88, 145

3 (a) Reetz M. TAngew. Chem. Int. Ed. Engl984 23,8, 556; (b) Mengel A., Reiser @hem. Re. 1999 99,
1191; (c) Smith R. J., Trzoss M., Buhl M., BienZsr. J. Org. Chen2002 16, 2770

% (a) Furstner A., Wuchrer MChem. Eur. J2006 12, 76; (b) Hanessian S., Sahoo S. P., Bottd &rahedron
Lett. 1987, 28,11, 1143; (c) Lopez R., Poupon J.-C., Prunet J.,Zeérd.-P., Ricard LSynthesi005 4, 644;
(d) Lam H. W., Pattenden @ngew. Chem. Int. EQ002 41,3, 508
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Quand il N’y a pas de chélation possible (ou sél possibilité d'une coordination monodentée
avec un acide de Lewis par exemple), I'attaque éagtlile peut s’'effectuer des deux co6tés de
l'aldéhyde et conduit aux produits 1sgn et 1,2anti. L'addition étant régie par les regles de
Felkin-Anh, la proportion des produits obtenus ag&palors de la nature des groupes présents en
position 2 et 3 de I'aldéhyde (Schéma 23). Dansale d’'une complexation de 'aldéhyde avec un
acide de Lewis trés encombrant, les interactiogsigstes jouent un rdle trés important et une
sélectivité 1,2anti est attendue. Toutefois, la littérature nous indique les inductions observées ne
sont pas aussi €levées qu’espérées car il fautrégat prendre en compte un autre facteur décisif,
celui de linteraction stérique entre le nucléoglet le groupe en position 2'jRet/ou la deuxiéme

chaine (CHRR?). Il est alors parfois difficile de prédire I'apgmhe préférentielle du nucléophile.

Schéma 23 : Approche de Felkin-Anh en présence oomd’une chélation monodentée

Pas de chélation Chélation monodentée
Nu Nu

’ ’

Rt R/

’

R3\|)\((H ou RWH
R? Q\

Nu E Nu
/Acide de
‘ Lewis
R! R?
3 3
R \l)\rNu etiou R \l)\_/Nu
R2 OH RZ O
1,2syn 1,2-anti

La chélation 1,2 est possible pour les 2-alkoxy¥hjdles (Z = O). Observons le comportement de
divers métaux sur ce type d’aldéhyde.
= Avec le lithium, trois tendances sont observées :
1) un groupe protecteur encombrant OR en positiomawibau produit 1,2nti*® '
2) laddition d’éther couronne spécifique du cation bu de HMPT a la réaction améliore
encore la sélectivité en faveur du a2
3) dans le cas d'un groupe protecteur moins encomtarposition 2, une bonne sélectivité

1,2-anti peut étre obtenue dans le THF & basse tempé(af8re)®

3 Alami M., Crousse B., Linstrumelle G., Mambu Larchevéque MTetrahedron: Asymmi997 8, 2949
37Pilli R. A., Victor M. M., de Meijere AJ. Org. Chem200Q 65, 5910
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

= ['utilisation de dérivés du bore en tant qu'acigelatwis montre une induction tres favorable pour
le diastéréoisomeére 1ahti.*°

» Les dérivés du magnésium favorisent fortement éation 1,2 conduisant & des diastéréoisoméres
1,2syn™ Il est a noter que l'utilisation de solvants cdpashts du cation Mg (THF/HMPT)
affaiblit la chélation 1,2 due au magnésium.

= En 1987, Mead a publié une étude détaillée de ifimdde dérivés d’alcynures zinciques sur des
2-alkoxy-aldéhydes. Il a montré que I'utilisatioa sels de zinc conduit & une excellente sélectivité
1,2synqui dépend aussi bien du contre-anion associénawjmne de la température de réaction et
du solvant (Schéma 24).

Schéma 24 : Influence des sels de zinc et du soltzan

1,2-syn 1,2-anti

Conditions de réaction Rendement (%) 1,2-syn/1,2-anti

THF, -78°C / 45/55
ZnCl,, THF, -78°C / 66/34
ZnBr,, THF, -78°C 75 81/19

ZnBr,, THF, 0°C 70 76/24
ZnCl,, EtO, -78°C 65 88/12
ZnBr,, Et,0, -78°C 95 95/5

L'auteur se base sur le schéma 22 pour expligustélgosélectivité observée. Dans le THF, I'additio
d’alcynure zincique sur l'aldéhyde augmente la ¢jtéade produit 1,Zynformé. Cette sélectivité est
encore améliorée si le contre-anion est un ion brenfznBg). Les meilleurs résultats ont été obtenus
a basse température (-78°C). Les mémes tests wffeaans un solvant moins chélatant (le
diéthyléther) conduit au produit 18t avec un excellent rendement de 95% et une boheetisie.
Mead, Maezaki et Trost indiquent également queréssiltats précédents sont toujours valables

lorsque I'aldéhyde posséde des groupements plusrdmants (Schéma 25).*

% Young R. N., Champion E., Gauthier J. Y., JoneRT.Leger S., Zamboni Rietrahedron Lett1986 27,
539

% Evans J. C., Goralski C. T., Hasha DJLOrg. Chem1992 57, 2941

“0Clive D. L. J., Tao, Y., Bo Y., Hu Y.-Z., SelvakamN., Sun S., Daigneault S., Wu Y.Ghem. Commun.
200Q 1341

* Mead K. T.Tetrahedron Lett1987, 28,10, 1019

2 (a) Maezaki N., Hirose,Y., Tanaka Org. Lett.2004 6, 2177; (b) Trost B. M., Ball Z. T., J6ge Angew.
Chem. Int. EJ2003 42, 3415
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Schéma 25 : Addition d’alcynures zinciques sur dive aldéhydes

OR? OR? RS OR? R3
B i—=——R3 R 7 R 7z
H OH OH
1,2-syn 1,2-anti
R! R? R® Rendement (%) 1,2-syn/1,2-antiRéf.
(CH3).CH Bn Ph 92 99/1 41
CH; Bn NCsH13 79 84/16 41
(CH3).CH Bn NnCsH13 78 98/2 41
CH; PMB nC4Hq 85 87/13 42a
Ph CH  Ph(CH)s 75 91/9 42b

= Peu d'exemples sont reportés dans la littératureeermant I'utilisation de dérivées du césium.
Ishiyama et al. ont observé une diastéréosélectmitdeste en faveur du produit Sylors de la

synthése de 'amphidinolide B.

= L'utilisation de plusieurs métaux permet de généles especes organométalliques particulieres a
partir d’un alcynure lithié suite & un échangeilit/métal, ce dernier étant introduit généralement
en quantité steechiométrique (Tableau 2). Dansinsrtas, la nature exacte de I'organométallique

formé est sujet & caution et le métal ajouté pleus gouer le réle d’acide de Lewis (cas du béfe).

Tableau 2 : Influence de la transmétallation sur ladiastéréosélectivité

Aldéhyde Alcynure métallé| Echange Li/Métal M | 1,2syn/ 1,2anti | Réf.
9Bn Li/Mg 95/5
"'mo M—=——TMs 45
Meo" N0 % Li/Ti 11/89
H H
Li/Mg 74/26 41
C:JBn
/\l//o M—=—=—pPh Li/Ti 36/64 46
H
Li/Zn 95/5 41

Cette étude sur la chélation 1,2 et les métaux dapa d’induire une bonne

diastéréosélectivité nous permet déja d’entrevourely métaux et quelles conditions de

3 |shiyama H., Takemura T., Tsuda M., KobayasHietrahedron 999 55, 4583

“Dolence E. K., Adamczyk M., Watt D. S., RussellB5. Horn D. H. STetrahedron Lett1985 26, 1189
> Abel S., Faber D., Hiiter O., Giese®/nthesid999 1, 188

“® Krause N., Seebach Bhem. Ber1987, 120, 1845
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réaction (solvant, température) sont intéressantaipnotre projet. En effet, l'utilisation du

zinc nous donnerait acceés aux alcools propargyligué,2syn et le titane induirait la

stéréosélectivité inverse. La sélectivité de cesamé est améliorée a basse température

dans le diéthyléther pour le zinc et dans le THFysde titane.

Nos aldéhydes possédant un groupement ZR en posBio nous devons également

observer les influences de la chélation 1,3.

Considérons d’abord les cas ou la position 2 dddlayde ne posséde pas d’hétéroatomes chélatants.

La chélation 1,3 étant la seule possible, la ghidé I'induction dépend de la configuration et

de I'encombrement stérique du groupkdr position 2 de I'aldéhyde. Quatre stéréoisomeoes

envisagés (Schéma 26) :

- si ZR et R sont en positiosyn alors le produit 1,2nti est majoritairement obtenu

- si ZR et R sont en positioanti, alors I'induction 1,3anti sera modérée

Schéma 26 : Chélation bidentée 1,3

Caspbl:
R INu R!
R2 pu ., R Nu
| -
RZ. O RZ OH
o Bonne
||| Enantioméres selectlv[t
Casb4: 1,3anti
— Nu Rl

RZ,
o
Etat de transition pré-chaise
favorable défavorable
Nu 7R
H\_/ “,
R2 L O|||||\/|
SE— e R
7O'M ; ;
RLH ZR Nu | R?

1,3anti 1,3syn

34

Casb2:
- INU B1
- 2 -
R2 “_F.H R g Nu
RZ lo Rz OH
M Sélectivité
|||Enantioméres 1,3-anti
Cas b3: modérée
R1\§\ Nu Rl
RZ\/H// RZ\/'\‘/NU
o 2
RZ, O RZ OH
»
Etat de transition pré-chaise
Rl< R Rl> R
Nu R1 H ZE\:
Rﬁzé \_O"",M
/:\O"\'\iM
H ZR Nul) R2
R! R!
R2. _~_ _Nu RZY\/ Nu
Rz OH RZ OH
1,3-anti 1,3syn
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Si aucune chélation n’est observée, la diastéréctdété est définie en suivant les régles de
Felkin-Anh. La configuration relative au pied dé JRue toujours un rdle important et les deux
produits 1,3synet 1,3anti peuvent étre formés avec, dans chaque cas, wtérdasélectivité 1,2yn
prédominante (Schéma 27).

Schéma 27 : Absence de chélation : régles de Feldmh

Nu Nu
R o\ H R
R2 H ZR R2 Nu
p— —_—
2
RZ o) ) R ZR OH
(1,2syn
1,3syn
Nu Nu
I. R
Bl ll 2 H H El
R? pH o R L R_A M
RZ O RZ O\Rl ZR OH
(1,2syn
1,3anti

= Selon la littérature, le lithiuthet le magnésiuffin’induisent pas ou sinon trés peu de sélectivité.
» Les alcynures d'étain sont plus sélectifs en favdwirproduit 1,3anti (ed > 90) mais il est
nécessaire d’ajouter un acide de Lewis tel queAME ou BF;.OEL. La diastéréosélectivité

s'inverse en faveur du produit 1s§navec un acide de Lewis dérivé du titane (JWRr)*°

Ce type de chélation est plus délicat. Peu de m¥étaont capables d’induire une

bonne sélectivité, ils ont de surcroit besoin dade d'un acide de Lewis.

Nos aldéhydes possedent des groupements alkoxy foitaen position 2 et en
position 3. Les paramétres pour favoriser une chéa soit 1,2 soit 1,3 sont différents et il

faut maintenant tenir compte de l'influence conjuge de ces deux chélations.

%7 (a) Takatori K., Tanaka N., Tanaka K., KajiwaraWeterocycled993 36, 1489; (b) Miyata O., Nakajima E.,
Naito T. Chem. Pharm. Bull2001, 49, 213; (c) Marshall J. A., Johns B. A. Org. Chem200Q 65, 1501;
(d) Toshima K., Arita T., Kato K., Tanaka D., Matsura S.Tetrahedron Lett2001, 42, 8873

8 (a) Haustedt L. O., Panicker S. B., Kleinert Martdng I. V., Eggert U., Niess B., Hoffmann H. M. R
Tetrahedron2003 59, 6967; (b) Ball M., Gaunt M. J., Hook D. F., Jesan A. S., Kawahara S., Orsini P.,
Scolaro A., Talbot A. C., Tanner H. R., Yamanoil®y S. V.Angew. Chem. Int. E@005 44, 5433

9 (a) Evans D. A., Halstead D. P., Allison B. Detrahedron Lett1999 40, 4461; (b)Evans D. A., Allison
B. D. Yang M. G.Tetrahedron Lett1999 40, 4457
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c- Cas des 2,3-dialkoxy-aldéhydes: Chélation 1,2 .8U?

Prédire la stéréosélectivité de I'addition d’'unyalgre métallé sur un 2,3-dialkoxy-aldéhyde
chiral reléve du défi. Le choix du métal devierdralprimordial et les conditions de réactions dewro
étre plus rigoureuses. Les meilleures inductionsit sattendues pour les diastéréoisomeres
correspondant a la fois a une chélation 1,2 eteachlation 1,3 (en tenant compte de I'encombrement
dd au groupement alkoxy en position 2).

= Hormis certains ca$,le lithium n’est pas un métal permettant une e&oé inductior’?
= Une forte chélation 1,2 avec les 2,3-dialkoxy-algids et le magnésium est attendue pour
conduire majoritairement a l'isomére kga* Si la chélation est difficile ou impossible (cas
des isopropylidénes), la diastéréosélectivité e$teeur du produit 1,2nti.>* >3
= En général, l'utilisation de dérivés du titane asihdavorablement a une diastéréosélectivité
1,2anti. Il est & noter qu'ellsuit les regles de Felkin-Anh car il n'y a pas télation pour
des raisons stériqués.
= Un seul cas reporte l'utilisation de dérivés du garese. Ceux-ci induisent des produits
1,2syngrace a une chélation 1,2 efficace.
= Selon I'étude des 2-alkoxy-aldéhydes, le zinc st efficace dans les chélations 1,2 et induit
une excellente sélectivité 1s¥n Mead a également observé cette tendance avec un
2,3-dialkoxy-aldéhyde (Schéma Z8)Lu et al. ont exploité cette diastéréosélectidiéds la

synthése de Ia-Lyxo-phytosphingosing®

%0 (a) Bukownik R. R., Wilcox C. Sl. Org. Chem1988 53, 463; (b) Gaudino J. J., Wilcox C. $.Am. Chem.
S0c.199Q 112 4374; (c) Williams D. R., Jass A. P., Tse H.-L, Baston R. DJ. Am. Chem. So&99Q 112,
4552; (d) Sharma G. V. M., Punna S., HymavathiReddy N. Y., Krishna P. R., Chorghade M. S., LeWwS.
Tetrahedron: Asymr005 16, 1135; (e) Su Y.-L., Yang C.-S., Teng S.-J., ZBapDing, Y.Tetrahedrorn2001,
57, 2147

°1 (@) Smith A. B., Friestad G. K., Barbosa J., Benesque E., Hull K. G., lwashima M., Qui Y., SabratB.
A., Spoors P. G., Duan J. J.-\0.. Am. Chem. S04999 121, 10468; (b) Czernecki S., Horns S., Valery J.-M.
J. Org. Chem1995 60, 650; (c) Michelet V., Adiey K., Tanier S., DujandG., Genét J.-PEur. J. Org. Chem.
2003 2947

2 (a) Marco-Contelles J., de Opazo E., ArroyoTétrahedron2001, 57, 4729 ; (b) Marco-Contelles J., de
Opazo EJ. Org. Chem2002 67, 3705; (c) Ley S. V., Michel FSynthesi®004 147; (d) Michel P., Ley S. V.
Angew. Chem. Int. E@002 41, 3898; (e) Dixon D. J., Krause L., Ley S.).Chem. Soc, Perkin Tran22001,
2516

%3 (a) Buchanan J. G., Dunn A. D., Edgar AQrbohydrate. Re4974 36,1, C5; (b) Buchanan J. G., Dunn A.
D., Edgar A. RJ. Chem. Soc. Perkin Trans.1975 1191; (c) Pearson W. H., Hembre ETdtrahedron Lett.
2001, 42, 8273

* Trost B. M., Harrington P. El. Am. Chem. So2004 126, 5028

% Kasatkin A. N., Podlipchuk R. P., Biktimirov R. Klolstikov G. A.Russ. Chem. BulL993 42, 1078

* Lu X., Byun H.-S., Bittman RJ. Org. Chem2004 69, 5433
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Schéma 28 : Addition d’un alcynure de zinc sur un z-dialkoxy-aldéhyde

OBn OBn
BnO - o BrZn—Ph \/\/ \/\‘/
Y T o

H rdt = 76%
1 Zsyn 86% 1, Zantl 14%

* Tezuka et ai’ ont utilisé le cérium pour son caractére d’acigeléwis et la faculté de

chélation en 1,2. Le produit 1s8mest obtenu majoritairement voire exclusivement.

La présence de groupements alkoxy en positions 23etltere plus ou moins
sensiblement les possibilités de chélation 1,2 gB. Boit les métaux utilisés sont moins
efficaces dans leur chélation et une baisse de lalestivité s’en ressent, soit
'encombrement des alkoxy et des ligands propresmétal favorise les regles de Felkin-
Anh et enléve toute ambiguité sur la sélectivit@r@ctére acide de Lewis mis en avant).
Cependant quel que soit le type de métal utilisés céactions dépendent fortement du

substrat.

d- Conclusion

Ces trois cas d’étude nous indiquent plusieurs pawetres que nous ne devons pas
négliger :
1) Un soin particulier doit étre accordé au substradrcles groupes protecteurs des alcools
en positions 2 et 3 jouent un réle non négligealsier la chélation et par conséquent sur la
sélectivité. C’est pourquoi les groupements sily\@é isopropylidéne sont a éviter. Les
groupements benzyliques semblent plus appropriégrpotervenir favorablement dans les
chélations tout en limitant leur encombrement stguie. De plus, les produits d’alcynylation
formés doivent étre stables afin d’éviter tout élijurie réactionnel et modifier la sélectivité

initiale.

2) Les métaux les plus efficaces sont principalemeatrhagnésium, le zinc et le titane.
Toutefois leurs réactivités dépendent énormément dolvant, de la température de

réaction, de leurs propres ligands (surtout pourtieane et le zinc) et aussi du substrat.

" Tezuka K., Compain P., Martin O. Bynlett200Q 1837
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3) Le choix du solvant sera également crucial pour $&lectivité. Le diéthyléther semble
étre le solvant le plus approprié. Toutefois selenmétal utilisé, il est possible que le THF
soit préféré.

4) Les conditions de réaction devront étre rigoureus@savail sous atmosphere inerte,
solvants et réactifs anhydres). La température daation devra étre contrblée et adaptée au

métal utilisé (-40°C pour le titane, 0°C pour lenzi par exemple).

Ces concepts de base nous permettent d’amorcerenétude sur l'alcynylation

d’aldéhydes chiraux dans le but d’accéder a divérgylycosides.
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) II) Stratégie NOE : addition Nucléophile©uverture
d'Epoxyde

De nombreuses syntheseC-(alcynyl)-Galactosides ont été développées cesigles
années car ce sont des composés trés attrayamtiagméparation d’analogues galactosidicifes?
Notre laboratoire s'y est également intéressé etrnéthode efficace a été développée pour accéder
sélectivement auxi-C-(alcynyl)-Galactosides a partir d’'un sucre acyudiq

La stratégie est basée sur le contréle de la déstélectivité de I'alcynylation d’'un aldéhyde
a,B-syndialkoxy chirall, avec I'appui des centres asymétriques déja pi€sen le sucre acyclique,

suivie d'une ouverture sélective intramoléculaied’dpoxyde (Schéma 29).

Schéma 29 : Méthodologie développée au laboratoire

pour la synthese di-C-(alcynyl)-Galactosides

OH R
o //
BnO "/0Bn
OBn
3

Alcynes métallés
diversement
fonctionnalisés

f__\
., + /
‘OBn M Z
2 1
alcoolate Intermédiaire 1,2-syn Epoxyaldéhyde

Cette méthode est un véritable défi en terme desélgctivité. En effet, 'époxyaldéhyde
posséde trois sites électrophiles et la réactiofh deec un nucléophile peut suivre trois voies A, B
et/ou C selon les conditions de réact{@cthéma 30). Cette stratégie est d’autant plus qe&dle

consiste a ouvrir un sucre et a le reconstitueksapne cascade de réactions.

%8 (a) Leteux C., Veyriéres Al. Chem. Soc. Perkin Trans1894 2647; (b) Désiré J., Veyriéres Sarbohydr.
Res.1995 268 177; (c) Dondoni A., Mariotti G., Marra A. Org. Chem2002, 67, 4475; (d) Chen G., Schmieg
J., Tsuji M., Franck R. WOrg. Lett.2004 6, 4077; (e) Toba T., Murata K., Yamamura T., Miyake Annoura
H. Tetrahedron Lett2005 46, 5043
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Schéma 30 : Trois voies d’'additions possibles suépoxyaldéhyde 1

o

Nle)
o)
>

BnO "/OBn N BnO "/0OBn
u
OBn | OBn
4, O_,LOH
BnO@iOBn
OBn

Cette méthode a été élaborée en suivant deux phases
1) Etude modele sur l'aldéhyde fonctionnalkgCf. Schéma 31) afin de définir les meilleures
conditions d’addition d’un alcynure métallé (soltiaempérature, nature du métal) par la voie A

2) Etude de la cascade de réactionsitu avec divers alcynes sur I'époxyaldéhylde

Ces travaux ont été effectués par le Dr. Stéphaneli@me lors de son stage post-doctoral
(2003-2005) et ont fait I'objet de deux publicatier?

a- Alcynylation 1,2-syn sélective sur un sucre hgye : R6le marquant du
dichlorure de zint®

Comme nous l'avons vu dans le Chapitre A-1-2, lg&lation joue un r6le crucial dans la

stéréosélectivité de la réaction. Le choix des gesuprotecteurs, du solvant, du métal et de la
température doit étre judicieux pour espérer obtesi composés désirés. C'est pourquoi le premier
réflexe a été de bannir les groupes isopropylidgrglylé dans la synthése de 'aldéhyde modeéle
Celui-ci est obtenu en trois étapes a partir du Bi@onnu, synthétisé a partir di+Galactos®
(Rendement global de 49% sur les 7 étapes) (ScB&jna

%9 (a) Guillarme S., Haudrechy Aetrahedron Lett2005 46, 3175; (b) Guillarme S., Plé K., Haudrechy A.
J. Org. Chem2006 71, 1015
% Frankowski A., Deredas D., Streith J., TschamhéFefrahedror1998 54,31, 9033
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Schéma 31 : Synthese de 'aldéhyde modele 4

OH OBn SEt 1) Pb(OAc), OBn SEt HgCl,, CaCO4 OBn
HO - Toluéne : CH3CN/H,0 -
v~ TSEt  2)nBuLi(25M) © Y~ TSEt 0 /\‘/\iAo
OBn OBn PhgP—CHs OBn OBn 7% OBn OBn
BI’@
5 80 % sur les 2 6 4

étapes

Par la suite, la réaction d'addition a été étudewtre I'aldéhyde modeled et le
phénylacétyléne en variant le solvant et la natiurenétal (Schéma 32). Les premiéres additions ont
montré que les résultats les plus significatifst suiytenus en utilisant 3,5 équivalents d’alcynuse p

rapport a I'aldéhyde introduit. Ces proportionssst révélées optimales dans les études suivantes.

Schéma 32 : Réaction entre 4 et le phénylacétylear présence de différents métaux

OBn OBn OH OoBn OH
4 : " XH ¥ M—=——Ph = : . + =z : . :
7Y o N N
OBn OBn OBn OBn Ph OBn OBn Ph
4 1,2-anti-7 1,2-syn-7

Sachant que la chélation 1,2 est plus efficacdajobélation 1,3 dans le cas des 2,3-dialkoxy-
aldéhydes, les sels métalliques les plus intéressamt les dérivés du magnésium, du cérium, du
titane, de l'aluminium, de I'étain et du zinc. Leslvants THF, éther et toluene ont été utilisés en

fonction du métal choisi. Les résultats obtenus smssemblés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Variation du métal et du solvant utili$s dans I'étude modele

) o Rapport®
Entrée Conditions Rendement (%) )
1,2anti-7/1,2syn7

1 n-BuLi, THF, -78°C— 0°C 75 65/35
2 n-BulLi, Et,0O, -78°C— 0°C 75 50/50
3 n-BulLi, toluéne, -78°C~ 0°C 71 40/60
4 n-BuLi, MgBr,OEt, THF, -78°C— 0°C 56 63/37
5 n-BuLi, MgBr,OEt, EtO, -78°C— 0°C 74 42/58
6 n-BuLi, CeCk, THF, -78°C— T.A. 53 67/33
7 n-BuLi, MgBr,OEt, CuBrSMe,, THF, -78°C— T.A. 56 50/50
8 n-BuLi, CITi(O-'Pr);, THF, -40°C— T.A. 53 74126
9 n-BulLi, AIEt,Cl, THF, -78°C— T.A. - -
10 n-BuLi, ZnBr,, THF, 0°C— T.A. 23 23/77
11 n-BulLi, ZnBr,, EtO, 0°C— T.A. 37 17/83
12 n-BuLi, ZnCl ,, Et,0, 0°C— T.A. 79 7/93
13 n-BuLi, SnMe&Cl, THF, -78°C— 0°C 33 16/84

a- Rendement apres purification sur gel de silice
b- Rapport déterminé par CLHP en phase inverse ameccolonne Nucleodur et MeORBI 78:22 comme

éluant
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L'impact du solvant sur la sélectivité a été obéeavec I'alcynure lithié (Entrées 1 a 3). Son
addition sur I'aldéhydd dans le THF a -78°C conduit au mélangednf-et 1,2syndes deux alcools
propargyliques/, non séparables sur une colonne chromatograpbigugel de silice classiquevec
un rendement de 75% dans un rapport diastéréoigqpmeéds:35 (déterminé par dérivatisation avec
les Esters de Mosher) (Entrée 1). L'utilisationstévants moins complexants du métal (THFELO
— Toluéne) montre une évolution de la sélectivitdaeur du diastéréoisomere Ega Ceci est tout
a fait en accord avec une amélioration de la dloéldt,2 (Entrées 2 et 3). Toutefois, les réactéds d
Grignard n’ont pas permis d’accroitre significathent la sélectivité observée dans le cas du lithium
(Entrées 4 et 5). Comme les sélectivités obtenues le lithium et le magnésium sont trop faibles, |

chélation 1,2 doit étre amorcée par des métauxgbléstants.

Les tests effectués avec des dérivés du cériumguilre, du titane, ou de l'aluminium
(Entrées 6 a 9) affectent peu l'induction obsemmé@eédemment avec le lithium ou le magnésium. Par
contre, l'utilisation de dibromure de zinc (Entrég&) donne une excellente sélectivité en faveur de
isomere 1,2syn mais avec un rendement faible. Ce rendement, ajuei la sélectivité, sont
Iégerement améliorés lorsque la réaction est efecdans I'éther. Contrairement aux résultats de
Mead obtenus dans le cas des 2-alkoxyaldéAydef. Schéma 24), la meilleure induction
accompagnée d’'une forte hausse du rendement oobgtévées avec le dichlorure de zinc fondu sous
vide (Entrée 12). Un dérivé de I'étain a égalem@dt testé et présente une sélectivité similaire au

dichlorure de zinc mais avec un tres faible renddrfientrée 13).

Dans le but d’identifier la nature des espécegplies impliquées dans I'induction 1s3ndans
le cas du dichlorure de zinc (le chlorure de lithjusel forméin situ, ou une espéce zincique ?),
plusieurs expériences ont été réalisées :
- L'ajout de LIClI dans les conditions définies aentrée 2, n'a pas modifié le rapport
diastéréoisomérique observé. Ceci peut étre dipeabiemes de solubilité indiquant que le lithium
n’est probablement pas impliqué dans I'espéce tdela
- Une étude a été effectuée en faisant varier lesittjés de dichlorure de zinc dans les conditions
définies dans I'entrée 12. Le profil obtenu momjréune certaine concentration en dichlorure de zinc

est essentielle pour obtenir majoritairement lelpitol,2syn(Schéma 33).
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Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

Schéma 33 : Quantité de produit 1,Zynformé en fonction

de la quantité de dichlorure de zinc introduite

Quantité de % de produit 2 |
ZnCl, / Aleynure lithié  1,2-syn7 formé 5 zg 1
0 50 'S 80
0,2 55 £ 75
— 70
0,4 78 £ 65|
0,6 90 8 60
0,8 92 o 559
1 93 o 50 4
O\O 45 T T T T T T T
1,2 93 0 02 04 06 08 1 12 14 16
1,6 92 Quantité de ZnGl/ Alcynure lithié

(avec Alcynure lithié / Aldéhyde 3,5/1)

D’un point de vue cinétique, ce profil est meilleqwe celui fourni par la statistique. En effet, les

relations cinétiques suivantes ont été examinégs(8a 34) :

Schéma 34 : Relations de cinétique chimique

ZnCIZ
R———L] \k R—=—=—7ncCl
@ ! @ Sl @ + @ L +
50/50
R'—CHO @ RTCHO
@ k3 ZnCl, k2 @ Si @ + @ L» +
93/7

1,2-syn 1,2-anti

Les calculs théoriques effectués pour 0,2 équitalda dichlorure de zinc, en supposant que I'espéce
C est plus réactive que I'espece A $kks), montrent que :
pour E: 0,8 éq. A+ 0,2 ég. C =(0,8 x 50% + 02B%0) = 59%— valeur obtenue : 55%
pour E’': 0,8 égq. A+ 0,2 ég. C =(0,8 x 50% + 0,2%) = 41%— valeur obtenue : 45%
Ces calculs concordent avec les valeurs observées.
Or a partir de 0,4 équivalents jusqu’a 0,8 équiMalale dichlorure de zinc, la statistique ne cerrel
plus avec les rapports diastéréoisomeériques rel@ehéma 35).
Pour E: 0,6 ég. A+ 0,4 ég. C =(0,6 x 50% + 09B%) = 67%— valeur obtenue : 78%
PourE': 0,6 ég. A+ 0,4 ég. C = (0,6 x 50% +%,20) = 33%— valeur obtenue : 22%
Certes ces calculs ne sont que des approximatioesetude cinétique plus poussée doit étre effectué

pour valider ces remarques et déterminer quellecesmétallée est la plus réactive.
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Schéma 35 : Comparaison avec les calculs théoriques

95 1
o % de produit No) JE=——
Quantité de 01 ) P 7”' £ 90- -t
ZnCl, / Alcynure Lo Syn L 85
lithié théoriquement ~
formé (% 80 1
75
0 50 T
C 70
0,2 59 3 6.
0,4 67 S 60 —e— Profil obsenvé
0,6 76 L 55 // Profil théorique
0,8 84 X 50 T
1 93 45 + T T T T T T T
12 93 0O 02 04 06 08 1 12 14 16
1’6 93 Quantité de ZnGl/ Alcynure lithié

(avec Alcynure lithié / Aldéhyde 3,5/1)

Avant de poursuivre I'étude sur la cascade de igres;tI'approche sur I'aldéhyde modée

été étendue a divers alcynes (Tableau 4).

Tableau 4 : Réactions entre I'aldéhyde 4 et diveralcynes

OBn OBn OH OoBn OH
- ZnCl, bt - bt
= : Xo + Li——R 00 : % + =z : %
OBn OBn OC - TA. OBn OBn R OBn OBn R
4 1,2-anti-8 1,2-syn-8
Entrée R Rendement (%) | Rapport® 1,2-anti-8 / 1,2:syn8
1 Ph 79 7/93
2 n-CsH-; 47 17/83
3 n-CsHy; 32 14/86
4 TMS 85 <6/>94
5 COEt <5 R
6 CHOTBS 55 14/86

a- Rendement apres purification sur gel de silice
b- Rapport déterminé par CLHP en phase inverse awee colonne
Nucleodur et MeOH/BD 78:22 comme éluant

Bien que les alcynes contenant une chaine alkydatsmoins efficaces en termes de réactivité
et de sélectivité (Entrées 2 et 3), I'essence mé@md'approche est conservée. La présence d'un
groupement ester sur l'alcyne génére beaucoupftieuttés. Méme si le dérivé lithié est contiul

semble que la température a laquelle les réacsons effectuées et la réactivité sur l'aldéhyde

¢ (a) Herrmann J. L., Berger M. H., SchlessingeHR]. Am. Chem. Sot979 101,6, 1544; (b) Midland, M.
M., Tramontano A., Cable J. B. Org. Chem198Q 45,1, 28
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engendre de nombreux sous-produits dans ce ca®éEsjt Un alcyne plus fonctionnalisé a été testé
et donne majoritairement le produit sPAasouhaité avec un rendement modeste (Entrée 6).

Le cas le plus notoire est I'entrée 4 : 'acétylende zinc conduit presque exclusivement & I'alcool
1,2synattendu avec un excellent rendement. Ce résudtarés intéressant car le groupement TMS

peut étre remplacé, par la suite, par un autre dgpehainé®

efficace™

L'étude modéle a permis de déterminer les conditiol®ales pour accéder majoritairement
voire exclusivement a Il'alcool intermédiaire By 8. Comme les additions d’alcynures sur les
1,2-époxyaldéhydes sont hautement régiosélectales fa voie A% (Cf. Schéma 30), I'application de
la stratégie a I'époxyaldéhydesemble possible. De plus I'état de transition givéise de l'alcoolate
intermédiaire2 est assez favorable a sa cyclisation sur I'époxBiéma 36). Le conformére A
posséde la majorité des substituants en positioatégale et I'alcoolate peut réagir sans diffiéult
selon un mécanisme de typez2S (anti-périplanéarité respectée) avec I'époxydeir pdonner

I' a-D-Galactoside correspondant.

Schéma 36 : Etats de transitions autour de la liassy C2-C3 de I'alcoolate intermédiaire 2

Conformation A Conformation B Conformation C
/Q/ @ BnO
BnO . BnO oM y . o]
00O
) M k . OBn
H
H BnO "1H
BnO BnO OBn iTe)} ®
H ~Z 'H O M

Défavorable
la plus favorable 1 gros groupement en
position axiale

Défavorable
pas de cyclisation possible

L'époxyaldéhydel est également préparé a partir du &Wlen quatre étapes (Rendement

global de 28% sur les 8 étapes a partibdbalactose) (Schéma 37).

62 (a) Demin P. M., Vasil'eva L. L., Lapitskaya M. ABelosludtev Y. Y., Myagkova G. I., Pivnitskii K.
Bioorg. Khim.199Q 16, 1125; (b) Tichkowsky I., Lett RTetrahedron Lett2002 43, 4003; (¢) Shahi S. P.,
Koike K. Angew. Chem., Int. E@004 43, 2525
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Schéma 37 : Synthese de I'époxyaldéhyde 1 a partiu D-Galactose

OH
0 OH y\o OH SEt OH OBn SEt
a,b o H c,d HO :
. > : SEt ” : SEt
‘7 - Z
HO OH OH OH OBn OBn
OH 5
D-Galactose e

OBn SEt OMs C:)Bn SEt
g O, ? f PivO
SEt : SEt
OBn L OBn OBn OBn OBn
10 9
rdtg = 28%

a) EtSH, HCI 12N; b) (CH3),C(OCH3),, PPTS, acétone; c) NaH, BnBr, DMF; d) AcOH 75% aq., 60C, (63% 4 étapes);
e) (i) 'BuCOClI, Pyridine, CH,Cl,; (ii) MsCl, DMAP; f) KOH, MeOH/H,0 99:1; g) I,, CaCO3, THF/H,O 7:3 (45% 4 étapes)

Il est & noter dans cette synthese que la proteci#ol’alcool primaire par un groupement
pivaloyl, suivie de la protection de I'alcool sedaire par un groupe mésyl, s'effectuent en un seul
pot. L’époxydel0 est obtenu tres proprement par saponification'etder suivie d’'une cyclisation
spontanée de l'alcoolate sur le carbone mésylé kirumméthanol aqueux. Sans purification sur

colonne chromatographique, il est engagé dansgeotietion du dithioacétal par le diiode en milieu

tamponné.

Remarque Dans les premiers essais effectues, I'époxydé Epktait parasite .,

par un composé non identifié. Nos investigationsmontré qu’il s'agissait du S._SEt

B-thiosucre correspondant a la cyclisation d’'un soglr I'époxyde suivi d’'un B0 o8N

transfert du groupe éthyle porté par le soufrd’alaoolate nouvellement formé. OBn
B-thiosucre

Les détails de nos études ainsi que la valorisatience thiosucre seront

développées au Chapitre D de ce manuscrit.

La réaction de couplage a été effectuée dans reditms définies dans I'étude modéle :

- 7 équivalents d’'une solution éthérée de dichlde zinc préalablement fondu sous vide

- 3,5 équivalents d'alcynure lithié (R = Ph), agaiti la solution de dichlorure de zinc a 0°C

- 1 équivalent d’époxyaldéhyde additionné sur la solution d’alcynure zinciqueé°&€ (Schéma 38)

Il est remarquable que le dichlorure de zinc esbduit en plus grand excés que ne le recommande
I'étude modéle. L'idée est d'utiliser le caracta@de de Lewis du dichlorure de zinc en exces pour

activer I'ouverture de I'époxyde et stimuler lacade de réactions.
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Schéma 38 : Protocole pour effectuer I'addition nuéophile

Solution
d'époxyaldéhyde

Solution
d'alcynure lithié

\

dans I'éther a 0C dans I'éther
1h, 0C 2h, 0C
—_— —_—
Solution de ZnCl, Solution Solution
dans I'éther a 0C d'alcynure zincique d'alcoolate intermédiaire 2

Apres deux heures de réaction a 0°C, l'analyse @a@M indique la formation presque
exclusive d’'un produit plus polaire que I'époxydigide 1, correspondant a I'alcoolate intermédiaire
1,2syn2 attendu. La poursuite de l'agitation pendant 2drég a température ambiante fournit 55%
de l'a-C-Galactoside3 souhaité. Les analyses spectroscopiques montremtoublet & 5,07 ppm,
possédant une constante de coupldfie = 5,6 Hz, caractéristique de la configuratiandes
C-Galactosides® L'absence de3-C-Galactoside indique que la procédure est hautemégio- et
stéréoseélective. Cependant, I'étape de cyclisad®ma réaction tandem n’est pas compléte car 14%

d’alcool intermédiaire sont récupérés.

Remargue Une épimérisation a été observée en milieu ac&A] lors de différentes tentatives de
cyclisation de [lalcool intermédiaire2 isolé. 64% di,B-C-glycosides dans un rapport
diastéréoisomérique 1,5/1 ont été isolés en mii@de, et 58% dans un rapport 3/1 en milieu basique
Ce dernier conduit également a 24% d'un composé&pha shainons résultant de l'ouverture de

I'époxyde par I'alcoolate du c6té le moins substif8chéma 39).

Schéma 39 : Sous-produit & 7 chainons
HO,

BnO =
~—ph

BnO ’;OBn
Pour accélérer la seconde étape de la stratégmepts expériences ont été réalisées.
1) L’élévation de la température a 35°C pendanth2dires n'a permis aucune évolution des
rendements
2) L’ajout de divers additifs pour activer 'époxyd alors été testé : une solution 1M de dichlodere
zinc dans le THF, le tétigopropoxy-titane Ti(CPr), et le bromure de lithium. Les meilleurs résultats
ont été obtenus avec 0,25-0,3 équivalent de bromerithium. L'a-C-Galactoside3 est alors isolé

avec 73% de rendement sans trace de confposé

47



Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

En possession des conditions optimales pour sys¢hétesu-C-Galactosides, la procédure a

été appliquée a divers alcynes (Schéma 40, Tableau

Schéma 40 : Alcynylation de I'époxyaldéhyde 1 avelivers alcynures zinciques

OH R
/
1) nBuLi, ZnCl, o) \/
R Et,0
+ /
/ 2) LiBr BnO '/OBn
OBn
L 3a-3i

Tableau 5 : Alcynylation de I'époxyaldéhyde 1 avedivers alcynures zinciques

Entrée R Produit Rendement (%)
1 Ph 3a 73
2 n-CsH- 3b 69
3 n-CsHyy 3c 63
4 T™S 3d 62
5 CH,OTBS 3e 69
6 C(=CH,)CH; 3f 73

O
7 o] 39 70
Bno” /%
(e}
35551 O ‘\\OMe
8 . . 3h 55
BnO' ‘OBn
OB

n
oo

0 3i 48

W

Les alcynes contenant une chaine alkyle ont fodmibons rendements. De plus, ils

conduisent sélectivement au compaoséttendu (Tableau 5, Entrées 2 et 3). Par cordetylenure

du cas TMS s’est montré décevant puisque la sélkécét le rendement sont moindres. De plus, pour
la premiere fois, une quantité significative @eC-Galactoside (12%) a été isolée (Entrée 4). Les
analyses spectroscopiques montrent une constanteufgagel; , = 9,5 Hz, caractéristique de la

configuration desC-Galactoside$?®
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La stratégie a été étendue a des alcynes plusrétalentrées 7 a 9). Ces alcynes ont été
préparés selon les procédures connues dans tatlitte®® La réaction avec le dérivé @uXylose est
achevée au bout de 6 heures a température ambtathd@ne uniquementd-C-disaccharide avec un
trées bon rendement de 70% (Entrée 7). La réactac #dalcyne dérivé diD-Glucose est moins
efficace et fournit k-C-Galactoside correspondant avec un rendement de(B&%€e 8). Enfin, les
composés aminés peuvent également étre utilisés miatne méthode puisque la réaction avec un
dérivé d’amino-alcool propargylique conduit &-C-Galacto-amino-alcool désiré avec un rendement
de 48% (Entrée 9).

¢- Conclusion

Notre laboratoire a développé une stratégie effiegmour synthétiser sélectivement,
en un seul pot, deg-C-Galactosides plus ou moins complexes. La séquealedeux étapes
impliquant I'addition d’'un alcynure métallé sur unépoxyaldéhyde chiral suivie d’'une
cyclisation de [lalcoolate formé sur la fonction épyde, est hautement régio- et
stéréosélective.

A la vue de ces résultats trés intéressants obtettass le cas d-Galactose, il m'a

été confié de tester la stratégie NOE sur d’autsegres, tel que le-Mannose.

Dans ce paragraphe, la sébidvlannose sera exploitée de facon analogue aux txavenés
dans le cas dD-Galactose. Cette famille de dérivés se comportealgere étonnante et cing points
particuliers seront discutés :

a- Sous-produits inattendus lors de la premiére agtagicléophile

b- Conformations défavorables

c- Doute sur la structure des produits cyclisés

d- Seconde étape activée en milieu acide : accés dalvés furaniques

e- Cas de€-D-Mannosyltryptophanes

Introduction : Réle du zinc

La synthése de I'époxyaldéhydé issu duD-Mannose (8 étapes, rendement global de 26%)

est effectuée selon le méme mode opératoire queldaas diD-Galactose (Schéma 41).

%3 (a) Kakinuma K.Tetrahedron1984 40, 2089; (b) Rouzaud D., Sinay P. &.Chem. Soc., Chem. Commun.
1983 1353; (¢) Reginato G., Mordini A., Degl'Innoce#ti, Caracciolo MTetrahedron Lett1995 36, 8275
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Schéma 41 : Synthese de I'époxyaldéhyde 16 a pantiu D-Mannose

OH
O OH OH OH SEt §\o OBn SEt
a - b, c H

HO 2° .3

HO" OH 1 SEl : SEt
oH OH OH OBn OBn q
11 12
D-Mannose OH (:)Bn SEt
HO ~
Y SEt
OBn OBn
o, (:)Bn SEt OMs (:)Bn SEt »/e 13
P - «——— PivO -
SEt v SEt
OBn OBn OBn OBn OBn
rdtg = 26%

a) EtSH, HCI 12N; b) (CH3),C(OCHj3),, PPTS, acétone; c) NaH, BnBr, DMF; d) AcOH 75% aq., 60C, (66% 4 étapes);
e) (i) 'BuCOClI, Pyridine, CH,Cl,; (ii) MsCl, DMAP; f) KOH, MeOH/H,0 99:1; g) I, CaCOs3, THF/H,0 7:3 (40% 4 étapes)

L’application de la stratégie NOE a I'époxyaldéhyb@ devrait conduire, cette fois, aux
-C-Mannosides correspondants (Schéma 42). |l estex goe I'équipe d’Ullas s’intéresse a ce genre
de composés pour leur potentiel inhibiteur de lecsi@e®*

Dans un premier temps, nous avons donc étudiérigpadement de cet époxyaldéhyde en

présence de certains alcynures auparavant utilesgs le cas dD-Galactose (Schéma 42).

Schéma 42 : Application de la stratégie NOE a I'épyaldéhyde 16

R
o F
+ M——R -------- -
OBn
M = Zn, Li OBn OBn
R =TMS, Ph Alcool intermédiaire 1,2-syn B-C-mannosides
17 18

Pour déterminer l'induction du zinc dans cetteesBrMannose, nous avons testé deux types
de réactions: une manipulation sans dichlorurezile qui nous servira de témoin, et une
manipulation avec dichlorure de zinc, tout en cores# les proportions précédemment définies pour

I'époxyaldéhyde, I'alcyne, la baseRuLi) et le bromure de lithium (Schéma 43).

%4 Kaila N., Chen L., Thomas IV B. E., Tsao D., TamEedard P. W., Camphausen R. T., Alvarez J. QasU
G.J Med. Chem2002 45,8, 1563
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Schéma 43 : Deux types de réactions testés

OBn

Epoxyaldéhyde 16

Sans ZnCl, Avec ZnCl,

_anti _ Epoxy-alcools
intermédiaires 17

&, Sans ZnCh:

Les analyses spectroscopiques de I'époxy-alcoetriméddiaire isold 7 (rendement de 68%) montrent
la présence de deux diastéréoisomeres dans unrtrapfio Ceci démontre bien que le lithium
n'apporte aucune sélectivité lors de I'addition I&ophile, ce qui est un comportement tout a fait
attendu.

&, Avec ZnCl, :

La méme réaction conduite en présence de dichla®iranc et stoppée rapidement (aprés 3 heures)
par I'ajout d’'une solution saturée de chlorure di@mmium, fournit, cette fois-ci, I'’époxy-alcool
intermédiairel7 sous forme d’'un seul diastéréoisomére. Ce réspiitahetteur, indicateur de I'effet
chélatant du zinc, nous a encouragés a testeaskzade NOE. Toutefois, dans nos tests, nous avons
isolé, en quantité non négligeable, plusieurs gwaduits non rencontrés précédemment avec le
D-Galactose, et la cyclisation situ semble beaucoup plus délicate (Tableau 6). Dedufisocyclisés

ont été observés en faible quantité, nommeés praeglaiisé19 (haut Rf) et produit cyclis20 (bas Rf).

Leurs structures seront discutées dans le paragecaph

51



Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

Tableau 6 : Premiers tests de la stratégie NOE egrse D-Mannose

b . Rendement Rendement | Rendement Rendement
g Sel de Zinc Alcool : ,
= R ot . . P sous- Produit Produit
G puis ajout de LiBr | intermédiaire . lisé lisé
1,25yn17 produits cyclise 19| cyclisé 20
3 15 % (A1)
1 | TMS ZnC} (2 éq.) - 6 % 20 %
12 % (A2)
- )
2 ZnCh (2 éq.) - 23-26% | 91195 | 27-40%
(A3)
3 Ph ZnCkL (1 éq.) 37 % 33 % (A3) <1% 11 %
ZnCl, (1 éq.)
4 . . 71 % - - -
(sans ajout de LiBr °

a- Sous-produits inattendus lors de la premieraait nucléophile

L'époxyaldéhyde posséde trois sites électrophitas ¢b plus réactif semble étre I'aldéhyde
comme dans le cas duGalactose (Cf. Schéma 30).

Cependant dans le cas du triméthylsilylacétylémerée 1), nous avons isolé un prodiit®™
(15%) résultant de I'attaque d’un chlorure sur dgypde suivie d’'une cyclisation sur I'aldéhyde pour
former un hémiacétal, et un compds2 (12%) obtenu par addition du chlorure sur le caeb6 du
sucre et de l'attaque de l'alcynure sur l'aldéhyBens le cas du phénylacétyléne (Entrée 2), un
produit A3 (~ 25%) issu de l'attaque du chlorure sur I'époxyatede I'addition nucléophile de
lalcynure sur l'aldéhyde, a été observé. Il ne sx@arait pas évident, ici, de définir un ordre
préférentiel d’attaque entre I'époxyde et l'aldébyde composéAl pouvant étre le précurseur
commun deA2 et deA3 (Schéma 44).

Il est donc remarquable que, dans la serMannose, le contre-anion chlorure issu de I'excés
de dichlorure de zinc (~ 2 équivalents par rappoltlcynure) se montre nucléophiés-a-vis de
I'époxyde.

Schéma 44 : Sous-produits observés

Cas R=TMS CasR=Ph

OH OoH
= =

?I
OH N
? /1,, o ’) Cl
-— B ———
Bro" OBn BnO" OBn
OBn OBn

Al A3
Précurseur de A2 et A3 ?

% Ce composé existe dans la littérature mais er $Glucose : (a) Larabi M.-L., Frechou C., DenyaiB.
Carbohydrate Lett1996 2,1, 61; (b) Motawia M. S., Marcussen J., MoellelB.J. Carbohydr. Chen1995
14,9, 1279
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Afin de limiter la formation de ces sous-produiteus avons décidé de reprendre nos tests en
diminuant, cette fois, la quantité de dichlorurezide (< 1 éq.) (Tableau 6, Entrée 3). Les résultiat
cette réaction nous indiquent que nous avons agzauigolé le produA3, en pourcentage significatif
(33%), mais aussi une certaine quantité d’alcotdrmédiaire 1,Zyn 17 (37%) car trés peu de
produits cyclisés ont été détectés. Ces derniémdittons expérimentales ne limitent pas la foromati

de sous-produit, elles auraient plutdt tendanceiadr la cyclisation.

Pour éviter la participation de I'anion chlorur@us avons remplacé le dichlorure de zinc par
le triflate de zinc (Zn(OT$) anticipant que le contre-anion triflate est momeléophile que I'ion
chlorure. Comme attendu, aucune addition d’'un gecgnt triflate sur I'époxyde ou sur I'aldéhyde
n'a été observée, mais un autre type de sous-firédu{28%) a été isolé résultant d’'une seconde
attaque de l'alcynure zincigue sur le carbone @aooi’époxyde (Tableau 7 et Schéma 45). Ce dérivé

zincique n'est donc pas un bon candidat pour réitrde.

Tableau 7 : Expérience effectuée avec le triflateedzinc

Sel de Zinc Rendement Rendement Rendement| Rendement
R Uis aiout de LiBr Alcool intermédiaire sous-produits Produit Produit
b J 1,2synl7 P cyclisé 19 cyclisé 20
Ph| Zn(OTf} (2 éq.) 14 % 28 %N4) - 6 %

Schéma 45 : Sous-produit A4 en présence de triflatke zinc
Cas R =Ph

OH OH

Les manipulations effectuées en présence de trilde zinc et de dichlorure de zinc
en moindre quantité confirment nos doutes sur lanteur de la deuxieme phase de la
cascade NOEN situ. En effet, les sites électrophiles étant similardans les deux cas
D-Galactose ebD-Mannose, leurs réactivités n’auraient pas été imsequement modifiées.
Par conséquent, les additions nucléophiles sur b&yde ne sont pas dues a une
augmentation de la réactivité du site électrophilmais au fait que la cyclisation
intramoléculaire sur I'époxyde est tres lente situ. Ceci conduit ainsi a la formation des
sous-produits observes.

Nous avons alors décidé d’effectuer la stratégie B@n isolant volontairement

I'alcool intermédiaire 1,2syn 17 dés I'observation de la conversion totale dddéhyde par
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CCM. Ainsi I'époxy-alcool 17b, obtenu avec un remdent de 71% (Tableau 6, Entrée 4),
se trouvera isolé des nucléophiles indésirablest &goxy-alcool intermédiaire sera utilisé
par la suite dans une étude approfondie de la deéume étape de cyclisation.

Remargue :Il serait intéressant a I'avenir de cristallis&pbxy-alcool intermédaire (par exemple
grace a un groupement nitrobenzoate) et d'effectieesr Rayons X pour valider sa configuration

1,2syn

b- Conformations défavorables
En étudiant I'état de transition, on constate quéelle que soit la conformation adoptée, la
cyclisation semble plus défavorable que dans leduasGalactose. Rappelons les deux conditions a
remplir pour induire une cyclisation :
- les substituants les plus encombrants doivent @rdap positions équatoriales
- lalcoolate formé doit pouvoir réagir avec le sitélectrophile sans difficulté
(anti-périplanéarité).

Trois conformations décalées sont possibles aut®la liaison C2-C3 (Schéma 46).

Schéma 46 : Etude de I'état de transition favorisana cyclisation,
comparaison avec l'alcoolate intermédiaire obtenu ahs le cas diD-Galactose

Cas du D-Mannose Cas du D-Galactose

Conformation A

Conformation B

BnO
Q (@]
BnO M OBn
BnO 10BN Conformation C H
OH BnO "H
Oo _— '”% @
Ph M ~ 'H M
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Le conformére A ne satisfait pas a la premiére itimmd En effet, le groupement benzyl du
carbone 2 est en position axiale et perturbe sténgnt la cyclisation de I'alcoolate positionnégln
bonne conformation pour réagir avec I'époxyde.

Les mémes remarques sont valables pour le conferBiénais cette fois c’est le groupement
propargylique qui se trouve en position axiale.

Tous les groupements encombrants sont en positpmtériale dans le conformere C.
Cependant l'alcoolate n’est plus dans une positenorable pour cycliser avec I'époxyde. Cette

derniére conformation, certainement la plus stasestérile pour une cyclisation a 6 chainons.

Sur ces trois conformations possibles, la conforimatA semble la plus favorable a
la cyclisation de l'alcoolate 1,8yn intermédiaire 17b sur I'époxyde mais la géne stgre

rend cette attaque nucléophile lente et difficile.

Quelle que soit la nature de R, nous avons isolé& geoduits cyclisés, la RMN nous
indiquant que le CH caractéristigue de I'époxyde n’était plus présdmds composés ont été
facilement séparés par chromatographie sur gelilde.sAu premier abord, nous pensions avoir
synthétisé minoritairement d*C-D-mannoside (Produit cyclis&9) et majoritairement |3-C-D-
mannoside (Produit cyclis#)). En isolant un dérivé de tyme le premier réflexe était de suspecter
une baisse de la sélectivité impliquant alors uaevaise chélation du zinc. Cependant la premiére
étape (addition nucléophile) ayant abouti a un deadtéréoisomerg7 (Tableau 6, Entrée 4), la seule
hypothese plausible restait une épimérisation ayjient lors de la seconde étape (ouverture de

I'époxyde).

En analysant les données spectroscopiques des pfedwits obtenus (spectrométrie de masse,
caractérisation par RMN), nous avons constaté :
- qu'il existe des discordances dans les constaetesuplage attendues

- gue nous n'avons conservé que deux groupementglbsrsur les trois initialement présents.

Analyse de la littérature

Selon les constantes de couplages reportées ddit@dature (Cf. Annexe A)Ji, et J,3
observées pour la conformati®, doivent étre petites & 4 doit &tre grande, que les produits soient
o ouf. Par contre, dans l'autre conformatie, J.» devrait étre grande 84 ; etJ; 4 plus petites pour

le composé et pour le compog@toutes les constantes doivent étre petites (ScH&neh Tableau 8).

Remargue Nous avons volontairement choisi de ne représeuterces conformations chaises parmi

les autres conformations existantes.
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Schéma 47 : Constantes de couplagés observer attentivement

J34

J3a

grande J23 31‘2

petite  petite

Tableau 8 : Constantes de couplagesremarquables

Conformation 'C, Conformation “C,
\]l,2 \]2,3 J3,4 \]l,2 J2,3 J3,4
a-C-D-mannosyl | petite | petite| grande| grande| petite | petite

B-C-D-mannosyl | grande| petite| petite | petite| petite petite

Analyse de nos produits

Les produits majoritaireR0 ne nous donnent pas satisfaction car, dans leled = Ph, la
constantel; , est anormalement élevée. Le produit ne sembleg@asspondre a un compadéuelle
gue soit la conformation de la chaise (Tableau 9).
Nous intéressant aux produits minoritaie® obtenus, les constantdg, et J,; observées restent
faibles or la constantd; 4, ne satisfait pas a nos attentes. Elle est tropepebur correspondre a un

composér (Tableau 9).

Tableau 9 : Constantes de couplagekobtenues

R=TMS R =Ph
Produit cyclisél9a | Produit cyclis€0a | Produit cyclisél9b | Produit cyclis€0b
Jio 3.8 Hz n.d. 3.4 Hz 8 Hz
Jos 2.4 Hz n.d. 2,4 Hz 2,1 Hz
J34 2.1 Hz n.d. 2.4 Hz n.d.

Ces données génerent un doute quant a la naturdadeyclisation obtenue. De plus

la perte d’'un groupe benzyl nous éloigne de noates.
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La question essentielle est : quand a lieu la dégtion du groupement benzyl, avant ou apres

la cyclisation sur I'époxyde et par quel mécani§me

+ En se référant aux travaux de P. Sinay et®sllir leD-Glucose, il est constaté que les alcools
protégés sur le carbone 2 du sucre subissent upetdétion en présence de triisobufi-ou
triméthylaluminium®® Par conséquent, la présence de dichlorure depringait jouer le méme role
que les sels d’aluminium ce qui expliquerait cd@éprotection a 'issue de la cyclisation & 6 chasno

+ Sila déprotection s’effectue avant la cyclisatialors, dans ce cas, la conformation A devient
plus favorable pour une cyclisation de I'alcoolptepargylique sur I'époxyde car il n’y a plus dengé
stériqgue due au benzyl. Mais le nouvel alcoolabemé lors de la débenzylation, peut lui aussi
s’additionner sur I'époxyde d’'apres la conformatiGn favorable & une cyclisation & 5 chainons
impliguant cet oxygene en position équatoriale héma 46). Comme nous obtenons deux produits,
il est possible que ces deux réactions soient ctitives.

Cependant, on observe un effet Overhauser nucléatre les protons H6 et H2 (le cas TMS
n'est pas exploitable car les protons H2, H3 et &i@ant des déplacements chimiques tres proches,
I'effet Overhauser nucléaire est moins probantdpues le cas d’'un Ph). Ceci n’est possible que si no
deux produits existent sous la forme furanique ¢8wn48) !

Ainsi, nous pensons que la débenzylation est |aémurence de la cyclisation de I'oxygéne
porté par le carbone 2 sur I'époxyde (mécanismeiplesselon la conformation C, méme lorsque
I'alcool est protégé) (Schéma 49). Le départ dwgement benzyl est, sans doute, favorisé par les
ions chlorures et les sels métalliques présents lgamilieu.

Cette débenzylation est d’autant plus surprenanéergpus n'observons pas de transfert de
benzyl sur I'alcoolate propargylique ou sur l'alaie issu de I'ouverture de I'époxyde. Les éléments

présents dans le milieu ne doivent pas favoriséracesfert, souvent observé (Cf. Chapitre D).

Schéma 48 : Effets Overhauser nucléaires observés
Cas R=TMS Cas R =Ph

Bn(f OBn
Produit majoritaire S Produit majoritaire S
20a 20b

<~— Effets nOé

% (@) Lecourt T., Herault A., Pearce A.J., Sollogddl Sinay P.Chem. Eur. J2004 10,12, 2960; (b) Jia C.,
Pearce A.J., Blériot Y., Zhang Y., Zhang L.-H.,I8gbub M., Sinay PTetrahedron: Asymn2004 15,4, 699
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Schéma 49 : Proposition de mécanisme pour la cy@ison sous la forme furanique

Ph CI R
N
_Zn
o} e
— \
BnO ~ 9 BnoBn2
BnO
R =TMS, Ph l H
BnO
BnO

Conformere C

OBn

Produit majoritaire S
20a et 20b

La débenzylation en position 2 survient probableréors de la cyclisation et nos

observations sur les constantes de couplage remetfertement en cause la forme

pyranique. Seules les analyses par effétgerhauser nucléairepeuvent nous renseigner sur

la structure de nos produits.

L'obtention de deux produits cyclis@® (identiques a ceux observés lors de la réaction en

'absence de zinc) est, alors, le signe d'un mddadg diastéréoisoméres au niveau de l'alcool

propargylique. Sachant que I'époxy-alcool interra@di 17b isolé (Tableau 6, Entrée 4) n'est

constitué que d'un seul diastéréoisomére, une éjsatin ultérieure a donc eu lieu. Celle-ci est

probablement due au milieu acide généré par ldatiate de zinc (Schéma 50).

Schéma 50 : Epimérisation de I'alcool propargyliquel7

OH

AN

R

épimérisation
—_—

AN

Q : cyclisation furanique en cours ou déja faite

R=TMS, Ph
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OBn 20a et 20b

Produit majoritaire S

19a et 19b
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d- Seconde étape activée en milieu acide : acckes @érivés furanigues

Disposant de I'’époxy-alcool intermédiaire Eyh 17b, obtenu avec un rendement de 71%
(Cf. Tableau 6, Entrée 4), nous avons décidé deféx la cyclisation sur I'époxyde en milieu
acide (ajout de 0,7 éq. d'acide camphor-sulfoniquene solution d’époxy-alcool dissous dans le
dichlorométhane). Cette réaction conduit, & notrande surprise, a quatre produits séparables
chromatographiqguement: les deux furanes déja fiEn(R1% deS (20b) et 18% deR (19h)) et deux
autres composés moins polaires que nos furanespregspondant aux pyrands8b initialement
attendus (Composés possédant trois benzyles sekpettrométrie de masse, et RMN semblable aux

C-Galactosides) (rendement global de 16%).

La stratégie NOE posséde maintenant une autre co@leson arc: la synthése
stéréosélective de dériveshydroxylés furaniques. Ces composés sont des symghires
intéressants notamment pour la synthese de la mumecun agent antitumoral ou encore

la bullatalicine (Schéma 5).%/

Schéma 51 : Mucocine et Bullatalicine

OH

Mucocine

Rétrosynthese
selon Nakata

Bullatalicine

La cyclisation en milieu acide ne permet pas d'aiébr les rendements en
composés furaniques. lls sont obtenus en plus faiguantité que lors des réactions menées
in situ. A I'heure actuelle, les meilleurs résultats sonbservés lors de la réaction en

cascade a l'aide de 2 équivalents de dichlorurezitec (jusqu’a 40% de rendement pour le

®7 (a) Takahashi S., Nakata J. Org. Chem2002 67, 16, 5739; (b) Gesson J.-P., Renoux B., Tranoy |.
Tetrahedronl998 54, 6739
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furane 20b) (Cf. Tableau 6, Entrée 2). Cette casead situ pourrait étre améliorée en
piégeant I'exces d’ions chlorure sous forme de sels

L’activation en milieu acide nous permet, toutefpiglisoler deux composés non
furaniques, en cours d’analyse. D’autres conditionsasiques (KHMDS par exemple)
devront également étre testées pour améeliorer lsoformation des furanes, soit I'acces aux

composés pyranigueBinitialement souhaités.

Au vue de toutes ces études nous ne sommes paségale la diversité des produits
observés et le schéma suivant résume le comportérden dérivés alcynylés de la série

D-Mannose (Schéma 52).

Schéma 52: Diversités des produits obtenus dansdas duD-Mannose

OBn

Epoxyaldéhyde 16

Sans ZnCl, Avec ZnCl,

o i Epoxy-alcools
intermédiaires 17

.

Pyrane a ——= Pyrane
18 a 18B
Furane R —=—= Furane S | Epimérisation
19 20
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e- Cas des ®-Mannosyltryptophanes

Parallelement a notre étude précédente mettanewerdivers alcynes, nous avons testé la
stratégie NOE avec des dérivés indoliques afin cder a desx-C-2-D-Mannosyltryptophanes
(Schéma 53). Ce projet s'effectue en collaboratioec I'équipe du Pr. Janos Sapi et du Dr. Stéphane
Gérard®

Depuis lidentification de ces composés, [@f-D-Mannosyltryptophanes ont été détectés
dans les récepteurs d'interleukine®i2le mucine$’ ou encore de properdifie. Actuellement, les
syntheses de ces-2-D-Mannosyltryptophanes et de leurs dérivés sontédatamtes pour éclaircir

leurs roles biologiques trés peu connus.

Schéma 53 n-C-2-D-mannosyltryptophane et ses dérivés
o)

R? NHR?!

R! = Phe-Thr; R? = Ala-GIn-Trp
R!=H; R?=OH

La littérature ne décrit que deux méthodes de gathd’a-C-2-D-mannosyltryptophanes et
une meéthode pour le§-C-2-D-mannosyltryptophanes (Schéma 54). Ito et coll. onaginé
I'incorporation sélective d’'un indole lithié fonotinalisé sur I'1,2-anhydrD-mannose en présence
d’éthérate de trifluorure de bore pour obterirC-2-D-mannosyltryptophane (6 étapes, rendement de
23% & partir du couplagé) L’équipe d’lsobe a travaillé sur la méthode det@apour synthétiser la
partie indolique¢® En 11 étapes, ils obtiennent 3%a€C-2-D-mannosyltryptophane. La méme
méthode a été appliquée a la s@ffe(10 étapes, 6% de rendement global) mais égalempnséries

D-Glucose eD-Galactosed et[3).

% Augé C.Synthéses en série tryptophane : Dipeptides & \dséieangiogénique et dérivé8-2-mannosylés
2006 Thése de doctorat de I'Université de Reims Chameardenne, mention Pharmacie

% Doucey M.-A., Hess D., Bloomers M. J. J., Hofsged.Glycobiology1999 9, 435

O perez-Vilar J., Randell S. H., Boucher RGlycobiology2004 14, 325

I Hartmann S., Hofsteengell.Biol. Chem200Q 275, 28569

2 (a) Manabe S., Ito Y. Am. Chem. Sot999 121, 9754; (b) Manabe S., Marui Y., Ito €hem. Eur. J2003
9,6, 1435

3 (a) Nishikawa T., Ishikawa M., Wada K., Isobe $ynlett2001, 945; (b) Nishikawa T., Koide YKajii S.,
Wada K., Ishikawa M., Isobe MOrg. Biomol. Chem2005 3, 687

" Nishikawa T., Koide Y., Kanakubo A., Yoshimura kgbe M.Org. Biomol. Chem2006 4, 1268
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Schéma 54 : Réactions clé pour la synthese @e&2-mannosyltryptophanes

Réaction cléd'lto:

BnO R
R
OB BnO OH
Bno&/ BF3 OEt, 8 n / Bo 0
BnO (o] + n /
OH BnO
/N N
SOzPh 63% OBn PhO,S gozph
rR= % Y OTBS W 955
N3
Réaction clé d'l sobe (méthode de Castro) :
1) Cul
Bno OBS Et3N/DMF
BnO -
Bno T 2) TBAFITHE
| | Reflux
79%
TsHN
Cul
BnO OBn Et;N/DMF OBn
Bno -0 90‘{: Bno -0
BnO BnO

TBAF/THF
NHTs Reflux

87%

Ici, nous ne devons pas utiliser de dérivés du ziac ils favoriseraient la formation de
B-C-D-mannosyltryptophane. Les dérivés du titane ou de bont des métaux auxquels nous devons
songer afin d'induire la sélectivité. Toutefois, nous avons souhaité travailler, d'dbarans sel

métallique ajouté pour observer le comportemenimtisies dans ce type de réaction.

Nous avons testé trois types d’indoles A, B et G¢sind.A, ind.B etind.C). Nos premiers
essais ont été réalisés en suivant la procédure :N©®Hithien est formé a une température bien
contrélée, puis I'aldéhyd&6 est additionné progressivement au milieu ; erdilrdomure de lithium
est ajouté et le mélange est porté a températuseaata (Schéma 55).

Selon les substrats, nous avons d( adapter ce#tionadde réaction, notamment la proportion des

réactifs, la température et le solvant.

Schéma 55 : Addition d’indoles lithiés sur I'époxylléhyde issu duD-Mannose - Schéma général

R
nBuLi
--------- >
N\ BnO' solvant
SO,Ph

. 16
indA :R=H 21 22
ind.B : R =CHs
ind.C : R = (CH,),NPht. alp
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= Cas delindole A
En se basant sur les études effectuées u@alactose et [B-Mannose, le solvant choisi est

I'éther. Mais rapidement nous avons observé unlenob de solubilité. Le THF nous a alors semblé
étre un meilleur candidat pour dissoudre I'inddlses dérivés.

Les premiéres difficultés apparaissent lors detenétion du lithien en position 2 de I'indole
A. En effet, cet indole posséde deux sites pougtetdéprotonés : les positions 2 et 3. SelonHes p

notre base, le-butyllithium, peut déprotoner les deux positioBsi{éma 56}

Schéma 56 : pKa de l'indole A

Hpka = 41

p
N H
N pKa = 40-45

\
SO,Ph
Indole A

Pour accéder favorablement au lithien désiré ertipes2, nous avons appliqué la méthode de
Gribble® Par une variation précise des températures du @aif78°C puis T=0°C puis retour &
T=-78°C), le 1-phénylsulfonyl-3-lithioindolend.A’ formé subit une transposition pour conduire a
I'indole lithié ind.A” en position 2, plus stable thermodynamiguement;auws de la remontée en
température. Un mécanisme intermoléculaire nousaipde plus plausible (Schéma 57). Ce
changement est, de plus, favorisé par la solubdisalans le THF et la présence d'un groupement

arylsulfonyle’’

Schéma 57 : Transposition de l'indole lithié (ind.A

O
\\/o
Ph—s”
\
N
H
Li@) \ H
o e
Li @
OO — (O
N N o
\ \ 7
_ /S—Ph _ S
ind. A" 0"\ ind.A" o 'Ph

Apres addition de I'époxyaldéhyde sur l'aniamd.A” , nous observons la formation de

nombreux produits difficilement isolables, ceci grél le soin apporté a la déprotonation. L'analyse

> (a) Buttery C. D., Jones R. G., Knight D. W.Chem. So®erkin Trans 11993 13, 1425; (b) Sundberg R. J.,
Broome R., Walters C. P., Schnur D. Heterocycl. Chenl.98Q 807; (c) Shen K., Fu YLi J.-N., Liu L., Guo
Q.-X. Tetrahedror2007, 63,7, 1568

® Saulnier M. G.,Gribble G. Wi. Org. Chem1982, 47,5, 757

" Sundberg R. J., Parton R.1.0rg. Chem1976 41, 163
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par spectrométrie de masse de deux produits najest nous indique la présence de composés

couplés, avec et sans déprotection du groupemestrS€ir 'azote de I'indole.

L'utilisation de cet indole n'est pas aisée car luplage peut concerner les
positions 2 ou 3 de l'indole. Quatre produits depéy « époxy-alcool » peuvent alors se
former. De plus, si la cascade de réaction a lidora quatre produits supplémentaires de
type «C-D-mannosyl-indole » peuvent étre observés. Cette nudé de possibilités nous
incite a effectuer nos tests d’addition sur des atels déja fonctionnalisés en position 3, ce

qui est, de plus, favorable a une synthése coneatg.

D’autre part, les quantités d’époxyaldéhyde utiles sont a revoir. Sachant que les
proportions d’indole sont trois fois plus éleveesugy celles de I'époxyaldéhyde, le
nucléophile en excés pourrait également attaques teux sites de I'époxyde, comme nous

l'avions précédemment observé avec les ions chlesur

= Cas de l'indole B

Les pKa de l'indole B sont peu différents de ceaX’ihdole A. Toutefois, la déprotonation en
position 2 semble plus favorable car son pKa amliéi® Une déprotonation du méthyl en position 3
est toujours possible car son acidité reste coilpativec la base utilisée, mais la stabilisation de

I'anion formé par mésomeérie le rend moins nuclélept8chéma 58).

Schéma 58 : pKa de l'indole B-Stabilisation par mésmérie de I'anion allylique ind.B’

_ ® _
Li
H pKa =40 e
) ) o
& Li
Y N2y o
N pKa < 40 N N H
\ O
SO,Ph //\sf/o //\Si/
Indole B 0" Ph © Ph
ind.B'

Pour déterminer les proportions idéales de régutits cette réaction, nous avons effectué une gamme

de tests :

1) L'indole est en large exces par rapport a I'épakiéhyde (0,3 €q. d’aldéhyde, 0,95 éq. de base et
1 éq. d'indole B)
Cet essai a confirmé nos craintes de réactionsndages. En effet, parmi les composés

présents, nous avons isolé majoritairement deuxiyit® dont la formation est favorisée par la
remontée en température du bain (Schéma 59) :
- un composé@1l peu polaire, résultant de l'attaque de l'indot&ié ind.B” en position 2 sur les

fonctions aldéhyde et époxyde (rendement de 11%).
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- un compos®?2 issu de 'attaque de l'indole sur I'époxyde suigizla formation d’un hémiacétal sur
'aldéhyde (rendement de 13%)

Schéma 59 : Sous-produits isolés lors de la détemation des conditions idéales de réaction

Ny—", _0O_ LOH

N
/ .
PhO,S ppo" qOBn

OBn

Bl B2

Ces proportions relatives ne sont pas adaptées pdaddition nucléophile d'un

indole sur notre époxyaldéhyde.

2) L’aldéhyde est en Iéger exces par rapport addile (1,2 éq. d’aldéhyde contre 1 éq. d’indole B et
de base : conditions de Gribbfe

Ce deuxieme test fut plus concluant car, en I'absele bromure de lithium, nous avons isolé

l'intermédiaire réactionnel souhail (rendement < 38%). Selon les analyses par RMNseaui
diastéréoisomére semble présent. Toutefois, noasons pu recourir a la détermination de la
configuration par les esters de Mosher car il esagté par des traces du sous-proBgit Celui-ci
résulte de 'attaque du lithien, issu de la dépration du méthyle de 'indole, sur I'aldéhyde (Stiaé
60). Par conséquent, nous ne pouvons définir dieraant précis. De plus, nous isolons toujours une

certaine quantité (17%) de compdsé

Schéma 60 : Sous-produit B3 observé

B3

Les quelques tests de cyclisationsitu que nous avons effectués en paralléle, ont montré
gu’'en présence de bromure de lithium, aucune deolwtu milieu réactionnel n'est observée. Nous
avons constaté toutefois que la remontée a temypérambiante génére une faible dégradation du
systeme.

Nous avons également pensé a utiliser le dichloderezinc comme acide de Lewis pour
favoriser une cyclisation plus efficace qu'en prése de bromure de lithium. Une solution de
dichlorure de zinc, préalablement fondu et disstarss le THF, a été additionnée au milieu a -78°C.
Cette fois, un nouveau produit ne correspondantapasproduits et sous-produits connus selon la

RMN, a été mis en évidence. Ce résultat est engeard car la spectrométrie de masse nous fournit
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une masse moléculaire identiqgue au com@&attendu si la stratégie NOE est efficace. D’'autres
analyses (notamment des effets Overhauser nud§aoat actuellement en cours pour déterminer

clairement la structure de ce composeé.

Les tests de cyclisation situ sont plus délicats que dans le cas DiGalactose. Les
nouveaux produits sont isolés en faible quantitéarasités par de la dégradation et la
conversion de I'indole n’est pas quantitative (56&%). De plus, ces conditions ne sont pas
a notre avantage car nous ne pouvons recycler 'émdéhyde 16 en exces, contrairement
a l'indole B. Les analyses spectroscopiques noudigauent que I'époxyaldéhyde récupéré
n'est plus suffisamment pur pour étre a nouveau lig# dans une réaction de couplage
malgré la purification sur gel de silice. Sachantug sa synthese demande beaucoup
d’attention et de temps, il est préférable de défides conditions réactionnelles dans

lesquelles il sera utilisé en défaut.

3) L'indole est en léger exceés par rapport a I'digde (0,66 €q. d’aldéhyde, 0,95 éqg. de base et 1 éq
d’indole B : conditions de 1f6®)

Nous avons retenu les conditions de ce troisiénsai esar la réaction, effectuée a basse

température (-78°C), conduit proprement a un sgermédiaire réactionn@l avec un rendement,
cependant modeste, de 48%. En effet, il n'est pagsjié par le sous-prodi88 et la formation des
autres sous-produits semble moindre. Cependantcarditions réactionnelles ne limitent pas la
guantité d'indole récupérée (quasiment 50% par adpau nombre de moles d’indole engagées

initialement).

La synthese de I'alcoob-indolique 21 est laborieuse. LeButyllithium n’est sans
doute pas la base la mieux adaptée pour déprotmwectivement I'indole B. Nous devrons
songer a utiliser de préférence le diisopropylamidide lithium (LDA) ou encore une base

de type « amidure de magnésium®.

Les tests de cyclisatiom situ n'ayant pas porté leurs fruits, la cyclisation dgux étapes
semble encore une fois plus judicieuse dans la Béviannose. Nous avons testé deux conditions :
- L’époxy-alcool21, dissous dans le DMF, est déprotoné a basse tatup(0°C) par de I'hydrure
de sodium (0,8 éq.). Aprés plus de 72h a tempéradmmbiante, aucun nouveau composé n'a été

observé, et seulement 46% d’alcool intermédiaitedtdrécupéreés.

®Kondo Y., Yoshida A., Sakamoto J. Chem. Soc., Perkin Trans.1896 2331
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- L'acide camphor-sulfonique permettait, dans Kkitu précédente, de cycliser les alcools
propargyliques en cycles a 5 et 6 chainons. Ceslittams appliquées a l'alcool intermédiaire
a-indolique 21 conduit étonnamment a un seul composé (rendeneebB-®66%). La spectrométrie de
masse nous indique a nouveau la perte d’'un grouptelbemzyl et les analyses par RMN (constantes
de couplage et effets Overhauser nucléaires) coefit la formation d’'un composé furanique
(Schéma 61). Par analogie avec le com@tsde I'étude précédente, la grande constante ddagmip
Ji» laisserait supposer plutét une configuration Sespondant & une addition kgn de I'indole

lithié ind.B” sur l'aldéhyde. Ceci doit cependant étre confipaéles esters de Mosher.

Schéma 61 : Cyclisation de I'alcoali-indolique 21 par le CSA

Identification par Effets Overhauser Nucléaires

CSA, CH,Cl,, T.A.

Effets nOé

Ce dérivé, inconnu dans la littérature, a été etient caracterise.

Des conditions basiques devront bien sir étredssafin d’espérer accéder aux cycles a 6
chainons désirés.

Par curiosité, nous avons tenté de synthétisatdlmzinciqué (Schéma 62) pour étudier son
comportement en présence de I'époxyaldéhyde. Nos tmtatives ont été vouées a I'échec, aucune
réaction n'a été observée. Nous ne pouvons difabsience de réaction est due a une faible régetivi
de l'indole zincique ou non, car rien ne nous pogv'il ait été correctement fornié situ. Le plus
surprenant dans cette manipulation, est le déssgément des ions chlorures pour I'époxyaldéhyde

16, car aucun produit de ty@el n’a été observe.

Schéma 62 : Indole B zincique

N ZnCl
N

\

S0,Ph

® Danieli B., Lesma G., Martinelli M., Passarella Beretto I., Silvani ATetrahedron1998 54, 14081
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L’indole B nous a fourni des résultats plus concseét surtout plus surprenants que
I'indole A non substitué. Mais la déprotonation s&ltive en position 2 est toujours délicate.
C’est pourquoi il faudra revenir sur le choix de lhase. Les rendements de cette étude
restent faibles et ceci est peut-étre di a l'inddelui-méme. En effet, Ito a également
obtenu des résultats décevants avec ce méme ir(dehelement de 39%, diastéreosélectivité

pour le C-D-mannosyl-indolea/ 8 87:13)7%®

= Cas de l'indole C

Disposant d’'un indole plus fonctionnalisé, nousrevtenté d’appliquer la méthode retenue

dans le cas de l'indole B. Cette fois, les diffiésl n’étaient pas dues aux pKa des C-H mais a la
réactivité dunbutyllithium vis-a-vis d'un carbonyle du groupemseptitalimide. En effet, nous avons
isolé un composé hautement cristatid (rendement de 38%) résultant de I'alkylation ddes deux

carbonyles du groupement phtalimide (Schéma 63).

Schéma 63 : Réaction secondaire entre la base @dlole C

O O OH
N o) N
\ nBuLi \
—_———
THF, -78C
N N
ind.C SO,Ph SO,Ph B4

Un second produit moins polaire a également été.iSelon les analyses RMN préliminaires,
ce composé semble avoir subi une double alkylagiomla partie phtalimide ainsi qu’'une addition
nucléophile de l'indole lithié sur I'aldéhyde. Diagss analyses sont actuellement en cours pouridéfin

clairement sa structure.

Cette nouvelle réaction secondaire liée, cette thisctement a la base remet d’autant plus en

guestion son utilisation.

Les études faites sur l'indole B ont mené, dans premier temps, a l'alcool
intermédiaire 21souhaité puis a la formation d’'un composé 23, incande la littérature,
possédant un cycle a 5 chainons. Mais plusieursfidifités limitent l'utilisation de cet
indole dans notre étude. Celle-ci doit étre oriemtéers des indoles dont les pka sont plus
adaptés a nos conditions de réaction et possédangroupement en position 3 facilement
fonctionnalisable. Ainsi, pour les prochaines reatohes, il serait judicieux de synthétiser

d’autres indoles substitues, par exemple, par umgoement triméthylsilyle ou vinyle.
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f- Conclusion sur le cas D-Mannose

L'application de la stratégie NOE & I'époxyaldéhyd® dérivé dup-Mannose s'est
révélée plus délicate que dans le casmiGalactose. La premiere étape, I'addition de deux
types de nucléophiles tres différents, I'un alcyaypeu encombré, 'autre hétéroaromatique
assez imposant, conduit aux alcools intermédiaife2-syn (17 et 21) correspondants avec
des rendements moyens a trés satisfaisants. Ldgdlifés les plus sévéres sont rencontrées
au cours de la seconde étape. La cyclisation déctalate formé sur I'époxyde est génée
par la configuration du groupement benzyl porté padhydroxyle du carbone 2. La
cyclisation privilégiée conduit alors a des compe$eb chainons.

I1I) Conclusions et Perspectives

Notre étude sur I'alcynylation d’aldéhydes chirawnous a permis d’aborder diverses
réactivités et différents problemes.

Une méthode simple et hautement stéréosélectivédasr une addition nucléophile
suivie d’'une ouverture intramoléculaire d’'un époxgdNOE) a été développée. L utilisation
du dichlorure de zinc s’est révélée fort efficaceys conduire tres favorablement aux
alcools intermédiaires propargyliques 12n attendus dans les séries-Galactose et
D-Mannose. La cyclisationin situ, dans le cas dub-Galactose, fournit I'analogue
a-C-Galactosidique désiré. Par contre, cette deuxiégtape présente plus de difficultés
pour le D-Mannose ; celle-ci n'est d'ailleurs pas effectude situ sous peine d’obtenir
différents sous-produits. Les états de transitionsgibles de I'alcoolate intermédiaire 17 ne
sont pas favorables a son attaque sur I'époxyde,igmids le sont pour l'attagque de
'hydroxyle protégé en position 2 sur [|'époxyde pouconduire aux furanes
a-hydroxylés. Ce phénomeéne est particulier ausMannose car ce genre de dérivés
furaniques a également été observé lors de I'additide I'alcool 1,2syn ag-indolique 21,
obtenu en l'absence de dichlorure de zinc(!) etéplablement isolé, sur I'époxyde en
milieu acide.

Tous ces résultats sont rassemblés dans le schéna 6

Beaucoup de travail doit encore étre accompli pocerner toutes les difficultés
rencontrées dans le cas dm-Mannose et accéder favorablement au&- et aux

[FC-Mannosides. Nous souhaitons, a l'avenir, tester d&ratégie sur les pentoses afin de

69



Chapitre A : Alcynylation d’aldéhydes chiraux, as@x C-Glycosides

synthétiser de€-furanosides ou encore des-nucléosides. La synthese de I'époxyaldéhyde

issu duD-Arabinose est actuellement en cours (Cf. ChapitrdIp

Notre stratégie nous permettant d’'accéder aux adleynyl)-Galactosides, nous
lavons appliquée a la synthése d’analogue§-Galactosidiques d'une substance
biologiquement active : le KRN 7000.

Cette application fait I'objet d’'un dossier de valsation. C’est pourquoi certaines

informations ne seront pas données dans la suitecdananuscrit.

Schéma 64 : La stratégie NOE testée sur deux hexese

Cas du D-Galactose Cas du D-Mannose

OBn OBn
Epoxyaldéhyde 1 Epoxyaldéhyde 16
/‘
Avec ZnCl, Sans ZnCl, Avec ZnCl,

Epoxy-alcools
intermédiaires

1,2-anti  OBnN 1,2-syn OBN 176t 21
Cyclisation in situ
3 OH R OH OH
o) \// O R O.__R
BnO "’OBn BnO" OBn BnO" OBn
OBn OBn OBn o
18 18 B Epimérisation
R': =—Ph
\ \ =——ph
BnO OBn BnO OBn R':{ =—"TMs
19 20 et 23 indoles
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CHAPITRE B :

Application de la stratégie NOE a la synthése

d’analogues C-glycosidigues d’'un composé
biologiguement actif : le KRN 7000

1) Le KRN 7000

Les invertébrés marins sont connus pour étre un@rceoimportante de composés
potentiellement bioactif€. Durant ces trois derniéres décennies, la rechateheomposés naturels
marins a permis d’identifier de nombreuses molécalémiquement et biologiguement intéressantes,
comme l'acide kainique, I'acide okadaique, la ittoxine ou la palytoxine...

L'océan constitue une véritable pharmacothéqueetat, les éponges arrivent en téte du
palmares des activités biologiques, suivies deg autres phyla les plus importants : cnhidaires)edg
rouges, algues brunes, ascidies et mollusques. @imcore tres peu de médicaments soient issus
d’organismes marins, plusieurs substances sonelinent testées en clinique, notamment comme
agents anticancéreux (Tableau 10). Ces quelqueécoiet sont susceptibles de conduire a de

nouveaux médicaments dans les cinq prochaines sfinée

Les éponges constituent la plus riche source debogsides bioactifs avec une remarquable
diversité chimiqué’ Ces cérébrosides constituent la plus grande dessec de la famille des
sphingolipide$® Trés largement identifiés et isolés dans la ngfomganismes mammiféres et marins,
plantes, levures...), les sphingolipides sont compdsgérois sous-unités distinctes (Schéma 65) :

- une téte polaire (sucre, disaccharide, phosphaifates...)

- une chaine acyle grasse

- une chaine sphingosine plus ou moins fonctionreléeliée a la chaine acyle par une

fonction amide

8 (a) Higa T., Tanaka J., Ohtani I. I., Musman MayRM. C., Kuroda |.Pure Appl. Chem2001, 73,3, 589;
(b) Simmons T. L., Andrianasolo E., McPhail K., fFIR., Gerwick W. HMol Cancer Ther2005 4, 2, 333;
(c) Sipkema D.Cultivation of Marine Sponges: From Sea to C2ll03 thése (Hollande); (d) Hirsch S.,
Kashman Y Tetrahedronl989 45,12, 3897

8 (a) Editorial Pathologie Biologie2004 52, 1; (b) Kornprobst J.-M.Les médicaments de la mer
http://www.bioagua.net/mnp/Documents/informacioentifica/Les%20medicaments%20de%20la%20mer.pdf
8 Tan R. X., Chen J. HNat. Prod. Rep2003 20, 509

8 Howell A. R., So R. C., Richardson S. Retrahedror2004 60, 11327
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Tableau 10 : Exemples de molécules d’'origine marinen phases d’essais cliniques

Dénomination

Essai Clinique Origine Activité Classéhithique
Bryostatine 1 Phase Il Bugula ”ef'“”a Antlt’:ancereux Macrolide
(Bryozoaire) (mélanome)
Déshydrodidemnine Phase Il Aplidium albicans Antiviral Depsipeptide
B (Aplidine) (Ascidie) Antiprolifératif Macrocyclique
Didemnine B Phase I Tr|d|demn.ur.1 solidum Anticancéreux Dep5|pep.t|de
(Ascidie) macrocyclique
: Dolabell iculari . ; . .
Dolastatine 10 Phase Il olabefia auricuiana Anticancéreux Tétrapeptide
(Mollusque)
. - Ectei idia turbinat Anti 2
Ecteinascidine 743 Phase Il cleinascl .|e.1 urbinata nticancereux Alcaloide
(Ascidie) (agent alkylant)
Squalamine Phase Il Squalus acant.hia}soisson Anti(-:a-nc-éreux Aminostei:rol
(Requin) Antibiotique sulfaté
Discodermia dissoluta Anticancereux
Discodermolide Phase | Immuno- Macrolide
(Eponge)
suppresseur
. . Maladie .
GST-21 Phase | AmphTSQialz(:)lﬂoreus d’Alzheimer (;r:;Z:slgie;\e)
Schizophrénie
Petrosia contignata . . A
IPL-567 Phase | ! 9 Anti-inflammatoire Stéroide
(Eponge)
KRN 7000 Phase | Agelas mauritiana Anticancéreux Qlycq- :
(Eponge) sphingolipide
. . Nost . . , D i tid
Cryptophycine Phase pré-clinique 08 ocsp, . Anticancéreux ep5|pep.| e
(Cyanobactérie) macrocyclique
Isohomonhali- S Lissodend . . . Polyéth
. ! Phase preé-clinique Issodendorysp Anticancéreux oye _er
chondrine B (Eponge) macrolide
) o Elysia/bryopsis Anticancéreux Depsipeptide
Kahalalide Phase pré-clinique Y yop . PSIp p.|
(Mollusque/algue verte) Antiviral macrocyclique
A Mycalesp. iy .
Mycaperoxyde Phase pré-clinique Antiviral Peroxyterpéne
(Eponge)

Schéma 65 : Structure des sphingolipides

Sphingolipides

Céramides

ou phytosphingosine

Chaine sphingosine

m, n variables

Sphingosine: double liaison en 4'-5'
Phytosphingosine: groupe hydroxyle en position 4'
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Notre équipe s'est intéressée a ce genre de comipeséplus particulierement a
I'a-Galactosylcéramide atGalCer) nommé KRN 7000. D'origine synthétique etssedant des
propriétés antitumorales prometteuses (Cf. TabEju il résulte de I'étude des relations structure-

activité d’une série de composés d’origine mariee Agélasphine¥.

Les Agélasphines (AGLs) ont été isolées d'une épgagonaise,

Agelas mauritianug(ci-contre), récoltée dans les parages d'Okinawa
Japon, en 199%.

Un échantillon lyophilisé de I'éponge a été extraér un mélange
chloroforme/méthanol. Puis le résidu est a nouedrait, par les mélange
acétate d’éthyle/eau et méthanol/eau. Une sucecessiachromatographies .
sur gel de silice a permis d’isoler une fractioigéiessante dont les constituants on p éﬂé paré
CLHP. Les Agélasphine&GL-7a, -9a, -9b, -11 et-13 ont alors été identifiees (Schéma 66).

Schéma 66 : Cing premieres Agélasphines identifiées

OHHO AGL | m R

MO oAy 1 Ta |2l (CH)uCHs

i I L

HO% " HN Ho 9a |21 (CHy)1.CH,

: 04 _i_i_ ' 9b |21| (CHp)uCH(C

: R (CH)1:.CH(CH),
! . HO 1 11 | 21| (CHa)uCH(CHs)CoHs
o T 13 | 22| (CH,)11.CH(CH;)C;Hs

Les analyses (RMNH et *°C, IR, Spectrométrie de masse...) des composés igblis leurs
produits de méthanolyse ont permis de détermireisirictures de ces Agélasphines. Celles-ci, et
notamment les configurations, ont pu étre confisnkes de la synthése totaleA®L-9a.%° Les
Agélasphines sont donc des glycosphingolipides uizs¥ une téte polaire-Galactose commune
(Carrél), la liaison anomérique de configuratiari’associant a une partie céramidie)( Celle-ci est
constituée d’'une chaine-hydroxylée amide variablell§) et d’une phytosphingosine également
variable (Ib). Il est & noter que le caract@&gour ce type de composés n’est pas habituellereent |

plus frequemment observé.

Ces différents composés ont fait preuve d'une itambe activité antitumoral® vivo chez

des souris infectées par des cellules cancéreasgpe B16” lls possédent également des propriétés

8 Morita M., Motoki K., Akimoto K., Natori T., Sakal., Sawa E., Yamaji K., Koezuka Y., Kobayashi E.,
Fukushima HJ. Med. Chem1995 38, 2176

8 Natori T., Koezuka Y., Higa Tretrahedron Lett1993 34,35, 5591

8 Akimoto K., Natori T., Morita MTetrahedron Lett1993 34,35, 5593

87 Natori T., Morita M., Akimoto K., Koezuka YTetrahedron 994 50, 2771

75



Chapitre B : Application de la stratégie NOE a lgnthése d'analogues C-Glycosidiques d’'un composé
biologiguement actif : le KRN 7000

immunostimulante#n vitro en induisant une réponse lymphocytaire mixte. rriéur toxicité aigle
est réduite (LIh > 10 mg/kg chez le rat). Ces différentes carastigties ont conduit les chercheurs a
considérer les Agélasphines comme des agentsuambrux prometteurs. Une étude des relations
structure-activité a donc été menée dans le buedtifier le composé possédant les meilleures
propriétés thérapeutiques.

b- Etude des relations structure-actiyité

Plusieurs analogues des Agélasphines ont été sigdthéafin d’étudier l'influence des

modifications structurales sur I'activité du com@os

&, Dans un premier temps, les longueurs des chaingsgmiingosine et acyle ont été variées et la

présence ou non des hydroxyles de la partie céeamiété discutée Lo oM z
(Tableau 11). - o OY\%
Tableau 11 : Analogues des Agélasphines synthétisddestés HOO H':ll Y R
YT
o
Entrée  Composé X Y Z R m n A B (AxB)io C
1 AGL-535 H H H CH; 21 13 407 90 3,7
2 AGL-509 OH OH OH CH 21 6 462 196 9,1
3 AGL-544 OH H H CH 17 13 531 177 9,4
4 AGL-536 OH H H CH; 15 13 781 155 12,1
5 AGL-525 OH OH H CH 21 13 650 198 12,9
6 AGL-517 OH H H CH; 11 13 542 249 13,5
7 AGL-550 OH OH OH CH 23 15 928 153 14,2
8 AGL-549 OH OH OH CH 23 14 723 221 16,0
9 AGL-548 OH OH OH CH 23 13 928 203 18,8 382
10 AGL-543 OH H H CH 19 13 569 378 215
11 AGL-502 OH OH OH CH(CH), 21 11 868 282 24,5
12 AGL-510 OH OH OH CH 21 10 941 330 31,1
13 AGL-506 OH H OH CH 21 13 813 397 32,3
14 AGL-519 OH OH OH CH 21 12 824 520 42,8
15 AGL-512 OH OH OH CH 21 13 579 1060 61,4
16 AGL-514 OH H H CH; 21 13 689 1115 76,8
17 AGL-518 OH H OH CH;, 23 13 - - 210
18 AGL-582 OH OH H CH; 23 13 538 - 398

A - inhibition de la croissance de la tumeur (%)
B - stimulation de la prolifération des lymphocytasl ng/mL sur des cellules de rate de souris, Ptgmpgport au contréle)
C - stimulation de la prolifération des lymphocytasl ng/mL sur du sang humain, % par rapport atr@le)
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La détermination de la capacité de ces composéslanger la durée de vie des souris infectées par

des cellules de mélanome B16, ainsi que leur sffeta prolifération des lymphocytes dans un test d

réaction lymphocytaire mixte, a conduit & des téssitrés intéressants :

“ La présence d'une ramification en bout de chainelaipartie phytosphingosine n'a pas

d’influence significative sur l'activité de I'Agé&hine (Entrée 11),

S Par contre la longueur de cette chaine tient uaeepimportante dans I'activité du composé

car celle-ci augmente avec la longueur de la chaivec un optimum pour n = 13 (Entrées 14 et

15),

©  Sur les trois positions X, Y, Z, seul un hydroxge position X sur la sphingosine semble

nécessaire a une bonne activité (Entrées 1, 3,1%3,16). Toutefois la prolifération des

lymphocytes est favorisée en présence des dewoxyds X et Y. L’hydroxyle Z influence peu

cette augmentation et devient alors superflu. @est©, 17, 18),

Y  Méme remarques que pour la chaine sphingosinentpuéur de la chaine acyle joue un réle

marquant dans I'activité notamment pour m = 21 (éag 3, 10, 12, 13, 14) mais surtout pour
m = 23 (Entrées 17, 18).

Ces tests ont permis de relier I'activité biologigde ces analogues a des éléments structuraux

importants de la partie céramide.

&, Afin de déterminer l'influence, cette fois, de larfe osidique et notamment de la configuration du

centre anomérique,

les synthéses des comp@s€mlactocéramides AGL-564) et a- et

B-GlucocéramidesAGL-563 et AGL-562 respectivement) ont été entreprises (Schém&67).

Schéma 67 o,B-Galactocéramides etr,3- Glucocéramides

HO OH
o O
HO 11
Ho| HU
O\/Y\H/
o 13
AGL-517

AGL-564

OH
(0]
0]
HOL o o 11
HO -
O\/Y\H/
HO 13
AGL-563
(0]
OH Wl/l
HN
(0} <
HOHO o\/Y\H/
HO HO 13
AGL-562

8 Kobayashi E., Motoki K., Yamagushi Y., Uchida Fukushima H., Koezuka “Bioorg. Med

4, 615

. Chenil996 4,
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Plusieurs tests biologiques ont été effectuésivigctntitumoraldan vivo sur des cellules B16 chez la
souris, aptitudén vitro a stimuler I'activité des cellules NK du systémmeriunitaire, stimulation de la
prolifération des cellules de la rate...

Tous ces tests convergent vers la méme activité :

- Lesa-Galacto- eti-Glucocéramides sont nettement plus réactifs qurs lenaloguep,

- Le motif D-Galactose induit de meilleurs résultats que le nGlucose.

Remarque tes mémes tests ont été réalisés sur la Bélannose, mais celle-ci reste inactive.

Toutes ces recherches ont conduit a considérer Brgphine AGL-582 comme
étant le meilleur candidat a des essais cliniquBgveloppé par la société japonaise Kirin
Brewery, le KRN 7000 (ou AGL-582) est constitué wéu unité D-Galactose de
configuration a, liée a un céramide dihydroxylé dont les longueuts chaine lui conferent

une activité optimale.

Le KRN 7000 s’est avéré efficada vivo contre plusieurs types de cellules tumorales
(hépatiques, pulmonaires.®)contre la malari&’ la tuberculos® et les maladies auto-immunes
(diabéte, lupus..”} (Cf. Annexe DY? Il a également été montré que les souris guérascp
traitement avait acquis une immunité spécifiquetreota tumeur. Par contiia vitro, sa cytotoxicité
contre ces mémes cellules tumorales est négligeBhleéalité, le KRN 7000 n’est pas directement

cytotoxique envers les cellules infectées. Son eéted’activer les cellules T de I'immunité conles

8 (a) Nakagawa R., Motoki K., Ueno H., lijima R., kéamura H., Kobayashi E., Shimosaka A., Koezuka Y.
Cancer Res1998 58, 1202; (b) Nakagawa R., Serizawa |., Motoki K., Ssto Ueno H., lijima R., Nakamura
H., Shimosaka A., Koezuka Yoncol. Res200Q 12, 51; (c) Fuji N., Ueda Y., Fujiwara H., Toh T., Yadstura
T., Yamagishi H.Clin. Cancer Res200Q 6, 3380, (d) Kobayashi E., Motoki K., Uchida T., Fukima H.,
Koezuka Y.Oncol. Res1995 7, 529; (e) Kawano T., Cui J., Koezuka Y., Toura lan€ko Y., Sato H., Kondo
E., Harada M., Koseki H., Nakayama @&t al. Proc. Natl. Acad. Sci. USE998 95, 5690; (f) Cretney E., Takeda
K., Yagita H., Glaccum M., Peschon J. J., SmythJM.. Immunol.2002 168 1356; (g) Hayakawa Y., Rovero
S., Forni G., Smyth M. Proc. Natl. Acad. Sci. US2003,100,16, 9464

% (a) Hansen D. S., Siomos M.-A., de Koning-Ward Buckingham L., Crabb B. S., Schofield Eur. J.
Immunol.2003 33, 2588; (b) Gonzalez-Aseguinolaza G., Van KaeBlergmann C. C., Wilson J. M., Schmeig
J., Kronenberg M., Nakayama T., Taniguchi M., Kdezw'., Tsuji M. J. Exp. Med.2002 195 617; (c)
Chackerian A., Alt J., Perera V., Behar S.INf. Immunol2002 70, 6302

%1 (a) Singh A. K., Yang J.-Q., Parekhl V. V., WeilWang C.-R., Joycel S., Singh R. R., Van Kaeur. J.
Immunol.2005 35, 1143; (b) Duarte N., Stenstrom M., Sampino S.gB&n M.-L., Lundholm M., Holmberg
D., Cardell S. L.J. Immunol.2004 173 3112; (c) Hong S., Wilson M. T., Serizawa |., Wu Singh N.,
Naidenko O. V., Miura T., Haba T., Scherer D. C¢iW., Kronenberg M., Koezuka, Y., Van KaerNature
Med.(N.Y, NY, U.S.A) 2001, 7, 1052; (d) Falcon M., Facciotti F., Ghidoli N., kkdP., Olivieri S., Zaccagnino
L., Bonifacio E., Casorati G., Sanvito F., SarvelriN. J. Immunol2004 172 5908

*2Yu K. O. A, Porcelli S. Almmunol. Lett2005 100, 42
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cellules infectées. De par cette capacitépeéalCer est devenu un oultil trés utilisé tant erneeche
fondamentale que thérapeutique comme agent phalogépae et a ce jour, deux essais cliniques de

phase | en cancérologie ont été publiés.

b- Interactions biologiques desGalCer

Remarque Cette partie sera développée plus profondémerg aChapitre C concernant les tests

biologiques.

L’ a-GalCer et autrea-Glycocéramides activent le systéme immunitairetreoles tumeurs et
le «rééduquent » pour lutter contre les malade®-mmunes ou pathogéniques. Leurs cibles
d’action sont les cellules TNK (Cellules T Natuidller). Le KRN 7000 est présenté a ces cellulas pa
une protéine, nommée CD1d, associée afifamicroglobuline B2m). L’ensemble est véhiculé par
des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) ulesll dendritiques, macrophages...) (Figure ci-

dessous}?

@r\
\

"\
=
/ §)
\ B2m
S CPA
Lorsque laffinité du glycolipide pour les récepteules cellules TNK est efficace, alors ces
cellules produisent diverses molécules trés actiles cytokines. Parmi ces cytokines, les
Interféronsy (IFN-y) et les interleukines-4 (IL-4) sont remarquablésingluisent chacune deux
réponses immunitaires spécifiques, dites Thl et (fé@pectivement). Aprés l'activation en cascade
d’autres cellules de I'immunité (Cellules B, madnapes...), la réponse Thl permet de lutter contre

les tumeurs, tandis que la réponse Th2 concertraitement des maladies auto-immunes (Schéma
68).

% (a) Giaccone G., Punt C. J. A., Ando Y., Ruijter Rishi N., Peters M., von Blomberg B. M. E., SgbeR.
J., van der Vliet H. J. J., van den Eertwegh AM.J.Roelvink M., Beijnen J., Zwierzina H., Pinedo M. Clin.
Cancer Res2002 8, 3702; (b) Nieda M., Okai M., Tazbirkova A., Lin,H¥amaura A., Ide K., Abraham R., Juji
T., Macfarlane D. J., Nicol A. Blood2004 103, 383

% Moody B. B.Nature Reviews Immunolog@{05 5, 387
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Schéma 68 : Activation des cellules TNK par un-GalCer

Cytokines
immuno-modulatrices
B Régulation de maladies
@ A\ auto-immunes
glycolipide
IL-4,1L-10, IL-13
_/ y
O mmmd TNK | "y Fas-L > Effet sur les
métastases tumorales
M® . . .
cD1d Protection contre les infections
CPA: cellule IL-2, IFN-y, TNF-a bactériennes et
présentatrice parasitaires
d’'antigéne @ Y
NK
Cytokines

. . M® : macrophages
pro-inflammatoires

Le KRN 7000 produit ces deux cytokines dans les e®iguantités. D’'un point de vue
thérapeutique, il serait intéressant de pouvoiuiredpréférentiellement I'une ou l'autre répons&est
pourquoi de nombreuses équipes a travers le mond®rg penchées sur la synthése d’analogues
pouvant favoriser telle ou telle réponse immunitaiDe plus, ayant, encore a I'heure actuelle, peu
d’'informations sur le mécanisme d’interaction bgitpue entre ki-GalCer et son véhicule (CD1d),
d’une part, et avec les récepteurs des cellules,TdRiutre part, plusieurs analogues sont destinés a

ces recherches uniqguement.

Nous avons vu précédemment que I'étude des refatistnucture-activité concernait les
modifications effectuées sur les chaines grassegukurs des chaines et présence d’hydroxyles sur
celles-ci) et sur la nature glycosidique de la f@taire. Dans la course aux analogues bioactifs du
KRN 7000, les modifications se sont portées sur :

= |la longueur des chaines phytosphingosine et é&@deourcissement)

= l'absence de I'hydroxyle Y sur la chaine phytoggoisine (accés a des chaines de type

sphinganine)

= la présence de doubles liaisons ou de motifs aiques sur les chaines grasses

= |'insertion de groupements plus ou moins fonctadig@s sur les hydroxyles @uGalactose

&, A partir de la structure établie du KRN 7000, uralague ayant une chaine phytosphingosine
raccourcie a cing carbones et une chaine acylgugmde deux carbones a été synthétisé (Schéma
69)%° NomméOCH, ce composé induit une augmentation de la prooludatilL-4 au détriment de

celle des IFNy. Favorisant la réponse immunitaire Th2, OCH ofiesi une protection contre les
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encéphalomyélites auto-immunes (EAE)le diabéte de type®f et larthrite induite par le

collagéne’®
Schéma 69 : Analogue OCH — Rapport IL-4/IFNy’’
HO OH
5 Q@
HO HN>*CZ3H47 Stimuli  Temps apres injection Rapport IL-4/IFN-y
HOO - OH KRN 7000 1,5h 1,09
> CeHy, OCH 1,5h 5.58
HO

Dans la méme lignée que 'OCH, une équipe amemcaiast concentrée a démonstrer que plus la
longueur d'une des deux chaines grasses est cqlutela production d’IL-4 augmente (Schéma
70)2%

Schéma 70 : Chaines acyle et phytosphingosine trameps

HO OH HO OH
HO 0 >_CZ3H47 HO 0 ’*C\:ZH_l\:r:\,‘
Ho | AN oH Ho | HN - on
\/\A/'\icfzﬁs\:- \/Y\C14H29
HO T HO

Ces résultats seraient dus a une plus faible géallli complexea-GalCer/CD1d vis-a-vis du
récepteur des cellules TNK. Les IRNsemblent requérir une plus longue stimulation geele

demandent les IL-%.

. Une autre équipe américaine s’est intéressée, fe$t, aux analogues sphinganines du KRN 7000
et de 'OCH afin de tester I'influence de la présenle I'hydroxyle Y sur la chaine phytosphingosine
(Schéma 71). Les résultats des es#aivitro confirment les données obtenues lors de I'étude
structure-activité, ces produits n'ayant montré effiet, aucune amélioration dans la production des

cytokines par rapport a leurs analogues paréhts.

% (a) Miyamoto K., Miyake S., Yamamura Nature 2001, 413 531; (b) Berkers C., Ovaa Hrends in
Pharmacological Scienc&905 26,5, 252

% (a) Mizuno M., Masumura M., Tomi C., Chiba A., C&i, Yamamura T., Miyake S. Autoimmun2004 23,
293; (b) Chiba A., Oki S., Miyamoto K., Hashimoto, Ffamamura T., Miyake SArthritis Rheum2004 50,
305

97 0ki S., Chiba A., Yamamura T., Miyake B.Clin. Invest2004 113,11, 1631

% Goff R. D., Gao Y., Mattner J., Zhou D., Yin N.atu (lll) C., Teyton L., Bendelac A., Savage PJBAM.
Chem. Soc2004 126, 13602

% (a) Ndonye R. M., Izmirian D. P., Dunn M. F., Yu K. A., Porcelli S. A., Khurana A., Kronenberg M.,
Richardson S. K., Howell A. Rl. Org. Chem2005 70, 10260; (b)Sidobre S., Hammond K. J. L., Bénazet-
Sidobre L., Maltsev S. D., Richardson S. K., NdoRyeM., Howell A. R., Sakai T., Besra G. S., Pdlical A.,
Kronenberg MProc. Natl. Acad. Sci. US2004 101, 12254
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Schéma 71: Analogues sphinganines du KRN 7000 et ltd@CH

HO OH HO JOH
O, O
HO R >_025H51 HO Q >_023H47
ol HY M4 Hol HY M 4
Ov\/k O\/“\H‘\
Ci4H2g CsH11
HO HO
Sphinganine-KRN 7000 Sphinganine-OCH

Il est & noter que I'hydroxyle X en position 3’ egtiant a lui, primordial car son absence entrairee

perte totale de I'activit&®

&, Les analogues possédant des doubles liaisonsnfiguration Z ou E sur leurs chaines grasses ont
montré une faculté & produire majoritairement de4 &n quantité similaire voire supérieure au KRN
7000 (Schéma 72§°

Schéma 72 : Analogues insaturés

HO OH
q ©° = NN
HO HN
Hoo\/?\‘/\/CBHZ? BF1508-84
HO
R= © F
HO OH W\/\/ C20:1 trans

o)
HO s W C20:1 cis
Ho | HN  OH
A o)
ST CuaHyg =7 = C20:2
HO
@ _ _
W c18:2

L’introduction d’'un groupement aromatique en boatld chaine acyle permet de multiplier
quasiment par quatre la production d’I§Nvar rapport au KRN 7000 (Schéma 73)Ces résultats

récents sont les premiers de ce genre dans laocetélpsO-glycosides et montrent qu'il est possible

d’'induire majoritairement des cytokines pro-inflamtwires (Thl) HO OH Ph
en limitant la production de cytokines immuno-meadrices (Th2). o ©° )n
HO
Ho| HN OH
Schéma 73 : Analogues aromatiques o\/f\rf\
Ci4H2g
HO
n=5,7,10

0yu K. 0. A, ImJ. S, Molano A., Dutronc Y., Itianov P. A., Forestier C., Fujiwara N., AriasMijyake S.,
Yamamura T., Chang Y.-T., Besra G. S., PorcelASProc. Natl. Acad. Sci. US2005 102,9, 3383
191 Fyjio M., Wu D., Garcia-Navarro R., Ho D. D., TsM., Wong C.-H.J. Am. Chem. So2006 128, 9022
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&, Pour définir les hydroxyles réactifs d-Galactose, ceux-ci ont été substitués par divers
groupements : fluor, méthoxy, sulfate, sucre, tdbaride, chaine amide...

Des études ont montré que I'hydroxyle en positi@dd sucre joue un réle important dans
l'activité. En effet, lorsque cet alcool est rengélapar un atome de fluor ou par un groupement
méthoxy (Schéma 74), le KRN 7000 connait une baispertante de son activité vivo.'*

Contrairement a I'hydroxyle en position 2, celui position 3 n’a aucune influence sur
I'activité, 'analogue sulfaté en cette positioraméliorant pas significativement les résultats e
pour le KRN 7000%

Schéma 74 : Analogues peu réactifs

HO OH o HO LOH o HO JOH o
(@) (@] (o]
HO >_C25H51 HO >_C25H51 NaO;SO >_025H51
;) o o) o Yo o
\/Y\C14H29 \/Y\C14H29 \/Y\014H29
HO HO HO

Si un motif glycosidique est fixé sur les hydroxylen C2, C3 ou C4, alors ces analogues
subissent, d’abord, une coupimevivo du sucre supplémentaire, avant d’'induire une iétsimilaire
au KRN 7000 (Schéma 75). La molécule semble « seasguer » avant de pouvoir interagir, ce
gu’elle ne pouvait faire avec les groupements fluoéthoxy et sulfate. Par contre, I'analogue
disaccharidique (et trisaccharidique iGB3substitué en position 6 stimule les cellules TNiGs
subir d’hydrolysé® Ce démasquage ne parait pas nécessaire car ke fsukrest également un

D-Galactose, qui mime alors beGalactose de déi-Galcer.

192 @) Barbieri L., Costantino V., Fattorusso E., iani A., Basilico N., Mondani M., Taramelli Eur. J. Org.

Chem.2005 3279; (b) Barbieri L., Costantino V., Fattorugsg Mangoni A., Aru E., Parapini S., Taramelli D.
Eur. J. Org. Chen2004 468

193 Xing G.-W., Wu D., Poles M. A., Horowitz A., Tsuji., Ho D. D., Wong C.-HBioorg. Med. Chen2005
13, 2907

104 @) Xia C., Yao O., Schiimann J., Rossy E., CherZiu L., Zhang W., De Liberoc G., Wang P.&soorg.
Med. Chem. LetR00§ 16, 2195; (b)Savage P. B., Teytonc L., BendelacGhem. Soc. Re2006 35, 771

195 (@) Kawano T., Cui J., Koezuka Y., Toura |., Kamék, Motoki K., Ueno H., Nakagawa R., Sato H., idon
E., Koseki H., Taniguchi MSciencel997, 278 1626; (b) Prigozy T. ., Naidenko O., Qazba Rewaut D.,
Brossay L., Khurana A., Natori T., Koezuka Y., Katki A., Kronenberg MScience2001, 291, 664; (c) Zhou
D., Mattner J., Cantu (lll) C., Schrantz N., Yin,Nsao Y., Sagiv Y., Hudspeth K., Wu Y.-P., Yamaahit,
Tenenberg S., Wang D., Proia R. L., Levery S. Bwdge P. B., Teyton L., Bendelac Bcience2004 306,
1786
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Schéma 75 : Analogues disaccharidiques

HO JOH
o o) HO ,OH o
HO |_|N>_C25HSl o Q >_025H51
%o - > O Ho| HY OH
HO \/Y\C]AHZQ OH O < -
HO HO o) \/Y\C14H29
o} OH HO
HO
HO ‘oH
HO ,OH ' HO ,OH !
Q ! 0 :
HO ' HO !
R ' HO :
o OH ! HO, O :
o 2 : Q :
HO >_025H51 ! Q >_C25H51 |
HN OH | HO 1
HOL "= = : Hol HY OH !
' O - X :
R = OH, NHAC HO : HO !

________________________________

L’équipe de Zhou s’est intéressée a la synthésaid&s possédant des fluorophores, telle que
la biotine, sur la position 6 db-Galactose. Ces analogues stimulent bien les celliNK, avec une
activité similaire au KRN 7000. Actuellement, cenge de composés est utilisé pour étudier les

interactions de fi-GalCer avec son véhicule, @D1d (Schéma 76§ 1%

Schéma 76 : Analogues amides en position 6

O
Ny
H
HO HN OO HO HN o O NMEZ
O
HO ° >_C25H51 HO >_025H51
\/Y\C14H29 ) \/Y\C14H29
HO )k HO
HN NH
i
H
(@]
S
HO HN °
HO ° >_C25H51
Ho| HY OH
o. = =
\/Y\014H29
HO

1% @) Zzhou X. T., Forestier C., Goff R. D., Li C.ejfton L., Bendelac A., Savage P.@g. Lett.2002 4, 1267;
(b) Vo-Hoang Y., Micouin L., Ronet C., Gachelin 8gnin M.Chem. Bio. Chen2003 4, 27
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Ces quelques analogues nous fournissent énorménumtrenseignements sur les
structures idéales a envisager (Tableau 12). Dedifications structurales sont nécessaires
pour améliorer I'activité mais certains élémentsrome I'hydroxyle en position 2 du sucre
et celui en position 3’ de la phytosphingosine den étre conservés (Schéma 77). De plus,
de nombreux points, concernant les interactions lbigiques entre la-GalCer et son
véhicule ou avec les récepteurs des cellules dariunité, restent encore flous. D’autres
analogues doivent donc étre synthétisés pour déflai structure idéale pour une activité
ciblée vers l'une ou l'autre réponse immunitaire gtour déterminer clairement les
meécanismes biologiques mis en jé&u vivo. Ces deux axes de recherche sont étroitement
liés.

Tableau 12 : Modifications structurales efficaces

Maodifications structurales Effets engendrés
Raccourcissement de la longueur des chaines grasses 7 IL-4 (Th2)
Insertion de doubles liaisons 7 IL-4 (Th2)

Insertion d’'un groupement aromatique en bout diéine acyle 7 IFN-y (Thl)

Schéma 77 : Eléments importants
Chaine acyle fonctionnalisable

Lien o préférentiel QO »/

/
OH \ H O
D-Galactose ANE0.\0 : -
—_—) '

3
ou ) M
D-Glucose H

OH en C4’ peu important

nz

HO” Y 2 'oH
OH

(@] \
\ Chaine fonctionnalisable

/ OH en C3’ primordial
OH en C2 primordial

Tous ces analogues ont néanmoins un point faibléa liaison anomérique.
Certainement sensible aux glycosidases/ivo, une modification structurale concernant la
nature de cette liaison est a tester. Ainsi, les aklgues a-C-Galactocéramides
(a-C-GalCer) ont vu le jour et se sont révélés étre demposés extrémement intéressants

biologiqguement.
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[1) Synthéses connues de I'analodtwglycosidique du
KRN 7000

La relation structure-activité effectuée sur I'égegelas mauritianus. permis de cibler les
familles de glycosides induisant une certaine #étibiologique. Pour améliorer cette activité, les
chimistes ont d'instinct pensé a synthétiser 'agaeC-glycosidique. Les syntheses de ces analogues
sont peu nombreuses et trés récentes. Actuellefhentexiste cing. Certaines sont originales, tasir
et séduisantes, d'autres plus longues, semblarfigddas et ne permettant pas d’'orienter facilenatnt
rapidement la synthese vers d’autres analoguedqriationnalisés.

Remargue Toutes ces publications, hormis une, décriventtdsts biologiques qui seront évoqués

dans ce paragraphe et plus développés dans ldreh@aie ce manuscrit.

a- Brevet déposeé par H. Tomiyama et coll. (SogBsmaceutique Kiriry’

Ce brevet protege tous les dérivés glycolipidiquessédant la structure suivante (Schéma 78)

et pouvant avoir une activité antitumorale et imoatimulatrice.

Schéma 78 : Structure des dérivés glycolipidiguesqégés par le brevet

p N W : chaines contenant 9 & 17 carbones avec oursatgrations et
HO R? groupement hydroxyle
o X: chaines contenant 11 a 25 carbones avec ourssatarations et
HO Py groupement hydroxyle
RY HN X Y : (CH,),CH=CH(CH,)p, (CH,)s S(O).,CH,, NHCH,, avec a, b = 0-5
Y\/'\‘/W\ Z:CO, SQ
HO R!: OH, NH,, NHAC
- g R? : CH,OH, COH, CH,0CH,CO,H, CH,0SO;H

Il se compose de trois parties : la premiére coreclys dérivé€-glycosidiques, la seconde modifie la
nature de la liaison anomérique (soit soufrée, sabtée) et la troisiéme décrit les tests
pharmacologiques.

Remarque :Seules les premiéres et troisiémes parties seraitées, la seconde étant peu et mal

développée dans le brevet ne sera pas abordée.

La voie synthétique (Schéma 79) permettant I'aec&sC-glycosides repose sur la réaction de

Wittig comme étape clé (une deuxieme voie est citais aucune partie expérimentale n’est fournie).

197 Tomiyama H., Yanagisawa T., Nimura M., Noda A.migama T. JP 2001/354666, 2002; Chem. Abst. 2002,
136, 37901x; US Patent Appl. 2002/0032158 Al, 149yR002
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Plusieurs inconveénients sont a noter :

- Cette voie de synthése est longue (18 étapes), rendement global est trés faible
(~0,00007%), et notamment ceux des deux derniéape® (14% pour la réaction de Wittig et
3% pour I'étape de déprotection totale),

- Cette méthode s’est avérée non reproductiBle,

- Le composé final est contaminé par de nombreusestawces empéchant sa purification
exhaustive®

- Toutes les modifications structurales (diversegyleurs de chaines, nature de la chaine
acyle...) s’effectuent en amont du coupl&iglycosidique, ceci constituant un handicap pour
une production rapide de nombreux analogues. D& (@8 variations structurales en position

6 du sucre ne sont possibles que sur les moléfinddes totalement déprotégées.

Schéma 79 : Schéma synthétique conduisant aux anglesC-glycosidiques (Brevet)

HO OH
1 étape
W
1 étape
BnO rdt = 54%
1 etape Wittig
rdt = 14%
BnO OBn Z—X
/
BIO 0 ., HN" OBn Z:CO, sQ
X - X : chaines contenant 11 a 25 carbones
BnO 1~
\pph3 OHC/B\CA)/\W avec ou sans insaturations et
rdtg = 16% n rdt =1,6%  groupement hydroxyle
W?!: chaines contenant 8 & 16 carbones
5 étapes 6 étapes avec ou sans insaturations
OBn
BnO N; OH
O N -
—
BnO Ho/\‘/\wl
BnO HO
CN
5 étapex /1/0 étapes
D-Galactose

1% Note 7 dans la référence 58e{rahedron Lett2005 46, 5043)

87



Chapitre B : Application de la stratégie NOE a lgnthése d'analogues C-Glycosidiques d’'un composé
biologiguement actif : le KRN 7000

b- Premiére synthese de Franck et €6l

Cette voie de synthése est intéressante tant ggarnembre d'étapes (11) que par son
rendement global (~29%). De plus, elle permet Eaca un nouveau type d’analogue contenant une
insaturation comme bras espaceur entre-(galactose et le céramide. L'étape clé est la aate
métathese qui conduit au glycolipide voulu avedras bon rendement (72%) (Schéma 80).
Toutefois cette stratégie utilise directement lgtpsphingosine comme produit de départ. Cette
chaine grasse ne peut donc étre modifiée par e, 518 qui rend impossible la généralisation de la
méthode a d’autres composés. De plus, son co@QA3pour 25 mg chez Avanti Polar Lipids, Inc.)
tres élevé est un frein pour une application a dgaéchelle. La solution est de synthétiser cette
phytosphingosine a partir dellaSérine, mais il faut compter 6 étapes supplémestaie qui alourdit

la synthese.

Schéma 80 : Schéma synthétique conduisant aux angieesC-glycosidiques

du KRN7000 avec et sans insaturations

Ho PH

NHR CisHag rRo PR
- o Métathése
o + RO [
0 R'O 4 étapes
( S Z % rdtg=50%
R"=H, CHz
6 étapes 2 étapes n =0, 1 avec et sans insaturations
rdtg=58% rdtg=67%
. . 1, 2, 3, 4, 6-penta-
phytosphingosine O-acétyl-D-Galactose

Cette synthése est trés attrayante mais le co#pdhéisgosines est un inconvénient majeur.

Cette synthése repose sur deux étapes clé : tdomtade Ramberg-Backlund qui
permet d’obtenir la liaisoiC-glycosidique, et une réaction mettant en jeu andfert d’hydrogéne

menant a I'analogue souhaité (Schéma 81).

199 Tsuji M., Franck R. W., Yang G., Chen G., Syntb@iglycolipid and its use for treating cancer infeat
diseases and autoimmune dise&k® Patent WO 03/105769 A2003

10vyang G., Schmieg J., Tsuji M., Franck R. Mhgew.Chem.Int. E®004 43, 3818

M1 Tsuji M., Franck R. W., Chen G., Novel synthefiglycolipids, their synthesis and use to treatdtifes,
cancer and autoimmune disedd§, Patent WO 2005/102049 A£D05
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Schéma 81 : Schéma synthétique conduisant aux angleesC-glycosidiques (Franck)
Ar
So _.
o) R*>N  OR" Ramberg-Béacklund
o O - . - ”
RO%S/S/\/Y\CMHZQ 1 étape
rdt = 70%

RO OR"
5 étapes
5 étapes rdtg = 37%
rdtg = 60% transfert
d'hydrure
AcO OAc CbzHN  Cy4Hz iPr,HSiO  OR’
R R™,N OR"
AcO SAc + RO + .
OAc O—$ RO 14M29
o OR"
Dérivé de
I'homophytosphingosine ,
pRYIoSpRIng 6 étapes
rdtg = 30%
9 étapes
rdtg = 23%

L-Homosérine

Plusieurs inconvénients sont & signaler :
- Cette voie synthétique est longue (26 étapes)retestdement global est faible (~1%).
- La seconde étape clé est limitante car elle cor&jatement & 15% d’'un composé cyclique
non utilisable pour la suite de la synthése.
- La fonctionnalisation de la partie lipidique s'affee trés tét dans le schéma rétrosynthétique

(5°™ étape), ce qui limite la production rapide desdivanalogues.

Cette synthése permet cependant d’individualisposition 6 duD-Galactose.

d- Synthese d’Annoura et c8fl.

Cette méthode repose sur I'addition d’un alcynurel’aldéhyde de type sphingolipidique. Le
C-glycoside désiré (analogue de 'OCH) est ainsenbten 14 étapes avec un rendement satisfaisant
de 7,3%. Les précurseurs du couplage sont obterpestét de sucres commerciaux peu colteux
(48,50 € les 250 mg de dérivé duGalactose chez Acros et 37,30 € les 25d-deabinose chez
Sigma-Aldrich). L’étape du couplage reste touteftigés limitante car la réaction n'est pas
stéréosélective. Les deux diastéréoisomeres s@anas et isolés par chromatographie sur gel de
silice. Seulement 47% de l'alcool ayant la confajion voulue est obtenu, 30% du second

diastéréoisomére est isolé et 15%-8thynyl-galactopyranose n’ont pas été converihi¢ga 82).
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Schéma 82 : Schéma synthétique conduisant aux angleesC-glycosidiques OCH

OR" OR
OR' OR' :
Z O OR R?
o wF | H Alcynylation o \\\¢
. ‘ OR
: R® 1 ét
' ’ ' etape “
R'O ‘OR OR P R'O ‘OR'
, rdt = 47%
OR OR'
3 étapes 7 étapes
3 étapes rdtg = 61% rdl = 36%

rdtg = 60%

o] _ .
2, 3, 4, 6-tétra-O-benzyl- ngoH o
D-Galactose RO NH OH

OR
3 étapes \/Y\
rdtg = 71%

OH C -glycoside OCH

L-Arabinose R = n-CygHap, R? = n-CeHyy

Les synthéses décrites précédemment ont un pommoo. Ce sont toutes des synthéses
convergentes. La stratégie développée par Wipfest® implique, cette fois, une synthese linéaire.
Cette méthode est efficace car en peu d'étapes €118) nous conduit a I'analogue désiré avec un
excellent rendement global (25%) (Schéma 83).

Toutefois seule la série amide peut étre exploitétte voie ne permet pas de modifier la nature du
lien entre les deux chaines grasses.
Second inconvénient, les auteurs ont utilisé ©-héthyl-2,3,4,60-Benzoyla-D-galactopyranose

commercial ayant un certain co(t (66,40 € le graroh&z Acros).

H2\Wipf P., Pierce J. Grg.Lett.2006 8,15, 3375
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Schéma 83 : Schéma synthétique linéaire (Wipf et &ice)

0
S
QBN OBn Nig K
O._..OMe 2 étapes ) “\\\)l\H
> rdtg = 63%
BnO OBn BnO "OBn
OBn OBn
Addition d'un 4
alcénure 3 et:ilpe;s
r \ d'aluminum | "dte =62%
O
CasHs1 OBn NBoc,
on My oH P UN
O - - - CiqH2g
\/Y\C14H29 5 Stapes 5
HO o OH rdtg = 63%  BNO OBn
OBn
OH

ues de I'analogu&Galactosidique du KRN 7000

Plusieurs types de tests pharmacologiques onffétieés sur cet analogue.vitro, in vivo et

f- Activités bioloqgi

a plus faibles doses, il s’est révélé étre un aatdplus efficace que le KRN 7000 lui-méme,

notamment dans la production d'IRN4l en résulte que I'analogu@-glycosidique du KRN 7000 est

13

environ 1000 fois plus actif contre la malatfa*®et 100 fois plus contre les métastaSeS*que son

parent.

Les tests préliminaires effectués sur lI'analo@iiglycosidique de 'OCH ont montré une
certaine réactivité de celui-ci du méme ordre queanalogue parent (augmentation de la production

d’IL-4 in vivo).>®®

Remargue Cf Chapitre C pour plus de détails sur les teistogiques effectués et résultats obtenus.

Cette forte activité confere a [l'analogueC-galactosidique une propriété
remarquable. Il est le premier analogug-glycosidique a étre plus réactif que son parent.
Ces résultats tres prometteurs rendent sa synthgissi que celles de ses analogues tres
motivantes. Or les méthodes actuellement décritegsentent plusieurs inconvénients
majeurs rendant difficile une production a I'échald’'un gramme de ce composé et de ces

dérivés (Tableau 13).

13 Gonzalez-Aseguinolaza G., de Oliveira C., Tomadka Hong S., Bruan-Romero O., Nakayama T.,
Taniguchi M., Bendela A., Van Kaer L., Koezuka Ysuji M. Proc. Natl. Acad. Sci. US200Q 97, 8461
14 5chmieg J., Yang G., Franck R. W., TsujiMExp. Med2003 198 1631
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L’émergence de cet analogu€-galactosidique n'en est qu'a ces débuts. De
nombreuses recherches doivent encore étre effedugeur améliorer les stratégies de
syntheses et définir des analogues adéquats posrtdatements thérapeutiques.

Tableau 13 : Inconvénients et avantages des synteesxistantes

Synthéses Avantages Inconvénients
- synthése longue et non reproductible
- rendement trés faible

- modifications structurales limitées et peu
accessibles

Brevet - synthése convergente

- synthése courte et convergente
(10 etapes) commerciales (colt important)

Franck (I) - bon rendement global (29%) . .
- modifications structurales sur les chaines

- acces a des analogues insatures entiigitsag ot peu accessibles
le motif sucre et le céramide

- utilisation de phytosphingosines

- synthése longue (26 étapes)
- rendement faible

Franck N 3 P . ,
(I - synthese convergente - étape clé limitante avec formation d’un
sous-produit inutilisable
- fonctionnalisation en début de synthese
- analogueC-OCH
Annoura synthése courte et convergente - étape clé non stéréosélective et conversion
(14 étapes) non totale

- rendement satisfaisant (7,3%)

- synthése linéaire

- fonctionnalisation seulement possible sur
les chaines grasses

- acces uniquement aux séries amide
- produit de départ colteux

Wipfet - synthese courte (10 eétapes)
Pierce - rendement correct (25%)

Les analogueB étudiés pour des études structure-activité s'étai@/élés moins actifs, voire
inactifs. Or leurs analoguds-galactosidiques ont montré un certain potenti¢i-tamoral (Schéma

84)M° A l'avenir, ces composés devront faire I'objetriuplus grande attention.

HO OH

Schéma 84 : Analogu@-C-Galactocéramide

15 Chaulagain M. R., Postema M. H. D., ValerioteMietraszkewicz HTetrahedron Lett2004 45, 7791
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Récemment deux nouveaux analogues ont été syihéBshéma 85) :

- Le premier est tronqué d'un carbone entre le frpti>alactose et la partie céramide. Les tests
effectués ont montré que ce composé induit une famvduction des cytokines IFNfavorisant une
réponse Thi'®

- Le second composé est un carbagalactose pouvaretr o -C-GalCerin vivo.**” A ce jour, aucune

publication n’a démontré une activité biologiqueipoet analogue.

Schéma 85 : Analogue€-Galactocéramides nouvellement synthétisés

(0] (0]
HO ?/Cstsl
HO HO
WNH
AOH
HO '
C14H29g

Afin d’appréhender au mieux les paramétres impbgdans l'activité et la synthese de tels
dérivés, nous avons constitué un réseau appeléeaBR&RN 7000 » (Schéma 86), ou trois niveaux

de compréhension, études et mises au point, nouslesat essentiels :

A) au_niveau modeélisation moléculaire :afin de définir les meilleurs analogues suscegsibl

d’interagir avec la structure CD1d, il est essértiglentifier : (a) tous les acides aminés du CD1d
impliqués dans la reconnaissance cellulaire, a@josile comportement du CD1d vis-a-vis du ligand
glycolipidique (contribution de Manuel Dauchez, Chapitre B-Ill-1b), (b) les fonctions chimiques
des substrats glycosidiques a prendre en consmt&rah vue d’améliorer leur activité potentielle
(contribution d’Eric Hénon, Cf. Chapitre B-lll-1a)

B) au niveau synthése et purification des analogu€sGlycosidigues :aprés avoir mis au point une

nouvelle stratégie offrant un acces au squelettstitatif (a-C-galactosides), approche indispensable
(contribution de Stéphane Guillarme, Cf. Chapitrél-4), les ciblesa-Galactosylcéramides ont été

obtenues selon une approche convergente et géadlaliicontribution d’Aline Banchet). Ces dérivés

18 u X., Song L., Metelitsa L. S., Bittman Rhem. Bio. Chen200§ 7, 1750
17Yu S.-H., Park J.-J, Chung S.-Retrahedron: Asymn200§6 17, 3030
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sont purifiés par des méthodes douces spécialensentues pour eux (contribution de
Jean-Hugues Renault, Cf. Chapitre B-1V-4)

C) au niveau « tests biologiques »devant la diversité des activités de§alactosylcéramides (ceci

a des doses infimes de l'ordre du nanomolaire [Erfdes mises au point de tests spécifiques sont

primordiaux (contributions de Fanny Monneaux eLdarent Martiny, Cf. Chapitre C-ll1).

Schéma 86 : Notre « Réseau KRN 7000 »

Manuel Dauchez
Eric Hénon

modélisation

moléculaire
synthése . test
purification - biologiques

Aline Banchet Fanny Monneaux
Stéphane Guillarme Laurent Martiny
Arnaud Haudrechy

Jean-Hugues Renault

Noms Fonctions Université/Lieu de rattachement
Manuel Dauchez Professeur Université de Reims ChgngArdenne
Eric Hénon Maitre de Conférences HDR Universit&kdans Champagne-Ardenne
Stéphane Guillarme  Maitre de Conférences Univedsit®laine

Jean-Hugues RenaulMaitre de Conférences HDR Université de Reims Clagme-Ardenne

Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire
a Strasbourg (UPR 9021)

Laurent Martiny Professeur Université de Reims Qbegne-Ardenne

Fanny Monneaux Chargée de Recherche

Grace a ce réseau de collaborations, ma thése ceuge nombreux domaines
interdisciplinaires. Ces trois années ont été unéelle chance pour moi de pouvoir
m’impliquer dans la modélisation moléculaire, d'uiser une méthode de purification
originale et de concrétiser les travaux effectuéa eynthese organique par des tests

immunologiques.
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[11) Course aux analogueS-glycosidigues du KRN 7000

1) __Détermination___des___affinités __essentielles __avec

I'’environnement cellulaire et des motifs structuraa

L’objectif de ces recherches est de cibler la stimeca synthétiser pour induire une activité
optimale et sélective pour une réponse immunitdioenée. Nous devons donc comprendre le
comportement de &-GalCer KRN 7000 au sein du milieu biologique dactueille, et pour cela
s'intéresser d'une part aux affinités physico-cljngds avec les cellules qui le transportent (pretéin
CD1d pour ce glycoside), et d'autre part au mécaais’action du glycoside en relation avec les
cellules du systéme immunitaire (cellules TNK, Chapitre C). Ci-joint, en Annexe B, la liste des

acides aminés rencontrés dans I'étude suivante.

a- Interactions physico-chimiques entre le KRN 760@ CD1d

Le CD1d est une protéine constituée d’'une partier@inale possédant essentiellement des
feuillets, et d'une partie N-terminale, structurant plus complexe, caractérisée par deux hétices
formant une méachoire et surmontant un plancherixdéesillets 3 plissés (Cf. Vue 1, p.97). Cette
structure est homologue aux molécules du complejeund’histocompatibilité (CMH) de classe | ou
II, & I'exception des deux poches hydrophobes soféeet C' constituant une cavité dans la partie
N-terminale!!’®® La poche A’ est une large cavité semi-circulaireurvée ; la

poche C’, plus courte est orientée d’abord vericent puis s'étire en

direction de I'extrémité C-terminale de I'héliael (Schéma 87).

Schéma 87 : Structure du CD1d

A partir des données apportées par la cristalisatf le complexe CD1d humam/GalCer
révéle une structure organisée en:
- 2 hélicesn-1 eta-2 formant une méachoire et maintenant la téte poldii ligand a I'extérieur de la
protéine
- 2 poches hydrophobes accueillant les chainefidipés de k-GalCer

Les premiers travaux ont donc porté sur la déteatitin des interactions physicochimiques

entre la-GalCer et le CD1d a trois niveaux : (a) interacti@te polaire/CD1d (liaisons par pont

18 (@) Koch M., Stronge V. S., Shepherd D., GadoldS.Mathew B., Ritter G., Fersht A.R., Besra G. S.
Schmidt R. R., Jones E. Y., Cerundolo Nat. Immunol.2005 6, 8, 819; (b) Zazonc D. M., Cantu (lll) C.,
Mattner J., Zhou D., Savage P. B., Bendelac A.s@Vill. A., Teyton LNat. Immunol2005 6,8, 810
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hydrogéne) ; (b) interaction chaines/machoire gtias par pont hydrogéne); (c) interaction
chaines/poches (interactions de Van der Waal®etaiques).

Dans le cadre de futures syntheses d’analogues, anmans ensuite cherché a identifier la
position « idéale » d’'une double liaison dans legimes grasses en vue de stabiliser le ligandldans

protéine.

Eric Hénon, chimiste théoricien, s’est penché susiget en utilisant les logiciels :
- AMBER (mécanique et dynamique moléculdit)

- VMD (Visual Molecular Dynamics) (Beckman InstigytUrbana, II., USAY°

- GAUSSIAN (chimie quantiqué}*

- MOLDEN (éditeur moléculaire et visualisation @sultats Gaussiai§

- BABEL (logiciel de chimie permettant, entre astréajout d’hydrogénes§®

Avant I'examen des liaisons par pont hydrogénessimulations par dynamique moléculaire,
une opération est nécessaire pour indiquer laiposites hydrogénes du ligand. En effet, les atomes
d’hydrogéne étant « absents » de la structure aidgtaphique récupérée, il faut les ajouter
a posteriori(BABEL). Le choix du positionnement des hydrogéees basé sur I'état d’hybridation
des atomes qui les portent. Cela implique une giarbitraire uniquement pour les hydrogenes des
fonctions alcools (rotation possible autour degsdias C-O). Cependant le choix effectué est sans
conséguence pour les simulations en dynamique wmialée (comprenant toujours une phase de
minimisation d’énergie puis d’équilibrage). En agéi qoncerne l'identification des liaisons par pont
hydrogéne entre un H du ligand et un hétéroatoma geotéine, nous nous sommes aussi appuyeés sur

la distance entre les deux atomes lourds formaxrtrémité du pont.

19Case D. A., Darden T. A., Cheatham (lIl) T. EmSierling C. L., Wang J., Duke R. E., Luo R., Merz\K,
Pearlman D. A., Crowley M., Walker R. C., Zhang Wang B., Hayik S., Roitberg A., Seabra G., Wond-K.
Paesani F., Wu X., Brozell S., Tsui V., Gohlke Mang L., Tan C., Mongan J., Hornak V., Cui G., Bexd.,
Mathews D. H., Schafmeister C., Ross W. S., KollRah.

120 hitp://www.ks. uiuc.edu/Research/vmd/

121 Gaussian 03, Revision C.02, Frisch M. J., Trucks\Ws, Schlegel H. B., Scuseria G. E., Robb M. A,,
Cheeseman J. R., Montgomery (Jr.) J. A., VreverKudin K. N., Burant J. C., Millam J. M., lyengar S.,
Tomasi J., Barone V., Mennucci B., Cossi M., Scalnta., Rega N., Petersson G. A., Nakatsuji H., Hslda
Ehara M., Toyota K., Fukuda R., Hasegawa J., IshiddNakajima T., Honda Y., Kitao O., Nakai H., Kie M.,
Li X., Knox J. E., Hratchian H. P., Cross J. B.kBan V., Adamo C., Jaramillo J., Gomperts R., $&taain R.
E., Yazyev O., Austin A. J., Cammi R., Pomelli Oghterski J. W., Ayala P. Y., Morokuma K., Voth &.,
Salvador P., Dannenberg J. J., Zakrzewski V. Gppbiah S., Daniels A. D., Strain M. C., Farkas Kalick D.
K., Rabuck A. D., Raghavachari K., Foresman J(Btiz J. V., Cui Q., Baboul A. G., Clifford S., Gilowski J.,
Stefanov B. B., Liu G., Liashenko A., Piskorz Pgrifaromi I., Martin R. L., Fox D. J., Keith T., Alabham M.
A., Peng C. Y., Nanayakkara A., Challacombe M.| BilM. W., Johnson B., Chen W., Wong M. W., Goezal
C., Pople J. AGaussian, In¢.Wallingford CT,2004

122 5. Schaftenaar and J.H. Noordik, "Molden: a pre} past-processing program for molecular and eleatro
structures”, J. Comput.-Aided Mol. Design, 2000 123

123 hitp://openbabel.sourceforge.net/wiki/
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. Les modes de représentation visuelle choisislesrguivants (Vue 1) :

- le CD1d est représenté en mode ruban de coulauvenm

- les atomes ded-GalCer sont définis par les couleurs : rouge (éxy), bleu foncé (azote), gris
(hydrogéne), bleu clair (carbone et liaison),

- les résidus des acides aminés interagissant laggBalCer seront mis en évidence grace a une
couleur orange,

- les liaisons par pont hydrogéne apparaitrontoén n

- les résidus aromatiques hydrophobes au voisidagkgand sont représentés en mode CPK bleu
foncé.

A noter que :

- des molécules d’eau (non représentées) modélisentilieu environnant la protéine pour nos

recherches en dynamique moléculaire, HO_ OH 0
, . ; ) a 5.0 w
- la numeérotation des carbones ae®GalCer est rappelée ci-contre -‘HO&“ e %H
3 HO = S
) 3 A
-2 4
1 13
OH

Vue 1 :a-GalCer associé au CD1d

a-GalCe i )
~ .« Hélicea-2

- Hélicea-1

Q 05 *'U?z‘fé?,)

\ /7 1

Y
Partie N-Terminale

Feuillets

Partie C-Terminale

97



Chapitre B : Application de la stratégie NOE a lgnthése d'analogues C-Glycosidiques d’'un composé
biologiguement actif : le KRN 7000

Q. Interaction téte/CD1d (Liaison par pont hydrogéne)

Dans un premier temps, notre intérét s’est pontdesuinteractions entre les acides aminés et
les fonctions alcools du sucre. L’examen de lacttine cristallographique révele deux interactions
significatives entre la téte polaire et un acidéngnae I'hélicea-2 (Vue 2) :

- 'hydrogéne de I'hydroxyle en position C2 du suest associé a un oxygene de I'’Asp151 (longueur
de la liaison = 2,49 A)

- 'nydrogéne de I'hydroxyle en position C3 du su@st associé au méme oxygene de I'Aspl51
(longueur de la liaison = 2,21 A)

Les simulations par dynamique moléculaire, effezsugur le calculateur ROME®, montrent que
ces interactions demeurent (longueur moyenne &déei & 2 A) et contribuent & conserver
I'orientation du sucre par rapport aux deux hélme€et aspect est probablement un critére important

dans la reconnaissance cellulaire.

D'aprés la distance (2,42 A, structure cristallpirigue) entre 'oxygéne anomérique et
I'hydrogéne de la Thrl54 portée par I'hélice€2, on pourrait penser qu’il existe une liaison fogene
entre ces deux atomes. Cependant I'angle de liai%st pas favorable (angle de 105° éloigné de la
valeur 180° idéale) et des simulations de dynammo&culaire ne signalent pas de rapprochement
entre les atomes pour former concrétement uneiigisr pont hydrogéne (distance moyenne de 3,8
A). Ce résultat est favorable a l'insertion d’amalesC-Galactosidiques dans le CD1d, sans risquer de

perdre une liaison hydrogene nécessaire.

Vue 2 : Interaction entre le CD1d et la téte polaie de I'a-GalCer

Thrl54

LllBa

Ces résultats sont conformes aux travaux de Koclca et nous montrent que

la téte polaire de k-GalCer est uniguement maintenue par I'héliae?2.

124 hitp://www.romeo?2.fr
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Par ailleurs, k-GalCer est, en fait, cristallisé avec deux molésule CD1d. Dans le dimére,
seul un monomeére contient le ligand dans son siiié &e deuxieme monomere (vide en son site
actif) vient se placer en vis-a-vis de la téte pelale l'a-GalCer. Si nous nous intéressons aux
interactions de la téte polaire avec ce monométe, \in observe, dans la structure cristallograghiqu
(ligand sans hydrogenes), que le résidu GIn122&mat I'hélicen-2’ (Vue 3) est trés proche de la téte
du ligand. En effet, des distances respectivemer,61A et de 3,18 A seulement séparent I'azote
(GIn127) des oxygénes des hydroxyles du sucre sitigpgp C4 et C3. Cela implique I'existence trés
probable d’'une ou plusieurs liaisons hydrogéneedes hydroxyles C3 et C4 et le groupe amino de la
glutamine. Dans I'hypothese ou le monomeére vide eénlen présence d’'un récepteur, ces résultats

suggeérent un role actif des deux hydroxyles datdd de reconnaissance cellulaire.

Vue 3 : Interaction entre le CD1d’ (monomeére) et ldéte polaire de la-GalCer

Hélicea-1’ Hélicea-2’
Monomere,
CDi1d’ GIn127
/ Asp15]
A k3 \
Hélicea-2
a-GalCe
> CDLc
J

&, Interaction chaines latérales/machoire du CD1digbn par pont hydrogene)
Contrairement a la chaine acyle, la seconde cligid&jue présente deux fonctions alcool, en
position 3’ et 4, remarquables par:
- leur topologie vis-a-vis de I'hélica-1. En effet, on observe que I'hydroxyle en posit® est
orienté vers le haut de I'hélimel alors que I'alcool porté par le carbone 4’ estiné vers le bas de

cette méme hélice (Vue 4) et semble moins accesaila surface du CD1d.
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Vue 4 : Topologie des hydroxyles de la chaine phyphingosine vis-a-vis de I'hélicer-1

OH en C3' visible a la

surface du CD1d

OH en C4’ masqué
par I'hélicea-1

- leur possibilité de former des liaisons par pontirbgéne avec la machoire du CD1d. Une
liaison hydrogene est observée entre I'’Asp80 ddi€ba-1 et I'hydrogene de I'hydroxyle en position
3’ de la chaine sphingosine (longueur de la liaisoh,83 A). Aucun acide aminé ne s'associe a
I'hydrogéne du second hydroxyle sphingolipidiquedition 4’) (Vue 5). Cependant en dynamique
moléculaire, cet alcool (position 4’) se rapprocdeel’Asp80 et forme, lui aussi, une liaison par pon
hydrogéne stable dans le temps (longueur de fohat 2 A).

La topologie entre les alcools C3' et C4’ pourralors expliquer les résultats des tests
biologiques n’ayant révélé aucune baisse de I'tétiviologiqué* en I'absence de I'alcool en C4.
Ainsi la présence de cet alcool stabiliserait uaigant le ligand dans le CD1d et ne jouerait aucun

réle dans la reconnaissance extracellulaire.
Concernant la chaine acyle, la fonction hydroxyke ld Thr154 (hélicen-2) est liée a
I'hydrogéne « donneur » porté par I'azote de I'a{iongueur de la liaison = 1,74 A) (Vue 5).

Vue 5 : Interaction entre le CD1d et les chainespidiques de l'a-GalCer

Thr154

Asp80
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Ces deux premieres études nous montrent que lasdizgs hydrogenes jouent le role
d’'« élastiques » en maintenant le ligand lipidiqueu sein du sillon défini par les deux
hélices a et induisent une certaine orientation de la tételpire. Ainsi, le complexe est
caractérisé par deux niveaux définis par : les fdiums polaires des chaines lipidiques
(carbonyle de I'amide et hydroxyles) au niveau deélice a-1 et le sucre au niveau de

I'hélice a-2 (« Profil en escalier ») (Vue 6).

Vue 6 : « Profil en escalier » du complexa-GalCer/CD1d

Sucre au niveau
de 'hélicea-2

} Carbonyle et Hydroxyles

au niveau de 'hélice-1

OH en C3’ pointe vers
I'extérieur

Carbonyle et OH en C4’
tournés vers le bas de
I'hélice a-1

&, Interaction chaines latérales/poches du CD1dréloten de Van der Waals)

Aprés avoir repéré toutes les liaisons hydrogénssiptes, nous avons concentré notre
attention sur l'affinité hydrophobe des chainegries grasses pour les deux poches A’ et C' du
CD1d qui les piégent. L'équipe de Kdth a repéré trois acides aminés clés portant degéenti
aromatiques (Trp40, Phe70) et soufrée (Cys12) eubient étre a I'origine de la boucle de la chaine
acyle dans sa poche A’. Si nous poussons l'idée Ipin, alors il est constaté que ces deux poches A
et C' sont en réalité tapissées d’'acides aminématiques formant un gant guidant les chaines
lipidiques a l'intérieur des poches.

Dans la poche A’, la chaine acyle est entourédgzaacides aminés His38, Phe58, Tyr73, Phell4,
Phel69, Trp63 et ses virages sont imposés paviesdsidus aminés clés et le Trp63 (Vue 7).

Dans la poche C’, la chaine sphingosine est maietgrar six acides aminés aromatiques Phel8,
Phe77, Phe84, Trp140, Trp131 et la Phel18 stoppatémité de la chaine (Vue 8).
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Vue 7 : Poche hydrophobe A’ maintenant la Vue 8 : Poche hydrophobe C’ maintenant la

chaine acyle chaine sphingolipidique

Ces résultats sont a rapprocher de ceux obtenésimantalement par I'équipe de Wollg,

qui a testé l'activité de trois analogues de-GalCer, différenciés seulement par la longueutade
chaine acyle possédant un groupe phényl termicale(Bas 73 et 88). Les tests biologiques effectués
sur ces composés ont démontré la faculté de ceduigod augmenter la production d’IRN-
(Cf. Chapitre B-I-3). Ainsi ces interactions fortesraient un atout pour sécréter préférentielleroent
genre de cytokines et induire une réponse immuaitgpécifique. La position du groupe phényl
terminal de ces trois composés, coincidant avde deldeux résidus Tyr73 et Phe70, nous permet de
penser que des interactions de nature aromatigag¢king) peuvent contribuer a stabiliser la chain

acyle dans sa poche et, par la méme, modifieidagfté du ligand.

Ces résultats nous montrent que I'insertion rattiende groupements hydrophobes sur les
chaines latérales devrait étre bénéfique. Toutdfmisodification structurale ne doit pas entraimer
encombrement trop important car la capacité d'atceeces poches est apparemment limitée a 26

carbones pour la poche A’ et & 18 pour la pochE¥C’.

Schéma 88 : Analogues aromatiques testés
HO OH

o)
HO O )—R 1) R = (CH,)sPh
Hol MY OH  2)R=(CH,Ph
Ow 3) R = (CHg)10Ph

13

OH
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&, Perspectives : analogues insaturés

Dans la méme optique, nous avions imaginé dinsées liaisons insaturées ou des
cyclopropanes (imitant ainsi les acides mycolidqtles L’équipe de Porcef?® a noté une
augmentation de la stimulation des cellules TNKrpieux analogues possédant des doubles liaisons
Z sur les carbones 97-10" et 12”-13” pour l'un,tesur les carbones 117-12" et 14”-15" pour
l'autre. Ces dérivés favorisent alors la productaii-4 (Cf. Chapitre B-I-3). A nouveau, ces
insaturations se situent & proximité des deux wdsi@romatiques cités précédemment (Tyr73 et
Phe70), révélant leur importance dans la constmiatianalogues potentiels. Ces tests confortent
notre idée de déterminer les positions idéales paérer des insaturations.

Toutefois, Porcelli, dans son expérience, n'a pesahé a conserver 'orientation naturelle de
la chaine acyle dans sa poche. En insérant dededolidisons Z (angles diédres de 0°), I'auteur a
bouleversé les angles diedres originaux et paréguent la disposition du restant de la chaine acyle
dans la poche. En effet, les angles diedres natartgbur des liaisons insérées ne sont pas prdehes
0° mais sont de 177° pour C8"-C9"-C10"-C11” €t67° pour C11"-C12"-C13"-C14" (premier
analogue), et de 81° pour C10"-C11"-C12"-C13't 433° pour C13"-C14"-C15"-C16" (second
analogue). Par conséquent, on ne peut dire sidduption d’'IL-4 est favorisée par la présence de
doubles liaisons ou par une désorganisation dadigians le CD1d impliquant une déstabilisation du
complexe ligand/CD1d.

Il est a noter que les analogues de Wong se digtitigle ceux de Porcelli, dans la mesure, ou
le groupe phényle termine la chaine acyle. Ainmiiéntation du ligand dans sa poche est trés peu

modifiée.

Contrairement a Porcelli, notre idée est d'insétes insaturations en modifiant le moins
possible I'orientation des chaines lipidiques danss poches par rapport a la molécule natureber
cela, il faut rechercher dans la structure crisidl les angles diédres susceptibles de correspandr

angles diédres formés par des doubles liaisonsltfpsode 0° (alcéne Z) ou de 180° (alcene E)).

Nous avons trouveé quatre possibilités qui corredmiant a des alcénes de type E : une sur la chaine

sphingosine et trois sur la chaine acyle (Tablegu 1

125 (@) Al-Dulayymi J. R., Baird M. S., Mohammed H.olferts E., Clegg WTetrahedron2006 62, 20, 4851;
(b) Al-Dulayymi J. R., Baird M. S., Roberts E., Deysélb, Verschoor JTetrahedron 2007, 63,12, 2571; (c)
Al-Dulayymi J. R., Baird M. S., Roberts Ehem. Commur2003 228
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Tableau 14 : Mesure des angles diedres et des argytke valence pour déterminer

la position de futures doubles liaisons

Position Chaine Chaine acyle
de la Sphingosine

double

liaison C8-CY C9”-C10” C12”-C13” C18"-C19”
Angle . . . .
diedre 168 176 167 173

(C7-C8-C9-C10) (C8"-C9"-C10"-C11") (C11-C12"-C13"-C14") | (C17"-C18"-C19"-C20")

naturel

Modéle M1 M2 M3 M4

Gréace au logiciel MOLDEN, quatre molécules ont ii@délisées en imposant la valeur des angles
sélectionnés a 180° pour les angles diedres etd@@°les angles de valence. La superposition sle ce
modéeles a I'original, Bi-GalCer MO pris comme référence), montre que le moddecorrespond le

mieux & la structure 3D du glycolipide (Schéma 89).

Schéma 89 : Superposition d#0 et M4

o =]
s ] P
- s
“e®* o
L .
. ()
Mellle_ure @, i @
homologie entre % o .
les deux chaine 6, @ Double liaison
@ Cc18"-C19”
o
oy *

Les nouvelles données bibliographiques sur la alBsation du CD1d humain avec
son ligand nous apportent de nombreux éléments sarstructure géométrique de ce
complexe. Le KRN 7000 possede des affinités remabigs avec le CD1d. Sa téte polaire
est uniguement maintenue par I'hélice -2, des liaisons hydrogéne retiennent le « tronc
du glycolipide dans le sillon des deux hélices eur poches hydrophobes accueillent les
chaines grasses. Les modifications structuraless lplus intéressantes, doivent étre
effectuées sur les chaines latérales. Les motifsnaatiques et les doubles liaisons ont déja
prouvé leurs potentiels biologiques. Toutefoisfalut encore optimiser leur position idéale
dans les poches hydrophobes et étudier le compaetend’autres motifs tels que les

cyclopropanes grace a la modélisation moléculaire.

104



Chapitre B : Application de la stratégie NOE a lgnthése d'analogues C-Glycosidiques d’'un composé
biologiguement actif : le KRN 7000

b- Comportement dynamique du glycolipide avec |adCD

Connaitre les interactions du ligand dans son béhstitue une premiere étape, mais il faut
également s'intéresser au mécanisme d’insertiomlgeolipide dans le CD1d. Les techniques de
dynamique moléculaire et d’analyses des mouventmtgrandes amplitudes doivent nous permettre
de comprendre le comportement entre les deux oistgs :

- la géométrie du CD1d permettant I'accueil de lsgsnd

- I'orientation du glycolipide pour une insertioarpecte (repliement des chaines grasses ...)

L'étude structurale du CD1d a été réalisée gracelagiciels de visualisation PyMBF et
VMD.' Les simulations numériques proviennent d’AMBERet les mouvements de grandes
amplitudes ont été réalisés en utilisant le serudemo (Elastic Network Modeling). Ces travaux
ont été réalisés par Manuel Dauchez.

> A I'époque ou les recherches ont débuté, la strectuistallographique du CD1d humain
complexant son ligand n’était pas connue. Afin dedéliser le CD1d, nos premiers travaux ont été
axes sur la comparaison des données cristallognpaghidu CD1d bovin et du CD1b humain.
Les structures tridimensionnelles de ces protésm# tres homologues. Elles sont constituées
chacune d’une partie C-terminale possédant esemtent des feuillets, et d’'une partie N-terminale,
structuralement plus complexe, caractérisée pax télicesa formant une machoire et plusieurs
brins3 paralleles associés en un feuillet formant ungsian (Cf. Vue 1, p.97).
Les parties C-terminales sont completement homelodacides aminés, orientation des feuillets...),
cette partie de la protéine sera volontairementsemilans les prochaines vues. Les parties
N-terminales présentent, quant a elles, plusieifiéreinces (Vues 9 et 10).

Vue 9 : Machoires de la partie N-terminale  Vue 10 Plancher de la partie N-terminale

Plancher de
feuillets3

remarquables

126 Delano Scientific LLC 2006
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En vert sont représentés les acides aminés comanlanfois au CD1d bovin et au CD1b humain, en
bleu les acides aminés de structure comparable ebuge les acides aminés non retrouvés dans le
CD1b humain.

Les hélicesa ne possedent que quelques petites zones tresedif6 du CD1b. Par contre, deux

grandes zones, non communes au CD1b, sont remé&egusaip le plancher (Vues 9 et 10).

Sachant que chaque protéine CD1 a une relation gégiée avec son ligand et que
I'a-GalCer n’est reconnu que par le CD1d, nous pouvopenser que la stabilité du
complexe CD1d/Ligand résulte, probablement, deserattions au niveau des zones
remarquables de I'hélicex-2 et du plancher, soit Ia ou un grand nombre d'deils aminés

sont différents de ceux du CD1b.

Lorsque les données cristallographiques du CDldahuint été connues, les acides aminés
essentiels a la stabilité du complexe CD1d/glyéddéipnt pu étre identifiés (Cf. Chapitre B-111-14).
apparait qu'au sein de la machoire, les résidusolagues sont impliqués dans l'interaction. Le méme

constat est effectué sur le plancfer

Dans un second temps, nous avons comparé le canport de trois ligands antigéniques
connus et présentés par les CD1 (b et d) a cellicd&alCer impliqué dans le CD1d humain. Ces
guatre ligands possédent un squelette comparable@acun une téte polaire (zone verte) liée a de

longues chaines grasses (zone jaune) (Schéma 90).

Schéma 90 : Structures des ligands antigéniques éliés

R = trisaccharide
Glucose monomycolate (GMM)

Ganglioside (GM2)
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La visualisation, obtenue grace au logiciel PyMalys renseigne sur I'orientation privilégiée
des tétes polaires et sur I'enroulement des ch@rasses au sein des poches hydrophobes (Vue 11).
Le glucose monomycolaté est représenté en vert, le phosphatidylinogdltolest en orange et le
ganglioside (GM2)IV (tronqué exceptionnellement de sa partie trisatdigae) est en gris
(' a-GalCerl reste en bleu). Les ligandls et IV sont reconnus, dans le milieu biologique, par les
CD1b etlll est associé soit au CD1b soit au CD1d selon letstre de sa téte polaire (trisaccharide
contenant um-Mannose dans le cas du CD1H).

Vue 11 : Comportement des quatre ligands antigéniggs dans le CD1d

Redressement de la
chaine vers les hélices

Point de ralliement

Trp63 .
Pos —rnu__ des chaines
€ sphingosines deet
il ) A : - dell
F\ ¥ S mi <+—— Trpl4C
\j ' _F____,_..cni-:'- - ] _
Y ' ‘ ':\" |

Au niveau des poches hydrophobes, on observe uparbement particulier des chaines lipidiques de
I'a-GalCer par rapport a celles du glucose monomyedlat

- la chaine acyle ded-GalCer s’enroule dans le sens inverse par ragparchaine du ligand (Vue

12) mais le virage de chacune des deux chainésugstrs imposé par le Trp63 (Vues 11 et 12).

- la partie sphingolipidique ded-GalCer ne suit pas la boucle formée par la deuxi@maine
lipidique du ligandll . Elle traverse la zone hydrophobe poejoindre cette chaine a proximité du
Trp140 (Vues 11 et 12).

Vue 12 : Comparaison des orientations des chainepitiiques entre | et ||

Trpl4(

Trp6z

127 Fyrneaux R. H., Landersjé C. L., McCulloughb J.Severn W. BCarbohydr. Res2005 340, 1618
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Sur les quatre ligands, le glucose monomycdlatest, en fait, le seul & enrouler I'une de sesnesai
dans le sens des aiguilles d’'une montre. De plushsine la plus longue quitte, faute de place, la
poche hydrophobe pour s’orienter vers les héliCés\(ue 11).

Hormis la position de la chaine acyle, le compoetetrde It-GalCer n’est pas analogue a ceux du
gangliosidelV et du phosphatidylinositdll . Pourtant ce dernier est reconnu par les CD1dg@ha
ligand possede donc une spécificité propre poerréttonnu et accepté par son hote.

Au niveau des tétes polaires, on constate quedsptiatidylinositollll est plus ancré dans le sillon
gue les trois autres ligands (Vues 11 et 13). €stcprobablement d( aux interactions du groupement
phosphate avec les acides aminés de I'héli€e Par contre, le glucose monomycolltest orienté
perpendiculairement au sillon. La conformation plate I'ester et les liaisons hydrogéne engagées

avec la protéine doivent imposer cette orientation.

Vue 13 : Inclinaison des tétes polaires des quatlgands

Le gangliosidelV est le seul ligand dont l'orientation de la tétare est similaire a celle de
I'a-GalCer (Vue 14).

Vue 14 : Orientation des tétes polaires de | par iport a IV

Cette comparaison nous apporte des renseignemsuapplémentaires sur I'ancrage

des chaines lipidiques et sur le basculement di&ta polaire dans le sillon des hélices.
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- Les chaines grasses se logent toutes dans leezbgydrophobes mais leur direction et
leur enroulement différent selon le ligand et notanent selon la longueur des chaines.
- L’orientation des tétes polaires varie selon faiité polaire du ligand avec la protéine.
Par exemple, le groupement phosphate attire fortenla téte polaire vers l'intérieur du

sillon, ce qui doit la rendre moins accessible ®isAs d’'un récepteur.

Cette simulation nous montre également que la pioget les ligands n'ont pas de
conformations rigides comme une clé doit étre patéanent adaptée a sa serrure. Le ligand
sait imposer ses longues chaines dans la protéineetle-ci oriente les tétes polaires en
tissant un réseau de liaisons hydrogéne avec lesugements polaires présents. Ce dernier
point est important pour la présentation du ligara un récepteur de cellules impliqguées

dans des phénomeénes immunitaires.

© Les CD1 et les ligands antigéniques ont chacunslexigences physico-chimiques qui
justifient I'intérét de la présence d'une protéjpeur un ligand et vice-versa. Mais au-dela de cet
intérét, le CD1 et le ligand doivent sGrement fales concessions sur leur conformation pour pouvoir
interagir de facon optimale. Ainsi les chainesdiigiles s’'orientent-elles correctement avant d'entre

dans la protéine ou celle-ci « grignote-t-elle lidand qui s'installe au fur et & mesure de sduwap?

Ce mécanisme étant, a I'heure actuelle, tres pamuzonous nous sommes intéressés au

mouvement du CD1d en I'absence de ligand.

Nous avons observé, grace au serveur El Nemo, uwvextare de la protéine (sans la présence
du ligand) laissant apparaitre une cavité qui &rmee par la suite. Le mouvement s’articule autour

des hélicest comparables a une grosse machoire (Vue 15).
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Vue 15 : Etude de I'ouverture-fermeture du CD1d (ermode ruban et en mode surface)

Le mode ruban nous permet de voir le
mouvement des hélices. En réalité, I'hélice
o-1 bouge trés peu, c'est I'hélice-2 qui

possede la plus grande amplitude de

mouvement, de 5,5 A (image 3) & 16 A (image .
8), et qui effectue le mouvement de machoire Hélicea-1 &
(Vue 16).
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La cavité est observée grace au mode surface.dwespbches hydrophobes sont visibles dés I'image
3. Puis les machoires s’écartent pour dévoiler gnende cavité (image 8') de 16 a 20 A de
profondeur.

Les images 4 et 4’ correspondent a I'état de léépre observé en cristallographie lorsqu’elle cantti
le ligand (vue 17).

Vue 17 : Image 4’ avec le ligand dans la cavité

L'étude du mouvement du CD1d est trés intéressafiée nous montre la capacité
de la protéine a se mouvoir pour présenter sa @avitamplitude de mouvement de I'hélice
a-2 est impressionnante.

On peut alors imaginer que l'orientation des chaimeyrasses doit probablement
s’effectuer simultanément a l'insertion du ligandisque le CD1d est dans son état le plus
ouvert (images 8 et 8’). Puis I'hélicer-2 se « clipse » par liaisons hydrogenes entre les
chaines lipidiques, reposant sur le plancher hydhate, et la téte polaire du glycolipide qui
est ainsi exposeée au récepteur des cellules im@eapidans des phénomeénes immunitaires.

Nous pouvons également supposer que si le ligandspde au préalable une
conformation proche de celle qu’il adopte dans I®Cd, alors le complexe Ligand/CD1d
est prét a interagir rapidement avec les cellulespliguées dans des phénomeénes

immunitaires.

Les premieres recherches et simulations effectupas Manuel Dauchez et Eric
Hénon constituent une avancée dans la compréhensiun mécanisme d’insertion du
ligand dans la protéine. Ces résultats soutienneansidérablement le projet global visant a
accéder a divers analogues possédant des insatmatiou des motifs rigides tels qu’un
cyclopropane, et de synthétiser de facon rationeellde nouveaux analogues

C-Galactosidiques.
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A partir de toutes nos observations sur ce projet, nouveau type d’analogue nous
est alors paru évident a synthétiser et nous avdaposé un dossier de valorisation. Dans
les prochains chapitres de ce manuscrit de thesatains paragraphes ont été supprimés
pour respecter la confidentialité du dossier. Queds généralités ont été conservées pour
informer le lecteur sur 'ensemble de nos démarclsgmthétiques, de purification et de tests

biologiques.

Le Pr. Arnaud Haudrechy et le Dr. Jean-Marc Nuallnt développé un programme
informatique, QUIRAL, analysant les structures 3&s anolécules organiques cibles pour identifier
le(s) sucre(s) pouvant étre utilisé(s) comme ps&Eun(s) initial(ux) dans diverses synth&$&s?°Ce
programme propose également des procédés pour@rées sucres rares et/ou chers dont les centres

chiraux coincident avec ceux de la molécule cible.

a- Description du logiciel (Cf. Annexe'®)

Voici quelques définitions utiles pour se familgi avec le programme :

- C" désigne un carbone lié & deux atomes de carborspme d’hydrogéne et un atome X, ot X
peut étre un atome d’oxygéne, d'azote, de soufrendoalogéne

- Q-sugar est un aldose contenant de p = 3 & 6 amenearbone et n = p-2 atomesa@jacents

- A (Anomeric) représente le carbone aldéhydique At (Non Anomeric) indique l'alcool
primaire

- T et U qualifient la configuration des atomes deboae C: T correspond au centre chiral R et
U au centre chiral S (Schéma 91). Les configuratibes carbones chiraux de Q-sugar seront données
par une succession de T et de U & compter diiéCau carbone aldéhydique (exemple : pour le

D-Glucose, on écrira « TUTT »)

A A
. s . . C C
Schéma 91 : Définition des configurations T et U ' [
z . . H=T=X X=U=H
des atomes &(représentation selon Fischer) é é
NA NA

128 Nuzillard J.-M., Haudrechy A.Tetrahedron Lett.2007, 48 2311; Quiral est téléchargeable sur
http://www.univ-reims.fr/LSD/JmnSoft/Quiral
129 Nuzillard J.-M., Banchet A., Haudrechy A.Chem. Inf. and Mo®007, 47,5, 1979
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Il faut noter que lorsque I'atome X, lié au carb@ien’est pas un oxygéne, alors sa configuration est
automatiqguement inversée car l'introduction deatetme X requiert la plupart du temps une réaction
de substitution qui change la configuration.
Le programme tient compte également du fait queyfghon clé (« Q-target ») adapté a la molécule
cible ne soit pas trop onéreux ou qu’il puisse &ymthétisé facilement. Plusieurs procédés
(« Q-reactions ») sont alors proposés pour résaelobléme synthétique :

- linversion d’un seul €(réaction de Mitsunobu, par exemple)

- linversion de deux centres adjacents(formation et ouverture d’époxyde)

- I'échange des fonctions A et NA

- la coupure de la liaison C-C portant la fonctiooANA

- Il'addition d’un atome de carbone a 'une des exir&smA ou NA. Pour cette derniére réaction,

la formation éventuelle d’'un nouveau centre cii¥ahvec une configuration T ou U est envisagée.

b- Analyse de notre molécule cible par le programme
8 Le logiciel identifie les groupes d’atomes de cad C de I'analogue imaginé, dessiné dans le
logiciel ChemDraw 3D, puis dresse la liste de @&#s possibles parmi les 8 pentoses et les 16

hexoses. Seuls les ensembles contenant plus datonies Cseront retenus pour 'analyse.

Détails de I'analyse confidentiels

V) Synthése d’un analoq@qlvc,osidique particulier du
KRN 7000 selon notre stratégie NOE

A lissu de la synthése, nous avons choisi d’utdlisune technique peu usitée pour

purifier notre analogue. En effet, des travaux réus'* ont montré que la CPC se révéle

130 (a) Foucault P. A. dan€entrifugal Partition ChromatographyChromatographic Science Series 68, New

York: Marcel Dekker, Inc.1994 (b) Marchal L., Intes O., Foucault A., Legrand Nuzillard J.-M., Renault
J.-H.J. Chromatogr. A2003 1005 51
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étre une technique performante pour la purificatiomle mélanges de lipides polaires

glycosylés ou non.

a- Principe de la CPC

La Chromatographie de Partage Centrifuge (CB@)t une technique de chromatographie
liquide-liquide sans support solide, basée sudifférences de partage des solutés entre deux phase
liquides non miscibles, préparées par mélange @& (8u plus) solvants et/ou solutions. Une phase
liquide est maintenue stationnaire dans la colofleerotor) par un champ de forces centrifuge
constant. Ce champ de force est généré par lagnisetation de la colonne contenant des cellules de
partage, ces derniéres étant reliées entre eltedegaconduits de section inférieure a celle disles
de partage. L'autre phase liquide dite mobile esapée au travers de la phase stationnaire (Figure 1

Les solutés sont séparés en fonction de leursiciesffs de partage respectifs.

Figure 1 :Descriptif de I'appareil de CPC

Rotor « sandwich »
Appareil (Superposition de disques de partition)

131 a CPC se trouve au Laboratoire Extraction, Iselenet Structures de Produits Naturels, FRE CNRIS 27
'UFR Sciences Exactes et Naturelles de Reims.

132 Toribio A. Développement de nouvelles approches méthodolagjigne chromatographie de partage
centrifuge en vue de la purification de moléculéstérét 2007, Thése de doctorat, mention Pharmacie,
Université de Reims Champagne-Ardenne

NDL : Grand merci a Alix Toribio et a Jean-Hugues Renault pour leur aide dans ce projet.

133 Murayama W., Tobayashi Y., Kosuge Y., Yano H., bgaki Y., Nunogaki K.J. Chromatogr.1982 239,
643

114



Chapitre B : Application de la stratégie NOE a lgnthése d'analogues C-Glycosidiques d’'un composé
biologiguement actif : le KRN 7000

Phase mobile
légére

Phase
stationnaire

Conduits
' - capillaires
Disque de partition Cellules de partage

Avantages :
Cette méthode versatile et trés simple d'utilaprésente, entre autres, plusieurs avantages :

- I'absence de support solide implique qu’il n"pas d’absorptions irréversibles des solutés

- la dégradation et la dénaturation des produits alors limitées

- I'’échantillon injecté peut étre entiérement ré&md@ppar évaporation des solvants, méme en cas
d’échec de la séparation

- plusieurs modes de développement peuvent étliségti(€lution (isocratigue ou gradiant),
déplacement (échange d’ioli$pH-zone refini¢®>...))

- il est possible d’inverser une ou plusieurs feisdle des phases au cours de I'expérience (mode
dual)*®

- le développement d’'appareils industriels perm@ré&sent d’envisager la purification a grande
échelle de divers composés (ions, composés in@gesi composes organiques chiraux ou

achiraux...J*’

Inconvénients :

Les inconvénients de ce systeme résident danBsaiitbn de solvants au sein d’'une machine
en rotation. En effet, I'appareillage doit étrenétae pour éviter toutes fuites de solvants, et étre
robuste et hermétique pour résister a 'augmentatie la perte de chargédans la colonne en

rotation.

134 Maciuk A., Renault J.-H., Margraff R., Trébuchet Péches-Hanrot M., Nuzillard J.-M\nal. Chem2004
76,21, 6179

135 Renault J.-H., Nuzillard J.-M., Le Crouérour Ghépenier P., Zéches-Hanrot M., Le Men-Olivier L.
J. Chromatogr. A1999 849, 421 et références citées

136 Delannay E., Toribio A., Boudesocque L., NuzillatdM., Zéches-Hanrot M., Dardennes E., Le Dour G.,
Sapi J., Renault J.-H. Chromatogr. A2006 1127, 45

137 Margraff R., Intes O., Renault J.-H., GarretlPLig. Chromatogr. & Rel. Techn&005 28, 1893

138 | a perte de chargsP prend en compte la différence de pression &réerdt a la sortie de la colonne.

Van Buel M. J., Van der Wielen L. A. M., Luyben IC. A. M. Pressure drop in Centrifugal Partition
ChromatographydansCentifugal Partition Chromatographyed. Foucault A. P., New York : Marcel Dekker
Inc.,1995 51
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Par ailleurs, I'injection des composés a purifiepose I'emploi de systémes de solvants
solubilisant parfaitement I'échantillon. Dans les @@ntraire, les analytes de I'’échantillon criggatht
ou apparaissant sous la forme d’'un précipité, pgusentaminer la pompe et/ou la colonne. De plus,
les échantillons contenant des produits fortenemdidactifs peuvent entrainer une « désaturatan »
systéme de solvants biphasiques et perturber Esiences de CPE®

Les chaines chromatographiques utilisées en CPCceamposées des éléments usuels d'une
chaine chromatographique préparative classiquee: pompe a solvants, un injecteur (ou un
échantillonneur), une colonne chromatographiquedétecteur, un enregistreur et un collecteur de

fractions (Figure 2).

Figure 2 : Chaine de CPC présente au laboratoire

- i

Enregistreu/&-a- i
=

-

Pompe a solvant
et injecteur

Colonne

chromatographique Détecteu Collecteur
(ici UV) de fractions

La colonne chromatographique qui a servi a réalisertests de purification est un FCPC200
de capacité volumique de 200 mL, contenant un reitesse de rotation 800-1600 tr/min) formé par
I'empilement de 20 disques en Acier Inox dans lekggont gravées 1320 cellules de partage. Cet

appareil est commercialisé par Kromaton Techno®ogagers)™*°

b- Grandeurs chromatographiques
Coefficients de distribution K

Le partage d'un composé entre deux phases dépsadtieiement des facteurs propres a sa
diffusion (concentration, température, solubilggélarité...). Le physicien et chimiste allemand Nérns
a introduit, en 1891, le coefficient de distributi6p comme une constante physique caractéristique
d’'une substance donnée en chromatographie de parka§ est alors défini par le rapport des
concentrations d’'un soluté X dans la phase supériett dans la phase inférieure d’'un systéme

biphasique a I'équilibre lorsque ce soluté estaddans le systeme.

139 Kromaton TechnologieCaractéristiques des FCPQ@ittp://www.kromaton.com/pagel.htifconsulté le
03/11/2006]
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CsupX Cstatx
= ou Ko = CoX (Equation 1)

inf mob

avec : KX : coefficient de la distribution de la substance X
CSL.pX : concentration de X dans la phase liquide supégie
Ci¢* : concentration de X dans la phase liquide infgge
Crmobt : concentration de X dans la phase mobile

Caait : CcOncentration de X dans la phase stationnaire

L’équilibre thermodynamique correspondant s’écil sup < Xinf ou Xstat < Xmob

Volume de rétention ¥
Lors du processus chromatographique, les différsolstés X émergent de I'appareil CPC

suivant un ordre défini, aprés un volume de répen,* tel que :

Vi * =Vmob+ Ko Vstat (Equation 2)
avec: \:volume de rétention de la substance X
Vmob : VOlume occupé par la phase mobile dans la celonn

Vst : VOlume occupé par la phase stationnaire daositenne

La représentation graphique de I'élution d’'un cos®paans des conditions de linéarité
exprimée en concentration en fonction du tempsnoioection du volume de I'effluent est une courbe
de distribution typiquement gaussienne (FigureL8)mesure de la concentration peut s’effectuer par
la mesure de l'absorbance, de la fluorescence... &mbimant les données fournies par le
chromatogramme (Figure 3) et I'équation 2, il essgible d’accéder assez rapidement au coefficient

de distribution de chaque analyte.

Figure 3 : Chromatogramme obtenu apres un dévelopmpeent par élution d’'un composé X
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Il est a noter qu'un coefficient de distributionsdeomposés a séparer dont la valeur se

rapproche de 1 sera préférentiellement recherchidogle de développement par élution en CPC. En
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mode de développement par déplacement, un coeffidie distribution soit trés grand soit trés petit

sera nécessaire au processus chromatographique.

Taux de rétention de phase stationnajre S
De facon pratique, le pourcentage de rétention fuese stationnaire;’S peut étre obtenu
indirectement par la mesure du volume de phasemstatre \Vm chassée de la colonne a la suite de la

mise en équilibre. Il est alors calculé par la folersuivante (Equation 3):

g% = Vol =Vm) 900 (Equation 3)

Vol
avec: 4 :volume de phase stationnaire chassée de larmlons de la mise en équilibre

Vo : Volume total de colonne

De maniére générale, en CPC, le taux de rétedgophase stationnaire en début d’expérience

doit étre supérieur a 60% du volume de colonne gaarles séparations soient correctes.

La sélectivitén

Le facteur de sélectivité caractérise la différence de rétention entre deumposés a séparer.
Il est défini par le rapport des coefficients detgpges respectifs de deux solutés élués consémdie
(Equation 4).

Ky’ .
a= K (Equation 4)

1
D

avec: K': coefficient de partage du composé 1
Ko : coefficient de partage du composé 2
et Kp® > Kp'

Les phases mobile et stationnaire, élaboréesgaérimentateur en fonction du probleme
de séparation a résoudre, sont a l'origine du tmade sélectivité. La CPC possede généralement un
facteur de sélectivité plus important qu'en chraygedphie liquide haute performance a polarité de

phases inversée.

Le nombre de plateaux théoriques

La CPC possede un nombre de plateaux théorigueoyem(~500) alors que la CLHP a
polarité de phases inversée présente généralenmemtomnbre important de plateaux théoriques
(>1000). Mais ce probléme est contourné par unefmcide sélectivité important en CPC et

relativement faible en CLHP en phases inverses.
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La résolution R

La résolution permet d’apprécier la qualité de &pasation de deux composés élués

consécutivement. Elle définit le désenchevétrentEntdeux pics consécutivement élués. Elle est
calculée a partir de la relation suivante (Equabipn

R = V%=V

W2 -Wp)

avec: \:volume de rétention du composeé 1

x2 (Equation 5)

V,2 : volume de rétention du composeé 2

W; : largeur a la base du pic d’élution du composé 1

W, : largeur a la base du pic d’élution du composé 2
Ainsi, plus les pics seront dissociés sur le chtogramme, meilleur sera leur facteur de résolution
(Figure 4).

Figure 4 : Résolution R

j\/\ Résolution faible

1
1
a
1
1
1
1
1
1
1
1
1
i

Résolution moyenne

Résolution de bonne qualité

c- Caracteristiques importantes en CPC

A Le débit de pompage de la phase mobile et lasétds rotation de la colonne sont des parametres
essentiels en CPC. En effet, le facteur de séparast d’autant plus grand que le transfert de epass
intervenant lors de la mise en contact des phases lés cellules, est important. Or le transfert de
masse dépend du taux de rétention de la phasensiaitie $mais également du type d’écoulement de
la phase mobile. Il existe des jets grossiers ifeéau ondulés accolés aux parois des cellulasjetie
grossiers curvilignes, des jets fins sinueux eigueaux et des jets atomisé8Ce dernier est le type de

jet généralement recherché. Il correspond a ddssdgthune vitesse de rotation élevés.

A Une vanne de commutation de modes (ascendant szem#ant) permet de choisir le role de
chaque phase lors des expériences. Il est ainsib@gjue la phase initialement mobile devienne la
phase stationnaire adice et versal.’expérience se déroule, alors, en mode dual.

La phase mobile est qualifiée d’ascendante lordguast pompée dans la cellule a contre sens de la

force centrifuge (mode ascendant).

140 Marchal L., Foucault A., Patissier G., Rosant J. IMgrand JJ. Chromatogr. A200Q 869, 339-352
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La phase mobile est qualifiée de descendante esitiglerse la phase stationnaire dans le sens du

champ de force centrifuge (mode descendant) (Figjure

Figure 5 : Modes ascendant et descendant en CPC

Mode ascendant Mode descenda

Phase
rré(;tgrlg 7 P_hase_
stationnaire
Phase légere
stationnaire
lourde Phase
mobile
lourde

A On distingue trois modes de développement : leenfazhtal, le mode par élution et le mode par
déplacement’*

= Dans le mode frontal, les solutés sont injectés dim colonne de fagon continue jusqu’a ce
que la phase stationnaire soit saturée. Ainsioliet& le moins retenu (ayant sature le plus rapegm
la phase stationnaire) est « élué » et récoltétanatis que les autres sont récupérés sous forme de
mélanges. Le but de cette technique est d’obtemcipalement des informations analytiques sur la
composition du mélange de départ. Ce mode n’estqagpque depuis récemment a la CPC pour une
application en mode continu (True Moving Bét.

= Dans le mode par élution, la force motrice corahiisa la séparation de chaque espéce
chimique visée est la force éluante de la phaselendkinsi, la sélection de la phase mobile dépend
des propriétés intrinseques des composés ciblést@te diélectrique, force ionique...). Il faut
également tenir compte des facteurs propres a ffasin des molécules au sein du milieu
(concentration, température...) modifiant leur madiliDeux méthodes caractérisent ce mode de
développement : (i) I'élution isocratique, (ii)deadient d’élution.
() Dans la premiere méthode, la plus utilisée déCCla composition de la phase mobile reste
inchangée durant le processus chromatographiques & cas, le composé ayant le moins d’affinité
avec la phase stationnaire sera élué en premigeussite de ce mode repose sur deux stratégies pou

choisir un bon systéme de solvants :

141 (@) Chovin PThéories et techniques de la chromatographie d'gitgan dansChromatographie en chimie

organique et biologiqueEd. Lederer E1959 1; (b) Couillard F., Foucault A., Durand D. PatER2856933

142 (a) Marston A., Hostettmann K. Chromatogr. A200§ 1112 181; (b) Foucault A. P., Chevolot L.
Chromatogr. A.1998 808 3; (c) Renault J.-H., Nuzillard J.-M., Intes O.adluk A. Solvents systentShap.3
dansCountercurrent Chromatography-The Support-Free Ligbidtionary PhaseAmsterdam: Elsevier Science
B. V., Ed. Berthod A.2002 49; (d) Foucault A. PSolvent systems in Centrifugal Partition Chromatodwap
dansCentrifugal Partition ChromatographyNew York: Marcel Dekker, Inc., Ed. Foucault A, B995 71; (e)
Maciuk A.Nouvelles methodologies en chromatographie de parthguide-liquide sans support solide :
application a l'isolement de substances natureR885 Thése de Doctorat, mention Pharmacie, Univedsté
Reims Champagne-Ardenne
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- Utilisation d'un solvant « pont » solubilisantrfstement les solutés dans un mélange binaire
biphasique caractérisé par un important écart ¢erifgo(ex : MeOH dans le mélange CHEBRu ou
Acétone dans le mélange Méthgbbutylcétone/Eau)

- Utilisation de gammes de solvant obtenues paméfange de 4 a 5 solvants différents. Ces
gammes permettent de travailler sur une large ptig@olarité : gamme OKAn{Hexane/MeOH/
n-BuOH/Eau), gamme  ARIZONA-Margraff n{Hept/AE/MeOH/Eau), gamme  acétone
(n-Hept/Toluéne/Acétone/Eau)

(if) Contrairement au mode d’élution isocratiquans le mode gradient d’élution, la compositionale |
phase mobile est modifiée au cours de I'expériehaecomposition de la phase stationnaire reste,
quant a elle, inchangé®® **** 11 es systémes de solvant contenant de I'acétatayité de I'eau ou
du n-butanol sont de bons candidats pour cette méthode.

= Le principe général du mode de développement @aladement repose sur les interactions
mutuelles des différents composés impligués dangrteessus chromatographique. Ainsi, on
distingue des « échangeurs » (échange ionique.s)adalytes (espéces ionisées ou ionisables), des
« reteneurs » (maintiennent les analytes dansdaephtationnaire), des « déplaceurs » (entralasnt |
analytes vers la phase mobile). Ce mode est adapt€omposés ionigues ou ionisables et donc ne
peut étre envisagé dans le cadre de la purificatBencomposés synthétisés dans le cadre de c@é trava

de these.

Ainsi parmi toutes ces techniques, le mode de dgmeément par €lution isocratique
semble le plus adapté a notre glycoside. La réesgie la séparation dépend alors
essentiellement du choix du systeme de solvantslueitomportement du composé dans

'appareil.

d- Essais de purification effectués sur notre aga®
Détails confidentiels

La CPC est une méthode de chromatographie originadla qualité de la purification
dépend essentiellement:
- de I'élaboration d’'un systeme de solvants fialdar le plan de la solubilité et de la
constante de distribution K

- du comportement du composeé a purifier dans I'apgil en rotation

143 Renault J.-H., Thépenier P., Z&ches-Hanrot M., lem#®livier L., Durand A., Foucault et dl. Chromatogr.
A.1997 763 345
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Les premiers essais de purification sur notre angl® sont tres encourageants.
D’autres tests devront étre faits pour valider lgsgeme de solvants élaboré et pour définir
les meilleurs paramétres de I'appareil (débit, @se de rotation) pour la purification.

V) Conclusions

Depuis l'étude des relations structure-activité, | a 12 ans, les différentes
recherches effectuées sur le KRN 7000 et diverslagaes par de nombreux laboratoires,
ont permis :

- de cerner plusieurs caractéristiques fondamentalpsur I'activation des
cellules de I'immunité par ces composés : liaisamoanériquea, présence des hydroxyles en
position 2 du sucre et en position 3’ sur la chaiplytosphingosine, association au CD1d
dans le milieu biologique

- de définir quelgues modifications structurales nates pour induire
préférentiellement un certain type de réponse imntaire : longueur de chaines tronquée,
insertion de doubles liaisons, insertion d’aromatigs en bout de chaine, analogue

C-glycosidique

Ainsi, les analogues que nous souhaitons synthétdaivent, a la fois, répondre aux
critéeres structuraux fondamentaux et améliorer leelation CD1d/ligand/récepteur pour
influencer le potentiel biologique vers I'une oudutre des deux réponses immunitaires

pouvant étre induites.

Pour définir quels types d'interactions sont indispsables a l'ancrage du
glycolipide dans le CD1d, nous avons fait appel a rhodélisation et a la dynamique
moléculaires. Ces recherches nous ont permis dengdre conscience de la complexité du
systeme CD1d/KRN 7000. En effet, il faut, a la foistudier les interactions existantes
lorsque I'a-GalCer est dans le CD1d, et comprendre le modend'age (et de sortie) du
ligand dans cette protéine, afin de synthétiser dasalogues possédant des éléments
structuraux adéquats pour ces deux phénomenes.

Ces axes de recherche ont pu étre abordés gracedmnnées cristallographiques fournies
par la littérature. Ainsi, nous avons constaté :
- la présence de liaisons par pont hydrogene maintenia sucre et les hydroxyles de

la chaine grasse au sein du sillon formé par leslibés a du CD1d. Nous devons
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garder le maximum de ces liaisons en place pour nt@nir correctement nos
analogues dans le CD1d.

- une orientation contrélée des chaines grasses déas poches hydrophobes du
CD1d. Nos analogues doivent alors établir des imtgtions hydrophobes avec ces
poches par la présence de groupements insaturés.

- unincrément original de la partie polaire ded-GalCer dans le CD1d sous la forme
d'un « escalier », dévoilant une orientation partitére de certains hydroxyles
favorisant probablement la reconnaissance du conxalepar le récepteur des
cellules TNK. Nous pensons que la structure des lagaes C-glycosidiques
conserve ou se rapproche de cette orientation maitére.

- un mouvement de machoire, de grande amplitude, er@ar les hélicesr du CD1d
lorsqu’il ne contient pas de ligand. Ceci nous anmeera penser qu’il peut étre
profitable que le ligand présente, préalablemerd, forme qu’il possede dans la
protéine.

Tous ces éléments sont importants pour €laborer wsteatégie de synthese facilitant
'accés a de nombreux analogues.

Grace a la stratégie NOE, nous avons pu synthétiser nouveau type d’analogue
C-glycosidigue du KRN 7000. La purification d'un tekomposé est réalisée par

chromatographie de partage centrifuge (en cours pfimisation).

Le nouveau composé a été confié a un laboratoitienchunologie pour connaitre

son potentiel biologique.
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CHAPITRE C :

Aspects biologigues et

Tests immunologiqgues sur notre analogue

Remargue :Ci-joint en annexe D une liste de définitions datains termes rencontrés dans ce

chapitre. lls seront soulignés en pointillé danekte.

1) Interactions CD1de-GalCer/Cellules TNK:

La réponse immunitaire fait intervenir deux typesnacanismes intimement liés:
¢ 'immunité naturelle non spécifique, appelée encore immunité innéeaiwen Elle comprend
les cellules polynucléaires, les monocytes, lesrommages, les cellules NKNétural Killer) et ses

cellules dendritiques issues des cellules souctemtopoiétiqgues de la moelle osseuse et consditue |

fragments de molécules issues de ce dernier afifodner les lymphocytes sur sa nature (bactéries,
champignons, virus, parasites). Aprés identificgties lymphocytes émettent des signaux spécifiques
au profil des cellules étrangéeres induisant unectig@a immunitaire la plus appropriée a leur
élimination. L’activation de certains lymphocytesnduit a la production de molécules chimiques,

appelées cytokines.

Lorsque lI'immunité acquise connait des troubleggiioisation (maladies autoimmunes) ou se
trouve dépassée par une prolifération trop rapide ckllules infectées par rapport a la réponse
immunitaire engendrée (tumeur, infections bactéesrou parasitaires), alors la santé de l'indisiu

mise en péril. Aujourd’hui de nombreux espoirsoggmt sur les glycocéramides pour aider le systeme

144 Germain J.-P. Thése VétérinairRevue bibliographique de la molécule présentatd@ntigénes : CD1d.
Etude in vitro de la production d’interleukines plas kératinocytes de 'homme aprés oligomérisatiercette
protéine transmembranair2006 Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon

NDL : Cette these m’a essentiellement servi de support pour rédiger ce paragraphe (explications, modéles de
schémas, nombreuses références bibliographiques). Merci a Jean-Philippe Germain.

145 (@) Weinman S., Méhul Floute la biochimi2004 DUNOD éd.; (b) Jeannin P., Chevailler A., Renier G.
Mcllroy A. Cours d'immunologie (PCEM 12003-2004 Faculté de médecine d’Anger
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immunitaire a se « rééduquer » et a lutter efficga# contre les pathogénes.

primaires (thymus, moelle osseuse). Appelés lymytiescnaifs a ce stade, ils sont véhiculés par le
sang et les voies lymphatiques jusqu'aux organespliyides secondaires (ganglions, rate,
mugqueuses) ou ils sont susceptibles de rencordter dntigene. lls sont alors activés et peuvent
assurer leur fonction.
Trois familles de lymphocytes sont impliquées darrgeconnaissance d'antigene :

- les lymphocytes B

- les lymphocytes T, eux-mémes divisés en deux sopsiations : les lymphocytes auxiliaires
(Helpen Ty et les lymphocytes cytotoxiqueg T

- les lymphocytes TNK, lymphocytes T particuliers gédant certaines caractéristiques des

cellules NK

@ Les lymphocytes B, générés dans la moelle épirsérrg identifiés par leurs marqueurs spécifiques
CD19 et CD20.

Les lymphocytes B luttent contre les infections évedoppement extracellulaire en reconnaissant
directement l'antigene par le biais de leur BABRcEll receptoy et en produisant des anticorps
spécifiques se fixant a la protéine de surfacexdedlécule a éliminer (Schéma 92).

La molécule CD40 présente a la surface des lympghecP leur permet d'interagir avec une

population de lymphocytes T activés. Ce mode ddactentraine une expansion clonale des

» CD20
CD19 \
'A CD40
p ¥V B=_8 =
BCR \

A

A Antigéne >\ /( —/ \T
T Anticorps —/ ;KY ;\?\ ’(

Libération d’anticorps >;K
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@ Les lymphocytes T, générés dans le thymus, saunreissables par leur marqueur spécifique

CD31° Ce marqueur est associé au TCR et est indispenadaltransduction du signal induite par le

TCR (Schéma 93).

Schéma 93 : TCR et marqueur CD3

B

a
@

Pl T T TFTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTS

| —
TCR

CD3
Chaine Zéta Chaine Zéta

Des marqueurs précisent également la sous-populatiaquelle ils appartiennent : CDgour les
lymphocytes T auxiliaires, CD8our les lymphocytes T cytotoxiques. La présencearécepteur
CD40L sur les lymphocytes T auxiliaires leur permi@teragir avec d’autres cellules de I'immunité
tels que les lymphocytes B quiescents. Quant anmplypcytes cytotoxiques, ils peuvent entre autre

interagir avec les cellules infectées par le bias récepteurs FasL-Fas (Schéma 94).

Schéma 94 : Lymphocytes T

Lymphocyte T auxiliaire Lymphocyte T cytotoxique
cD4* TCR cps* TCR
k \ ( cp3 k \ ( cp3
€D20 CD40L
e T T
‘( FasL
Ve W
B CD40
/ Cellule infectée @S

BCR
Lymphocyte B Lymphocyte B

mémoire sécréteur d'anticorps

Les lymphocytes T luttent contre les agressions gashogénes a développement
intracellulaire. En effet, ils ne peuvent reconmaitue les fragments de molécules de l'intrus

présentées par une cellule présentatrice d'antigER\). Celle-ci posséde a sa surface soit des

cluster de différenciation de type 1 (CD1) de gtiree analogue aux molécules du CMH mais

148 \www.answers.com/topic/cd3-immunolagy
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possédant deux poches hydrophobes idéales powsilicales chaines lipidiques (Cf. Chap.B-IHy.

C’est a ce type de protéines que les glycolipides associés.

Les protéines CD1 sont synthétisées dans le réticidndoplasmique. Leurs sillons sont,
alors, soit chargé par un phospholipide du soi aitigénique a l'aide de la MTHm{crosomal
triglyceride transfer proteiy soit bloqué par une chaine invariante, notéecdinplexée a une

molécule du CMH I1l. Ces molécules « chaperon »guent le CD1 jusqu’a ce qu'’il rencontre un

accueillir dans leurs sillons un antigene. Lesemul€D1 sont, eux, conduits directement vers les
lysosomes. A ce stade, les LTP catalysent I'extvadades lipides « chaperon » en se fixant a leer té
hydrophile. Ce méme procédé est appliqué poure dets, introduire I'antigéne correspondant a la
classe du CD1, dans la protéine devenu libre. Efdinomplexe CD1/Glycolipide est porté jusqu’a la
surface cellulaire (Schéma 95) de la cellule prigggoe d’'antigéne et il est prét a interagir alex

cellules de I'immunité**

Schéma 95 : Formation du complexe antigéne/CD1

Vers cellules _
de limmunité

Surface
cellulaire
i CPA

Endosome

précoce Lysosome

Surface

cellulaire

<= chOmplexe
de Golgi

Réticulum endoplasmique

147 (@) Gadola S. D., Zaccai N. R., Harlos K., ShepHerdCastro-Palomino J. C., Ritter G., Schmidt R. R.,
Jones E. Y., Cerundolo Wat. Immunol2002 3, 721; (b) Zeng Z., Castafio A. R., Segelke B. W.r&8k A.,
Peterson P. A., Wilson I. A&ciencel997, 277, 339
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Il existe cing classes de molécules CD1: a, le, (@roupe ), d (groupe Il), spécifiques d’'un
antigéne donné (Tableau 18).Ces protéines CD1 sont présentes dans de nombrespeces
mammiferes et notamment chez I'Homme. Toutefogréaipe | des CD1 n’a pas été identifié chez la
souris ni le rat, alors que I'on retrouve le CDficb(ipe 1) chez les rongeu'S.Cette particularité est
d’'autant plus notoire que les CD1d humain et madnt trés homologues et reconnaissent tous deux
I’a-GalCer™® Ainsi le CD1d murin est largement utilisé dansndenbreux tests biologiques mettant

en jeu des glycolipides de ce type.

Tableau 15 : Antigenes lipidiques présentés par lesolécules de CD1

Antigéne Restriction CD1
Glucose monomycolate (GMM) CD1b
Lipoarabinomannane CD1b
Mannosides phosphatidylinositols CD1b
Hexosyl-1-phosphoisoprenoide CDlc
a-GalCer Cbh1d
Glycosyles phophatidylinositols (GPJ) cbad
Ganglioside 1 (GM1) CDlc
Sulphatide CDla, b, c

L'antigénea-GalCer est présenté, par les CD1d, a une fanaltgcoliere de lymphocytes, les

lymphocytes TNK, possédant un récepteur TCR app@@pce type d’antigénes.

Le TCR se présente comme une protéine transmenit@dré@érodimérique dont les chaines
polypeptidiquesa et 3 sont reliées entre elles par un pont disulfureadDie chaine possede un
domaine N-terminal variable, noté V, et un domaterminal constant, noté C (Schéma JSﬁ@f)()n

distingue deux types de TCR chez les lymphocytels TR*
* l'un posséde une chaineoMnvariante (inv), \624-218, le plus souvent associée 81\
(homologues des segments murires1¥-Jn18 et \38). Le lymphocyte est dit TNKinv.

» ['autre est un récepteur plus « universel », ledigotyte est dit TNK diversifié.

148 Gadola S. D., Karadimitris A., Zaccai N. R., Salio, Dulphy N., Sheperd D., Jones E. Y., Cerundolo V.
Phil. Trans. R. Soc. Lond. )03 358 875 et références correspondantes

“YRhind S. M.Vet. Pathol2001, 38, 611

1%0 (@) Brossay L., Chioda M., Burdin N., Koezuka €asorati G., Dellabona P., Kronenberg MExp. Med.
1998 188 1521; (b) Kawano T., Tanaka Y., Shimizu E., Kamé&k, Kamata N., Sato H., Osada H., Sekiya S.,
Nakayama T., Taniguchi Mnt. Immunol.1999 11, 881; (c) Spada F. M., Koezuka Y., Porcelli S.JAEXp.
Med.1998 188 1529

*1Behar S. M., Cardell. Semin. ImmunoR00Q 12, 551
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Trois zones notoires du TCR forment des régionsqo#ierement impliqguées dans la reconnaissance

et la liaison avec I'antigéne (CD&mplementarity determining regip(Cf. Schémas 98 et 99).

Schéma 96 : Structure du TCR d’une cellule TNK

Partie N Terminale de

% la protéine

Chainea LL Chaine
Va $ vp

CB

g [
EE=G)

Surface cellulaire du N _ _
lymphocyte TNK Partie C 'I'lc-_:-rmlnale
de la protéine

Le ligand synthétiquei-GalCer active les lymphocytes TNKinv mais pasdages cellules
TNK. De plus, cette activation n’est possible quig®sence du CD1d. En effet, aucune activité

lymphocytaire n’est observée en I'absence de Chideolymphocytes TNKinv>?

Dans l'attente de la cristallisation d’'un complésimoléculaire CD1d/Antigéne/Récepteur, les
polaire de I'antigéne et avec le sommet du CD1d. fedations identifiées de la chaine T@Rvec
des acides aminés situés a l'extrémité C-termirdel’hélice a-1 sont compatibles avec une
orientation du TCR en diagonale par rapport a I'mxgitudinal de CD1d*®*Ce comportement est

analogue a celui du TCR des cellules T conventibemevis-a-vis du complexe peptide/CMH I

(Schéma 9738 153

152 (a) Burdin N., Brossay L., Kronenberg Bur. J. Immunol1999 29, 2014; (b) Carnaud C., Lee D., Donnars
O., Park S. H., Beavis A., Koezuka Y., Bendelad Ammunol1999 163 4647; (c) Singh N., Hong S., Scherer
D. C., Serizawa I., Burdin N., Kronenberg M., Koeauk, Van Kaer LJ. Immunol1999 163, 2373

153 (@) Maynard J., Petersson K., Wilson D. H., Addnsl., Blondelle S. E., Boulanger M. J., Wilson,
GarcialK. Clmmunity2005 22, 81; (b)www.bio.puc.cl/.../research/dwelltime.htm
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Schéma 97 : Orientation du TCR par rapport au CMH 11'5%

Lymphocyte TNK

> TCR

* < Orientation du TCR par

Peptide : .
—_— e e~ """ *  rapport au CMH I

> CMH Il

Les chainest et 3 du TCRsurplomberaient respectivement la poche A’ et lehpoC’ du CD1d, les
deux boucles hypervariables CDR2t 3 se rejoignant au-dessus du centre du sillon. Vuapeche

A’ est fermée par des interactions entre les dalicds, les boucles CDRiet CDR2a n'ont pas
acces a l'antigéne et ne « voient » que le CD1dmBme, pour la poche de C' renfermant la chaine
sphingosine, aucun contact ne semble possible &#r€DR 1 et 2 du TCR et I'antigene. En
revanche, CDR® interagit avec la téte polaire dex{GalCer, et notamment avec les hydroxyles en
position 2 et 4 dib-Galactose (Schémas 98 et §9).

I' a-GalCer et I'expression de la chaineM-Ii18 quelque soit la chairfeutilisée, soutient le fait
que c’est principalement le TGRdes lymphocytes TNKinv qui reconnait cet antigéi€ependant
I'exacte topographie des interactions CD1d/lipid&RT doit encore étre précisée, notamment pour
définir le réle de la boucle CDR[®B

154 (@) Gumperz J. E., Roy C., Makowska A., Lum D., Sudil., Podrebarac T., Koezuka Y., Porcelli S. A.,
Cardell S., Brenner M. B., Behar S. Mamunity200Q 12, 211; (b) Gui M., Li J., Wen L. J., Hardy R. R.,
Hayakawa KJ. Immunol2001, 167, 6239
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Schéma 98 : Régions de reconnaissance et de liai$6DR)

Zones
CDRaetfp

En gris : Poche A’ contenant la chaine acyle
En jaune : Poche C’ contenant la chaine sphingosine

Selon les études biophysiques, linteraction du TA#s lymphocytes TNKinv avec le
complexe a-GalCer/CD1d se distingue de celle des TCR coneendls avec le complexe

peptides/CMH par :
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dissociation a I'équilibre (KD) est comprise erteet 350 nM> Ces constantes traduisent une demi-
vie du complexe TCRi-GalCer/CD1d tres longue (variant de 85 a 230 ghetliaison beaucoup plus
forte que celle des TCR conventionnels avec I'aasoo CMH/peptide.

> un mode de reconnaissance de type clé-serrure ffé la thermodynamique suggére ce
mode car linteraction du TCR avec les antigénegdiipidiques, présentés par le CD1d, est
indépendante de la température. Ceci est en fagur mécanisme rigide, ne nécessitant pas
d’accommodation de la part du TCR des lymphocyt®&ifv, contrairement a ce qui est observé

avec les TCR conventionnels restreints par le CRip

BN

Autre caractéristique des lymphocytes T CD1d-reggse(humains et murins), leur capacité a
sécréter, dans les minutes suivant I'activatiorigénique et sans expansion clonale préalable, de

grandes quantités de cytokines amorcant diverpesmisés immunitaires.

Les cytokines sont des substances solubles, deprgpéique ou glycosylé, synthétisées par
les cellules du systeme immunitaire ou par d'awteisles et/ou tissus, agissant a distance sutrd&a
cellules pour en réguler l'activité et la fonctidwvec les hormones et les neuromédiateurs, cedamnt
molécules essentielles a la communication de nades Leur sécrétion est déclenchée par le contac
d’une cellule de I'immunité avec un antigéne, mabiais d’'un récepteur spécifique, ou par une autre
cytokine. Lorsqu’'une cytokine se lie a son réceptelle entraine a l'intérieur de la cellule, une
cascade d'évenements métaboliques (activation weeg, formation d’ARN messager...) qui
déclenche ou modifie I'activité d'une catégorie ailules. Les cytokines suscitent ainsi un réseau

complexe de relations entre toutes les cellulediguges dans les défenses immunitaires.

Le terme « cytokine » fut introduit en 1974 paarfiéy Cohen. En quelques décennies, les

cytokines ont connu une explosion d'intérét daagdtamaines de la recherche et de la médecine. Il a

1%5 (@) Schofield L., McConville M. J., Hansen D., CaraptA. S., Fraser-Reid B., Grusby M. J., Tachad®S.
Sciencel999 283 225; (b) Sidobre S., Hammond K. J., Benazet-Sieldby Maltsev S. D., Richardson S. K.,
Ndonye R. M., Howell A. R., Sakai T., Besra G. S.rdeti S. A., Kronenberg MProc Natl Acad Sci U S A.
2004 101, 12254; (c) Sidobre S., Naidenko O. V., Sim B.@ascoigne N. R., Garcia K. C., KronenbergM.
Immunol.2002 169, 1340; (d) Sim B. C., Holmberg K., Sidobre S., Naiklo O., Niederberger N., Marine S.
D., Kronenberg M., Gascoigne N. Rimunogenetic2003 54, 874

1% cantu (I1l) C., Benlagha K., Savage P. B., Bend@lad@eyton L.J. Immunol2003 170, 4673

1%@) http://fr.wikipedia.org/wiki/Accueil (b) http://www.actions-traitements.org/spip.php?mot1§6) The
cytokines web (images 3D de cytokindsp://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata/cgf/CGF_Database/el/ (d)
Dictionnaire des cytokindgtp://www.copewithcytokines.de/
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été mis en avant I'implication des cytokines dassgrocessus liés a I'embryogenése, la reproduction

par le VIH... Les cytokines peuvent aussi étreisdétls comme agents thérapeutiques (G-CSF pour
faciliter la reconstitution hématologique...) ou comneibles (TNF dans maladie de Crohn,

polyarthrite rhumatoide...).

Les cytokines sont sécrétées brievement et sutecdistance.
Leurs actions sur les cellules-cibles dépendenpldsieurs facteurs : état de différenciation de la

cellule-cible, disposition de co-facteurs dans ieraenvironnement.

Leur production n’étant pas continue, elle nécesfinc un signal d’activation.
Les deux propriétés fondamentales des cytokings: son
- la redondance : une méme activité biologique, darescellule donnée, peut étre provoquée
par des cytokines différentes.
- la pléiotropie : une cytokine donnée peut entratfes activités biologiques variées sur sa
cellule-cible, ou agir sur des cellules-cible diéétes.
Quatre modes d’action sont connus pour les cytskine
¢ activité autocrine : action locale sur des celldesnéme type que la cellule productrice
¢ activité paracrine : action locale sur un autrestglp cellule que la cellule productrice
¢ activité endocrine : action a distance sur la ¢eltible

¢ activité juxtacrine : action sur une cellule entaghavec la cellule productrice

b) Différents types de cytokines

lIs existent plusieurs familles de cytokines :

+ Interleukines (IL) :c’est un groupe de médiateurs chimiques sécrééplpsieurs cellules de

limmunité, agissant positivement ou négativememt selles-ci par I'intermédiaire de récepteurs
spécifiques. Leur action se fait en cascade dansnwironnement proche de leur sécrétion. Elles
stimulent la croissance des lymphocytes, permeldgmtolifération et la différenciation des cellsilet

participent aux stimuli immunitaires.

+» Chimiokines ou Chémokineselles définissent I'ensemble des cytokines delefajimids

habituellement divisées en familles selon que Esidus de cystéine, qu'elles contiennent, sont
adjacents-cys-cys- ou séparés par un autre acide amings-X-cys- ou par trois acides aminés,

Ccys— XXX -cys.
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« Interférons (IEN):On distingue les interférons de type | : llBNet IFN{3, sécrétés par diverses

cellules de l'organisme, notamment par les macgghagour les IFNt, et les fibroblastes pour
I'IFN-[; et les interférons de type Il : IF)-sécrété par les lymphocytes T activés et lesileslINK.

Les interférons de type | ont une activité anti@rdls protegent les cellules contre les infection
virales en induisant la synthése de diverses pre¢éinotamment des enzymes qui inhibent la
réplication virale. lls stimulent l'activité des omaphages et des cellules NK et augmentent
I'expression des molécules du CMH de classe ltdrfiérony agit en se fixant sur des récepteurs
spécifiques membranaires qui activent la synthesdiverses protéines. Il protege les cellules eontr
les infections virales, stimule l'activité phagaiye des macrophages, la maturation des lymphocytes
T et B, etc...

%+ Les facteurs nécrotiques de tumeutsror necrosis factdr(TNF) : Ce sont des médiateurs de

limmunité innée car leur sécrétion ne nécessitelj@ervention d'un antigene. lls ont, entre astr

développement de la maladie de Crohn, de l'athié&rose, de l'insuffisance cardiaque et semble jouer
un réle important dans la pathogénie de la polyéethhumatoide.

+» Les facteurs stimulant de coloni€dlony stimulating factofs(CSF) : Ce sont des cytokines

jouant un rdle dans I'hématopoiese, mais aussil@atization des leucocytes matures.

+»+ Les facteurs stimulant la croissandednsforming growth factofs(TGF) : lls concernent les

facteurs de croissance impliqués dans la cicatisat le contréle négatif de l'inflammation.

Les cytokines peuvent étre classées en différagggories selon les activités biologiques
gu’elles exercent :
- Les cytokinegro-inflammatoires (IFN-y, IL-2 et -3, TNFB, GM-CSF..) déclenchent une réponse
de type Thl responsable d'une immunité & médiation celluldiele qu’'une activation des
lymphocytes cytotoxiquesc] une réaction d’hypersensibilité retardée.
- Les cytokinesmmuno-régulatrices (IL-3, -4, -5, -10 et -13...) déclenchent une rémods type
Th2 responsable d’une immunité a meédiation humordle tgr'une activation des lymphocytes B
- Les cytokineseffectrices (IFN, TNF...) assurent la défense de l'organismeaviss des agents

infectieux et des cancers.

Il est important de signaler que I'lFNinhibe I'lL-4 et inversement (Schéma 100).
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Schéma 100 : Inhibition de Th1/Th2 et inversement

GM-CSF
IL-3
TEN-a

F N

@ Active

® Inhibe

La reconnaissance du complexeGalCer/CD1d par le TCR des cellules TNK impliqae |
sécrétion rapide des cytokines telles que I'fFit I'lL-4 par les lymphocytes TNK, ainsi que de
'lL-12 par la cellule présentatrice d’antigene @PL’IL-12, en synergie avec I'lFN-libéré par les
TNKinv permet l'activation des cellules NK qui dewmnent alors la principale source d’IfN-
sérique™® Le dosage de I'lL-12 permet de déterminer le taxtivation des cellules TNKinv.

Cependant, comment les lymphocytes TNKinv exeridentine activité immunologique
efficace en libérant a la fois des cytokines detytelles que I'lFNg I'lL-2, le TNF-a) et de type 2
(telles que les IL-4, 5 et 13) qui peuvent avols difets antagonistes?

Le profil de cytokines synthétisées est détermiaélp qualité du signal délivré par le TCR
aux TNKinv. Par analogie avec les réponses deshpayies T conventionnels, une corrélation entre
la longueur des chaines lipidiques de l'antigerle erofil cytokinique sécrété a été mise en éwigen
suite & la synthése d’analogues @e®alCer aux chaines lipidiques tronqu&e&?® Ainsi, 'analogue
OCH, dont la base phytosphingosine posséde 9 casb@s 18 carbones pouaiGalCer) induit,n
vivo, chez la souris, un biais Th2 de la réponse deshpeyies TNKinv. Le complexe OCH/CD1d
semble moins stable et, par conséquent, induitgmakmédié par le TCR de plus courte dufé®e

méme, le variant a chaine acyle tronquée et insatein C20:2 (isoméres Z sur les carbones 11-12 et

138 Carnaud C., Lee D., Donnars O., Park S. H., BeayvjKaezuka Y., Bendelac Al. Immunol.1999 163,
4647

1¥9KO Y., Im J. S., Molano A., Dutronc Y., lllarionoR. A., Forestier C., Fujiwara N., Arias I., Miyae,
Yamamura T., Chang Y. T., Besra G. S., Porcelli 2ridc Natl Acad Sci U S 2005 102 3383

1603) Oki S., Chiba A., Yamamura T., Miyake B Clin. Invest2004 113 1631; (b) Miyamoto K., Miyake S.,
Yamamura TNature2001, 413 531

138



Chapitre C : Aspects biologigues et tests immunglogg sur notre analogue

synthése d’IL-4 mais n’induit pas la productionrdilFy d’ou, 1a encore, une réponse Th2 favoriSée.
Par contre, I'analogua-C-GalCer induit une réponse Thl et un ratio N¥N-4 largement

augmenté par rapport &kGalCer-

®l |’ a-C-GalCer, résistant a I'hydrolyse vivo, est, a ce titre,
supposé former un complexe plus stable avec le @Dirderagir plus longuement avec le TCR. Nous
avons vu, également, que la présence d’'un groupeypterminal, sur une chaine acyle comportant 10
carbones (C10:Ph), multiplie quasiment par 4 lalpetion d’IFNy.***

(Tableau 16 récapitulatif)

Tableau 16 : Antigénes glycolipidiques et répons@smunitaires induites

Réponse
Nom Structure immunitaire | INF-y | IL-4 Balance
induite

O, ;
HO 0 >_C25H51
a—-GalCer HO H’;' C:)H Th1/Th2 R - INFy L4

o R
\/Y\CMHZQ

HO

INFy

OCH Th2 N 2 B
C20:2 (2) : Th2 R
C10:Ph I N
a-C-GalCer Thi AN Y ey

La «balance » de cytokine marquant I'une ou lautponse immunitaire dépend, donc,
de deux parametres agissant simultanément :
©  Jinteraction entre le ligand et son hote, le CDXtabilisation/déstabilisation dans les poches

hydrophobes, téte polaire sensible ou peu sujdtwdrolysein vivo...

181 Schmieg J., Yang G., Franck R. W., TsujiMExp. Med2003 198 1631
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Y J'affinité entre le récepteur et le complexe lighdD1d : axe de présentation favorable, accés

aisé a la téte polaire facilitant la reconnaissance

Les lymphocytes TNK exercent une activité immunadoiatrice via leur capacité a activer en
cascade de nombreux types cellulaires dont lesileslidendritiques (DC), les macrophages, les

cellules NK, les lymphocytes T et B (Schéma 103epsuivante).

& Réponse Thlactivation des cellules de I'immunité par des kiytes pro-inflammatoires.
Cette réponse induit une forte activation des tadloytotoxiques telles que :

- les macrophages (@) (phagocytose amorcée)

- les lymphocytes J (lyse directe des cellules infectées)

- les cellules NK (production d’INk-et procédé cytotoxique engendré)

~ Réponse Th2activation des cellules de 'immunité par des kites immuno-modulatrices.
Cette réponse induit une forte activation des tlwde I'immunité adaptative en particulier les
lymphocytes B, activés préalablement par les lyroptes T auxiliaires.

Ces interactions cellulaires expliquent les vagiesytokines détectées dans le sérum des
souris apres injection d-GalCer. On observe successivement : un pic d'lledsentiellement
produite par les TNKinv, atteint 2 heures (H2) agri@jection, puis I'lL-12, issue des diverses CPA
culmine a H6 et enfin, un pic d’'IFM-surtout issu des cellules NK, culminant a HZ4Ce fait est
d'autant plus remarquable quexdGalCer n'est pas un antigéne issu de la fragmentad'un
pathogéne par les macrophages. Ce glycolipide méleen’avoir pour but que de mobiliser le

systeme immunitaire contre des intrus.

182 parekh V. V., Singh A. K., Wilson M. T., Olivar&gHagomez D., Bezbradica J. S., Inazawa H., Eltdra
Sakai T., Serizawa I., Wu L., Wang C. R., Joyce &n Xaer L.J. Immunol2004 173 3693
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[I) Application de la reconnaissance des glycolgsgar
les lymphocytes CD1d-restreints en immunothérapie

L'importance du réle des cellules TNK dans la rew@issance d’antigéne glycolipidique, a,
aujourd’hui, été démontré dans de nombreuses nealadiiabéte, scléroses multiples, inflammation,
lupus, hépatites auto-immunes, allergie, tumeurscé&auses, infections virales ou bactériennes,
etc..!®® Cependant, il reste encore beaucoup d'incertitigigsle mode de fonctionnement des
lymphocytes TNK et sur la régulation des cytokinésrétées.

L'analogue C-glycosidique et le composé OCH ont été les presméeperturber I'équilibre
cytokinique du KRN 7000, en induisant préférengieent une réponse Thl, pour le premier, et une

réponse Th2, pour le second (Tableau 17).

Tableau 17 : Dates de publication des syntheses dawmlogues notoires du KRN 7000

Analogues Date des premiéres publications Répomsmunitaire
OCH 2001 Th2
a-C-GalCer 2002 Thl
C20 :2 (insaturations Z) 2005 Th2
C10 :Ph 2006 Thl

lIs se sont fait connaitre par leurs effets sunddaria et les tumeurs pulmonaires.

Les premiers tests publiés par la société Kirirsdanr brevet de 20087 ont montré que :
* in vitro, on observe une éventuelle synthése de I’ADN esaidymphocytes pancréatiques murins
(réponse immunitaire positive) en présence de Ikanee C-Galactosidique. Les résultats obtenus nous
indiquent qu’a une concentration d’1 ng/mL, il awemnte la production de cet ADN de 54%.
* in vivo,sur des cellules pulmonaires murines infectéesepanélanome B16, il inhibe plus de 65%
des métastases lorsqu’il est injecté par intravsieé une dose d'1 pg/mL.
Ces tests nous indiquent que l'analogiglycosidique a un potentiel pharmacologique certai
notamment a tres faibles doses. Ceci est d’autastimportant que nous pouvons émettre des doutes

guant a la pureté du produit obtenu a partir dereeet.

163 (@) Yu K .0 .A., Porcelli S. Almmunol. Lett2005 100, 42; (b) van der Vliet H. J. J., Molling J. W.,vo
Blomberg B. M. E., Nishi N., Kdlgen W., van den &ezgh A. J. M., Pinedo H. M., Giaccone G., Schdper
J.Clin. Immunol.2004 112, 8; (c) Skéld M., Behar S. Mnfect. Immunol2003 71,10, 5447; (d) Hammond K.
J. L., Godfrey D. ITissue Antigen2002 59, 353
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L'équipe de Franck a approfondi ces rechercheslesirmétastases pulmonaires tout en
étudiant I'effet de la-C-GalCer sur des souris infectées par la malarieericore, a trés faibles doses
(1 ng), l'analogue induit toujours une inhibitior th production d’ARN par les cellules infectées pa
la malaria, alors que son parent n’est quasimarg attif, a cette dose. Il en résulte que I'anatogu
C-glycosidique est 1000 fois plus actif que son pakERN 7000 contre la malaria et 100 fois plus
contre les métastases (Schémas 102 et'103).

Schéma 102 : Activité de b-C-GalCer envers des cellules infectées par la malari
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Schéma 103 : Activité de i-C-GalCer envers des tumeurs pulmonaires murines
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Cette activité contre la malaria est égalemenbuette avec les o oH o

analogues possédant une insaturation E entrB-Galactose et leswo

chaines lipidiques (Cf ci-contre). Ces composésveatt mieux les

Isomere E

cellules TNK (plus forte production d’lL-12) queaFC-GalCer, mais HO

engendre une plus faible production d’'INFFoutefois le rapport INFL-4 reste tout de méme deux

fois supérieur & celui du KRN 7006t; Ereur! Signet non défini.164

164 (@) Chen G., Chien M., Tsuji M., Franck R. @hem. Bio. Chen006 7, 1017; (b) Franck R. W., Tsuji M.
Acc. Chem. Re2006 39, 692
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Les premiers tests biologiques sur I'analo@aglycosidique de 'OCH, aux chaine lipidiques
tronquées, ont permis de montrer qu’il était capabbmme son parent, d’'induire une augmentation
de la production d’IL-4n vivo chez des souris de type C57BE/6Cette étude nous montre que la
longueur des chaines semble étre un facteur plterndéant dans la production de cytokines
immuno-régulatrices, mais qu'une liais@Galactosidique ne parait avoir aucune influenaecsu
fait.

Remarque ci-joint en annexe D, un tableau récapitulatif desvités du KRN 7000, de I'OCH et de

I’a-C-GalCer 5%

Il est évident que de nombreux analogues doivent &ynthétisés pour améliorer
leurs activitésin vivo et déterminer les mécanismes d’action biochimiqukstri-complexe
CD1d/Antigéne/TCR. Mais les difficultés synthétiquest surtout la durée extrémement
longue pour mettre au point un médicament (~10-18s§ nous incite a réfléchir et a
utiliser toutes les ressources possibles pour sgtifer rationnellement les analogues les

plus prometteurs.

L’équipe d’immunologie du laboratoire « Immunologiet Chimie Thérapeutiques »
a I'Institut de Biologie Moléculaire et CellulairdIBMC) de Strasbourg a effectué des tests
sur l'analogue que nous avons synthétisé, sous lentodle de Véronique Parietti
(Doctorante) et de Fanny Monneaux, afin de déterramd’éventuels effets de notre ligand

sur le développement des maladies auto-immunesgyisfues.

[I1) Tests immunologiques sur le nouvel analogue

Les maladies auto-immunes résultent d’'une rupteréobErance au soi. Le maintien de cette
tolérance implique des mécanismes centraux et lpigues notamment assurés par I'induction de
cellules régulatrices telles que les lymphocytesc hatural killer » (TNK). Des modifications
numériques et/ou fonctionnelles de cette populatedtulaire pourraient étre la cause de la ruptigre
tolérance au soi. L'équipe d'immunologie a entregltanalyse numérique et fonctionnelle de ces
cellules T régulatrices au cours de maladie autodnmes rhumatismales systémiques comme le lupus
érythémateux disséminé (LED) et la polyarthriternatoide (PR), dans des modeles murins et chez
des patients (grace a une collaboration étroite e services de Rhumatologie des hépitaux de

Strasbourg). Les résultats tendent a montrer uauti@fumeérique et/ou fonctionnel des cellules TNK
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chez la souris auto-immune MRL/Ipr et les patient®-immuns. Des études dans des modeles murins
ont montré qu’il est possible de contrecarrer lec@hce numérique et fonctionnelle des celluleKTN
en les activanin vivo avec lo-GalCer.

Cette équipe prévoit donc d'étudier l'effet des lagaes C-glycosidiques sur le
développement des maladies auto-immunes systémitjaeseconnaissance des analogues par les
sélection des meilleurs analogues pour une étude/o de leur potentiel thérapeutique. L’ensemble
de ces tests ont été mis en place au laboratdirardinologie, et tous les outils (Anticorps anti-GD1
bloguant, tétraméres, tests ELISA pour le dosagecgtokines) nécessaires a leur réalisation sont

disponibles.

Nous avons achevé la synthése de notre analognevambre 2006. Il a été fourni a I'équipe
d'immunologie courant décembre 2006, apres sa ipatibn sur gel de silice. Les analyses
spectrométriqgues ont montré que I'échantillon deencomposé était de pureté tres moyenne. Les
séries de tesex vivoetin vivo ont, tout de méme, été lancés dans la but detdétéaut d’abord, une

guelconque activité ou cytotoxicité de notre anaignvers les cellules de 'immunité.

a) Protocole expérimental

< Le ligand est dissous dans le DMSO pour obteni&alantillon de concentration 2mg/mL.

du ligand (de 0,02 & 20 pg/mL).

4 Les contréles internes sont effectués avec deuandilg synthétiques: d-GalCer
(commercialisé par Alexis Biochemicals par l'intéuimire d’Axxora)®® et le B-Gal(C12)Cer
(commercialisé par Avanti Polar LipidSf, dont leur efficacité & induire une réponse ceittala

spécifique des cellules TNK est déja reconnu (Seh&dd).

Schéma 104 : Ligands de contréle
o OH

H o o .
9] S CosHsy OH > ~CuaHage
HO HO HN
HN OH -
HO b = (o] - /735

o ' HO O\/WCBHN
\/Y\CI4H29 ~ >~

HO HO
KRN 7000 B-Gal(C12)Cer
250 pg (157€)

1 mg (330€) 5 mg ($110.00)

185 http://www.axxora.com/
166 Ktp://www.avantilipids.com/
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4 La prolifération cellulaire est mesurée aprés tijoisrs de culture par incorporation de
thymidine tritiée (mesure de la radioactivité immmée par les cellules pendant I'activation). Les
guantités de cytokines (IL-4 et IFjj-sont déterminées par le test ELISA dans les g@anas récoltés
apres 30h de culture.

4 Afin de déterminer si la reconnaissance des ligasisrestreinte a la molécule CD1d, les
cultures ont été réalisées en absence ou en peedamticorps anti-CD1d bloquant. Ils rendent alors

impossible la présentation du ligand par la mo€D1d au TCR invariant du lymphocyte TNK.

b) Tests effectués vivo

Détails confidentiels

Le ligand est injecté par voie intra-péritonéalded souris naives BALB/c (2 souris par ligand). Le

taux de cytokines sériques (IL-4 et IfNa été détecté a différents temps apres I'injactio

Détails confidentiels

V) Conclusions et perspectives

Les tests immunologiques sur ce nouvel analogue si@nt fourni des informations

trés intéressantes.

Prochainement, nous souhaitons, également, testercbmposé sur des tumeurs
canceéreuses, au laboratoire de Biochimie de I'Umisi#é de Reims Champagne-Ardenne,
sous le controle de Laurent Martiny.

Cette équipe travaille sur I'étude des mécanismissem jeu dans les interactions entre les cellules
cancéreuses et leur environnement, avec un irtew€particulier pour I'’étude des interactions entr
cellule et matrice extracellulaire d’'une part, ckdlet médicament d’autre part, ou la combinaisen d

ces trois partenaires.
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La mise au point de stratégies thérapeutiques tiesvet efficaces de régulation de la protéolyse es
particuliéerement d'actualité et le contrble spécié de l'activité protéolytique représente donc une

approche de grand intérét.

Actuellement, ils contribuent & I'identification §mise des voies de signalisation modulées par les
a-GalCer dans le contexte tumoral et de déterminees molécules sont capables de moduler les
activités protéolytiques matricielles et linvasidomorale. Par ailleurs, I'étude des voies de
Des approcheis vivo seront mises au point dans le but de confirmeréssltats obtenus vitro et de
mettre au point des stratégies alternatives capaidde contourner la résistance aux agents anti-
tumoraux. Sera également testé la capacité de @décufes a modulein vivo le potentiel

métastatique de différentes lignées cellulairewtains.
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CHAPITRE D : Synthese de Thiosucres

Lors de notre course a la synthese-@-alcynyl-glycosides en série-Galactose, hous avons
été surpris par la stabilité du composé époxy-ohttétall0 formé (Cf. Chapitre A-ll-1). La présence
simultanée sur sa structure d’'une partie poteati@ht nucléophile, les soufres, et d’'une moitié
électrophile, la fonction époxyde, rendent ce casgpoemarquable. Ce type de dérivés époxy-
dithioacétal acycliques sont d’autant plus intéaass qu'ils sont peu étudié¥, contrairement aux
structures dithioacétales cycliques contenant emyfe largement décrites dans la littératite.

Afin d’améliorer la synthése de ce composé, nousnavdéterminé des conditions pour
accéder, d’'une part, tres proprement a notre égdaRieacétallO pour nos synthéses @eglycosides

et, d’autre part, a la synthése de thiosucres pyuas.

Ce travail a fait I'objet d’'une publication en séiD-Galactose-*®

167 (a) Semmelhack M.F., Epa W.R., Cheung A.W.-H., GuKim C., Zhang N., Lew WJ. Am. Chem. Soc.
1994 116,16, 7455; (b) Sunay U., Fraser-Reid Betrahedron Lett1986 27,44, 5335; (c) Meyers A.l., Babiak
K.A., Campbell A.L., Comins D.L., Fleming M.P., Hengi R., Heuschmann M., Hudspeth J.P., Kane J.M.,
Reider P.J., Roland D.M., Shimizu K., Tomioka K., W R.D.J. Am. Chem. S0d.983 105,15, 5015 et
références citées

188 (@) Leung L.M.H., Boydell A.J., Gibson V., Light.H., Linclau B.Org. Lett.2005 7,23, 5183; (b) Smith Il
A.B., Pitram S.M., Boldi A.M., Gaunt M.J., Sfouggéis C., Moser W.HJ. Am. Chem. So2003 125,47,
14435; (c) Smith Il A.B., Pitram S.M., Fuertes MQrg. Lett.2003 5, 15, 2751; (d) Shiono H., Mochizuki Y.,
Tsutsui H., Mikami Y., Morohoshi T., Mitsunobu Gynlett2003 6, 894; (e) Terauchi T., Terauchi T., Sato I.,
Tsukada T., Kanoh N., Nakata Metrahedron Lett200Q 41, 15, 2649; (f) Gros P., Hansen P., Caubére P.
Tetrahedronl996 52,48, 15147; (g) Krohn K., Boerner @. Org. Chem1994 59,20, 6063; (h) Khandekar G.,
Robinson G.C., Stacey N.A., Thomas E.J., Vathel. &hem. Soc. Perkin Trand 993 1507; (i) Golinski M.,
Vasudevan S., Floresca R., Brock C.P., Watt D&rahedron Lett1993 34,1, 55; (j) Adam G., Zibuck R.,
Seebach DJ. Am. Chem. Sod987 109, 20, 6176; (k) Sviridov A.F., Ermolenko M.S., Yashugsk.V.,
Borodkin V.S., Kochetkov N.KTetrahedron Lett1987 28, 33, 3835; (I) Culshaw D., Grice P., Ley S.V.,
Strange G.ATetrahedron Lett1985 26,47, 3835; (m) Ferrier R.J., Haines S.®arbohydr. Res1984 130,
135; (n) Ferrier R.J., Prasit P., Tyler PICChem. Soc. Perkin Trand 983 8, 1641; (o) Mori M, Chuman T.,
Kato K., Mori K. Tetrahedron Lett1982 23,44, 4593; (p) Hungerbihler E., Naef R., Wasmuth Delfaeh D.,
Lossli H.-R., Wehrli A.Helv. Chim. Actal98Q 63,7, 1960; (q) Senring B., Seebach Debigs Ann.1978
2044; (r) Seebach D., Willert 1., Beck A.K., Groldl-T. Helv. Chim. Actal978 61, 2510; (s) Djerassi C.,
Batres E., Velasco M., RosenkranzJGAm. Chem. So&952 74,7, 1712

%9 Banchet A., Guillarme S., Haudrechy $ynlett2007, 9, 1467
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Chapitre D : Synthése de Thiosucres

) Acces aux thiosucres dérivés @uGalactose et du
D-Mannose

Lors de nos premiers essais, le traitement du ceépiovaloylé-mésyl® avec de la potasse
dans le méthanol conduit a I'époxyde désiré avec des rendements satisfaisant (> 65%&n&c
105).

Schéma 105 : Synthese du composé époxy-dithio 10

OMs K+ (oms
PivO CH(SEt), et Ko) CH(SEt
' HO" K M (SED):
BnO “OBn  MeOH BnO "/0Bn
OBn OBn

9

Mais nous avons été surpris que le rendement oliteraorresponde pas a nos attentes selon
le contrble tres satisfaisant par CCM. De pluspd¥y-dithioacétal est contaminé, pratiquement a
chaque essai, par une petite quantité d'un prodoit identifie. Il semble donc évident que la
purification sur gel de silice est nuisible a I'ebtion del0. Nous avons, en effet, observé que lorsque
10 est agité durant plusieurs heures en présencdicke dans I'éluant chromatographique (EP/AE
9/1), un nouveau produit apparait et correspon@-thiosucre24. Nous avons supposé que, sur la
silice, I'activation de I'époxyde par une liaisogdnogéne conduit & la formation d’un intermédiaire
sulfonium, qui, apres transfert intramoléculaire ghoupement éthyle, donne le thiosu@4 de
configuration uniqugd (déterminée par ROESY) (Schéma 106). Le trandfart groupement alkyle
d’un atome de soufre donneur vers un alkoxy estréaetion connue de la littératlfemais, & notre
connaissance, elle n'a jamais été observée avdérniré d’'un sucre.

Il est intéressant de noter que I'addition de hisiEgmine (1%) a I'éluant chromatographique
inhibe en partie la formation du thiosu@4(Cf. Tableau 18, Entrée H).

De plus, I'observation de ce compdad€ en I'absence de purification, nous améne a penser
gue le cation potassique active lui aussi I'époxgddon un mécanisme analogue a celui proposé

précédemment (Schéma 106).

10 Knipe A.C.The Chemistry of the Sulphonium Groirling, C.J.M. Ed., John Wiley and Sons, NewR{o
1981, 313
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Schéma 106 : Synthese d’'un nouveau thiosucre 24

Silice

(@]
SN H /N
Silice H,, “Et ~OY Et
Q) l (s
:‘/S S SEt
BnO "“OBn OFEt
OBn _ S SEt
K, "
o IlEt BnO OBn
(S+ SEt / OBn
24
BnO ‘OBn
OBn _

De plus amples investigations ont montrées quedeoseslo et 24 étaient obtenus dans
différentes proportions lors de modifications miremudes conditions de la réaction (Tableau 18).
Nous nous sommes intéressés, aussi bien, a laédalméthanol (CLHP ou non), qu’a la quantité et

a la nature de la base, gu’au temps de réactidrigdia 18, Entrées A-E).

Tableau 18 : Influence de la quantité d’eau sur lfiormation sélective de I'époxy-dithio 10

Rapportl0/24® Rapportl0/242
Entrée Conditions de réactions Avant purification Apres purification
sur gel de silice  sur gel de silice
(rendement %) (rendement total %)
A KOH pastilles (1.5 éq.), méthanol (CLHP) / 4h 431 (43)
B KOH pastilles (2 éq.), méthanol (CLHP) / 3,5h 1:2,7(61)
C K,CGO; (1.5 éq.), méthanol (CLHP) / 8h 2,1:1(58)
D K,CO; (2 éq.), méthanol (CLHP) / 4.5h 3,5:1(52)
E KOH plaques (2 éq.), méthanol (CLHP) / 2h 1,658)
F KOH plaques (écraseées, 2 €q.), méthanol / 2h 0 (B6)
KOH plaques (non écrasées, 2 €q.),
G 7,3:1(87/13)
méthanol + 1% eau / 2h
2:1(61)
H KOH plaques (2 éq.), méthanol + 1% eau / 3h301 : 0 (90 /0)
57:1(67)
I KOH plaques (2 éq.), méthanol + 2% eau / 3h 180/ 0)
J KOH pastilles (2 éq.), méthanol (CLHP) / 8h 0(8%)

a- les rapports sont déterminés par RMN
b- E&N (1%) utilisé comme co-éluant
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Il est surprenant que le compda€soit obtenu majoritairement en présence de 2 atprits
de base (Entrée B). Ce résultat renforce I'idéelguation potassique active I'ouverture de I'épirxy
(Cf. Schéma 105). Il est a noter toutefois quelidation de carbonate de potassium ne modifie pas
significativement le rapport obtenu en présencebdétjuivalents de potasse.

La qualité de la potasse fut, par la suite, reraiseause car certains lots donnent de meilleurs
résultats (en faveur dd)) que d’autres (Entrées B et E). Nous avons renéagye lorsque qu'il était
nécessaire d'écraser la potasse sous forme ddgsasé rapport en faveur dé est excellent. Nous
pensons alors qu’'une humidification spontanée a e cours de I'écrasement de la pastille.
L’hypothése que la présence d’eau dans le miliegliarerait les résultats, est a rapprocher de la
qualité du méthanol. En effet, les plus hauts remedes pourlO sont obtenus lorsque I'on utilise des
bouteilles de méthanol déja ouvertes auparavargpestant une responsabilité non négligeable de
I'eau, nous avons ajouté une quantité contréléaudsrl systéme (Entrées G-I).

L’addition d'1 a 2% d’eau semble étre la quantdéale pour obtenir d’excellent rendement
d’époxy-dithioacétall0 sans purification nécessaire (Entrées H et l)urer purification sur gel de
silice augmente significativement la proportionteiosucre24 (Entrée H). Avec 5 a 10% d’eau, seul
10 est observé mais une large quantité de compoatopig-mésylé est récupérée.

Si le cation potassium est nécessaire pour actiépoxyde, il est fort probable que I'eau
séquestre le cation inhibant ainsi la cyclisatiarsdufre. Dans nos réactions, 1% d’eau représehte 2
équivalents d’'exces par rapport au cation potassiDeite quantité est largement suffisante pour

complexer le cation et 'empéche d’avoir toute fiomt activatrice.

L’attaque stéréosélective d’'un seul soufre surdiéple peut étre expliquée en regardant la
conformation privilégiée d&0 pour laquelle le maximum de substituants sontasitipn équatoriale

dans une conformation pré-chaise (Schéma 107).

Schéma 107 : Explication pour la réactivité de I'@oxy-dithio 10

K+
BnO :

Q BnO 0O
S\./ +
BnO S— T Lo S—=—
n

OBn Configuration 3

La formation de ce 5-thioaldopyranosigié est tres intéressante et il peut étre un syntkén c
dans la synthése d’anti-thrombotiques activantinbsbiteurs de la galactosyltransferase | (Schéma
108).
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Schéma 108 : Analogie entre 24 et un 5-thioaldopymaside bioactif

OEt OH

S LSEt s s\©\
BnO "’oBn HO "OH R

Toutefois, le transfert d’'un groupement alkyle hiegs idéal car la position 6 du sucre ne peut
plus étre modifiée par la suite. Le transfert dwoupement benzyl, par exemple, est préférabler, po
cela il faut utiliser le benzyl mercaptan a la plae I'éthane thiol au début de notre synthésetdCe

transposition sera testée lors de la synthése ldgiSal, Cf. Chapitred-II)

Nous avons mis au point un nouveau procedé pernmdttde synthétiser, soit un
composé eépoxy-dithioacétal, soit upFthiosucre (Tableau 18, Entrée J), selon des
conditions de réaction plus ou moins anhydres.

Nous avons souhaité appliguer cette méthodologiel’autres sucres tels que le
D-Mannose, pour la série pyranique, et [®Arabinose, pour la série furanique, afin de
savoir si le réarrangement peut étre généralisé pqermettre ainsi I'acces a divers

composés bioactifs tel que le Salacinol en sérimhique.

En vue de la synthése du Salacinol (Cf. Chapitth, nous avons voulu tester une réaction de
réduction anomérique dBrthiosucre24 (le Salacinol ne possédant pas de groupement SiRd2n
sulfonium (Cf. Schéma 114)). Selon I'équipe de ®lfitil est possible de réduire, en une étape, le
groupe SEt par réaction radicalaire en ajoutangnessivement pendant 6 heures une solution de tri-
nbutylétain et d’'un initiateur de radicaux (AIBN)rdale toluene a une solution de thiosucre a reflux
dans le toluene.

Malheureusement, cette méthode n'a pas porté aés fur notre compos®.. Nous avons
essayé le méme procédé avec un autre dérivé d'étatnphénylétain, mais sans succes. Dans le
premier essai, nous avons récupéré entieremehnibkutre24 ; dans le deuxiéme cas, le produit s’est

totalement dégradé (Schéma 109).

171 svansson L., Johnston B.D., Gu J.-H., PatrickPBito B.M.J. Am. Chem. So200Q 122, 10769
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Schéma 109 : Tests de réduction du groupement SHEt position anomérique

OEt
AIBN OEt
S SEt (nBu)3SnH S
Toluéne, reflux
‘r > < >
BnO ‘OBn BnO "’OBn
OBn OBn
24 AIBN
Ph3SnH
Toluéne, reflux
Dégradation

Dans I'avenir, nous envisageons de tester deuxadéthioniqgues mettant en jeu des acides de
Lewis et des donneurs d’hydrures :
- le triéthylsilane (donneur d’hydrure) en présede diiodure de zinc (acide de Lewis) a 140*C
- le dichlorure d’éthylaluminium (acide de Lewish @résence de 1,4-cyclohexadiene (donneur

d’hydrure) a température ambiatfdSchéma 110)

Schéma 110 : Mécanisme plausible pour la réductiatiu thioacétal cyclique

selon la méthode d’Ogawa

S EtAIC, < s o
R — R R'S—AICI,Et

@
SR’
EtAICI, o
_— H—AICI,Et
®
H H i

S)
S H— AICL,Et S
R e —R + EtAICI,

R o
R'S—AICLEt
= s + RSH + EtAICl

®
H

172 Kirilyuk B.A., Mel'nitskii I.A., Golub N.M., Kiladze T.K., Kantor E.A., Rakhmankulov D.[Zhurnal
Organicheskoi Khimill987, 23,9, 1981
173 |keshita K.-I., Kihara N., Sonoda M., OgawaPetrahedron Lett2007, 48, 3025

156



Chapitre D : Synthése de Thiosucres

Disposant de composé pivaloylé-mésyld issu du D-Mannose nous avons testé la
méthodologie en milieu anhydre afin d'obtenir Idsosucres correspondant. Sachant que la
conformation pré-chaise, la plus favorable, @ivlannose induit préférentiellement une cyclisation
furanique avec I'hydroxyle protégé en position 2. (Chapitre A-lI-2), nous nous attendons donc a

rencontrer des difficultés similaires (Schéma 111).

Schéma 111 : Produits pouvant étre formés lors da kéaction

OMs " (oms
PivO CHSEt, .| o CH(SEY)
) HO" K A 2
BnO' OBn  MeOH BnO"" OBn
OBn OBn
14
OEt
OR 5 k S .SEt
W NSEt
BnO" oBn
BnO OBn
06 OBn
R=HouBn 25

Nos premiers essais ont été effectués avec 2,Zalgnis de potasse en plagues dans le
méthanol de qualité CLHP. Apres 8h de réactiomalgse par RMN du brut réactionnel nous montre
la présence tres majoritaire de I'époxy-dithioalcdta et de quelques traces d’'un composé non
identifiable & cet instant. Lorsque le brut estifiursur gel de silice, la quantité du sous-produit
observé augmente mais pas aussi significativemeatdans le cas db-Galactose. Comme nous le
soupgonnions, la cyclisation (sous forme pyraniquduranique) est lente et difficile. De plus cette
difficulté augmente car, si la cyclisation a 6 ciwads a bien lieu, la conformation chaise obterait d

étre favorable au transfert d’alkyle.
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Schéma 112 : Etude des conformeres favorables pdes deux étapes de la réaction

lére étape: la cyclisation 2éme étape: le transfert

Conformation A

°)
SEt
SN
Conformation B nO St
OBn
OBn
OEt
OH SEt SEt
OBn
?
. - W\ \S
SEt OBn
BnO OBn OBn

SEt

En étudiant I'état de transition (Schéma 112), @mstate que :

- Dans le conformére A, le groupement benzyl dibaae 2 est en position axiale et perturbe
stériquement la cyclisation du soufre positionndéisdda bonne conformation pour réagir avec
I'époxyde. Dans la deuxiéme étape, la conformatimmise’C, obtenue ne permet pas le transfert du
groupe alkyle. Or si I'équilibre conformationnet es faveur du conformer€, alors la transposition
peut avoir lieu.

- Le conformére B est moins favorable que A catedeis, c’est le groupement dithioacétal qui se
trouve en position axiale, mais il peut toujouragié avec I'époxyde pour conduire a l'intermédiaire
zwitterionique dans une conformation de type bat&autefois, I'alkyle le plus proche de I'alcoolate
ne peut subir de transposition car le soufre audjaplpartient n'est pas activé. Par conséquentese
la conformation'C, est, & nouveau, favorable a cette transposition.

- Tous les groupements encombrants sont en pogitjoatoriale dans le conformere C. Cependant
le soufre n'est plus dans une position favorableirpoéagir avec I'époxyde. Cette derniére
conformation est donc stérile pour une cyclisatio® chainons. Mais elle est trés favorable pour la
formation éventuelle de furanes.

Il est a noter que la configuratigh semble trés privilégiée. La configuratian est obtenue
lorsqu’un seul des deux groupements SEt est etiggogiquatoriale (rotation de 60° selon la liaison
C1-C2).

Cette étude nous montre que c'est la conformai@nla plus défavorable db-Mannose
(majorité des substituants en position axiale)vgupermettre le transfert du groupement alkyle. Par

conséquent pour déplacer I'équilibre conformatidoremesa faveur, nous avons décidé de chauffer le
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systéme a 40°C, dans un premier temps. Aprés 4edale chauffage, nos analyses n’ont montré
aucun changement majeur. Nous avons alors poursoive étude en chauffant a 60°C. Apres 2
heures, on observe sur CCM la formation d’'un nouvamposé moins polaire. Apres 12 heures, la
dégradation est amorcée, on isole alors le composeellement formé et un produit ayant le méme
rapport frontal que notre époxy-dithioacétal maistda révélation a I'anisaldéhyde semble difféeent
Les analyses spectroscopiques effectuées sur n@greomposé n’'ont malheureusement pas permis
de l'identifier (la spectrométrie de masse nousgue qu’il ne s’agit pas du furari6 résultant de la
cyclisation de I'hydroxyle en position 2 du sucte Eépoxyde). Par contre, le produit possédant le
méme rapport frontal qués correspond & un thiosuc&b avec un rendement de 24%. Le spectre
RMN corrobore d’ailleurs avec le spectre Bithiosucre obtenu dans le cas OwGalactose. Pour
établir la configuration anomérique, nous nous sesintéressés aux constantes de couplagel, s
etJ; 4, Dans notre cas, elles sont relativement petitesreespondent, selon nos remarques faites dans
le Chapitre A-l-2 et dans l'annexe A, a la confation B 'C, (Schéma 113). Nous distinguons
également des traces du thiosucre de configurati@ette conformation surprenante doit étre validée

par des analyses nOe.

Schéma 113 : Constantes de couplagésbservées

b

La formation de thiosucre a partir de I'époxy-ditbacétal issu dub-Mannose

demande des conditions plus dures que dans le aa®-Galactose. Hormis la nécessité
d’utiliser le méthanol de qualité CLHP, la réactiodoit étre chauffée, au plus, a 60°C.
Selon les analyses effectuées, nous obtenons, aveau, le thiosucre de configuratiof®
tres majoritairement. Ce composé est d’ailleurs @muable pour sa conformation chaise
C, peu commune (Cf. Annexe A) qui reste & étre comfée par analyses des effets nOe.
Ces résultats, tres encourageants, devront étrénoigés pour limiter la dégradation et la

formation du composé moins polaire, qui serait ilkgsant d’'identifier également.

Cette nouvelle voie de synthese, trés promettedsethiosucres pyraniques nous
amene a envisager également la préparation de thavss furaniques tels que le Salacinol

et ses dérivés.
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1) Approche synthétigue du motif cycligue du Sialalc
et du Kotalanol

Le Salacinol et le Kotalanol (Schéma 114) sont dehibiteurs de glycosidases extraits des
racines et des tiges d’une plante sri lankaisgacia Reticulata™ A l'origine, ces substances
naturelles étaient utilisées dans le traitement diabétes de type Il au Sri Lanka et en Indes.
Aujourd’hui, un grand intérét est porté a leur stuwe zwitterionique sulfonium-sulfate. En effet,
grace a la charge positive permanente sur I'atcereodfre et la forme du cycle, ces deux dérivés son
d’excellents candidats potentiels pour mimer I'eacarbénium dans I'état de transition des réastion
d’hydrolyses.’®

Schéma 114 : Structure du Salacinol et du Kotalario

OH OH OH OH
OH

9S030H

OH

Salacinol Kotalanol

La littérature décrit de nombreuses synthéses slsutestances et de leurs diastéréoisortéres
ainsi que des analogues séléniés (Blirft8lymmonium (ghavamidif® *""®avec ou sans extension de

la chaine latéral&?®

Nous proposons ici une synthese relativement calutenotif thiosucre (7-8 étapes) en se

basant sur les travaux effectués en série pyranique

174 (a) Yoshikawa M., Murakami T., Shimada H., Matsuba Yamahara J., Tanabe G., Muraoka O.

Tetrahedron Lett1997, 38, 8367; (b) Yoshikawa M., Murakami T., Yashiro Klatsuda HChem. Pharm. Bull.
1998 46, 1339; (c) Houston T.A., Blanchfield J.Mini-Rev. Med. Chem2003 3, 669; (d) Lillelund V.H.,
Jensen H.H., Liang X.F., Bols Mbthem. Re. 2002 102, 515

175 Matsuda H., Morikawa T., Yoshikawa Nure Appl. Chen2002 74, 1301

178 Kuntz D.A., Ghavami A., Johnston B.D., Pinto B.lRgse D.RTet.Asym.2005 16, 25

Y7 (@) Yuasa H., Takada J., HashimotoTétrahedron Lett200Q 41,34, 6615; (b) Ghavami A., Johnston B.D.,
Pinto B.M.J. Org. Chem?2001, 66, 2312; (c) Kumar N.S., Pinto B.MCarbohydr. Res2005 340,17, 2612;
(d) Muraoka O., Yoshikai K., Takahashi H., Minemat$., Lu G., Tanabe G., Wang T., Matsudab H.,
Yoshikawab M.Bioorg. Med. Chem2006 14, 500; (e) Liu H., Sim L., Rose D.R., Pinto B.M. Org. Chem.
2006 71,8, 3007

178 (a) Ghavami A., Sadalapure K.S., Johnston B.Dbea M., Snider B.B., Pinto B.Msynlett2003 9, 1259:;
(b) Ghavami A., Johnston B.D., Maddess M.D., Chimafd\., Jensen M.T., Svensson B., Pinto BQdn. J.
Chem.2002 80, 937; (c)Liu H., Pinto B.M.J. Org. Chem2005 70,2, 753

19 Nasi R., Pinto B.MCarbohydr. Res2006 341, 2305

180 Nasi R., Sim L., Rose D.R., Pinto B.M.Org. Chem2007, 72,1, 180
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Le schéma rétrosynthétique suivant présente lés éiéments clé de I'approche courte que
nous envisageons (Schéma 115) :
- A : formation de I'époxyde précurseur de la cgation furanique anticipée.
- B : transfert du groupe benzyl présent sur l€frgpicomme nous l'avions observé pour le groupe
éthyle dans le cas duGalactose.

- C : réduction sélective du sulfure anomérique.

Schéma 115 : Approche rétrosynthétiqgue du motif tesucre du Salacinol

Salacinol

R : groupes protecteurs

OH

4 étapes SBn 3 étapes
D-Arabinose {——— . R —]
BnO" SBn A
OBn

Le diol 30, précurseur de I'époxyde, est synthétisé en stileaméme schéma directeur défini
dans les cas dbD-Galactose et dD-Mannose. Cependant, cette fois I'éthane thiol esiptacé par le
benzyl mercaptan pour protéger la fonction aldépyeliduD-Arabinose. Ce choix se révele crucial
étant donné que le groupe transféré dans I'étagevBa pouvoir en fin de synthese, étre déprotégé de
la position 5. Le reste de la synthése est analeglesdiol30 est obtenu avec un rendement global de
68% (Schéma 116).

Schéma 116 : Syntheése du diol 45 précurseur dep@xyde

O._ ,OH
OH ?H #\o o8n OH ?Bn
‘ —a . HO SBn __b,c : d HO SBn
HO' " Vou . o) SBn -
OH

OH SBn OBn SBn

D-Arabinose 27 29 30

a) BnSH, HCI 12N, 80% ; b) (CH3),C(OCHyz),, PPTS, acétone (obtention du composé 43);
¢) NaH, BnBr, nBuyNI, Imidazole, DMF (95% sur 2 étapes); d) AcOH 75% aq., 60C, 90%
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Dans les cap-Galactose eD-Mannose, la suite Pivaloylation / Mesylation eftes sur le
diol s’était révélée judicieuse car aucune cydlisaspontanée a 6 chainons sur le carbone mésylé
n'avait été observée. Une stabilité analogue sapgtéciable dans le cas OtArabinose car 'attaque
directe du soufre sur la position mésylée fourhieaconfiguration inverse de celle nécessitée feur

synthése du salacinol (Schéma 117) !

Schéma 117 : Autre cyclisation possible

OMs
S SEt
EtS SEt . ///,,
PivO PIvO
%» Cas D-Galactose et D-Mannose
BnO SBn BnO SBn
OBn OBn
(OMS . —, S
pvo” Y, SBn PO g _
—_— ) N Cas D-Arabinose
BnO" SBn BnO'
OBn
OBn
32 Non désiré

Selon la littérature, la formation d’un cycle alamons lors de l'attaque d’un soufre sur une
fonction mésylée, nécessite des conditions assezsdies réactions sont effectuées a reflux du
solvant (DMF ou pyridine), en présence d’activaseindés (Nal, TBAI) associés au carbonate de
baryum et conduisent aux thiosucres correspondares d’excellents rendements (~949%)Ces

informations sont encourageantes pour notre épatezonséquent nous avons tenté notre chance.

Nous avons testé deux types de protection suobélorimaire :
- le groupement pivaloyl (analogie avec les deuxetymtécédentes)
- un groupement silylé encombrant :tet-butyldiphénylsilyle. Ce groupe est intéressant
car sa déprotection par le fluorure tira-nbutylammonium (par exemple) est une
méthode différente des conditions basiques KOH/Bi&th décrites dans les cas

D-Galactose eb-Mannose permettant d'atteindre I'époxyde.

» Dérivé pivaloylé

Notre méthode, en un seul pot, pour la protectiordidl 30 par le chlorure de pivaloylgl
puis par le chlorure de mésyB2, ne s'est pas révélée satisfaisante. Parmi lesbreaux produits
obtenus, la spectrométrie de masse nous indiguyaésence du thiosucre pivaloylé résultant de
l'attaque d’un soufre sur le mésylate (Cf. Schéma)1L utilisation de la pyridine comme base pour
la mésylation a été remise en cause et, par coestquous avons effectué les deux étapes séparément
(Schéma 118).

181 (a) Wirsching J., Voss Eur. J. Org. Chem1999 691; (b) Jeong L.S., Moon H.R., Choi Y.J., Chun M.W.
Kim H.O. J. Org. Chem1998 63, 4821 et références citées
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Schéma 118 : Synthese du dérivé pivaloylée-mésyle 3

OH PivCI (2.2 éq.) OH gac(l:gl.leéin) OMs
CH,Cl, / P i 2Ll 3 i
HO SBn 0c azT./?\., Zih PivO SBn 0%, 30min PivO SBn
~ 0
BnO" SBn 80% BnO" SBn BnO' SBn
OBn OBn OBn
30 31 32

La protection de l'alcool primaire ne présente aeculifficulté et I'ester31 obtenu est
facilement chromatographiable. Lors de la mésytagtiectuée a température ambiante, nous avons
observé la formation d’un produit de plus haut Rféa une demi-heure de réaction. Cependant ce
compose, tres probablement le mésylate souhaitiéstable sur silice. En effet, a I'aide d’'uneqla
bidimensionnelle, vous voyons clairement apparaiimeproduit a Rf nul. La réaction est alors
rapidement stoppée et le brut a été utilisé sariigation. Ce dernier a été placé dans les cooulti
KOH/Méthanol (CLHP) décrites afin d’observer larfation de I'époxyd&3 (Schéma 119).

Schéma 119 : Conditions KOH/Méthanol (CLHP)

OPiv 0
OMs K* wOMs
SBn  KOH/MeOH — SBn
2 jours
At - At I
BnO' SBn BnO" SBn
OBn OBn
32 A? 33 B?

Rapidement un produit trés polaiteest visible & bas Rf, que nous supposons étrentéal
primaire déprotégé (voie 1 bleue). De maniére comiemte, apparait un composé peu poldre
(Rf assez éleveé), parasité par un autre produitisNzensons qu'il s’agit de I'époxyd8 (voie 2
verte). Apres 2 jours, la réaction a finalementlé&orers deux autres composeéset D de Rf trés
proches (Rf ~0,4) (voie 3 orange) (Schémas 112@}x 1

Schéma 120 : Evolution de la réaction au cours demps (CCM)

EP/AE 10:1
---------------- - Epoxyde ?
By |
*~ @
Cyclisation ?
Référence C

Produit
pivaloylé- ]| -~ @ @

mésylé P Déprotection
alcool primaire ?

Piv-Ms  Réaction

L'analyse des composés isolés par spectrométneadse n'a malheureusement pas permis de

les identifier clairement.
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Les informations que nous pouvons extraire de cesmiers résultats sont :

- la combinaison Pivaloyl-Mésyl ne se révele passiuaisée a manipuler que dans
les cas dub-Galactose et dup-Mannose. Le carbone portant le mésyle semble pkésctif
gue ne le laisse entendre la littérature pour dessmples analogues. La présence d’'un
I'ester (groupement pivaloyl en lieu et place dunagl dans les références citées) accentue,
sans doute par effet inductif, cette électrophili@eci conforte I'idée d’utiliser un autre type
de protection pour l'alcool primaire.

- L’époxyde sera probablement difficile & isolerrci est au cceur de la cascade de

réactions.

Remarque Afin de contourner les difficultés liées a la mésipn, nous avons tenté d’introduire un
groupement tosyle sur l'alcool secondaire. Aprésstjours de réaction (Chlorure de tosyle en

présence de triéthylamine), aucune transformati@eté observée, méme apres ajout de DMAP.

» Dérivé silylé
Le dérivé silylé 35 est obtenu quantitativement par réaction du chéorude

tert-butyldiphénylsilyle en présence d'imidazole sudiel 30 dissous dans le DMF (Schéma 121)

Schéma 121 : Protection par un groupement silylé enésylation

OH TBDPSCI (1.5 éq.) OH Cl\fl_|sCCII(6; E??\l OMs
HO SBn e, TBDPSO SBn immédiat _ TBDPSO SBn
BnO" SBn BnO" SBn BnO" SBn
OBn OBn OBnN
30 35 36

La mésylation conduit, cette fois, a un comp@ plus aisé a manipuler gu'en série
pivaloylée (peu de sous-produit & Rf nul obserd@utefois, il ne sera pas chromatographié par

mesure de précaution.

Deux méthodes de déprotection ont été testées gémmarrer la cascade formation d'époxyde-
ouverture de I'époxyde vers le thiofurane désighéna 122). Le compo8® est traité :
- soit par une solution 1M de TBAF dans le THF a térafure ambiante (cas a)

- soit par le fluorure d’'ammonium dans le méthans0ZC (cas b)
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Schéma 122 : Deux méthodes de déprotection utilisee

OMs
TBDPSO SBn
BnO" SBn
OBn cas b)
) 36
TBAF (2 éq.) NH,4F / MeOH
THF 50C, nuit
OBn
+ OMs NH,* OMs
Ul o SBn “oU >/~ sBn
BnO"" SBn BnO"" SBn
OBn OBn

A A

MeONa (1.5 éq.)

N
Na* OMs 2 Q /B”
o Y~ sen ¥ sgn ” *$)
- T SBn
BnO SBn SBn o
BnO
OBn OBn an
B
33

Cas a) : TBAF comme agent déprotecteur

Une nouvelle fois, on observe rapidement la foramati’un produit trés polaire. Celui-ci étant
de Rf identique au compogéformé dans la réaction étudiée avec le groupemmigatoyle, il s'agit
sans aucun doute de l'alcool primaire déprotégéctest un intermédiaire commun a ces deux
réactions. Apres plusieurs heures et concentratiomilieu réactionnel, aucune évolution vers les
produits précédemment observés n'a été constatér.rBactiver le systeme, nous avons ajouté 1,5

€g. de méthanolate de sodium comme le préconigélature dans certains cas avec des groupes

TBS!®? Le produitB apparait alors et donne par la

EP/AE 10:1
. T Epoxyde
suite un compos& dont le Rf coincide avec les //
B
dérivesC et D observés précéedemment (Schémas .
, ) , Cyclisation
120 et 123). La réaction est plus propre gu’'avec IeR,f, "
eference
dérivés pivaloylés, mais elle n'est pas compléte. gysmegs—— @ e
Déprotection
, . , . / alcool primaire
Schéma 123 : Evolution de la réaction au cours o) Ae.ry
_____ U
du temps (CCM) TBDPS-Ms Réaction

182 (@) Aguilard N., Moyano A., Pericas M.A., Riera Fetrahedron Lett1999 40, 20, 3913; (b) Castejon P.,
Moyano A., Pericas M.A., Riera ATetrahedron1996 52, 20, 7063; (c) Castejon P., Pasto M., Moyano A.
Pericas M.A., Riera ATetrahedron Lett1995 36, 17, 3919
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Apres séparation des produfiset E (il est a noter que nous n’isolons pas de pro8yites
analyses spectrométriques nous informent que :
- Le produitA isolé est en réalité un mélange de d8flségénéres et pollués par différents composés
non identifiés.
- Selon la RMN du proton, I'échantilloB correspond a un mélange des compdeet 37 ne
possédant pas de fonction Ctypique d’'un époxyde. Ces produits semblent dorairasubi une
cyclisation. Le transfert du groupement benzylodstervé pour le produd4 obtenu majoritairement,
mais pas pouB7 (Schéma 124). Ce dernier pourrait également e¥sd# la substitution directe du

groupe mésyl par un des thiobenzyles...

Schéma 124 : Produits 34, 37 et 30 observés dansds a)

OBn ?H OH
S HO SBn
SBn SBn s
BnG" BnO SBn
n
OBn OBn OBn
34 37 30

Cas b) : NH:,F comme agent déprotecteur

La déprotection du groupe silylé par le fluorurardmonium conduit, en toute logique, au
composéA de bas Rf. Puis on observe la formation du produitrés probablement I'époxydzS3)
puis d’'un produitG (nommé38) dont le rapport frontal est tres proche des ca@p®4 et 37. Or les
analyses effectuées ont montré que ce nouveau s@Bgorésulte de I'addition du méthanol sur
I'époxyde 33 (Schéma 125) ! Cette expérience est en accord lavieemationin situ de I'époxyde
mais ne permet plus la cyclisation attendue. Puiteréla formation de ce genre de produit, il faaudr
songer a utiliser d'autres solvants plus « inestasls que I'isopropanol ou tert-butanol, et peut-étre

abaisser la température de réaction.

Schéma 125 : Addition du solvant sur I'époxyde B

OH

O
- SBn

MeO

SBn MeOH, 50T \
BnO" SBn

BnO" SBn

OBn OBn

33 38

L’approche du motif thiosucre du Salacinol a partotu D-Arabinose est ambitieuse.
Elle nécessite quatre cascad@s situ car I'époxyde intermédiaire semble difficilement
isolable :

- déprotection de I'alcool primaire
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- formation de I'époxyde par substitution nucléopéide I'alcoolate généré sur le mésyle
- ouverture de I'époxyde par un des deux thiobeesyl
- transfert du groupement benzyl sur I'alcoolateipraire formé

Les premiers essais nous montrent que la protectdm I'alcool primaire par un
groupement silylé est plus adéquate que celle iogumint un groupe pivaloyl. Plusieurs
produits cyclisés ont été observés et nous encoema@ progresser avec les dérivés silylés et
a améliorer notamment les conditions de réaction cas b).

[11) Conclusion

Qu’il soit isolé ou non, le composé époxy-dithio#méest un véritable pivot pour
divers projets synthétiques : synthése de C-glydesi de furanes, de thiosucres pyraniques
et furaniques (Schéma 126).

Puits de sites nucléophiles, la présence de trat'eau dans le milieu est essentielle
pour sa préparation et sa stabilité vis-a-vis desactions intramoléculaires possibles :
addition nucléophile d’'un soufre sur I'époxyde sugvd’'un transfert du groupement alkyle
porté par le soufre. L’étude de ces réactions setaires nous a permis de les généraliser a
d’autres sucres, le D-Mannose et le D-Arabinosedet les valoriser dans la synthese de

thiosucres au potentiel biologique notoire.

Schéma 126 : L'époxy-dithioacétal : pivot pour dives syntheses

/\\ L \
(0] OR
- O
QL V(ﬁ K[s SR
/ n OBn /;(’E:
OBn
BnO BnO n
/ Thiosucres
pyraniques ou
OH furaniques
OH OH
0] CH, )
Py JE
OBn
BnO/ n BnO

casoun=1
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CONCLUSION

Douze ans aprés l'étude des relations structurerdtd, le KRN 7000 suscite
énormément d’intéréts. Sa capacité a interagir avies cellules TNK de I'immunité lui
confére des propriétés immunostimulantes signifivas. Parmi les différents analogues
synthétisés a ce jour, gu'’ils soieft- ou C-Glycosidiques, plusieurs possedent également ce
caractére immunostimulant et sont connus pour indeipréférentiellement un certain type
de réponses immunitaires. L'aboutissement des ra@ches consiste a synthétiser des
analogues capables de provoquer une seule réponsenunitaire adaptée, soit au
traitement des maladies auto-immunes (Th2), soitcalui des maladies pathogéniques
(Thl).

Interpellés par le potentiel biologique (Thl) daomposé C-glycosidique plus
significatif que son parent, a tres faibles dosemus avons entrepris de synthétiser un
nouvel analogue de ce type selon la stratégie NQ&bérée au laboratoire : addition
Nucléophile-Ouverture de I'Epoxyde, sachant qu'egrie D-Galactose cette stratégie s’est
révélée tres efficace pour préparer d€sGalactosides plus ou moins fonctionnalisés en

position anomérique.

Soumis a des tests immunologiques, notre analogaasa apporté des informations

trés intéressantes.

Le projet « Syntheses d’'analogueS-glycosidiques du KRN 7000 » est vaste,
ambitieux et tres motivant. Il m’a permis, duranes trois années de thése, de m’'impliquer
dans un réseau de collaborations regroupant divelemaines : modélisation moléculaire,

chimie organique, méthode de purification originglenmunologie.

Forts du succés de la stratégie NOE avec un démgD-Galactose, nous avons
tenté d’appliquer cette méthode sur un autre sucte,D-Mannose. Nous avons alors
observé un comportement particulier de l'alcool isgn intermédiaire isolé, obtenu a
l'issue de I'addition de nucléophiles de type adéhjques et indoliques sur I'époxyaldéhyde
dérivé dub-Mannose. Dans des conditions acides, une déprotectde I'hydroxyle en
position 2 du sucre a lieu au profit d’'une cyclisah a 5 chainons sur I'époxyde

intramoléculaire. Il est possible d’'isoler, a la i un mélangea,3-C-Mannosides et des
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furanes dans le cas d’addition d’alcynures. Ainsies tests d’additions nucléophiles
effectués sur I'époxyaldéhyde issu duMannose ont permis de découvrir un autre aspect

de la stratégie NOE : accés a des composés furaesqufonctionnalisés.

Au cours de cette thése, nous nous sommes égalenmidtessés a une réaction
secondaire perturbant la synthese des eépoxydedutess substrats aldéhydiques. En effet,
par son caractere nucléophile, un soufre peut s'd@ithner sur I'époxyde intermédiaire,
pour donner un thiosucre. Ce phénomene est obselwabn série D-Galactose et
D-Mannose, offrant une perspective dans le cas dvArabinose pour synthétiser le

Salacinaol.
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Parties expérimentales

Instrumentations et Solvants

Résonance Magnétigue Nucléaire :

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaireodonp(RMN *H) et du carbone (RMN
3C) ont été enregistrés dans le chloroforme deu(@i¥CL) sur des appareils Brucker AC 250 et AC
500 (respectivement 250 MHZH) et 62,89 MHz {¥C), 500 MHz {H) et 125 MHz ¥C)) a I'UFR
Sciences Exactes et Naturelles de Reims Champaglesde. Les déplacements chimiqesont
exprimés en ppm par rapport au signal du chlorafo(26 ppm) et du TMS (0 ppm) pris comme
références internes. Les constantes de couplagésedminées sont exprimées en Hertz (Hz) et la
multiplicité des signaux est symbolisée comme :sust (singulet), d (doublet), t (triplet), g
(quadruplet), m (multiplet), dd (doublet de doujlet (doublet de triplet), ddd (doublet de douldlet
doublet).

Les produits dérivés de sucre ont été nommés &loomenclature simplifiée des suctés.
Les autres produits ont été nommeés selon la nowremel définie par I''UPACCependant, dans un
souci de simplification pour les comparaisons, naaons attribué a chaque carbone une
numérotation propre et différente de celle donnée l|a nomenclature, afin de mieux apprécier
I'évolution de leurs déplacements chimiques au €algrla synthese.

L'attribution des protons et des carbones a étéatfiée grace aux corrélations 2D (HMQC et

HMBC) dans les cas ou cela a été possible.

Spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse (SM) est effectuée suappareil Micromass Q-TOF micro
(température de la source = 80°C, CV = 30). L'iatian est obtenue par électrospray en mode positif.
Les masses molaires sont exprimées en g/mol etrieetLRMS sera indiqué si I'analyse a été faite a

basse résolution et HRMS si elle a été faite aehgdgolution.

Analyses élémentaires :

Les analyses élémentaires ont été effectuées sicesele microanalyse de 'UFR Sciences

Exactes et Naturelles de Reims Champagne-Ardennensappareil Flash EA 1112 series.

Spectrométrie infrarouge :

Les spectres infrarouge (IR) ont été réalisés surappareil a transformée de Fourier
AVATAR 320 FT-IR soit sous forme de pastille au tmae de potassium, soit sous forme de film.

Les nombres d’ondassont exprimés en ¢

183 McNaught A. D.Nomenclature of CarbohydrategBure Appl. Cheml996 68, 1919
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Spectrométrie UV :

Les spectres UV ont été réalisés sur un spectroptte KONTRON Instrument modele
UVIKON 941 plus. Les spectres sont traités paotgdiel UVS900Lite.

Pouvoirs rotatoires :

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés sur urripdre Perkin-Elmer modeéele 341 & lampe de
sodium pA=589nm, notée D). lIs sont notés comme suit :

[a]températreCq) ewrdonae  » (CONcentration en g/ml, solvant)

Point de fusion :

Les points de fusion (PF) ont été déterminés ea talpillaire a I'aide d’un appareil Blichi 510.

Chromatographie :

L'évolution des réactions est suivie par chromapgre sur couche mince (CCM) sur gel de silice
MERCK ART 5554 DC ALUFOLIEN FIESELGEL 60RE, Les rapports frontaux sont notés R
(éluant). Les produits sont révélés avec une labigea 254 nm et avec I'un des réactifs suivants :
solution d’'acide phosphomolybdique, de permangadatepotassium, d’anisaldéhyde, solution de
molybdate de cérisulfate d’ammonium.

La purification des produits est réalisée par clatmgraphie sur colonne sur gel de silice MERCK
ART 9385 KIESELGEL 60 (0,040-0,063mm).

La purification par CPC est réalisée sur un app&@PC200 de capacité volumique de 200 mL,
contenant un rotor (vitesse de rotation 800-160@it) formé par 'empilement de 20 disques en
Acier Inox dans lesquels sont gravées 1320 celldespartage. Ce prototype a été fourni par

Kromaton Technologies (Angersy.

Solvants et réactifs:

Les purifications des solvants et des réactifstdeffectuées suivant les méthodes décrites pen Pe
et Armarego™®*
- le tétrahydrofurane et I'éther diéthylique sontitlés sur sodium et benzophénone juste avant
I'emploi
- le dichlorométhane, la pyridine et la triethylamiant distillés sur hydrure de calcium juste
avant I'emploi
- le toluéne et le N,N-diméthylformamide sont digslisur hydrure de calcium et sont conservés
sous argon
- le méthanol utilisé est de qualité CLHP
Toutes les réactions en milieu anhydre ont étéséxs sous atmosphere d’argon et avec une verrerie

préalablement séchée a I'étuve et refroidie sousar d’argon.

18 perrin D. D., Armarego W. L. PPurification of laboratory chemica)$™ Ed. Pergamon Presk988
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Partie BExperimentale du Chapitre A

5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzyl-1-(diéthyl)dithioacétal-L-altro-hexose (10)

OBn SEt
O/ -

SEt

. - Formule : GH350,S,

: M = 538,221 g/mol

OBn OBn
10

Mode opératoire :

Aspect: huile jaunatre

Le dérivé pivaloylé-mésylé [®-pivaloyl-5-O-méthylsulfonyl-2,3,4-tri©-benzyl-1-(diéthyl)dithio
acétalb-galactohexose]9 (1 €qg., 120 mg, 0,17 mmol), dissous dans un mélangthanol/eau 99:1

(1,7 mL) est traité a 0°C par de la potasse (2 ¥#.7 mg, 0,34 mmol). La solution est agitée a
température ambiante pendant 3h. Le méthanol apoé¥ sous pression réduite et le résidu est repris
par de I'eau et de I'éther éthylique. La phaseréthést séchée sur sulfate de magnésium, filtrise pu

évaporeée.
Rendement 98 % (brut)
Rt = 0,70 (EP/AE 80/20)

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,40-7,26 (m, 15H, 3 Ph)

4,94-4,73 (4 d, 4H, 2 CHPh,J=10,9 Hz etl=11,1 Hz)
4,60 (2 d, 2H, CkPh,J=11,9 Hz)

4,23 (dd, 1H, H4J)=3,4, 6,9 Hz)

4,01 (dd, 1H, H3J)=4,0, 6,9 Hz)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :

138,6-138,1 (Cq Bn) 75,6 (CH-Ph (C2))
128,3-127,3 (CH Bn) 75,1 (CH-Ph (C3))
82,9 (C2) 72,3 (CH-Ph (C4))
82,3 (C4) 53,6 (C3)
78,7 (C5) 50,7 (C1)

3,93 (d, 1H, H2J=4,0 Hz)
3,45-3,34 (m, 2H, H1, H5)
2,80-2,55 (M, 6H, 2 B,-CHs, 2 H6)
1,20 (t, 6H, 2 CBCH3, J=7,3 Hz)

45,2 (C6)

25,4 CH,-CH,)
24,9 CH,-CH)
14,5 (CH-CHa)
14,3 (CH-CHy)

IR (film, v, cri') : 3088, 3063, 3030, 2964, 2923, 2868, 1732, 14885, 1357, 1264, 1208, 1070,

846, 734, 698

HRMS (m/z, ESI) : GiHa0:S:Na (M + Na) = 561,2109 (calculé), 561,2107 (trouvé)
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5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzyld.-altro-hexose (1) i

Formule : G/H»g05
M = 432,194 g/mol
Aspect: huile incolore cristallisant partiellement

OBn

Mode opératoire :

5,73 g de composé souffd (1 éq., 10,6 mmol) sont dissous dans un mélange/Hid 7:3
(V1ot = 100 mL). 2,17 g de carbonate de calcium (2,05 257 mmol) et 5,52 g de diiode sublimé
(2,05 éq., 21,7 mmol) sont additionnés par portieinalternativement au mélange. Aprés 40-50 min
de réaction, quelques gouttes d’'une solution d&sidg 10% sont ajoutés. Le mélange est extrait par
de I'eau et de I'éther. La phase organique estéséshr MgSQpuis évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10)
Rendement 68 % (sur les 2 étapes)
Rt = 0,45 (EP/AE 80/20)

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

9,68 (d, 1H, H1J=1,4 Hz) 3,94 (dd, 1H, H3J=4,3, 5,9 Hz)
7,37-7,24 (m, 15H, 3 Ph) 3,73 (dd, 1H, H4J=4,0, 5,9 Hz)
4,69 (d, 1H, CH-Phj=11,8 Hz) 3,33-3,25 (m, 1H, H5)
4,65-4,47 (M, 4H, 4 CH-Ph) 2,71 (dd, 1H, H6bJ=2,7, 5,3 Hz)
4,30 (d, 1H, CH-Phj=11,3 Hz) 2,64 (dd, 1H, H6aJ=3,8, 5,3 Hz)

4,04 (dd, 1H, H2J=1,4, 4,3 Hz)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

202,1 (C1) 76,7 (C5)

138,6-137,5 (Cq Bn) 74,3 (2 CH-Ph sur les positions 2 et 3)
129,0-128,3 (CH Bn) 73,9 (CH-Ph sur la position 4)

83,9 (C2) 52,2 (C3)

80,9 (C4) 45,0 (C6)

[a]*p =+ 17,8 (C = 1,0 g/mL, CHG)
IR (film, v, cm?) : 3088, 3062, 3031, 2874, 1732, 1497, 1454, 1090

HRMS (m/z, ESI) : GH,s0sNa (M + Na) = 455,1834 (calculé), 455,1836 (trouvé)
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Remargue Les produits de couplage suivants ont été prégméke Dr Stéphane Guillarme au cours
de son stage post-doctoral. Leurs analyses spextiaht été insérées a ce manuscrit a titre
d’'information. Ces données sont disponibles dassnfmrmations complémentaires de la publication

correspondant&?

Mode opératoire général pour les alcynylations suantes

L'alcyne, I'époxyaldéhyde, fraichement purifié,letbromure de lithium sont avant toute utilisation
co-évapores plusieurs fois au toluene puis séchés gde. L'alcynure de lithium est préparé par
addition de n-butyllithium (0,9 éq.) & -78°C sureusplution d’alcyne (1 éq.) dans I'éther éthylique
anhydre (0,49 mol/L). Le mélange est agité pendla80 tout en laissant la température revenir a 0°C.
Parallelement le chlorure de zinc (1,9 éq.) estifiosous vide puis dissous dans de I'éther éthylique
anhydre (0,94 mol/L) & 0°C pendant 20 min. L'alaghude lithium est, ensuite, ajouté
progressivement a la solution de chlorure de zirle enélange est agité pendant 1h a 0°C. Puis une
solution d’aldéhyde (0,29 éq.) dans I'éther éthydicanhydre (0,2 mol/L) est additionnée lentement.
Le mélange est agité pendant 4h a 0-5°C. Enfimdenbre de lithium (1 €q.) est ajouté et le mélange
réactionnel est agité 12h a température ambiant23-26°C). La solution est diluée dans de 'eau et

de I'éther éthylique. La phase organique est séshesulfate de magnésium puis évaporée.
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2-phénylacétyléne

OH Ph
@) ‘\\\é/ Formule : GsH3405
M = 534,241 g/mol
BnO OBn 34 Aspect: huile incolore
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd€3,6 mg, 0,29 éqg., 0,147 mmol) conduit au
composé&a (57,2 mg, 0,107 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 73 %

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,45-7,26 (m, 20H, 4 Ph) 4,19 (dd, 1H, H2J=5,6, 9,5 Hz)
5,07 (d, 1H, H1J=5,6 Hz) 4,05-3,99 (m, 1H, H5)

4,98 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz) 3,96 (dd, 1H, H3J=2,9, 9,5 Hz)
4,90 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz) 3,91 (d, 1H, H4J=1,1, 2,9 Hz)
4,85-4,72 (m, 3H, 3 CH-Ph) 3,75 (dd, 1H, H6bJ=6,5, 11,5 Hz)
4,66 (d, 1H, CH-Phj=11,5 Hz) 3,57-3,45 (m, 1H, H6a)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

139,0, 138,9, 138,6, 132,4, 129,1, 129,0, 128,9,81428,7, 128,5, 128,2, 128,1, 122,8, 88,9, 84,8,
80,2, 76,3, 75,1, 75,0, 74,4, 73,8, 73,3, 68,7 62,

[a]*; = + 98,8° (C = 0,5 g/mL, CHG)

IR (film, v, cmi®) : 3571, 3028, 2922, 2235, 1598, 1497, 1489, 14523

HRMS (m/z, ESI) : GsH340sNa (M + Na) = 557,2304 (calculé), 557,2295 (trouvé)
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2n-propylacétylene |

OH NCsH;
@) ‘\\\// Formule : GoH3¢05
M = 500,256 g/mol
BnO 0Bn g Aspect: huile incolore
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd®&9,2 mg, 0,29 éqg., 0,137 mmol) conduit au
composé&b (47,1 mg, 0,094 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 69 %

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,44-7,26 (m, 15H, 3 Ph) 3,99-3,85 (M, 3H, H3, H4, H5)

4,97 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz) 3,73 (dd, 1H, H6hJ=6,6, 11,3 Hz)

4,91 (d, 1H, CH-PhJ=11,7 Hz) 3,54-3,40 (M, 1H, H6a)

4,87 (d, 1H, H1)=5,5 Hz) 2,24 (dt, 2HCH,-CH,-CHs, J=2,1, 7,1 Hz)
4,82-4,69 (M, 3H, 3 CH-Ph) 1,60-1,47 (M, 2H, CHCH,-CHy)

4,65 (d, 1H, CH-Phj=11,6 Hz) 0,98 (t, 3H, CH-CH,-CH3, J=7,3 Hz)

4,09 (dd, 1H, H2J)=5,5, 9,5 Hz)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

137,7, 137,4, 137,2, 127,6, 127,4, 127,3, 127,6,7.2126,6, 88,1, 78,9, 74,7, 73,9, 73,6, 73,45,72,
72,4,71,8, 66,4, 61,3, 21,1, 19,8, 12,5

[a]®, = + 66,3° (C = 0,55 g/mL, CHg)l

IR (film, v, cm?) : 3453, 3063, 3030, 2961, 2931, 2872, 1497, 14687

HRMS (m/z, ESI) : G:H3sOsNa (M +Na): 523,2460 (calculé), 523,2474 (trouvé)
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2n-pentylacétylene |

OH NCsHq;
o ,\\\/// Formule : G4H4oOs
M = 528,288 g/mol
BnO "OBn 3c Aspect: huile incolore
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd€1,5 mg, 0,29 éqg., 0,142 mmol) conduit au
composéc (47,0 mg, 0,089 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 63 %

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,43-7,26 (m, 15H, 3 Ph) 3,72 (dd, 1H, H6hJ=6,6, 11,3 Hz)

4,95 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz) 3,53-3,40 (M, 1H, H6a)

4,92-4,85 (M, 2H, 2 CH-Ph) 2,24 (dt, 2H, &1,-CH,-CH,, J=1,9, 7,1 Hz)
4,80-4,66 (m, 3H, H1, 2 CH-Ph) 1,58-1,45 (m, 2H, CHCH ,-CH,)

4,63 (d, 1H, CH-Phj=11,5 Hz) 1,45-1,25 (m, 4H, B,-CH,)

4,08 (dd, 1H, H2J=5,5, 10,3 Hz) 0,87 (t, 3H, Gl;, J=7,1 Hz)

3,97-3,84 (m, 3H, H3, H4, H5)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,5, 138,2, 137,9, 128,4, 128,2, 127,3, 128,8,012127,7, 127,5, 127,3, 89,1, 79,7, 75,5, 74,4,
74,1,73,2,72,5, 67,2, 62,1, 30,8, 28,1, 21,%,183,7

[a]®5 =+ 59,5° (C = 0,4 g/mL, CHG)

IR (film, v, cm?) : 3448, 3063, 3030, 2930, 2230, 1497, 1454, 1087

HRMS (m/z, ESI) : GHs0OsNa (M +Na): 551,2773 (calculé), 551,2775 (trouvé)
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2-triméthylsilylacétyléne |

OH SiMe;

o P Formule : GHzg0sSi
M = 530,249 g/mol
BnO "’0Bn 3d Aspect: huile incolore
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd€1,6 mg, 0,29 éqg., 0,142 mmol) conduit au
composeéd (44,0 mg, 0,083 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 62 %

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,43-7,27 (m, 15H, 3 Ph) 4,09 (dd, 1H, H2J=5,6, 9,5 Hz)
4,95 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz) 3,95-3,80 (M, 3H, H3, H4, H5)
4,87 (d, 1H, H1)=5,6 Hz) 3,72 (dd, 1H, H6hJ=6,5, 11,3 Hz)
4,86 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz) 3,53-3,40 (M, 1H, H6a)
4,80-4,70 (m, 3H, 3 CH-Ph) 0,18 (s, 9H, TMS)

4,65 (d, 1H, CH-Ph)=11,5 Hz)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,6, 138,2, 128,8, 128,6, 128,5, 128,4, 128,7,912127,8, 127,7, 127,6, 100,5, 93,9, 79,3, 75,7,
74,6, 74,5,73,9, 73,4, 72,7, 67,5, 62,3, 0,0

[a]® =+ 63,7° (C = 0,77 g/mL, CHg)l

IR (film, v, cm®) : 3450, 3068, 3030, 2957, 2897, 2170, 1497, 14639

HRMS (m/z, ESI) : G;H3g0sSiNa (M +Na): 553,2386 (calculé), 553,2397 (trouvé)
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2-(tert-butyldiméthylsilyloxy)méthyl)-
aceétylene

OH

o /// OTBS Formule : GeHacOeSi
M = 602,306 g/mol
BnO “0Bn 44 Aspect: huile jaunatre
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd€0,2 mg, 0,29 éqg., 0,139 mmol) conduit au
composee (57,9 mg, 0,096 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 69 %

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,42-7,28 (m, 15H, 3 Ph) 4,08 (dd, 1H, H2J=55, 9,5 Hz)
4,96 (d, 1H, CH-Phj=11,5 Hz) 3,98-3,88 (m, 3H, H3, H4, H5)
4,92-4,86 (M, 2H, H1, CH-Ph) 3,71 (dd, 1H, H6bJ=6,5, 11,3 Hz)
4,81-4,72 (m, 3H, 3 CH-Ph) 3,48 (dd, 1HJ=5,2, 11,3 Hz, H6a)
4,64 (d, 1H, CH-Phj=11,5 Hz) 0,91 (s, 9H'Bu)

4,38 (d, 2H, €1,0TBS,J=1,9 Hz) 0,12 (s, 6H, 2 CH

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

139,1, 138,7, 138,6, 129,1, 128,9, 128,8, 128,8,31228,1, 128,0, 87,5, 80,7, 80,0, 76,0, 75,10,75
74,2, 74,0, 73,5, 67,8, 62,7, 52,3, 26,2

[a]*% =+ 53,0° (C = 0,8 g/mL, CHG)

IR (film, v, cm®) : 3449, 3064, 3030, 2928, 2857, 1497, 1454, 1086

HRMS (m/z, ESI) : GeH4s0sSiNa (M +Na): 625,2961 (calculé), 625,2963 (trouvé)
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2-isopropénylacétyléne |

\

o = Formule : G,H3405

"\\ M = 498,241 g/mol

BnO /08N Aspect: huile incolore

OBn

3f

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd€7,4 mg, 0,29 éqg., 0,156 mmol) conduit au
composé&f (56,5 mg, 0,113 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 73 %

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,44-7,24 (m, 15H, 3 Ph) 4,65 (d, 1H, CH-Phj=11,7 Hz)
5,34-5,30 (m, 1H, CH vinylique) 4,12 (dd, 1H, H2J=5,5, 9,5 Hz)
5,28-5,24 (m, 1H, CH vinylique) 3,96-3,82 (m, 3H, H3, H4, H5)
4,97 (d, 1H, H1J=55 Hz) 3,72 (dd, 1H, H6bJ=6,5, 11,3 Hz)
4,96 (d, 1H, CH-Phj=11,9 Hz) 3,40 (dd, 1H, H6a]=3,9, 11,3 Hz)
4,87 (d, 1H, CH-Ph}=11,9 Hz) 1,80 (s, 3H, Ch)

4,81-4,64 (m, 3H, 3 CH-Ph)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,5, 138,4, 138,1, 128,6, 128,4, 128,3, 128,2,912127,7, 127,6, 127,5, 126,1, 122,7, 89,5, 83,0,
79,6, 75,7, 74,5, 74,4, 73,7, 73,3, 72,7, 67,51 623,4

[a]*% =+ 84,6° (C = 0,7 g/mL, CHG)

IR (film, v, cm?) : 3449, 3088, 3063, 3030, 2921, 2884, 1612, 14834, 1090

HRMS (m/z, ESI) : GHaOsNa (M +Na): 521,2304 (calculé), 521,2296 (trouvé)
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3-0O-benzyl-5,6-didésoxy-1,29-isopropylidene-6-C-(-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-
| galactopyranosyl)a-D-xylo-hex-5-ynofuranoside

0 e
OH Formule ; Q3H4609
0L Z M = 706,314 g/mol

Aspect: huile incolore

BnO "/OBn 3g
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd&0,2 mg, 0,29 éq., 0,139 mmol) conduit au
composéf (68,7 mg, 0,097 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 70 %

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,40-7,23 (m, 20H, 4 Ph) 4,00 (d large, 1H, H4J=2,5 Hz)
5,97 (d, 1H, H1’ =55 Hz) 3,96-3,78 (M, 3H, H3, H4, H5)
4,96-4,78 (M, 4H, H1, 3 CHPh) 3,63 (dd, 1H, H6bJ=6,2, 11,5 Hz)
4,77-4,64 (m, 5H, 5 CHPh) 3,40-3,34 (m, 1H, H6a)
4,56-4,48 (m, 2H) 1,48 (s, 3H, Ch)

4,10 (dd, 1H, H2J=55, 9,7 Hz) 1,30 (s, 3H, Ch)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,6, 138,2, 138,1, 137,5, 128,4, 128,3, 128,2,812127,6, 127,5, 127,4, 112,4, 104,5, 83,3, 82,9,
82,6, 75,3, 74,7, 74,4, 73,7, 73,3, 73,0, 72,3, 7,5, 62,1, 26,8, 26,1

[a]®; =+ 67,2° (C = 1,0 g/mL, CHG)

IR (film, v, cm?) : 3474, 3063, 3030, 2988, 2933, 1497, 1454, 1077

HRMS (m/z, ESI) : GHaOsNa (M +Na): 729,3040 (calculé), 729,3061 (trouvé)
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i Méthyl 2,3,4-tri-O-benzyl-6,7-didésoxy-7€-(2,3,4-tri-O-benzyIﬂ-D-galactopyranosyl)i
| a-D-gluco-hept-6-ynopyranoside

OMe

o ‘\\OBn
OH /O\ Formule : GgHss010
o K& T 0en M = 890,403 g/mol

OBn Aspect: huile incolore

BnO "/0Bn
OBn

3h

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehydd0,5 mg, 0,29 é€qg., 0,094 mmol) conduit au
compose&h (46,1 mg, 0,052 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 55 %

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,40-7,19 (m, 30H, 6 Ph) 4,08 (dd, 1H, H2J=5,9, 9,3 Hz)
5,00-4,92 (m, 2H, 2 CHPh) 3,95-3,82 (m, 2H)
4,91-4,82 (m, 2H, 2 CHPh) 3,79-3,60 (m, 3H)
4,80-4,65 (m, 6H, 3 CHPh) 3,56-3,45 (m, 2H)
4,64-4,53 (m, 3H, H1, 2 CHPh) 3,42 (s, 3H, O€l,)
4,44 (d, 1H, H5'J=9,5 Hz) 3,40-3,35 (m, 1H)

4,43 (d, 1H, H1'J=3,1 Hz)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,6, 138,5, 138,4, 138,1, 138,0, 137,9, 128,8,5.228,4, 128,3, 128,2, 128,1, 128,0, 127,9,7,.27,
127,6, 127,5, 127,3, 127,2, 98,6, 85,6, 82,3, &N%, 80,2, 79,1, 75,9, 75,3, 75,1, 74,4, 74,38,73
73,5, 73,3, 73,0, 67,4, 62,1, 61,8, 55,8

[a]®, =+ 47,7° (C = 0,6 g/mL, CHG)

IR (film, v, cm?) : 3458, 3088, 3063, 3030, 2924, 1606, 1497, 14640

HRMS (m/z, ESI) : GeHsgO10Na (M +Na): 913,3928 (calculé), 913,3909 (trouvé)
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Parties expérimentales

(49)-4-[2-(2,3,4-tri-O-benzyl-D-galactoa-C-pyranosyl)-1-éthynyl]-2,2-
i diméthyloxazolidine-3-carboxylate detert-butyle

Boc,
N

OH ~ Formule : GgH,/NOg
o ///\/ M = 657,330 g/mol
Aspect: huile jaunatre
BnO “opn 3
OBn

Mode opératoire :

Suivant la procédure de couplage, I'époxyaldehyd®9,6 mg, 0,29 éq., 0,138 mmol) conduit au
compos&i (43,2 mg, 0,066 mmol).

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-70/30)

Rendement 48 %

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,40-7,27 (m, 15H, 3 Ph) 3,91-3,83 (m, 3H, H3, H4, H5)
4,96 (d, 1H, CHPhJ=11,8 Hz) 3,72 (dd, 1H, H6hJ= 6,7, 11,6 Hz)
4,91-4,83 (m, 2H, 2 CHPh) 3,55-3,40 (m, 1H, H6a)
4,80-4,55 (m, 5H, H1, H1’, 3 CHPh) 1,45 (s, 9H, 3 CK(BOC))

4,11 (dd, 1H, H2J=5,5, 9,5 Hz) 1,40 (s, 3H, Ch)

4,01 (dd, 2H, €,0 (2)), J=2,6, 6,3 Hz) 1,28 (s, 3H, Ch)

RMN *3C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

139,1, 138,8, 138,6, 129,0, 128,9, 128,8, 128,8,41228,1, 127,9, 80,8, 76,1, 75,0, 74,2, 74,14,73
67,7,49,1, 30,1, 28,8

[a]*% =+ 76,9° (C = 0,9 g/mL, CHG)

IR (film, v, cm?) : 3471, 3064, 3030, 2978, 2929, 1689, 1497, 14338, 1091

HRMS (m/z, ESI) : GHas/NOgNa (M +Na): 680,3199 (calculé), 680,3188 (trouveé)
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Parties expérimentales

1-(diéthyl)dithioacétal-D-manno-hexose (11) i

OH OH SEt
HO h Formule : GgH»:,05S,
: SEt M = 286,091 g/mol
OH11 OH Aspect : solide blanc

Mode opératoire %

20 g deD-Mannose (1 éq., 70 mmol) sont dissous dans 20 matide chlorhydriqgue concentré (9 éq.,
640 mmol). On ajoute doucement de I'éthanethiol 20 3,9 éq., 270 mmol). Le mélange est agité
vigoureusement a la main. Aprés 5 minutes de m@actlaugmentation de température est
accompagnée d'un changement de couleur et d’'use pri masse. On ajoute de I'eau froide puis le
solide est essoré.

Purification : recristallisation dans de I'éthanol a 95° a chaud
Rendement 60 %

PF = 141-143°C

5,6-O-isopropylidene-2,3,4-tri-O-benzyl-1(diéthyl)dithioacétal-b-manno-hexose (12)

#\o OBn SEt Formule : G4H4405S;

O SEt M = 596,263 g/mol
OBn OBn Aspect : huile jaunatre collante

12

Mode opératoire :

26,65 g de pentadll (1 €q., 93 mmol) sont dissous dans 370 mL d’aett@ichement distillée. Sont
ajoutés 23,5 mL de 2,2-diméthoxypropane (2,04 80, mmol) et 2,2 g de PPTS (0,095 éq., 8,8
mmol). Au bout de 10 min, la solution est limpiddaeréaction est stoppée par ajout d’une soluti®n
NaHCGQ; saturée (contrble CCM effectué avec EP/AE 1/1)médange est évaporé puis le résidu est
repris par 150 mL de Gil, La phase organique est extraite 3 fois avec 2@enkolution saturée de
NaHCQ; Les phases organiques sont séchées sur Y dB@es puis évaporées. Le brut obtenu est
co-évaporé 3 fois au toluene.

Le triol est alors engagé dans la réaction de gtiote Il est dissous dans 240 mL de DMF puis on
ajoute a 0°C 16,8 g (2,6 €q., 242 mmol) d’hydruee sbdium non déshuilé (60% dans I'huile
minérale) puis 55,3 mL (5 éq., 465 mmol) de bromdeebenzyle. Une spatulée d’imidazole et de
TBAI sont également incorporés au mélange. La idaast agitée a température ambiante pendant
12h. L’excés de NaH est neutralisé par ajout dehamdl. Aprés évaporation, le résidu est repris par
de I'éther et de I'eau. La phase organique estéséshr MgSQpuis évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 95/5)
Rendement 73% (sur les deux étapes)

R; = 0,33 (EP/AE 95/5)

185 evene P. A., Meyer G. M. Biol. Chem1927, 74, 695
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Parties expérimentales

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,40-7,20 (m, 15H, 3 Ph) 4,18 (dd, 1H, H2J)=1,7, 8,4 Hz)

5,10 et 4,49 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2, 4,03 (dd, 1H, H3J)=2,4, 8,4 Hz)

J=11,2 Hz) 3,98 (dd, 1H, H4J=2,4, 6 Hz)

4,70 et 4,55 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3,  3,97-3,86 (2 dd, 2H, 2 H8,=6 Hz,Jzx= 8 Hz,
J=11,6 Hz) Jae= 14 Hz)

4,83 et 4,72 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,  2,80-2,52 (2q, 4H, 2 S€,-CHs, J=7,4 Hz)
J=11,7 Hz) 1,41 (s, 3H, Chlacétonide)

4,39-4,30 (dd large, 1H, H356, 8 Hz) 1,31 (s, 3H, CHacétonide)

4,25 (d, 1H, H1J=1,7 Hz) 1,26-1,17 (2 t, 6H, 2 SGHCH3, J=7,4 Hz)
RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

139,1-138,8 (Cq Bn) 74,8-74,1 (3 CHPh)

128,8-127,5 (CH Bn) 67,1 (C6)

108,9 (Cq acétonide) 54,1 (C1)

83,1 (C2) 27,7 et 27,6 (2 SH,-CHy)

81,7 (C3) 25,9 et 25,7 (2 CHacétonide)

80,2 (C4) 15,1 et 14,8 (2 SCHCHy)

76,6 (C5)

LRMS (m/z, ESI) : GH40sS,Na (M + Na) = 619,2620 (calculé), 619,3 (trouvé)

Analyse Elémentaire:
Calculés : C=68,42 %, H=7,43 %, S = 10,74 % ouVés : C = 68,42 %, H=7,49 %, S = 10,76 %

2,3,4-tri-O-benzyl-1(diéthyl)dithioacétal-D-manno-hexose (13)

OH O0Bn SEt
HO - Formule : GiH4¢05S;
: SEt M = 556,232 g/mol
OBlns OBn Aspect : huile jaunéatre

Mode opératoire :

40,7 g d’alcool protég#2 (1 ég., 68,3 mmol) sont dissous dans 230 ml dé&eicktique glacial et 80
ml d’eau. Le mélange est chauffé 3h a 60°C. Apvapération et 3 co-évaporations avec du toluéne,
le résidu est repris par de I'éther et de I'eaupbase organique est séchée sur Mg$irée puis
évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 60/40)

Rendement 90%

R; = 0,50 (EP/AE 60/40)
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Parties expérimentales

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,41-7,33 (m, 15H, 3 Ph)

4,90 et 4,75 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3,
J=12 Hz)

5,13 et 4,63 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2,
J=11 Hz)

4,69 et 4,59 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,
J=12 Hz)

4,35 (d, 1H, H1J)=3 Hz)

4,23 (dd, 1H, H3J)=3, 7 Hz)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :
138,2-137,8 (Cq Bn)

128,5-127,7 (CH Bn)

83,5 (C2)

78,6 (C4)

78,4 (C3)

74,9 (CH-Ph (C2))

74,2 (CH-Ph (C3))

4,17 (dd, 1H, H2J=3, 7 Hz)

3,94 (m, 1H, H5)

3,83 (dd, 1H, H4J=3, 7 Hz)

3,78-3,75 (m, 1H, H6b)

3,70-3,67 (m, 1H, H6a)

3,10 (d, 1H, OHJ=6 Hz) (couplé avec H5)
2,77-2,66 (m, 4H, 2 S&,-CHy)

2,29 (s large, 1H, OH)

1,35-1,25 (m, 6H, 2 SCHCH,)

73,6 (CH-Ph (C4))

71,9 (C5)

63,9 (C6)

53,6 (C1)

26,8 et 25,3 (2 SH,-CHy)
14,6 et 14,4 (2 SCHCH,)

LRMS (m/z, ESI) : GiH40sS;Na (M + Na) = 579,2310 (calculé), 579,2 (trouvé)

Analyse Elémentaire: (% calculés avec une molécule d’eau de cristlbn M = 574,242 g/mol)
Calculés : C = 64,78 %, H= 7,37 %, S = 11,16 %0uVés : C = 64,38 %, H = 7,13 %, S = 11,05%

6-O-pivaloyl-5-O-méthylsulfonyl-2,3,4-tri-O-benzyl-1-(diéthyl)dithioacétal-D-manno-

hexose (14)

OMs OBn SEt
PivO
v SEt
OBn OBn

14

Mode opératoire :

Formule : G/H5005S;
M = 718,267 g/mol
Aspect : huile jaunéatre

10 g de diol13 (1 éq., 18 mmol) sont dissous dans 15 ml deGT419,4 ml de pyridine (10 €q., 180
mmol) a 0°C. Le chlorure de pivaloyle (1,08 ég412ml, 19,6 mmol) est additionné goutte a goutte.
Apres 3h de réaction, il n’y a plus de produit épatt et on additionne goutte a goutte au mélarge d
couleur jaune le chlorure de mésyle (1,2 €qg., ip§721,6 mmol) puis 155 mg de DMAP (0,7 éq.,
12,7 mmol). Aprés agitation pendant une nuit a tnajpre ambiante, la réaction est stoppée par 9 ml
d’acide chlorhydrique 1N et diluée dans du,CH et de I'eau. La phase organique est lavée paa de |
saumure, séchée sur Mgg@ltrée puis évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 95/5-90/10)
Rendement 70 %

R: = 0,66 (EP/AE 80/20)
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RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,33-7,25 (m, 15H, 3 Ph)

5,18 (m, 1H, H5)

5,12 et 4,70 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2,
J=11,2 Hz)

4,88 et 4,71 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3,
J=11,2 Hz)

4,69 et 4,54 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,
J=11,2 Hz)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :
178,1 (C=0 Piv)

137,9-137,6 (Cq Bn)

128,4-127,6 (CH Bn)

83,2 (C2)

80,6 (C5)

79,2 (C4)

78,7 (C3)

4,52 (dd, 1H, H6bJ=5, 7 Hz)
4,35 (dd, 1H, H6aJ=5, 7 Hz)
4,25 (dd, 1H, H1)=2,3 Hz)
4,12-4,09 (m, 2H, H2, H4)
4,00 (dd, 1H, H3J=5, 7 Hz)
2,72-2,61 (M, 4H, 2 SE&,-CH,)
1,24-1,21 (m, 6H, 2 SCHCH,)

74,3-74,2 (3 ChPh)
62,8 (C6)

53,4 (C1)

38,6 (CH Ms)

27,2 (Bu Piv)

26,9 et 25,2 (2 GH,-CHs)
14,5 et 14,3 (2 SCHCH.)

LRMS (m/z, ESI) : GHsgOsS:Na (M + Na) = 741,2660 (calculé), 741,3 (trouvé)

Analyse Elémentaire:

Calculés : C=61,81 %, H=7,01%, S = 13,38 % ouVés: C=61,41%,H=7,21%,S =12,91%

5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzyl-1(diéthyl)dithioacétal+i-gulo-hexose (15)

o OBn SEt
> H SE Formule : GiH3s04S;
: ‘ M = 538,221 g/mol
OBn OBn L
Aspect : huile jaunétre
15

Mode opératoire :

2 g de composé pivaloylé-mésylié (1 éq., 2,8 mmol) est dissous dans 28 ml de métteri% d’'eau
(0,28 ml). Le mélange est placé a basse tempér@at8r6°C). 2 équivalents dpotasse (314mg, 5,6
mmol) en plaque sont additionnés progressivemeiid,la réaction est placée a température ambiante.
Aprés 12h, le produit de départ n’est plus obseéplague CCM. Le mélange est alors évaporé a
sec, puis le résidu est repris avec 20 ml d’eali56t ml d’éther. La phase aqueuse est a nouveau

extraite par 30 ml d’éther. Les phases organiqaessechées sur MgQJiltrées puis évaporées.
Le brut réactionnel est utilisé tel quel dans kachaine manipulation.

Rendement 90% (brut)
Rt = 0,67 (EP/AE 80/20)

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,38-7,05 (m, 15H, 3 Ph)

4,85 et 4,18 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2,
J=10,8 Hz)

4,84 et 4,46 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3,
J=11,9 Hz)

4,72 et 4,41 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,
J=11,5 Hz)

190

4,18-4,12 (m, 2H, H1, H2)

3,89-3,79 (m, 1H, H3)

3,22 (dd, 1H, H4J=2, 7,3 Hz)

3,17-3,08 (m, 1H, H5)

2,73-2,50 (2 g, 4H, 2 $&-CHs, J=7,3 Hz)
2,46-2,35 (m, 2H, H6)

1,22-1,07 (2 t, 6H, 2 SGHCH5, J=7,3 Hz)



Parties expérimentales

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,3-138,8 (Cq Bn) 54,4 (C5)
128,9-127,9 (CH Bn) 53,9 (C1)
82,3 (C2) 43,1 (C6)
81,0 (C3) 27,1 et 25,4 (2 GH,-CH,)
80,8 (C4) 15,1 et 14,8 (2 SCHCH.)

75,3-72,0 (3 Ch#Ph)
[a]*% = -57,5 (C = 0,01096 g/mL, CHgI

IR (film, v, cmi') : 3083, 3063, 3029, 2926, 1809, 1605, 1497, 14393, 1326, 1264, 1210, 1094,
695

UV (e en Lmot'cm™):
€1 =1138 (CHG, C = 0,002 mol/LA = 247 nm, Abs = 2,275)
€2= 134 (CHCJ, C = 0,002 mol/LA = 259 nm, Abs = 0,268)

LRMS (m/z, ESI) : GiHzd0:S:Na (M + Na) = 561,2200 (calculé), 561,2 (trouvé)

5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzylL-gulo-hexose (16)

OBn H
0, z Formule : G/H»g05
o M = 432,194 g/mol

©Bn OBn Aspect : huile jaunatre épaisse

16

Mode opératoire :

875 mg de composé souftd (1,63 mmol) sont dissous dans un mélange THB/H3 (Vro = 15ml).

325 mg de carbonate de calcium (2 €q., 3,25 mmd@B8 mg de diiode sublimé (2 éq., 3,3 mmol)
sont additionnés par portions et alternativemeninglange. Aprés 40-50 min de réaction, quelques
gouttes d’'une solution de B&O; 10% sont ajoutées pour stopper la manipulationmééange est
extrait par de I'eau et de I'éther. La phase orgamiest séchée sur Mg&@ltrée puis évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 93/7-90/10)
Rendement 63% (sur les deux dernieres étapes)
R¢ = 0,40 (EP/AE 80/20)

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

9,74 (d, 1H, H1J=1,3 Hz) 4,14 (dd, 1H, H2J)=1,3, 3,6 Hz)
7,42-7,19 (m, 15H, 3 Ph) 3,93 (dd, 1H, H3J=3,6, 4,7 Hz)

4,82 et 4,56 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4, 3,33-3,30 (ddd, 1H, H3=2,7, 4,7, 7 Hz2)
J=11,8 Hz) 3,25 (dd, 1H, H4J=4,7, 7 Hz)

4,68 et 4,53 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3, 2,65 (t, 1H, H6bJ=4,7 Hz)

J=11,7 Hz) 2,52 (dd, 1H, H6aJ=2,7, 4,7 Hz)

4,65 et 4,49 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2,

J=11,6 Hz)
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Parties expérimentales

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :

201,4 (C1) 73,3 (CH-Ph (C3))
137,7-137,1 (Cq Bn) 73,1 (CH-Ph (C2))
128,5-127,7 (CH Bn) 72,2 (CH-Ph (C4))
83,4 (C2) 52,7 (C5)

80,8 (C3) 43,3 (C6)

80,5 (C4)

[a]?®% = - 40,9 (C = 0,01046 g/mL, CHgI

IR (film, v, cmi') : 3445, 3088, 3063, 3030, 2870, 1737, 1732, 16686, 1497, 1454, 1393, 1253,
1209, 1090, 1028, 918, 851, 737, 697

UV (e en Lmol'cm™): € = 821,5 (CHGJ, C = 0,002 mol/LA = 258 nm, Abs = 1,643)

LRMS (m/z, ESI) : GH,s0sNa (M + Na) = 455,193 (calculé), 455,2 (trouvé)

1-(5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzyl4-gulo-hexose)-2-phénylacétylene (17b) i

Formule : GsH3405
M = 534,241 g/mol
Aspect : huile incolore

Mode opératoire :

L'époxyaldéhydell est avant toute utilisation co-évaporé plusieois fiu toluene puis séché sous
vide. L’alcynure est préparé par additionrdeutyllithium (0,9 éq., 0,23 mL, 0,49 mmol) a -408Gr
une solution de phénylacétyléene (1 éq., 60 uL, OyBBol), fraichement distillé et conservé sur
MgSQ,, dans I'éther diéthylique anhydre (1,9 mL, C=0r28I/L). Le mélange est agité pendant 2h
tout en laissant la température revenir a 0°C.llekrment le dichlorure de zinc (0,94 éq., 70 m§,10
mmol) est fondu sous vide puis dissous dans deefaliéthylique anhydre (0,6 mL, C=0,85 mol/L) a
0°C pendant 20 min. Puis I'alcynure de lithium gstuté progressivement a la solution de dichlorure
de zinc. Le mélange est agité pendant 1h a 0°G.un& solution d’aldéhydkl (0,29 éq., 69 mg, 0,16
mmol) dans I'éther diéthyligue anhydre (0,9 mL, CE8 mol/L) est additionnée lentement. Le
meélange est agité pendant 3h & 0-5°C. La solusbmlikiée dans I'éther diéthylique et une solution
saturée de chlorure d’ammonium (2 mL) est ajouiési @lue 2 mL d’eau. La phase organique est
extraite, séchée sur sulfate de magnésium, fifitée évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10)
Rendement 71%

R = 0,36 (EP/AE 4/1)
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Parties expérimentales

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,39-7,07 (m, 20H, 4 Ph) 4,73 et 4,57 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2,
4,86 et 4,50 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4, J=11,2 Hz)

J=11,9 Hz) 3,99 (dd, 1H, H2J)=1,9, 8,6 Hz)

4,81 et 4,22 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3, 3,70 (dd, 1H, H3J=1,9, 8,6 Hz)

J=10,6 Hz) 3,21-3,11 (m, 2H, H4, H5)

4,80 (m, 1H, H1) 2,88 (d, 1H, OHJ=10,1 Hz)

2,41-2,30 (m, 2H, H6)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,3-137,4 (Cq Bn) 79,8 (C3)

131,7 (CH Ph) 75,1 (CH-Ph (C3))
129,1-127,4 (CH Bn) 75,0 (CH-Ph (C2))
122,6 (Cq Ph) 72,0 (CH-Ph (C4))
88,8 (C7) 62,3 (C1)

85,7 (C8) 54,4 (C5)

80,5 (C4) 43,0 (C6)

80,4 (C2)

[a]®% = - 3,8° (C= 0,01 g/mL, CHG)
UV (e en Lmol'cm™): € = 1674 (CHCJ, C = 0,002 mol/LA = 261 nm, Abs = 3,349)
LRMS (m/z, ESI) : GsH340sNa (M + Na) = 557,2400 (calculé), 557,2 (trouvé)

Analyse Elémentaire: (% calculés avec une molécule d’eau de crisalbnM = 552,251 g/mol)
Calculés : C=76,12 %, H=6,57 % Trouvés : C 53686, H = 6,62 %

(R)-1-(3,4-di-O-benzyl-C-a-D-arabincfuranose)-2(triméthylsilylacétylene)méthanol (19a)
(S)-1-(3,4-diO-benzyl-C-a-D-arabinofuranose)-2(triméthylsilylacétyléne)méthanol (20a)

OH OH OH OH
YN PN Formule : GHa,0sSi
. ™S A T™MS M = 440,202 g/mol
BnO  OBn BnO  OBn Aspect : huile jaunatre épaisse
19a 20a

Mode opératoire :

L'époxyaldéhydel6 et le bromure de lithium sont avant toute utilisatco-évaporés plusieurs fois au
toluéne puis séchés sous vide.

L’alcynure est préparé par addition aidutyllithium (0,9 éq., 0,24 mL, 0,47 mmol) a -40%Qr une
solution de triméthylsilylacétyléne (1 éq., 74 |©.52 mmol) dans I'éther diéthylique anhydre (1 mL,
C=0,52 mol/L). Le mélange est agité pendant 1h3@ ém laissant la température revenir a 0°C.
Parallélement le dichlorure de zinc (1,9 €q., 162 119 mmol) est fondu sous vide puis dissous dans
de I'éther diéthyligue anhydre (1,15 mL, C=1 mol&d)°C pendant 20 min. Puis I'alcynure de lithium
est ajouté progressivement a la solution de diaghdode zinc. Le mélange est agité pendant 1h a 0°C.
Puis une solution d’aldéhyde (0,29 éq., 65 mg, nbiol) dans I'éther diéthylique anhydre (0,5 mL,
C=0,3 mol/L) est additionnée lentement. Le mélaagfeagité pendant 4h a 0-5°C. Enfin le bromure
de lithium (1,1 éq., 50 mg, 0,58 mmol) est ajoutke enélange réactionnel est agité 12h a tempé&atur
ambiante (T~23-26°C). La solution est diluée damsl'dau et de I'éther diéthylique. La phase
organique est séchée sur sulfate de magnésiuréefpuis évaporée.
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Purification : chromatographie flash (EP/AE 88/12-60/40)

Rendement 20% @04a) et 6% (199

R; = 0,33 (EP/AE 1/1)30), 0,45 (EP/AE 1/1)193)

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

20a

7,46-7,17 (m, 10H, 2 Ph)

4,70-4,46 (4 d, 4H, CHPh sur la position C3 et
CH,-Ph sur la position C4=11,7 Hz)

4,50 (m, 1H, H1)

4,23-4,14 (m, 3H, H2, H3, H5)

4,02 (d large, 1H, H4l=1,6 Hz)

3,56-3,47 (ddd, 2H, H8xx=3,8 Hz,Jsx= 5,5 Hz,
Jap= 11,9 HZ)

2,74 (s large, 1 H, OH)

2,07 (s large, 1 H, OH)

0,18 (s large, 3 H, TMS)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :
20a

137,5-137,4 (Cq Bn)
128,7-127,8 (CH Bn)
102,9 (C7)

91,9 (C8)

86,9 (C2)

84,3-84,2 (C3, C4, C5)
72,3 (CH-Ph (C4))
72,0 (CH-Ph (C3))
62,9 (C1)

62,8 (C6)

0 (CH; TMS)

19a

7,48-7,22 (m, 10H, 2 Ph)

4,70 et 4,57 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,
J=11,6 Hz)

4,62 (d, 1H, H1J)= 3,8 Hz)

4,62 et 4,56 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3,
J=11,7 Hz)

4,43 (dd, 1H, H3J=2,1, 2,4 Hz)

4,36 (dd large, 1H, H9=3,2, 4,8 HZz)

4,31 (dd, 1H, H2J=2,4, 3,8 Hz)

4,04 (dd, 1H, H4J=2,1, 3,2 Hz)

3,77-3,62 (d large, 2H, HB= 5,3 Hz)

2,96 (d, 1H, OHJ= 5,3 Hz)

2,04 (s large, 1H, OH)

0,18 (s large, 3H, TMS)

19a

137,5-137,3 (Cq Bn)
128,8-128,0 (CH Bn)
103,1 (C7)

92,1 (C8)

86,6 (C2)

85,1 (C5)

83,9 (C3 et C4)
72,3 (CH-Ph (C4))
72,2 (CH-Ph (C3))
64,3 (C1)

62,7 (C6)

0 (CH; TMS)

LRMS (m/z, ESI) :19aet20aCysH3,0sSiNa (M + Na) = 463,201 (calculé), 463,2 (trouvé)

(R)-1-(3,4-di-O-benzyl-C-a-D-arabinofuranose)- 2-phénylacétylene-méthanol (19b)
(S)-1-(3,4-diO-benzyl-C-a-D-arabinofuranose)-2-phénylacétylene-méthanol (20b)

OH OH
O/, B O//
’, — ‘.
T="ph

OH OH

~
S

N S
N N

BnO OBn BnO
19b

OBn
20b

Mode opératoire :

Formule : GgH»505
M = 444,194 g/mol
Aspect : huile incolore

L’époxyaldéhydel6 et le bromure de lithium sont avant toute utilisatco-évaporés plusieurs fois au

toluéne puis séchés sous vide.
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L'alcynure est préparé par addition eibutyllithium (0,9 éq., 0,25 mL, 0,48 mmol) a -4080r une
solution de phénylacétylene (1 éq., 57 pL, 0,52 fnfiaichement distillé et conservé sur MgSO
dans I'éther diéthylique anhydre (1,9 mL, C=0,27l/ijo Le mélange est agité pendant 2h tout en
laissant la température revenir a 0°C. Parallél¢meetichlorure de zinc (2,1 €q., 185 mg, 1,36 mymol
est fondu sous vide puis dissous dans de I'éthéhylique anhydre (1,5 mL, C=0,9 mol/L) a 0°C
pendant 20 min. Puis I'alcynure de lithium est &oprogressivement a la solution de dichlorure de
zinc. Le mélange est agité pendant 1h a 0°C. Pugssolution d’aldéhyde (0,29 éq., 65 mg, 0,15
mmol) dans I'éther diéthylique anhydre (1 mL, CEfol/L) est additionnée lentement. Le mélange
est agité pendant 3h a 0-5°C. Enfin le bromureittaim (1 €g., 45 mg, 0,52 mmol) est ajouté et le
mélange réactionnel est agité 12h a températuréaatet(T~15°C). La solution est diluée dans I'éther
diéthylique, une solution saturée de chlorure d’aminmm est ajoutée (2 mL), ainsi qu'l mL d’eau. La
phase organique est extraite, séchée sur sulfatageésium, filtrée puis évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-30/20)
Rendement 27-41% 20b) et 9-11% {9b)

R; = 0,34 (EP/AE 1/1)Z0), 0,47 (EP/AE 1/1)19b)

RMN *H (CDCk, 5, ppm) :

20b (250 MHZ)

7,46-7,19 (m, 15H, 3 Ph)

4,73 (d, 1H, H1J=8 Hz)

4,64-4,48 (4 d, 4H, 2 CiPh,J=11,9 Hz)
4,28 (dd, 1H, H2J=2,1, 8 Hz)
4,26-4,19 (m, 2H, H3, H5)

4,05 (m, 1H, H4)

3,79-3,67 (m, 2H, H6)

RMN *C (CDCl, 5, ppm) :
20b (250 MHz)
137,4 (Cq Bn)

132,0 (CH Ph)
128,8-127,9 (CH Bn)
122,2 (Cq Ph)

86,9 (C2)

86,6 (C7 et C8)

84,4 (C4)

84,2 (C3)

84,1 (C5)

72,3 (CH-Ph (C3))
71,9 (CH-Ph (C4))
63,0 (C1)

62,9 (C6)

HRMS (m/z, ESI) :

19K(500 MHz)
7,47-7,31 (m, 15H, 3 Ph)

4,83 (d, 1H, H1J=3,4 Hz)

4,83-4,62 (2 d, 2H, Ci#Ph,J=11,7 Hz)
4,64-4,58 (2 d, 2H, C4#h,J=11,6 Hz)
4,49 (t, 1H, H3,)=2,4 Hz)

4,42-4,33 (m, 2H, H2, H5)

4,13 (dd, 1H, H4J=2,5, 2,9 Hz)
3,70-3,69 (m, 2H, H6)

19b (500 MHz)
137,7,4-137,1 (2 Cq Bn)
131,9 (CH Ph)
128,8-127,9 (CH Bn)
122,3 (Cq Ph)

87,0 et 86,8 (C7 et C8)
86,5 (C2)

85,1 (C5)

83,8 (C3, C4)

72,2 (2 CH-Ph)

64,2 (C1)

62,7 (C6)

1% CygHr0sNa (M + Na) = 467,1834 (calculé), 467,1836 (trouveé)
200C,6H,60:Na (M + Na) = 467,1834 (calculé), 467,1844 (trouvé)
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1-(2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-2-phénylacétylene (18b) |

OH Ph
0 //
Formule : GsHz40s
BnO"" OBn M= 534,641 g/mol
OBN Aspect : huile incolore
18b

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-30/20)
Rendement 16%
R¢ = 0,66 (EP/AE 3/2)

RMN 'H (CDCk, 250MHz,d, ppm) : (diastéréoisomére majoritaire)

7,47-7,20 (m, 20H, 4 Ph) 4,36-4,18 (m, 1H, H5)

4,96 (d, 1H, H1)= 2,1 Hz) 4,16-4,08 (dd, 1H, H3J=2,8, 9Hz)
4,97 et 4,74 (2d, 2H, GHPh,J=10,1 Hz) 4,08-3,96 (dd, 1H, H4l= 9, 10,6 Hz)
4,79 et 4,55 (2d, 2H, GHPh,J=13,3 Hz) 3,92-3,90 (dd, 1H, H2= 2,1, 2,8 Hz)
4,69 et 4,54 (2d, 2H, GHPh,J=14,4 Hz) 3,69-3,54 (M, 2H, H6)

HRMS (m/z, ESI) : GsH340sNa (M + Na) = 557,2304 (calculé), 557,2304 (trouvé)

1-(5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzyl)-C-(3-méthyl-1-(phénylsulfonyl)-LH-indol-2-yl)-
L-gulo-hexose (21)

Formule : Q2H41NO7S
M = 703,26 g/mol
Aspect : huile jaunéatre épaisse

OBn

Mode opératoire :

L’époxyaldéhydel6 et le bromure de lithium sont avant toute utilisatco-évaporés plusieurs fois au
toluéne puis séchés sous vide. L’'indole est plaos side avant la réaction.

L'indole lithié est préparé par addition déutyllithium (0,9 éq., 104 pL, 0,23 mmol) a -785Gr une
solution d’'indole (1 éq., 66,5 mg, 0,25 mmol) dégHF (4,9 mL, C=0,05 mol/L). Le mélange est
agité pendant 1h30, toujours a -78°C. Puis unetisala’aldéhyde (0,66 éq., 70,6 mg, 0,16 mmol)
dans le THF (2 mL, C=0,08 mol/L) est additionnéstdenent. Le mélange est agité pendant 3h a
-78°C. La solution est stoppée par ajout de ques@outtes de triéthylamine. Puis le milieu estéla
a température ambiante pour poursuivre le traitémem solution est diluée dans de I'eau et du
CH.Cl,, La phase organique est lavée par une solutiomésale NaCl puis séchée sur sulfate de
magnésium, filtrée et évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 92,5/7,5-89/11)
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Rendement 55 % (indole récupéré) et 48 % (intermédiaind 20)
R¢ = 0,23 (EP/AE 4/1) (intermédiaire), 0,52 (EP/AE)4fhdole)

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

8,01 (d, 1H, H11J)=7,4 Hz) 4,39-4,36 (m, 1H, H3)

7,67 (2d, 2H, H12, H13=7,4 Hz) 4,30 et 4,10 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,
7,34-7,10 (m, 16H, 3 Ph , H14) J=11,4 Hz)

7,04-6,64 (4detlt, 5H, $Bh,J=7,0,7,3Hz)  4,05-4,01 (m, 2H, H2, H4)

5,70 (s large, 1H, OH) 3,40-3,36 (m, 2H, H1, H5)

4,84 et 4,61 (2 d, 2H, GHPh sur la position C2, 2,61-2,52 (m, 2H, H6)

J=11,4 Hz) 2,06 (s, 3H, CHlindole)

4,75 et 4,67 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3,

J=11,6 Hz)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :
138,3-115,5 (CH Bn, S@Ph, tryptophane, 7 Cq Bn) 73,0 (CH-Ph (C2))

81,8 (C3) 66,7 (C1)
81,3 (C2) 53,2 (C5)
81,2 (C4) 44,0 (C6)
73,8 (CH-Ph (C4)) 9,9 (CH indole)

73,5 (CH-Ph (C3))
[a]*®% =- 7,1 (C = 0,00674 g/mL, CHEI

IR (film, v, cmi') : 3506, 3064, 3030, 2929, 2869, 1601, 1580, 148954, 1367, 1217, 1171, 1153,
1090, 1027, 752, 698

UV (e en Lmol'cm™): € = 1717 (CHCJ, C = 0,002 mol/LA = 261 nm, Abs = 3,435)
LRMS (m/z, ESI) : GHaNO;SNa (M + Na) = 726,259 (calculg), 726,2 (trouvé)
Analyse Elémentaire:

Calculés : C=71,67%,H=587% Trouveés : C=71,96%,H=6,29%
N=1,99%,S =4,56% N=1,90%,S=4,17%

(S)-1-(3,4-diO-benzyl-C-a-D-arabinofuranose)-2-(3-méthyl-1-(phénylsulfonyl)1H-indol-
2-yl) méthanol (23)

Formule : Q5H35NO7S
M = 613,213 g/mol
Aspect : huile jaune

Mode opératoire :

26,2 mg d’alcool intermédiair2l (1 éq., 37 pmol) sont dissous dans 0,5 mL deGG+anhydre. 9,2
mg de CSA (1,07 éq., 39 pmol) sont ajoutés proyesent a température ambiante. Apres 40 min,
la solution est diluée dans de I'eau et duwClH La phase organique extraite est séchée sur sdéate
magnésium, filtrée et évaporée.

197



Parties expérimentales

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10-76/14)

Rendement 50-66 %

Ry = 0,11 (EP/AE 72/28)

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,99 (d, 1H, H11J=7,3 Hz) je penche pour H11 4,63 et 4,53 (2 d, 2H, GHPh sur la position C4,
7,76 (2d, 2H, H12, H13=7,3 Hz) J=11,6 Hz)

7,53-7,18 (m, 16H, 2 Ph, $Ph, H14) 4,50-4,47 (m, 1H, H3)

5,39 (d large, 1H, H11=8,6 Hz)

4,21-4,19 (m, 1H, OH)

4,93 (d, 1H, H2J)=8,6 Hz) 4,18-4,09 (m, 1H, H5)
4,64 et 4,50 (2 d, 2H, GHPh sur la position C3, 4,08-4,05 (m, 1H, H4)

J=11,8 Hz)

3,65-3,60 (m, 2H, H6)
2,24 (s, 3H, CHlindole)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :
137,9-115,01(CH Bn, S@h, tryptophane, 6Cq) 71,9 (CH-Ph (C4))

85,4 (C2)
85,0 (C5)
84,5 (C4)
84,0 (C3)

71,4 (CH-Ph (C3))
67,4 (C1)

62,9 (C6)

9,8 (CH; indole)

HRMS (m/z, ESI) : GsHasNO;SNa (M + Na) = 636,2032 (calculé), 636,2044 (trouvé)

6-chloro-2,3,4-tri-O-benzyl4-gulose (Al)
1-triméthylsilylacétylene-6-chloro-2,3,4-tri-O-benzyld.-gulo-hexose (A2)
1-phénylacétylene-6-chloro-2,3,4-tr@-benzylL-gulo-hexose (A3)
1,6-bis-phénylacétyléne-2,3,4-tr®-benzylL-gulo-hexose (A4)

Cl
7,5 0 OH
OH OBn OH
B OBn CI\/\i/\l/\
OBn OBn OBn T™S
Al A2
Formule Al: G/H»ClOs Formule A2: G,H3sCIlOsSi
M Al = 468,170 g/mol M A2 = 566,226 g/mol
Aspect : huile jaunatre épaisse Aspect : huile jaunatre épaisse
(?)H ?Bn OH Ph “ OH OBn OH
cl N
: X : X
OBn OBn Ph OBn OBn Ph
A3 A4
Formule A3: GsH3sClOs Formule A4: GsH40Os
M A3 = 570,217 g/mol M A4 = 636,288 g/mol

Aspect : huile jaunatre épaisse Aspect : huile jaunatre épaisse

Rendement 15 % @A1) ; 12 % A2) ; 23 % A3); 28 % A4)
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R; = 0,47 (EP/AE 3/2)A1)
R; = 0,63 (EP/AE 3/2)A2)
R; = 0,70 (EP/AE 3/2)A3)
R; = 0,28 (EP/AE 80/20)44)

LRMS (m/z, ESI) :

Al C3H3CIOsSiNa (M + Na) = 589,225 (calculé), 589,0 (trouvé)
A2 C,H,4ClOsSiNa (M + Na) = 491,169 (calculé), 491,0 (trouveé)
A3 C3sH3:ClOsNa (M + Na) = 593,207 (calculé), 593,2 (trouvé)
A4 CyiHaOsNa (M + Na) = 659,287 (calculé), 659,251 (trouvé)

1,6-(bis-(3-méthyl-1-(phénylsulfonyl)1H-indol-2-yl))-2,3,4-tri-O-benzyl1-gulo-hexose

(B1)

6-(3- méthyl -1-(phénylsulfonyl)-indol)-2,3,4-triO-benzyl4-gulose(B2)
1-(5,6-anhydro-2,3,4-tri-O-benzyl)-C-(éthyl-1-(phénylsulfonyl)-1H-indol-2-yl)-L-gulo-

hexose(B3)

3-butyl-3-hydroxy-2-(2-(1-(phénylsulfonyl)-1H-indo}3-yl)éthyl)isoindolin-1-one (B4)

/ &
PhO,S BnO

OBn

Bl
Formule B1: G;H5/N>OsS,
M B1 =974,327 g/mol
Aspect : huile jaunatre

N

BnO" OBn ™\
SO,Ph
OBn 2

B3
Formule B3: G,H4NO;S
M B3 = 703,260 g/mol
Aspect : huile jaunatre

Rendement 11 % B1); 13 % B82); 4% B3); 38% B4)

R; = 0,32 (EP/AE 72/28)R1)
R = 0,17 (EP/AE 72/28)R2)
R; = 0,44 (EP/AE 72/28)R3)
R; = 0,33 (EP/AE 60/40)R4)

PF = 181-183°CB4)

PhOZS BnO Kg:

B2
Formule B2: G,H4/NO;S
M B2 = 703,260 g/mol
Aspect : huile jaunatre

Qj/\/N
| OH
N

/
PhO,S B4

Formule B4: GgH»gN,O,S
M B2 = 488,177 g/mol
Aspect : solide blanc
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Eléments de RMN affirmant la structure des produits

B1 : absence du CHie I'époxyde, intégration des protons aromatiqieslée

B2 : absence du CHie I'époxyde

B3 : absence du méthyl de l'indole, présence d’'un &kyl, protons de I'époxyde toujours présents
B4 : absence de protons relatifs au sucre, présenop@ alkyle

LRMS (m/z, ESI):

B1 Cs;HsuN,OoS;Na (M + Na) = 997,326 (calculé), 997,2 (trouvé)
B2 C4,H4iNO;SNa (M + Na) = 726,259 (calculé), 726,2 (trouvé)
B3 C4,H4iNO;SNa (M + Na) = 726,259 (calculé), 726,2 (trouvé)
B4 CygH2eN-O,SNa (M + Na) = 511,176 (calculé), 511,1 (trouvé)
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Partie BExperimentale du Chapitre D

1-éethylthioacétal-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-éthyl-5-thio-B-D-galactopyranose (24) i

OEt
S _,SEt
Formule : GiH3s04S;
BnO 10BN M= 538,221 g/mol
OBn Aspect : huile jaunéatre
24

Mode opératoire :

Le dérivé pivaloylé-mésyl® (1 éq., 780 mg, 1,1 mmol) est traité & 0°C paraledtasse (2,2 éq.,
123 mg, 2,2 mmol) dans du méthanol de qualité CCHPmL). La solution est agitée a température
ambiante pendant 12h. Le méthanol est évaporé magsion réduite et le résidu est repris par de
'eau et de I'éther diéthylique. La phase éthérseseéchée sur sulfate de magnésium, filtrée puis
évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 90/10)
Rendement 85 %
R = 0,42 (EP/AE 90/10)

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,40-7,20 (m, 15H, 3 Ph) 3,58 (t, 3H, H2,)=1,2, 3,2 Hz)
4,98 (d, 1H, H1J=1,2 Hz) 2,85 (dd, 1H, H6bJ=2,1, 14,0 Hz)
4,64-4,26 (6 d, 6H, 3 CHPh,J=11,8, 12,1, 12,3 Hz) 2,73 (g, 2H, OCl,-CHs, J=7,5 Hz)
4,00-3,94 (ddd, 1H, H3=2,1, 9,0, 9,7 Hz) 2,67-2,60 (m, 3H, H6a, $G-CHs)
3,67 (dd, 1H, H3J=2,9, 3,2 Hz) 1,32 (t, 3H, OCH-CH3, J=7,5 Hz)
3,62 (dd, 1H, H4J=2,9, 9,7 Hz) 1,23 (t, 3H, SCHCH3, J=7,5 Hz)
RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :

138,1-137,7 (Cq Bn) 72,3 (C3)

128,4-127,8 (CH Bn) 71,5 (CH-Ph (C4))

82,0 (C1) 33,6 (C6)

78,2 (C2) 27,2 (CH Et)

76,9 (C5) 25,7 (CH Et)

75,7 (C4) 15,3 (CH Et)

73,6 (CH-Ph (C2)) 15,0 (CH Et)

72,8 (CH-Ph (C3))

IR (film, v, cri') : 3087, 3063, 3029, 2963, 2923, 2869, 1953, 16686, 1496, 1454, 1398, 1373,
1312, 1264, 1207, 1072, 1028, 913, 818, 735, 698

HRMS (m/z, ESI) : GiHa0:S:Na (M + Na) = 561,2109 (calculé), 561,2103 (trouvé)

Analyse Elémentaire:
Calculés: C=69,11 %, H=7,11% Trouvés : C28%0, H=7,42 %
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1-éethylthioacétal-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-éthyl-5-thio-a,B-D-mannopyranose (25)

OEt

S SEt
Formule : G{H330,4S,
BnO" OBn M= 53?’22.1 g/mol
OBn Aspect : huile jaunatre
25

Mode opératoire :

100 mg de composé pivaloylé-mésgié (1 éqg., 0,14 mmol) est dissous dans 1,5 ml de anétide
qualité CLHP. De la potasse (1,5 éq., 11,8 mg, Gnol) en plaque est ajoutée au mélange. La
solution est chauffée a 40°C pendant 4h. Aprésaratipn a sec, le résidu est repris avec 5 ml d’eau
et 15 ml d’éther diéthylique. La phase organiqueséshée sur MgSgfiltrée puis évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 95/5)

Rendement 90% (2 diastéréoisomeéres A et B évalués en priopdsi1)

Rt = 0,44 (EP/AE 90/10)

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,43-7,17 (m, 30H, Bn) 3,86-3,83 (m, 1H, H3B)

5,31 (d, 1H, H1AJ= 5,6 Hz) 3,77-3,75 (m, 2H, H3A)

5,01-4,96 (m, 1H, H1B) 3,67-3,64 (m, 2H, H4B)

4,88-4,28 (6d + 6 d, 12H, 3 GiPh A,J=11,4, 11,7, 3,57-3,55 (m, 2H, H4A)

12,3 Hz et 3 CKHPh B) 2,95 (2 dd, 2H, H6bA et BI=2,0, 13,9 Hz)
4,53-4,46 (m, 2H, H5A et H5B) 2,89-2,44 (m, 10H, H6aA et B, 2H3-CHj)
4,16-4,10 (m, 1H, H2B) 1,31 (t, 6H,2 CHCH; A et B,J=7,3 Hz)
4,08-4,05 (m, 1H, H2A) 1,23 (t, 6H,2 CHCH; A et B,J=7,3 Hz)
RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,6-137,7 (Cq Bn) 72,8 (CH-Ph en position 3)

130,4-127,4 (CH Ph) 71,3 (CH-Ph en position 4)

84,2 (C1A) 70,6 (CH-Ph B)

82,3 (C1B) 66,7 (C5A et B)

75,9 (C4A) 31,5 (C6A et B)

75,1-75,0 (C3B et C4B) 26,5 CH,-CH; A et B)

79,9-74,5 (2 ChPh B) 26,4 CH,-CH; A et B)

73,7 (C3A, C2A) 15,2 (CH-CH; A et B)

73,3 (CH-Ph en position 2) 14,7 (CH-CH; A et B)

72,9 (C2B)

[a]*% = - 57,5° (C = 0,011 g/mL, CHg)l
UV (e en Lmol'cm™): € = 1137 (CHCJ, C = 0,002 mol/LA = 247 nm, Abs = 2,275)

HRMS (m/z, ESI) : GiHa0:S:Na (M + Na) = 561,2200 (calculé), 561,2135 (trouvé)
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i 1-(dibenzyl)dithioacétalD-arabino-pentose (27) i

OH SBn
Formule : QQH2404SZ
HO SBn M = 380,112 g/mol

OH  OH Aspect : solide blanc
27

Mode opératoire :

50 g deD-Arabinose sont dissous a froid par une solutiorcentrée d’acide chlorhydrique (20 mL).
Le benzyl mercaptan est ajouté et le mélange geurusement agité a la main. Apres une heure, la
solution créme est devenu un solide blanc quedasse pour le laver sur fritté, successivementpar
d’eau, 140 mL d’une solution d’hydroxyde d’ammoni@M et 500 mL d’eau.

Purification : recristallisation dans 300 mL de méthanol de ¢@i@iLHP (dissolution a reflux puis
recristallisation pendant une nuit a températurbiante)

Rendement 80 %
PF =153°C (Littérature 148-149°C)
LRMS (m/z, ESI) : GoH240,S,Na (M + Na) = 403,111 (calculé), 403,1 (trouvé)

Analyse Elémentaire:
Calculés : C=62,83 %, H=6,71%, S=15,25% uVés: C =63,04 %, H=6,76 %, S = 15,21 %

4,5-0-isopropylidene-1-(dibenzyl)dithioacétalb-arabino-pentose (28) |

OH SBn
Formule : QzH2804SZ
0 - SB
S " M = 420,143 g/mol
> Aspect : huile jaunétre
28

Mode opératoire :

11,7 g de tétro27 (30,8 mmol) sont dissous dans 122 mL d’acétorietfeament distillée sur iCO;,

7,8 mL de 2,2-diméthoxypropane sont ajoutés atemidi température ambiante et 730 mg de PPTS
sont incorporés. Aprés 15 min d’agitation, on stofgpréaction avec 50 mL d’une solution saturée de
NaHCGQG,. Apres évaporation, le résidu est repris par 200dm CHCl,. La phase organique est lavée
trois fois avec 10 mL d’une solution saturée deHN®; puis séchée sur MgQdiltrée et évaporée.

Le brut est co-évaporé trois avec du toluéne eagdgirectement dans la réaction suivante.

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,37-7,02 (m, 10H, 2 Ph) 2,32 (d, 1H, OHJ=8 H2z)
4,02-3,82 (m, 3H, H1, H2, H3) 1,31 (s, 3H, CHacétonide)
3,81-3,60 (m, 7H, H4, H5, 2 GHPh) 1,24 (s, 3H, CHacétonide)

3,03 (s large, 1H, OH)
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RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

137,9 (Cq Bn) 55,0 (C1)
129,7-127,8 (CH Bn) 36,3 (CH-Ph (SBn))
109,7 (Cq acétonide) 35,1 (CH-Ph (SBn))
76,5 (C2, C3, C4) 27,4 (CH acétonide)
71,7 et 71,3 (2 CHPh) 25,8 (CH acétonide)
67,3 (C5)

Analyse Elémentaire:
Calculés : C=62,83%,H=6,71%, S=1525% uVés: C =63,04%,H=6,76 %, S =15,21 %

4,5-0-isopropylidene-2,3-diO-benzyl-1(dibenzyl)dithioacétalb-arabino-pentose (29)

OBn SBn
Formule : G6H4OO4SZ
QA SBn M = 600,237 g/mol
> © oBn Aspect : huile jaunatre
29

Mode opératoire :

Le brut de la réaction précédente est repris dénsl7 de DMF anhydre. On ajoute, a 0°C, 3,7 g de
NaH 60% non déshuilé, une pointe de spatule d’intldaet de TBAI puis 12,2 ml de bromure de
benzyle. Aprés 16h d’agitation, la réaction espgée par ajout de méthanol a 0°C. Aprés évaporation
a sec, le résidu est directement purifié par chtographie.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 30/1- 25/1 - 20/5/1- 10/1 - 5/1)

Rendement 94 % (2 étapes)

R¢ = 0,35 (EP/AE 10/1)

RMN 'H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,37-7,04 (m, 20H, 4 Ph) 3,93-3,65 (m, 8H, H1, H2, H5, 2 GHPh)
4,83 et 4,57 (2 d, 2H, GHPh,J=12,3 Hz) 1,33 (s, 3H, CHlacétonide)
4,48 et 4,42 (2 d, 2H, GHPh,J=11,4 Hz) 1,27 (s, 3H, CHacétonide)

4,05-3,87 (M, 2H, H3, H4)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :

138,6-138,2 (Cq Bn) 66,5 (C5)
129,4-127,1 (CH Bn) 51,2 (C1)
108,7 (Cq acétonide) 36,6 (CH-Ph (SBn))
82,8 (C2) 35,5 (CH-Ph (SBn))
79,8 (C3) 26,7 (CH acétonide)
76,4 (C4) 25,4 (CH acétonide)

74,8 et 74,7 (2CKHPh)

LRMS (m/z, ESI) : GHadOsS:Na (M + Na) = 623,236 (calculé), 623,2 (trouvé)
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2,3-di-O-benzyl-1(dibenzyl)dithioacétalb-arabino-pentose (30) i

OBn SBn
Formule : G3H304S,
HO™ SBn M = 560,206 g/mol
OH OBn Aspect : huile jaunatre
30

Mode opératoire :

17,31g de l'acétonid@9 (1 éq., 29,2 mmol) sont dissous dans 200 mL d'élange acide acétique
glacial / 70 mL d’eau. Apres 3h a reflux, le miliencore trouble est évaporé a sec. Le résidu est
directement purifié par chromatographie.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 10/1 - 8/1 - 6/11-42/1 - 1/1)

Rendement 90 %

R:; = 0,53 (EP/AE 1/1)

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :

7,31-7,08 (m, 20H, 4 Ph) 3,90-3,62 (m, 7H, H1, H2, H3, 2GHPh)
4,80 et 4,59 (2 d, 2H, GHPh,J=12,1 Hz) 3,55-3,45 (m, 3H, H4, H5)

4,44 (2 d, 2H, CKPh,J=11,5 Hz)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :

138,1-137,7 (Cq Bn) 70,9 (C4)
129,2-126,9 (CH Bn) 63,2 (C5)
81,8 (C2) 50,6 (C1)
78,5 (C3) 35,9(CH-Ph (SBn))
74,2 et 73,9 (2CHPh) 35,7 (CH-Ph (SBn))

LRMS (m/z, ESI) : GHa0:S:Na (M + Na) = 583,205 (calculé), 583,2 (trouvé)

5-O-pivaloyl-2,3-di-O-benzyl-1-(dibenzyl)dithioacétalb-arabino-pentose (31)

OBn SBn
Formule : GgH1405S,
PVOT SBn M = 644,263 g/mol
OH  OBn Aspect : huile jaunatre
31

Mode opératoire :

1g de diol30 (1,79 mmol) dissous dans 3 mL de LLH puis 6 mL de pyridine anhydre et le chlorure
de pivaloyle (2,2 éq., 480 pL, 3,94 mmol) sont &sua 0°C. La réaction étant propre et lente, nous
avons ajouté une pointe de spatule de DMAP. Apresupplémentaires a température ambiante, la
réaction est finie et est diluée par 50 mL de,Clklet neutralisée par de I'acide chlorhydrique 1M. La
phase organique est lavée par 10 mL d’eau et 1derdaumure. Apres séchage sur MgSi@ration

et évaporation, le résidu huileux est déposé sewltanne.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 30/1 — 25/1 — 201bA)

Rendement 80 %
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R = 0,47 (EP/AE 10/1)

RMN *H (CDCk, 500 MHz,5, ppm) :
7,39-7,04 (m, 20H, 4 Ph)

4,820 et 4,62 (2 d, 2H, GHPh,J=11,3 Hz)
4,38 (2 d, 2H, ChPh,J=11,2 Hz)

RMN *C (CDCl;, 500 MHz,5, ppm) :
178,8 (Cq Piv)

138,1-137,8 (Cq Bn)

129,2-126,9 (CH Bn)

81,5 (C2)

78,5 (C3)

74,4 et 73,9 (2CHPh)

4,22-3,99 (m, 2H, H5)
3,95-3,64 (m, 8H, H1, H2, H3, H4, 2 GIRh)
1,21 (s large, 9H, 3 GHBu Piv)

69,9 (C4)

65,6 (C5)

50,9 (C1)

36,2 (CH-Ph (SBn))
35,4 (CH-Ph (SBn))
27,2 (3CH 'Bu Piv)

LRMS (m/z, ESI) : GHaOsS:Na (M + Na) = 667,262 (calculé), 667,2 (trouvé)

5-O-(tert-butyl ester)-4-O-méthylsulfonyl-2,3-di-O-benzyl-1-(dibenzyl)dithioacétal-

D-arabino-pentose (32)

OBn SBn

PivO Y SBn
OMs OBn
32

Mode opératoire :

Formule : GoH40;S;
M =722,241 g/mol
Aspect : huile jaunéatre

630 mg de Il'alcoo31 (0,98 mmol) sont dissous dans 8,2 mL de,@ 410 pL de triéthylamine
anhydre et le chlorure de mésyle (2 é€qg., 100 p26 hhmol) sont ajoutés, a 0°C sous atmosphere
inerte. Aprés plusieurs heures, le contréle par Qidmensionnelle (Toluéne/AE 9/1) nous révele la
présence d’'un produit a tres bas Rf, indicateun&’'décomposition sur silice. La phase organique est
extraite par de I'éther puis lavée par 10 mL dersae et enfin séchée sur Mg&@itrée et évaporée.

Purification : non (I'essai sur gel de silice fait chuter le remeént & 50 %)

Rendement -

R¢ = 0,70 (Toluene/AE 9/1)
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5-O-(tert-butyl-diphénylsilyl)-2,3-di- O-benzyl-1-(dibenzyl)dithioacétalp-arabino-pentose |
(35)

OBn SBn
Formule : GyH540,S,Si
TBDPSO™ SBn M = 798,323 g/mol
OH OBn Aspect : huile jaunatre
35

Mode opératoire :

1 g de diol30 (1,78 mmol) est dissous dans 2,4 mL de DMF, 300dgidazole, 700 pL de
TBDPSCI (1,5 éq., 2,67 mmol) (M = 274,86, d = 1,05@nt ajoutés a température ambiante sous
atmosphére inerte. Apres 1h d’agitation, on diluecab0 mL de dichlorométhane. Apres ajout de 10
mL d’une solution saturée de chlorure d’'ammoniwptase organique est séchée sur Mg8ibée

et évaporée.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 30/1 — 25/1 — 20164 — 10/1 — 5/1)
Rendement guantitatif
R¢=0,7 (EP/AE 6/1)

RMN *H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,94-6,96 (m, 30H, 5 Ph) 4,13-3,98 (m, 3H, H1, H2, H3)
4,92 et 4,70 (2 d, 2H, GHPh,J=11,1 Hz) 3,96-3,74 (m, 7H, H4, H5, 2 GHPh)
4,44 et 4,37 (2 d, 2H, GHPh,J=11,3 Hz) 1,17 (s, 9H, 3 CHTBDPS)

RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,8 et 133,5 (Cq Bn) 65,3 (C5)

136,0-135,3 et 130,3-127,4 (CH Bn) 51,9 (C1)

82,4 (C2) 37,0 (CH-Ph (SBn))

78,9 (C3) 35,8 (CH-Ph (SBn))

75,1 et 74,4 (2 CHPh) 27,5 et 27,0 (3 CHBu TBDPS)
71,9 (C4) 19,8 (CqBu TBDPS)

5-O-(tert-butyl-diphénylsilyl)-4- O-méthylsulfonyl-2,3-di-O-benzyl-1-(dibenzyl)
dithioacétal-D-arabino-pentose (36)

OBn SBn
Formule : GoHs¢0sS:Si
TBDPSO T SBn M = 876,301 g/mol
OMSBSOBH Aspect : huile jaunatre

Mode opératoire :
Tests sur 110 mg d’alco8b (0,138 mmol) dissous dans 4 mL de dichlorométhane
1) Ajout a température ambiante de 6 éq. de ctdadarmeésyle (50 pL). La réaction est immédiate.

2) Ajout a -20°C de 2 éq. de chlorure de mésyle|(LY et une pointe de spatule de DMAP. De la
dégradation est observée avec le temps. Rien é'@éupére.
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Traitement : on dilue avec 50 mL d’éther. Aprésalzer avec 5 mL d’'une solution saturée de,GlHet
5 mL de saumure, la phase organique est séch&g8,, filtrée et évaporée.

R; = 0,4 (EP/AE 6/1) (test 1)

2,3,5-tri-O-benzyl-1-benzylthioacétal-4-thioe, -D-arabino-furanose (34)
2,3-di-O-benzyl-1-benzylthioacétal-4-thioe,3-D-arabino-furanose (37)

OBn
S\~ SBn Formule : GaHz.05S,
\ M =542,195 g/mol
BnO' OBn Aspect : huile jaunéatre
34
OH
S< 1. SBn Formule : GeH260:S;
M = 452,148 g/mol
BnG ° oBn Aspect : huile jaunatre
37

Mode opératoire :

Le brut mésyl&7 (125 pumol) est dissous dans 5 mL de THF a temyéraimbiante. A cette solution,
on ajoute 250 uL de TBAF 1M dans le THF (2 éq., 2500l). Apres contrble par CCM 4/1, on
constate un produit a trés bas Rf = 0,1. On coneéninoitié la solution puis on ajoute alors 50dag
méthanolate de sodium (10 éq., 1,31 mmol). Aprésnuit, la réaction est évaporée a sec et le résidu
est déposé sur la colonne.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 30/1 — 25/1 — 201BA)
Rendement 20-30% (a optimiser)

R¢ = 0,47 (EP/AE 10/1)

Eléments de RMN affirmant la structure des produits

Absence de groupement méthylénique propre a I'égpexy

Absence des protons définissant le groupe TBDPS

LRMS (m/z, ESI) :
34 C33H340:S,Na (M + Na) = 565,185 (calculé), 565,2 (trouvé)
37 CogH,60:S:Na (M + Na) = 475,138 (calculé), 475,1 (trouvé)
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5-methoxy-2,3-diO-benzyl-1-(dibenzyl)dithioacétalt - xylo-pentose (38)

OBn SBn
Formule : GsH3:05S,
MeO SBn M = 543,203 g/mol

OH  OBn Aspect : huile jaunatre
38

Mode opératoire :

Le brut mésylé6 (125 umol) est dissous dans 2 mL de méthanol CAHPA. A cette solution, on
ajoute 140 mg de fluorure d’ammonium (3 éq., 37®PnAprés chauffage a 50°C pendant 1 nuit, la
réaction est évaporée a sec et le résidu est déposgcolonne.

Purification : chromatographie flash (EP/AE 30/1 — 25/1 — 201BA)

Rendement n.d.

R; = 0,45 (EP/AE 10/1)

RMN 'H (CDCk, 250 MHz,5, ppm) :

7,94-6,96 (m, 20H, Bn) 4,16-4,12 (m, 1H)
4,98 et 4,84 (2 d, 2H, GHPh,J=11,4 Hz) 4,10-4,02 (m, 1H)
4,89 et 4,67 (2 d, 2H, GHPh,J=11,1 Hz) 3,87-3,78 (m, 1H)
4,69 et 4,57 (2 d, 2H, GHPh,J=11,5 Hz) 3,72-3,64 (m, 3H)
4,61 et 4,44 (2 d, 2H, GHPh,J=11,9 Hz) 3,25 (s, 3H, O@,)
RMN *C (CDCl;, 250 MHz,5, ppm) :

138,5 et 132,5 (Cq Bn) 63,5 (C5)
129,6-127,5 (CH Bn) 56,3 (QMe)

88,7 (CH) 49,1 (CH)

82,4 (CH) 36,3 (CH-Ph (SBn))
79,6 (CH) 34,8 (CH-Ph (SBn))

72,9 et 71,4 (2 CkHPh)

LRMS (m/z, ESI) : GHas0:S:Na (M + Na) = 597,211 (calculé), 597,1 (trouvé)
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Annexe A

Etude des conformations du D-Mannose et de segé&eri

Comme tous les pyranoses, DeMannose et ses dérivés peuvent se présenter sous de
conformations chaise, I'une dif€; et I'autre dite'C,. Ces deux conforméres sont en équilibre entre
eux. Généralement la conformatié@, est la plus fréquente car pour des raisons érgugét la
majorité des groupements sont en position équéoiiautefois, dans le cas dMannose et de ses
dérivés, il est possible d’observer un conforméykride apparenté & un modeéle crdi%¢Schéma
127).

Schéma 127 : Conformations diD-Mannose et de ses dérivés

OR

OR

4 OR OR 1 /R
RO -0 _— -0
RO 1 4 OR
R OR
4C1 1c4
4 OR
RO
RO —_— 1
e} R
hybride

R = groupe protecteur
R' =0O-mannosideC-mannoside

Pour ces deux (« trois ») types de conformatidniguit prendre en compte les deux autres
configurations possibles pour la position anomérigm et 3 (Schéma 128). A premiere vue, un des
moyens pour savoir quel anomere nous avons forméoats de nos réactions est d'utiliser les
constantes de couplage entre les protons H1 ed,H2 ¢ssentiellement, et les protons H2 et H3)(J
voire entre H3 et H4 {J). Certes, la constante de couplaggedepend fortement du groupement R’
(O-mannoside o€-mannoside), mais différe également selon la comdtion“C, et'C, ce qui rend

la tache plus difficile.

18 George T.G., Szolcsanyi P., Koenig S.G., Patebs@n, Isshiki Y., Vasella A. Helv. Chim. Ac2004 87,5,
1287
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Schéma 128 : Quatre conforméres a envisager dansdas duD-Mannose

= Pour lesO-mannosides, la constante de couplageekte faible voir inexistante, que 'anomere

soita ouf (Tableau 19).

Tableau 19 : Quelques constantes de couplagge,dypiques dans le cas db-Mannose,

du D-Glucose et duD-Galactose

D-Mannose D-Glucose D-Galactose Réf
Jiz(@  Ji2 (B Jiz(a) Jiz(B) | di2(@) Ji2(B) '
<05Hz - 34a38Hz - - - 187
2 Hz 1 Hz 3,8 Hz 83| 3,6Hz - | 188

. 0 Hz . . . . 189

Ces petites constantes de couplagesyB) sont souvent associées a la conformat@ncar
elles correspondent aux constantes attendues gsuprtons en position axiale-équatoriale et en
position équatoriale-équatoriale. Par conséquénullibre conformationnel est déplacé en faveur de

cette conformation.

Toutefois, Yamadd® a démontré qu'il était possible de forceavlannoside a se placer dans
la conformation'C,. L’introduction de groupements silylés encombragtsposition 3 (TBS) et 4
(TBDPS) dub-Mannose augmente la répulsion stérique entre cewe@ui a pour conséquence de
retourner la conformation dixMannose pour placer ces deux groupements en pusiti@-diaxiales.
On parle alors d’enrichissement axial. La constatdgecouplage entre les protons H1 et H2 pour

'anomeérea est alors de 7,1 Hz.

187 Ohtake H., Ichiba N., Ikegami $. Org. Chem200Q 65,24, 8171

188 b'Accorso N.B., Thiel I.M.ECarbohydr. Res1983 124 177

189 Nitz M., Purse B.W., Bundle D.ROrg.Lett.200Q 2,19, 2939

199 yamada H., Nakatani M., Ikeda T., MarumotoTétrahedron Lett1999 40, 5573
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Les observations faites sur la valeur des constadee couplages;d ne suffisent pas a
déterminer si le produit synthétisé est, d’'une,pd&t configuratiomx ou 3 car les constantes sont
souvent du méme ordre, et d’autre part on ignoeleest la conformation chaise préférée par le

sucre. Il est nécessaire d’étudier les effets eed molécules pour confirmer les résultats olstenu

= A premiere vue, les mémes observations peuventédtredues auxc-mannosides. Dans un
premier temps, axons notre intérét sur les étudiesteées sur les alcyn@l-mannosides®™ %
possédant des groupements protecteurs benzylesétyles (influencant peu un basculement de la
conformation chaise contrairement aux groupemerilglés). Les alcynes n’'induisent pas
d’encombrement stérique particulier sur la positismomérique. Par conséquent, les constantes de

couplages obtenues devraient bien corréler avéesagbservées pour I€&mannosides (Tableau 20).

Tableau 20 : Constantes de couplage des alcyridmannosides
R R’ Jip(@) Jia(B)  RéEf

Bn =H 223Hz 105Hz 191
Ac =H 215Hz 1,36 Hz 191
Bnh =H 25Hz 1Hz 192

Bn =-aniline 2,5Hz 1Hz 192

Le tableau 24 confirme nos attentes. Les constal@emuplages sont d’environ 1 a 2 Hz. La

conformation'C, est alors préférée pour lagi-alcynyl-C-mannosides (confirmation par effets nOe).

L'insertion d'un groupement phényle en position médque n’induit aucune modification
conformationnelle. La constante de couplage ese¢tois sensiblement plus élevée 1= 2,6 Hz)'*®

Les premiers écarts a cette logique sont rencomnér le groupement allyt€® Souhaitant
synthétiser des analogues de la guanofosfocinéfiietrs de la chitine synthase), I'équipe de Masel
a observé un changement de conformatiob-#llannose lors de I'échange d’un groupement méthoxy
ou aceétyle en position anomérique avec un grouperallyle. La constante de couplage.d
d’environ 2 Hz, typique d’'un arrangement vicinaluétprial/axial, atteint 4,2 Hz dans le composé
allylique. De plus, la constante de couplage etgseprotons 3 et 4 passe de 9 a 7,6 Hz. Une
conformation hybride reflétant I'équilibre confortimnel peut étre envisagée. La poursuite de la

synthése conduit & un acide carboxylique souhaitgsgrlant une constante de couplagg J

91 owary T., Meldal M., Helmboldt A., Vasella A., Bk K. J. Org. Chem1998 63, 9657

192 (@) Nishikawa T., Koide Y., Wada K., Ishikawa Mspbe M Org. Biomol. Chen2005 3,4, 687; (b)
Nishikawa T., Koide Y., Kanakubo A., Yoshimura ksobe M Org. Biomol. Chen2006 4,7, 1268
19 Terauchi M., Abe H., Matsuda A., Shuto®g.Lett.2004 6,21, 3751
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atteignant alors 8,3 Hz. L’encombrement stériquéatede déplace I'équilibre (amorcé par le groupe

allyle) en faveur de la conformatiog, (Schéma 129).

Schéma 129 : Influence des groupements allyle etide sur la conformation dubD-Mannose

Jl,zz 42 Hz
A

Conformation hybride

Ce déplacement d’équilibre conformationnel est emptus significatif avec des groupements
trés volumineux tels que le tryptophafi® ou I'a-théophylliné® (Schéma 130). L'accés a ces
o-C-mannosides implique une inversion de conformatiar, il n'existe pas d'effet anomere qui
avantagerait la position axiale dans le cas dutdpimne et de k-théophylline. Seul leur
encombrement stérique implique ce basculementlaarsnformation chaiskC,. La possibilité d’une
liaison hydrogéne entre I'hydroxyle en position @ O-mannose et les atomes d’azote favorise
également cette conformation. Leurs analoguésant déja idéalement orientés en position éqgiadetor

ne subissent pas d’inversion conformationnelle.

Schéma 130 : Influence des groupemenistryptophane et a-théophylline

a-C-D-mannosyltryptophane B-C-D-mannosyltryptophane a-C-D-mannosylthéophylline

7, _~COOH

Jg4=5Hz Ji12=8Hz

1c4

Les constantes de couplages nous apportent cerminéormations sur I'orientation
des divers groupements présents sur une moléculaisMelles ne sont pas toujours
suffisantes ou trés concluantes. C’est pourquoiest nécessaire d'effectuer des NOESY

pour conclure assurément sur les conformations desnannosides.

194 Onodera K., Hirano S., Masuda F., Kashimurd NOrg. Chem1966 31,7, 2403
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Liste des acides aminés impliqués dans les
interactions KRN7000/CD1d

. s, Structures
Nature Acides Aminés intéressants .
(Zone active en rouge)
HO,C NH,
Acide Aspartique : Asp80, Aspl51 HO,C g
HO,C NH
Cystéine: Cys12 HS e
) H
S
2 HO,C NH;
£ Glutamine : GIn127 e H
S o)
5
z . HO,C NH;
Sérine : Ser76 HO. =~ y
ho HOC NH,
Thréonine : Thr154 Sy
HO,C NH,
Histidine : His38 '\|I|\\ H
N
H
HO,C NH
o Phénylalanine: Phe70, Phe58, Phell4, Phel69, Phe77, e
= Phe18, Phe118, Phe84 H
©
S
o
< Tryptophane : Trp40, Trpl140, Trp63, Trpl31l
Tyrosine : Tyr73
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Annexe C

Description du logiciel QUIRAL et mode d’emploi

Dans le chapitre B-llI-2, le logiciel QUIRAL est gsenté succinctement. A titre
d’informations, cette annexe reprend le descrgitile mode d’emploi du logiciel décrits dans leaxde

publications qui lui sont consacré8s*

Software description

In order to be as accurate as possible, a lisefifiitions is necessary. A’Gtom is a carbon bound
to two carbon atoms, an hydrogen atom, and an ¥,a¥ being oxygen, nitrogen, sulfur, or any
halogen. A Q-sugar is an aldose molecule that aofitam p = 3 to 6 carbon atoms and therefore n =
p—2 adjacent Catoms. The aldehyde carbon of a Q-sugar is itad\{@nomeric end) and the primary
alcohol is the NA-end (non anomeric end). In orieavoid confusion with conventional R and S
labelling, T and U have been introduced to qualiy configuration of the Catoms (Figure 1). In Q-
sugars, R chiral centers are of the T type andifalatenters are of the U type. The configuratién o
the chiral atoms in a Q-sugar is simply summarizga list of its “T or U’s”, arbitrarily startingrém
the ¢ that is bonded to the A-end. With this conventiie, reference dab-glucose is “TUTT".

A target molecule contains one or more clusteradjfcent € atoms. By definition, a cluster is
either linear or monocyclic. A linear cluster ha®tends, one qualified as the A-end and the other o
as NA-end, without any consideration of oxidatitate. In a cyclic cluster, two adjacerit &loms are
arbitrarily transformed into an A-end and a NA-eséhen an X atom that is bonded to ai€not an
oxygen, its configuration is automatically inverteelcause the introduction of the X atom is assumed
to require a substitution reaction that invertsfigumation. A Q-target of a target molecule is a Q-

sugar whose reference exactly matches the onelaster of ¢ atoms within this target.

Figure 1 : Definition of the T and U A A
configuration of C# atoms, as used by the Quiral ¢ ¢

. . H=T=X X=U=H
program. In aldoses, T and U configurations are IC é
like R and S, respectively (a Fischer-type NA NA

representation was chosen).

A Q-reaction transforms a Q-sugar into another @asuln a general reaction scheme (Scheme 1), a
Q-reactant is transformed into a Q-target, possitih a Q-subtarget(s) as intermediate(s), to obtai
the desired asymmetric configurations in the tar@Qeteactants and Q-subtargets are also Q-sugars. A
particular Q-target may be very expensive or, ngaeerally, not suitable to start with in a pradtica

synthesis. A Q-scheme is succession of one or mereactions that transforms a Q-reactant in a
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Q-target. Q-schemes that contain up to three Qiozecare proposed by Quiral to solve this type of
synthetic problem. The list of Q-reactions includéx inversion of a single’GMitsunobu reaction,
for example), the inversion of two adjaceris epoxide formation and opening), the exchangbef
A-end and NA-end, the cleavage of one of the eand,the addition of a carbon atom to one of the
ends. For the latter reaction, the possible geioeraf a new € with either a T or a U configuration is

considered.

Scheme 1 General scheme for the creation of adjacent asymicrenters in a given target molecule

Q-reactant Q-reaction Q-subtarget Q-reaction Q-target = Target

The Quiral program reads a 3D MDhtip://www.mdli.com accessed June 6, 2007) MOL file of

the target molecule, that is conveniently creatgdChemDraw 3D ffttp://www.cambridgesoft.com

accessed June 6, 2007). Quiral is written in the $2gipt languagehftp://www.perl.com accessed

June 6, 2007), taking advantage of its availabftitya wide range of computer operating systems, of
its object-oriented programming features and ofetkistence of a wide library of software modules (a
description that is admittedly also valid for ngall modern script languages).

The first time Quiral is run on a computer it cezat file named “schemes” that contains all the Q-
schemes made of one to three Q-reactions. Thisfdenerated by the “schemes.pl” Perl script @nly
it does not yet exist. The names and structurbefvailable sugars is taken from “sugars.txt”,levhi
the Q-reactions are coded within the perl modulggéss.pm”. A Q-sugar is internally represented
either by its “T or U” character string or by itblaeviated chemical name, such lagra for L-
Arabinose. The latter form is used to representradg@tion in the “reactions.pm” module as a [initia
Q-sugar, reaction name, final Q-sugars] tripletadien names are character strings: “inv2”, “inv3”,
“inv4”, “inv5” for the inversion of a single € “inv23”, “inv34”, “inv45” for the inversion of tw
adjacent @&, “exch” for the exchange of the A-end and of the-end, “chopAnom”,
“chopNonAnom” for the elimination of a chain extrigyn and finally “addAnom”, “addNonAnom”
for chain elongation reactions. A “Reactions” objeantains the list of all possible Q-reaction ltp.
Such an object is build by the “schemes.pm” modalereate a “Schemes” objet that allows the
connection of any Q-sugar with any other Q-sugaough all Q-schemes made of up to three Q-
reactions. A “Schemes” object is created by thehésees.pl” script and then serialized by the
“Storable” standard Perl module as the “schemesayi file. This file is the only link between the

strictly chemical part of the Quiral software ahd graphical user interface.
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Directions for use

When “quiral.pl” is launched, the interface windeypears, composed of three tabbed pages. Each
page is dedicated to a particular task: molecularckure drawing, Q-scheme display and message
posting. The latter page shows up first, posts“&imut..” message and invites the user to read the
licence file. The 3D .mol file of the target moléedor which a retrosynthetic analysis is desired i
accessed by the “Open...” button. The selected mdeshows up, as visible in Figure 2a. A .mol file
contains atom and bond descriptions that are nelegléoholecule.pm” to build a “Molecule” object.
The C atoms are then identified and grouped into clastereach cluster, either linear or cyclic, a A-
end and a NA-end are defined; the other atoms ithegive their “T” or “U” label according to the
rule that is illustrated in Figure 1. Definition thfe “T or U” value of a Cwithin a cluster boils down
to the calculation of the determinant of a threetmeset, to know if it forms a right-handed oreft
handed coordinate system.

Figure 2 : The user interface of the Quiral program: (a) thgtfucture” page, once a molecular

structure file has been read ; (b) the “Synthesfige, once a Q-target has been selected

= Quiral’ = Quiral

Quit | Open... | dlose

castanosperminemol  Structure || Synthesis || Messages

Targets
1: L-lyxose
2: L-Arabinose
3: D-Xylose
4: L-¥ylose
5: L-Xylose
6: D-Xylose
7: D-Guiose
8: L-Glucose
9: L-ldose

10: L-lose

Quit | Open...

Close

castanospermine.mol | Structure | Synthesis | Messages

Targets
1: L-lyxose

2: L-Arahinose

3 D-Hylose
4: L-Xylose
5: L-Xylose
6: D-Xylose

7: D-Gulose

8: L-Glucose

9: L-ldose

10: L-ldose

Level: [1

D-Ara D-xyl
D-Glu D-Xyl
D-Gul D-Xyl
D-Tdo D-Ryl
D-Lyx D-Ryl
D-Rib D-xyl
D-Thr D-Xyl
L-Ara D-Xyl
L-Tdo D-Xyl
L-Lyx D-Ryl
L-Thr D-Ryl

L-xyl D-xyl

inv23
chopNonanom|
chopAnom
chopanom
inv2

invi
addanom
invd
chopHonAnom
inv34
addNonAnom
exch

The clusters that contain three or mofea®ms are the only ones retained for further aiglyAll
pentose and hexose Q-sugars, whose structuresaamgsrare imported from the “schemes” file, are
then searched for within all clusters to define @arget set of the molecule. For example, a four-
membered linear cluster {@ C;) matches with 2 pentoses,;(® G and G to C;) and 1 hexose (C
to G, each being placed in two directions along thestelr (G to C,, C, to G, and G to G), thus
providing a 6 Q-target set. Of course, identicab€ets may exist, depending on the repartitiotnef
“T or U” within the cluster. Atoms, bonds, clustene implemented in Quiral as objects. The sets of
such objects are also objects, whose addresseseanbers of the current “Molecule” object.

The “moldro.pm” package contains all that is neetiediraw a molecule on screen, seen from
various view angles, at different scales and wiphioms that will be detailed hereafter. Coordinate
transformation mathematics is delegated to the .pmdtmodule. The “Moldro” class is a subclass of
“Molecule”, considering that a “Moldro” is a “Molede” that is able to draw the information it

contains. The whole user interface is laid out Byplshow.pm” when a “Molshow” object is created
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by the execution of the top level “quiral.pl” sdripAll drawing operations are performed by the
standard Tk module and its astonishingly powerfahas widget class.

Molecular rotations are controlled by three widgetse per rotation axis, and view scaling by a
fourth one. Three toggle buttons change the waykecule is displayed. The “CH on” / “CH off”
button hides or shows the H atoms that are bormledrbon atoms. This can be useful to improve the
drawing readability. The “on top” / “in place” bott controls the z-ordering of the graphical objects
In the “in place” mode all objects are drawn frdme tmost distant ones to the closest ones, atortslabe
included. This gives the feeling of depth dimenstonscreen but may obscure label reading. In the
“on top” mode, the labels are drawn after all bohdse been displayed. This sometimes results in
drawings that look like the famous Escher “Watdtfglainting but may also ease information
readability. The “Normal” / “Numeric” button switels between the display of atom labels and atom
numbers, as defined in the molecule .mol file. TReset button” redraws the molecule in the position
it first appeared oin screen and that is optimimedccupy a maximum area for a given scaling factor
This effect is obtained by computing the eigenvalaed eigenvectors of the molecule inertia tensor.
If 1y, Iy andl; are the three inertia moments € Iy < I;), associated to th€, Y andZ directions, the
molecule is rotated so that theaxis is superimposed with the horizontal screes, and theY axis
with the vertical screen axis. The “Refresh” buttedraws the molecule in its current state anchig o
useful when the size of the drawing area has bextified by the user.

The list of the molecule Q-targets is placed onléfienost panel of the interface window. Each Q-
target is associated to a button that, when pressedifies the way the molecule is drawn and writes
information about the molecular synthesis on thgntBesis” page of the graphical interface, as shown
in Figure 2b. A selected Q-target appears in thieoute drawing area as if its atoms were highlighte
(the other parts of the molecule are shaded). THemd\and the NA-end labels are made visible and
arrows indicate the way from the former to theelathrough chemical bonds. The “T or U’s” of each
C" within the selected Q-target are also made visibhe “Synthesis” page provides all Q-schemes
that lead to the Q-target. The maximum number wblired Q-reactions (between 1 and 3) is the level
parameter that can be adjusted by the user by n@faadist widget. The reaction display area is
divided in four columns. Each line corresponds @Q-acheme. It successively indicates the name of
the Q-reactant, the name of the Q-target, the Qasgét list (empty if the level is 1, a single au
if the level is 2, a Q-sugar pair if the level )s 8nd the list of Q-reactions that constitue theent Q-

scheme.
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1) Glossaire d’'immunologie

Agoniste :molécule interagissant avec un récepteur membmetactivant celui-ci. L'agoniste mime
en général le messager se liant habituellementlav&cepteur en question. Il peut étre plus ownmoi

sélectif pour un type de récepteur.

Apoptose mort cellulaire programmée, ou suicide cellula@&est le processus par lequel des cellules
déclenchent leur autodestruction en réponse a gmalsiC'est une mort cellulaire physiologique,
génétiqguement programmeée, nécessaire a la sundeodganismes pluricellulaires. Elle est en

équilibre constant avec la prolifération cellulaire

Antigene : macromolécule naturelle ou synthétique, étrangdl@rganisme considéré, mais reconnue
par des anticorps ou des cellules du systéme intaitiet capable d'engendrer une réponse

immunitaire.

Cascades protéolytiguecoupuredes liaisons peptidiques des protéines par degrexwz(protéases).

On parle alors de coupure protéolytique ou de phpgé. Ce processus implique I'utilisation d'une
molécule d'eau ce qui les classe parmi les hydsldses fonctions biologiques des protéases sont
variées : elles interviennent dans la maturatios mtetéines, dans la digestion des aliments, dans |
coagulation sanguine, dans le remodelage des @issosurs du développement de I'organisme et dans

la cicatrisation. Certaines protéases sont desdgxicomme la toxine botulique.

Choc _septigue : défaillance circulatoire aigué, entrainant des odires hémodynamiques,

métaboliques et viscéraux, déclenché par un agéettieux. C'est une cause de collapsus cardio-

vasculaire.

Complexe majeur_d’histocompatibilité (CMH)systéme de reconnaissance du soi présent chez la

plupart des vertébrés. Le CMH | permet aux cellpi@sentatrices d'antigene d'étre identifi€ées comme
faisant partie du corps et le CMH Il permet a degtglobules blancs de présenter des parties ¢s cor
intrus pour déclencher une réponse immunitaire.sDda rares cas, les peptides du CMH peuvent
devenir a leurs tours responsables de maladies-irantanes indépendamment de l'immunité

cellulaire.

195) 'essentielle de ces définitions ont été trouveesle sitenttp://fr.wikipedia.org/wiki/Accueil
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Endogéne désigne ce qui se produit dans un organisme oérmgane de celui-¢r°

Endosomes :sous compartiments de la cellule, qui permettentril des molécules internalisées.
Celles-ci pourront avoir plusieurs devenirs : separtir & la membrane plasmique (recyclage), étre
dégradées (détruites) par des systéemes de dégradatiacellulaire, ou étre redirigées vers d'autre
compartiments intracellulaires (appareil de Gotgtjculum endoplasmique, etc.), pour agir ailleurs

dans la cellule.
Ex vivo : cellules primaires fraiches sorties de I'animaln@ notre cas, il s’agit de cellules de la rate)
Hématopoiese formation de cellules sanguines.

Leucocytes :globules blancs produits dans la moelle osseuggésents dans le sang, tels que les

lymphocytes T ou B.

Lysosomes organites cellulaires contenant des enzymes digssthydrolases acides) pour digérer
les macromolécules. Pour fonctionner correctemeld@s enzymes digestives requiérent

I'environnement acide du lysosome (pH voisin d¢.4,8

Maladie de Crohn :affection inflammatoire chronique pouvant touctwrt le tube digestif avec une

prédilection pour l'iléon, le cblon et la régioran

Mutagenése induction de mutations dans le génome de la ddsoee d'un organisme unicellulaire
ou multicellulaire, par exposition a un agent clgug (par exemple un agent alkylant), & un agent
physique (par exemple des rayons X), a un virudgmitif ou a un élément transposable, ou par

utilisation d'un technique de biologie moléculdimutagenese dirigée).

Phagocytose procédé par lequel les microbes sont détruitglparcellules macrophages : leucocytes
et phagocytes. Elle consiste en la capture etelitign des particules solides inertes ou vivantes d
milieu ambiant. La phagocytose est caractérisée I'pdhésion, l'ingestion et éventuellement la
digestion de particules de diametre microscopiqués par le rejet des déchets. Cette activité

constitue un élément essentiel de l'immunité nléure

Pathogéne :(du grec « naissance de la douleur ») signifiai: entraine une maladie. La capacité
d'une bactérie a provoquer des troubles chez um d&pend de son pouvoir invasif (capacité a se
répandre dans les tissus et a y établir un/desdogtectieux), et de son pouvoir toxicogene (c#pac

a produire des toxines). Il existe aussi de nombwaus pathogenes.

On distingue deux catégories de bactéries pathsgene

196 Kttp://www.vulgaris-medical.com/encyclopedie/endogd 693.html
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» Strictes ou spécifiques : Ces bactéries provogdesttroubles quel que soit le patient, sauf
dans le cas dgworteurs sainsPar exemple Salmonella typhetVibrio cholerae

« Opportunistes : Ces bactéries provoquent des &eubrsque les défenses immunitaires de
I'ndte sont affaiblies (on parle aussi de sujeisiunodéprimés Par exemple Pseudomonas

aeruginosa

Plasmocytes globules blancs du sang. Ces cellules sont pradastd'anticorps, et elles sont le
stade final de différenciation des lymphocytes B.laAdifférence d'autres Lymphocytes B, qui
présentent leurs anticorps au niveau de leur sunfise@mbranaire, les plasmocytes sont capables de
produire des anticorps solubles. De plus, ces lesllse caractérisent par une incapacité de
prolifération (contrairement aux autres stadestigda@ion des lymphocytes). Ces plasmocytes sont
produits dans la rate des mammiferes et migrens dammoelle osseuse ou ils peuvent survivre

plusieurs mois, permettant ainsi une défense atkmnge de l'organisme.

Pouvoir chimiotactique :capacité d'une cellule a réagir a un gradientedaubstance chimique.

Propriétés anti-protéasigues capacité a ralentir ou a stopper les enzymes rdlies liaisons

peptidiques des protéines.

Résonance plasmonigue de surfacenéthode de mesure de la liaison d'un ligand suréaapteur

adsorbé a la surface d'une couche métallique. & de détection est basé sur une variation de

lindice de l'interface quand le ligand se fixe aésepteurs?’
Splénocyte terme utilisé pour désigner les cellules issuda date.

Transfection : processus de transfert de génes, c'est-a-diteodlinction d'ADN exogene dans des

cellules eucaryotes, non-médié par un virus, pposition a la transduction.

197 hitp://www.biochimie.univ-montp2.fr/licence/liaistsurf plas.htm
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2) Activités desr-GalCer

Résumeé des tests effectués, jusqu’a présent, 8ilRNe7000 (K), 'OCH (O) et kx-C-GalCer (C).

Remarque Pour une question de clarté, une annotation distide celle du manuscrit a été attribuée

aux références citées dans les tableaux. Certamefeja été citées au cours des chapitres préséden

Effet de l'a-GalCer sur la

Maladie/Systéme modéle maladie Références
Mauvais  Aucun  Bon
Maladie Autoimmune
Diabétes Type 1
D1, D2, D3
Souris NOD K, O D4, D5, D6,
D7, D8
Encéphalomyélites (EAE)
Souris SJL (Protéine myelinique) K D9
Souris PL (Protéine myelinique) K D9
Souris B6 (peptide MOG35-55) K K, O nglfllo‘
Rhumatismes et Inflammations
Souris B6 (Arthrite induite par le collagene) K P12
Souris SJL (Arthrite induite par le collagéne) K (0] D12
Model K/BxN (Injection d’anticorps) K D13
Souris F1 (NZBxNZW) (Lupus nephritis) K DDlléé DDllg
Souris BALB/c (Lupus nephritis) K D1®19
Souris SJL (Lupus nephritis) K D19
Souris MRLipr/lpr (Dermatite) K K D20D21
Souris B6 ou B6x129 (Colitis) K, O D2R23
Allergie/asthme/sensibilité au contact
i}%iﬂ?eB(ﬁaLEégs(:rrrompmi;,;a\tion contre I'ovalbumine et K D24 D25
Souris BALB/c (immunisation contre I'ovalbumine et
mesure de la fonction pulmonaire avec obstructamp K D26, D27,
de la méthacholine) D28
Athéroscléroses
Souris déficiente en Apolipoproteine E K, O D2?),3I3130,
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Effet de I'a-GalCer sur la

Maladie/Systéme modéle Références
Mauvais Bon
Infectious disease

Mycobacterium tuberculosis (M. tb.)
;ctjrl;r\i/faiﬁguosl:a BALB/c infectées pM. tb Erdman par K D32 D33
Lyses des cellules NKT humainiesvitro infectées par K D34
M. tb H37

Streptococcus pneumoniae
Souris B6 (infection intra trachéale) K D35

Pseudomonas aeruginosa
Souris BALB/c ou B6 (pneumonie) K D36
Souris B6 (infection urinaire) K D37

Plasmodiunspp. (malaria)

Souris BALB/c ou B6 infectées par les sporozoaites
yoeliiouP. bergei

Souris BALB/c ou B6 infectées p&r yoeliior P. bergei

K,C D38 D39

(stade érythrocytaire) D39
Trypanosoma crufMaladie de Chagas)
Souris B6 ou BALB/c infectées par injection péritate K D40D41
Sou_ris B6 ou BALB/c infectées par intramusculaite o D41
par intraveineuse
Cryptococcus neoformans
Souris B6 (infection par intraveineuse par sérotpe K D42
Virus Hépatite B
Souris transgéniques infectées par le VHB K i)
Virus encéphalomyocardie diabétogénique
Souris BALB/c K D45
Virus syncytium respiratoire
Destruction du virus D46
Perte de poids K D46
Immunologie tumorale
Initiation de la tumeur sur souris modéles
Tumeurs mammaires sur souris transgénique Her-2/neu K D47
Souris B6 (élimination de p53) K D47
Souris B6 (infection par sarcome) K D4Z)’ 4D948’

Grossissement de la tumeur et métastases sur soanliles
Inoculation par intraveineuse du mélanome B16
Inoculation par intra péritonéale du lymphome EL-4

CK, D38,D50
K D50
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