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RESUME

La résistance bactérienne aux antibiotiques est I'un des problémes préoccupants
auquel la médecine moderne doit faire face de nos jours. 11 est certain que la découverte de
nouvelles familles d’antibiotiques pourrait venir a bout des souches de bactéries
multirésistantes, mais pour combien de temps? Une nouvelle approche thérapeutique
prometteuse apporte une solution simple et efficace a cette question en mettant de I’avant des
médicaments qui empéchent I’adhésion cellulaire. D’autant plus, il se trouve que la protéine
FimH des pili d’adhésion (une adhésine), chez la grande majorité des souches d’E. coli
uropathogeénes, possede une affinité¢ sélective pour les dérivés mannopyrannosides. En
observant les structures tridimensionnelles de complexes FimH-mannopyrannoside, on
remarque trois positions potentiellement modifiables: C-1 qui pointe vers I’extérieur du site
d’interaction, C-2 ot I’on retrouve un petit espace de forme allongée et C-6 ot il y a un petit
volume trés court et quand méme large. L’objectif est donc de synthétiser de nouveaux
mannopyrannosides dans le but d’en augmenter ’affinit¢ avec le FimH, en ajoutant ou
supprimant des groupes fonctionnels aux positions C-2 et C-6. La modification de groupes en
C-1 a déja été largement explorée au sein du laboratoire Roy, en grande partie par le docteur
Mohamed Touaibia. Ainsi, la synthése au laboratoire a mené d’abord & une série d’a-D-
mannopyrannosides de méthyle O-alkylés en C-2. Par la suite, deux séries ont été
synthétisées: les o-D-mannopyrannosides de méthyle, puis des o-D-mannopyrannosides
d’allyle, toutes deux ayant des groupements sulfates ou phosphates en C-6. Une derniére
série, les a-D-rhamnopyrannosides d’allyle qui portent soit un atome d’hydrogeéne ou de fluor
a la place de P’alcool en C-6. En cours de route, a été également synthétisé un o-D-
mannopyrannoside d’allyle fluoré en C-2. D’un autre coté, la modélisation moléculaire
comme outil de visualisation et de prédiction des interactions protéine-ligand a permis
d’établir un modéle de relation quantitative entre la structure et l'activité (QSAR) de
différents mannopyrannosides. Les tests biologiques d’inhibition permettent d’évaluer
Pcfficacité réelle des ligands en donnant la valeur de constante de dissociation (Ky).
Finalement, 1’étude in silico des interactions protéine-ligand aide I’orientation de la synthése
de nouveaux mannopyrannosides qui possédent un potentiel inhibiteur de I’adhésine FimH
chez E. coli, et ce, tout en écartant la possibilité de développement de résistance aux
antibiotiques.

Mots-clefs: algorithme génétique, o-mannnose, Escherichia coli, FimH, infections urinaires,
interactions protéine-sucre, QSAR, résistance bactérienne aux antibiotiques.



CHAPITRE I
INTRODUCTION

I.l L'IMPORTANCE DES SUCRES DANS LA NATURE

Dans la nature, la matiére s’organise en des structures de divers niveaux de
complexité. Les quarks forment les protons et neutrons, qui avec les électrons, forment les
atomes, les atomes forment des molécules, les molécules organiques forment des cellules, les
cellules forment des organes, les organes des organismes, etc. La vie est en fait le plus haut

niveau de complexité de la matiere.

A

Organismes

Cellules
/ Molécules organiques \
/ Molécules \
/ Atomes \
/ Nucléons: Protons et Neutrons \
)
Particules élémentaires: Quarks et Electrons

Figure 1. La pyramide de la complexité de la vie.'

D’une maniére un peu simpliste, les molécules organiques, blocs élémentaires
essentiels & la vie, seraient au nombre de 68. Ces derniéres sont divisées en quatre catégories:
les 8 nucléosides (qui forment ’ADN et ’ARN), les 20 acides aminés (qui forment les

protéines), les 8 classes de lipides ainsi que les 32 classes de glycanes.

"Reeves, H., L heure de s enivrer, Seuil, 1986, 290 pages



Nucleic Acids Glycans
(DNA and RNA)

Proteins

AT Lipids
Fue, Gal. Gle, GloA, Man, GalN
NeuAc. Xy, Kdn, Kdo, Ara, Ar:
GalUAa, Glet AL
GaiNAcUA, ManNAc,
PerNAc, GuiNAc, Per.

Fo, Gl Gipl, Pk, PL S

Sphi, SHi

Figure 1.2 Les 68 molécules de la vie divisées en 4 catégories: les nucléosides,
les acides aminés, les lipides et les glycanes.”

Les glycanes regroupent les saccharides, les glycoconjugués, les glycoprotéines, les
glycolipides et les protéoglycanes. Toutes ces classes de glycanes sont composées d’unités
saccharidiques. La beauté des monosaccharides est qu’une grande complexité est engendrée
avec un petit nombre d’atomes. St l'on prend I’exemple d’un hexopyrannose de formule
moléculaire brute C¢H 20, 1l y a 32 stéréoisoméres possibles. Ce fait est encore plus flagrant

lorsqu’on parle d’oligosaccharides.

Dans le cas d’un oligosaccharide pentamérique composé de cing unités
hexopyrannose, 2 144 640 1someres sont possibles; alors que seulement 120 isomeéres
d’oligopeptide ou d’oligonucléotide (également pentamériques) ne sont possibles. Cela vient

d’abord du fait que les oligopeptides et oligonucléotides possedent des structures linéaires,

> Marth, J. D., Nat. Cell Biol., 2008, 10, 1015-1016



alors que les oligosaccharides peuvent étre branchés. De plus, les unités monosaccharidiques

qui composent les oligosaccharides possédent 5 stéréocentres.’

Iigure 1.3 a) Structure générale d’un acide désoxyribonucléique (R, = base nucléique)
b) Structure générale d’un acide aminé (R, = chaine latérale) ¢) Structure du p-mannose (un
représentant des hexopyrannoses) et mise en évidence de ses stéréocentres.”

Par ailleurs, la réaction de formose découverte en 1861 par le chimiste russe
Aleksandr Butlerov permet de générer un certain niveau de complexité a partir d’une
molécule bien simple: le formaldéhyde. En effet, les différentes réactions a 1I’équilibre
catalysées par une base et un métal, Ca(OH), par exemple, aboutissent au D-ribose quli
possede quatre stéréocentres sous forme de pentafurannose. Comme quol il peut-étre possible
que la vie aurait peut-&tre été générée a partir d’une molécule ne possédant aucun carbone

asymétrique vers une molécule auto-réplicable qui forme de nos jours UARN. A I'aide de

cette réaction, il est aussi possible de former des pentoses et des hexoses.

Le formaldéhyde, de formule moléculaire CH,O, peut polymériser pour former des
monosaccharides de formule générale (CH,0), (d’ou I’ancienne appellation d’hydrates de
carbones) qui eux-mémes peuvent composer des oligosaccharides de formule générale
[(CH;0),]w De plus, cela rappelle les synthéses de novo de Northrup et MacMillan pour
former des hexoses obtenus par deux étapes de condensation aldolique.>® A I’aide du méme
aldéhyde précurseur, ils ont réussi a former du D-glucose, du D-mannose et du D-allose de

maniére €nantios¢lective avec des rendements supérieurs a 79%, des dr d’au moins 10:1 et

des ee d’environ 95%. Méme qu’en utilisant I’énantiomére de 1’organocatalyseur a la

* Lindhorst, T. K., Ess. Carb. Chem. Biochem., 2007, pp.213-216

‘f Butlerov, A. M., Zeitschrift fiir Chemie, 1861, 4, 549-560 (1861)

’ Northrup, A. B., Magion, 1. K., and MacMillan, D. W. C., Angew. Chen. Int. Ed. Engl, 2004, 43,
2152-2154

6 Northrup, A. B., and MacMillan, D. W. C., Science, 2004, 305, 1752-1755
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premiére €tape, ils ont pu obtenir des L-hexoses. Au laboratoire, 1l est possible de générer

rapidement un certain niveau de complexité contrdlée et former des sucres naturels ou non.

)i )i
O o} (0]
H”H H™ H
HJ\H —_ HO\)\H - Ho/\f) J\H
OH
formaldéhyde hydroxy- D-glycéraldéhyde
0 acétaldéhyde
HJ\H
0
OH O 0 y J\H o
OH OH
D-érythro-2-pentulose D-tétrulose dihydroxyacétone
0
o L,
OH OH OH O
OH H oH
D-ribose D-ribulose

Figure 1.4 Equilibres impliqués dans la réaction de formose proposée par Breslow en 1959.7

Pour comprendre la vie, il a fallu d’abord décrypter I’information que recéle le code
génétique. En génomique, ’alphabet de [’acide désoxyribonucléique est composé de quatre
lettres: 1’adénine (A), la cytosine (C), la guanine (G), et la thymine (T). Le langage génétique
est en fait composé de 22 codons, c’est-a-dire 22 mots des trois lettres. Les codons se
traduisent en les 20 acides aminés plus le codon start et le codon stop. Ce qui donne en
protéomique [’alphabet des protéines, composé de 20 lettres: un acide aminé par lettre. Par

analogie, en glycomique il y aurait « le troisiéme alphabet de la vie » dont le principe de

" Breslow, R., Tetrahedron Lett., 1959, 21, 22-26

)
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fonctionnement n’a pas été découvert. Selon cette théorie, le « glycocode » permettrait

d’expliquer la biologie des unités saccharidiques que 1’on retrouve a la surface des cellules.®’

Méme si1 ’alphabet des sucres n’existe pas encore, cela ne met pas en doute la
complexité des sucres et I’importance de leur réle en milieu biologique. Sur les 68 molécules
organiques essentielles a la vie, un peu moins de 50% d’entre elles sont composées d’unités

saccharidiques.’

Les sucres jouent d’abord un réle évident au niveau du métabolisme, comme par
exemple le glucose qui est une des principales sources d’énergie de notre organisme. Au
niveau de la glycolyse, chaque molécule de glucose produit globalement deux molécules
d’ATP par voie anaérobique ou jusqu’a 38 molécules d’ATP par voie aérobique impliquant
une oxydation compléte sutvie du cycle de Krebs. En termes énergétique, cela fournit a

I’organisme entre 120 kJ/mol et 1140 kJ/mol de glucose environ."

Le second r6le évident des sucres est au niveau structural. Chez les plantes, la
cellulose forme majoritairement la paroi cellulaire et est aussi le principal constituant du bois.
La paroi cellulaire des bactéries est composée en partie de polysaccharides''; tandis que celle
des champignons est composée de chitine, un polymére de N-acétyl-B-D-glucosamine'’. La
chitine est d’ailleurs une importante composante de 1’exosquelette des insectes et des

arthropodes tels que les crabes, les homards, les araignées, les scorpions, etc.”

Moins évident que précédemment, les sucres jouent un réle important au niveau des

. . 14 , . o P, . ! ,
infections'®, de la réponse immunitaire'’, de la différenciation cellulaire'®, du développement

¥ Seyrek, K., Turk. J. Vet. Anim. Sci., 2004, 28, 787-792

? Niederhatner, P., Sebestik, J., and Jezek, J., J. Pep. Sci., 2008, 14, 2-43

"'Weil, J.-H., Biochimie générale, Chapitre 7, Dunod, Paris, (2001)

" Lichtman, S. N., Bachmann, S., Munoz, S. R., Schwab, J. H., Bender, D. E., Sartor, R. B., and
Lemasters, J. J., Infect. Imm., 1998, 61, 4645-4653

"> Raven, P. H., Evert, R. F., et Eichhron, S. E., Biologie végétale, Chapitre 13, DeBoek, New-York,
2003

13 Claverie, 1., Panet, M., et Barbeau S., Biochimie, p.33, Ed. Porphyre, Pays-Bas, 2008

" Karlsson, K.-A., Angstrom, J., Bergstrom, J., and Lanne, B., Acta Pathol. Microbiol. Immunol.
Scand., 1992, 100, 71-83



6

, - .. . . 2 19 . .
des neurones'’, de I’adhésion des bactéries, des virus et des parasites.'™"” Ils joueraient

’ ~ . . - . 21
également un réle important dans le cancer’ et aussi dans le processus anti-inflammatoire.

La reconnaissance moléculaire se définit comme étant |’association spontanée (donc
favorisée thermodynamiquement) de deux molécules complémentaires. L’exemple le plus
connu est probablement I’ADN, ou les bases azotées (puriques et pyrimidiques) s’associent
entre elles en paires (telles les paires Watson-Crick) via des ponts hydrogéne. L’adénine (A)
reconnait donc la thymine (T) par deux ponts hydrogénes; la cytosine (C) reconnait la
guanine (G) par trois ponts hydrogéne. Inversement, il n’y a pas de reconnaissance

moléculaire entre les paires AC, AG, TC ou TG, ce qui est €galement appelé un mismatch.

N—-H----0O 0----H N
N/ Moo oyon ; >
R N H-N R N H

Figure 1.5 Paires de bases Watson-Crick entre a) I’adénine et la thymine b) la guanine et la
cytosine. Les donneurs de ponts H sont représentés en bleu, les accepteurs en rouge.

Les mémes principes de reconnaissance moléculaire et de complémentarité sont aussi
retrouvés dans I’association entre une molécule et un ligand (tel un sucre). Souvent, des ponts
hydrogenes sont impliqués et ces derniers doivent associer un donneur avec un accepteur, a
une distance et un angle optimal. Mais 1l y a aussi des interactions avec les ions métalliques
et les diverses interactions hydrophobes. Dans les livres de biochimie, la maniére imagée de
représenter aux étudiants affinité d’une protéine pour une petite molécule organique est
I’analogie clef-serrure. Une protéine quelconque posséde une spécificité plus ou moins large.

Dans le cas de protéine spécifique a un type ligand il y a, par exemple, les serrures galectines

" Springer, T. A., Annu. Rev. Cell Dev. Bio., 1990, 6, 359-402

' Bremer, E. G., Curr. Top. Membranes Transp., 1994, 40, 387-41
" lungalwala, F. B., Neurochem. Res., 1992, 19, 945-957

" Musser, J. H., Annu. Rep. Med. Chem., 1992, 27,301-310

" Schnaar, R. L., 4dv. Pharmacol., 1992, 23, 35-84

* Hakomori, S., Curr. Opin. Immunol., 1991, 3, 646-653

! Giannis, A., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1994, 33, 178-180



spécifiques aux clefs galactopyrannosides, la serrure PA-IIL spécifique aux clefs

fucopyrannosides, la clef FimH spécifique aux clefs mannopyrannosides, etc.

Ligand

Macromolécule

b)

Figure 1.6 Représentations imagées des interactions protéine-ligand
a) Analogie clef-serrure b) Analogie du casse-téte

Chez les sucres, et chez les hexopyrannoses plus particuliérement, il est intéressant
de voir a quel point les protéines ont évolué pour reconnaitre des structures qui, a premiere
vue trés semblables, possedent la méme formule moléculaire brute. Les protéines qui
reconnaissent les sucres sont donc capables de différencier chaque carbone asymeétrique ou
les groupements hydroxyles sont orientés de maniére axiale ou équatoriale. L’ inverse est vrai
aussi, deux protéines de familles différentes (ex: galectines vs PA-IL) peuvent reconnaitre un
sucre, le D-galaclose par exemple, avec des interactions relativement différentes. Les

protéines qui s’associent a des sucres ou leur dérivés sont appelées lectines.

Les lectines forment une superfamille de protéines qui possedent un domaine de
reconnaissance pour les sucres (CRD) et se retrouvent partout dans la nature: chez les
bactéries, les champignons, les plantes, les insectes, les mammiféres (dont les humains), etc.
Tel que mentionné plus haut, leur spécificité est restreinte a une seule famille de molécules
(B-glucopyrannosides, c.-mannopyrannosides, 3-galactopyrannosides, etc.). Leur implication
dans les processus biologiques fait en sorte qu’elles sont essentielles au bon fonctionnement

de ["organisme; leur dysfonctionnement étant souvent a I’origine de maladjes.



1.2 LESPROTEINES LIANT LE MANNOSE

Chez les mammiféres, les cellules épithéliales exposent un large éventail de molécules
glycoconjugués a leur surface. Ces structures jouent des roles cruciaux dans plusieurs
processus cellulaires importants et mettent en jeu des interactions protéine-sucre via un
domaine de reconnaissance pour les sucres (CRD). Par conséquent, la communication
cellule-cellule utilise les sucres comme signaux. Ce phénomene universel chez les étres
vivants impliqﬁe des structures assez simples, au mieux des tri- ou tétrasaccharides, qui
s’insérent profondément dans le site d’interaction de la protéine, a moins d’implication d’un

[ . 2
épitope conformationnel.

De plus, la grande majorité des protéines n’utilisent qu’un groupe limité de sucres trés
similaires entre eux, ce qui permet d’atteindre un haut degré de sélectivité. Par exemple, le
systeme immunitaire inné chez les humains exploite la structure des mannopyrannosides
comme moyen de défense contre divers agents infectieux (tels bactéries, champignons et
levures) via les protéines interagissant avec le mannose (MBP). Jusqu’a présent, nous savons
que les macrophages, les hépatocytes et les cellules dendritiques utilisent les
mannopyrannosides dans la reconnaissance cellulaire ou comme activateur. Inversement, les
bactéries, telles les souches d’E. coli, sont hérissées de pili et possedent au bout desquels une
protéine (une adhésine) vient se lier aux mannopyrannosides des tissus de 1’hote. Les
bactéries possedent les mémes mécanismes pour infecter I’humain que 1’humain pour se
défendre de ces infections. Cette adhésion cellulaire est en fait la premiére étape du processus

d’infection bactérienne.

De ce fait, le développement de nouveaux mannopyrannosides, employés seuls ou sous

23,24,25,26

forme de glycopolyméres ou encore de glycodendriméres, deveniennent trés utiles

pour I’approche thérapeutique de demain. Ces derniéres exploitent le phénomeéne de

2 1is, H., and Sharon, N., Chem. Rev., 1998, 98, 637-674

Z Roy, R., Polymer News, 1996, 21, 226-232

* Turnbull, W. B., and Stoddart, J. F, Rev. Mol. Biotechnol., 2002, 90, 231-255

* Lindhorst, T. K., Top. Curr. Chem., 2002, 218, 201-235; Lindhorst, T. K., Top. Curr. Chem., 2002,
218, 201-235; Bezouska, K., Rev. Mol. Biotechnol., 2002, 90, 269-290

*6 Cloninger, M. J., Curr. Opin. Chem. Biol., 2002, 6, 742-748



pour I’approche thérapeutique de demain. Ces dernieres exploitent le phénomeéne de
multivalence® et leur synthése trés flexible résulte en une infinité d’architectures. De plus, ils

. - 8,20
peuvent présenter de nombreux types de monosaccharides.”®

Dans ce présent travail, sera fait un survol des cas d’interactions protéine-sucre les
plus étudiés impliquant des mannopyrannosides. Evidemment, d’autres cas importants
impliquent également ce méme genre d’interactions avec d’autres sucres, comme les
protéines interagissant avec le galactose, telles les galectines.” L’étude des interactions entre
un sucre et une protéine permet de raffiner la structure du monosaccharide en question et
ultimement de pouvoir I'incorporer dans la structure d’un glycopolymére ou encore un

glycodendrimeére.

1.2.1 L’anticorps monoclonal humain 2G12

Découvert au début des années 1980, le VIH a causé la mort de beaucoup de
personnes dans le monde jusqu’a ce jour et demeure encore parmi les maladies les plus
¢tudiées. De I'extérieur, ce virus est formé d’une bicouche lipidique protectrice qui est
parsemée d’une glycoprotéine transmembranaire (la gp4l) qui elle-méme est surmontée
d’une seconde glycoprotéine (la gpl20), tous les deux formant un trimere. Le role de la
gpl20 est en fait de trouver des récepteurs pour se fixer a la cellule cible et ainsi permettre
Iinjection du matériel viral dans la cellule. Pour ce faire, la gpl20 expose des
oligosaccharides (le ManyGlcNAc;) qui se lient spécifiquement a [’antigéne monoclonal
2G12. Ainsi désactivé par la présence de ces oligosaccharides, le 2G12 ne peut plus
communiquer avec le systtme immunitaire. Les personnes affectées deviennent de cette
maniére immunodéficientes et peuvent mourir de n’importe quelle maladie normalement

anodine, telle une grippe.

" Roy, R., Trends Glycosci. Glycotechnol., 8, 79-99 (1996)

2 Roy, R., Trends Glycosci. Glycotechnol. 2003, 15, 291-310; Roy, R., The Chemistry of
Neoglycoconjugates. In Carbohydrate Chemistry, Boons, G.-J.,, Ed., Blackie Academic &
Professional, London, UK, 1998, pp 243-321; Roy, R., Carbohydrate in Europe, 1999, 27, 34-41

* Pieters, R. J., Trends Glycosci. Glycotechnol., 2004, 16, 243-254

% Brewer, C. F., Biochim. Biophys. Acta, 2002, 1572, 255-262; Cooper, D. N. W., Biochim. Biophys.
Acta, 2002, 1572, 209-231



Figure 1.7 a) Virus de 'immunodéticience humaine (VIH)
b) Fab 2G12 complexée avec ManyGlcNAc, (code PDB 10P5).*!

Les principales approches thérapeutiques de nos jours ciblent trois enzymes du virus:
la transcriptase inverse, I’intégrase et la protéase. Une quatriéme option est de cibler la gp120
a I'aide de lectines spécifiques aux mannopyrannosides. Par inhibition compétitive, ces
derniéres lectines sont préférées au 2G12 par la gpl20 qui ne peut effectuer son action contre

le systéme immunitaire.

gp120

gp4t

membrane
virale

Figure 8. La glycoprotéine transmembranaire gp41 surmontée de

A Calarese, D. A., Scanlan, C. N., Zwick, M. B., Deechonkit, S., Mimura, Y., Kunert R., Zhu, P,
Wormald, M. R., Stanfield, R. L., Roux, K. H., Kelly, J, W., Rudd., P. M., Dwek, R. A., Katinger, H.,
Burton, D. R., and Wilson, 1. A_, Science, 2003, 300, 2065-2071
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la glycoprotéine gpl20 formant ainsi un homotrimeére.
Parmi les études sur le VIH, plusieurs études ont découvert des lectines d’origine

végétale ou bactérienne qui posséderaient une excellente affinité pour la gp120.

|

Figure 1.9 a) Canavalia ensiformis b) Con cmplexée au mannotriose (code PDB
ICVN)*? ¢) Nostoc ellipsosporum d) CV-N complexée a Man-9 (code PDB 3GX2)* e)
Galanthus nivalis f) GNA complexée au MeMan (code PDB IMSAY? g) Griffithsia sp. h)

2 Naismith, ). H., and Field, R. A, J. Biol. Chem., 1996, 271, 972-976

3 Botos, 1., O’Keefe, B. R., Shenoy, S. R., Cartner, L. K., Ratner, D. M., Seeberger, P. H., Boyd, M.
R., and Wlodawer, A., J. Biol. Chem., 2002, 277, 34336-34342

* Hester, G., Kaku, H., Goldstein, 1. J., and Wright, S., Nat. Struct. Biol., 1995, 2, 472-479



12

complexée avec D-Man (code PDB 2GUD)™ i) Morus nigra j) MNL complexée avec D-Man
(code PDB 1XXR)* k) Microcystis viridis 1) MVL complexée avec Man;GlcNAc, (code
PDB 1ZHS)"” m) Narcissus pseudonarcissus n) NPL complexée avec 3a-mannobiose (code
PDB INPL)*® o) Scilla campanulata p) SCL non-complexée (code PDB 1B2P).”

Plusieurs de ces structures ont été caractérisées par diffraction des rayons-X sous
forme de complexe avec un ligand. Ne seront pas comparées ici les interactions de SCL, sa
structure PDB apoprotéine, et MVL car leur mode de liaison n’implique pas seulement une
unité de mannose, mais quatre unités saccharidiques. A la figure 8, ol sont comparées les
majeures interactions (pont hydrogenes), on observe quelques similitudes sur ’unité mannose

principale.

Pour ce qui est des complexes avec NPL et GNA, les mémes interactions se font avec
les mémes résidus d’acides aminés. Ce qui est attendu puisque les deux plantes font partie de
la famille des amaryllidacées et partagent 84% d’homologie de la séquence au niveau des
deux lectines. La superposition de leur structure tridimensionnelle se fait avec un écart
d’aussi peu que 0,26 A calculé & Iaide du logiciel MOE. Les principales interactions se font
au niveau de I’hydroxyle en C-2, ce qui permet une reconnaissance sans équivoque du D-
mannose versus le D-glucose ou le D-galactose. Cette derniére particularité n’est pas
commune avec les structures restantes. NPL et GNA possédent aussi, tous deux, la
caractéristique de pouvoir complexer trois unités mannopyrannosides (par monomere de
lectine) avec les 6 mémes résidus d’acides aminés. Aucune de ces interactions ne se fait avec

la chaine principale de la lectine.

Pour les complexes avec GRET et MNL, c’est ’hydroxyle en position C-6 qui est

fortement reconnu (avec 4 et 5 ponts hydrogéne respectivement). Aucune interaction ne se

¥ Zidlkowska, N. E., O’Keefe, B. R., Mori, T., Zhu, C., Giomarelli, B., Vojdani, F., Palmer, K. E.,
McMahon, J. B., and Wlodawer, A., Structure, 2006, 14, 1127-1135

36 Rabijns, A., Barre, A., Van Damme, E. J. M., Peumans, W. J., De Ranter, C. J., and Rougé, P., Fed.
Soc. Biochem. Mol. Biol. J., 2005, 272, 3725-3732

7 Williams Ir., D. C, Lee, J. Y., Cai, M., Bewley, C. A, and Clore, G. M., J. Biol. Chem., 2005, 280,
29269-29276

** Sauerbomn, M. K., Wright, L. M., Reynolds, C. D., Grossmann, J. G., and Rizkallah, P.J., J. Biol.
Chem., 1999, 290, 185-199

¥ Wood, S. D., Wright, L. M., Reynolds, C. D., Rizkallah, P. J., Allen, A. K., Peumans, W. J., and
Van Damme, E. J. M., Acta Cryst. Section D, 1999, D55, 1264-1272
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fait avec le groupement alcool en C-2, ni directement avec un résidu d’acide aminé ni
indirectement vig une molécule d’eau. Ce qui veut dire que les deux lectines ne sont pas
spécifiques au D-mannose, puisque leur affinité est €largie aussi au D-glucose. D ailleurs, une
structure obtenue par diffraction des rayons-X du GRFT complexé au D-glucose est
disponible dans la littérature (Code PDB 2NUO).* Au niveau des interactions en général, il y
a quand méme assez de similitude entre GRFT et MNL. Un aspartate, via sa fonction acide
carboxylique, lie a la fois les hydroxyles aux positions C-4 et C-6. Tous les autres ponts H se
font avec I’amide (NH et/ou C=0) de la chaine principale. Malgré ces fortes similarités, il
n'y a pas de lien entre les espéces Griffithsia sp. (une cyanobactérie) et Morus nigra (un
mirier noir) ou il n’y a pas plus de 29% d’homologie dans la séquence d’acides aminés de

leur lectine.

Code PDB  3GXZ 1CVN INPL [MSA 2GUD IXXR
Lectine CV-N Con A NPL GNA GRFT MNL
Résolution 2,50 A 2,30 A 2,00 A 2,29 A 0,94 A 2,00 A
Ponts H 5 6 6 6 7 8
0-1 - - - - - -
GIns7 GIn57
OH-2 - - Asp59 Asp59 - -
Asn61 Asnbl
OH-3 Asn93T L o0ge Glns7 Glns7 Gly44® Gly27*
Asp95°
OH-4 g’;ﬁ /f‘sspf121048 Tyr6s Tyr6s Asp30  AsplS3
0-5 - Leu99? Asn6! Asné6l Ser27° Phel50°
Gly26° Glyl49a
Tyrl00° Tygt  Lhel30
OH-6 Glu23 Y ; ; yreo Val151?
Asp208 Tyr28 a
Asp30 Vall51
Aspl53

Tableau 1.1 Comparaison des ponts hydrogene entre différentes lectines et des unités
mannose principales. " Interactions avec la chaine principale de la protéine.

40 7Ziotkowska, N. A., Shenoy, S. R., O’Keefe, B. R., and Wlodawer, A., Prot. Sci., 2007, 16, 1485-
1489
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Les structures CV-N et Con A montrent un peu de similarité dans les interactions
avec un mannose. Pour la cyanovirine-N, les interactions majeures se font entre la chaine
principale de la protéine et les hydroxyles C-3 et C-4; alors que chez Con A, elles se font
avec les hydroxyles en C-4 et C-6, dont une seule avec la chaine principale. Pour la
concanavaline A, il n’y a aucune interaction avec participation de I’oxygéne endocyclique
(O-5). Entre ces deux séquences, il n’y a au plus de 1% d’homologie. Toute comme pour
GRFT et MNL, la concanavaline A et la cyanovirine-N ne reconnaissent pas 1’hydroxyle en
position C-2. Comme quoi elles seraient également des lectines non-spécifiques ayant des
interactions a la fois avec le mannose et le glucose. D’ailleurs, il est mentionné dans la

littérature que Con A lie trés bien le D-glucose.”!

Dans tous ces exemples, il y a deux points en commun: I’oxygéne anomérique (O-1)
n’est impliqué dans aucune interaction; aucune molécule d’eau n’est impliquée pour former
des ponts hydrogenes indirects entre le mannose et la lectine. Evidemment, cette liste n’est
pas exhaustive et plusieurs autres lectines antivirales spéciliques au mannose sont étudiées
telles que: Urtica dioica agglutinnin (UDA), Myrianthus holstii lectin (MHL), Hippeastrum
hybrid agglutinnin (HHA), Epipactis helleborine agglutinnin (EHA), etc.

1.2.2 Protéine humaine liant le mannose

La protéine humaine liant le mannose (hMBP) fait partie de la famille des collectines
et joue un réle de premiere ligne dans la défense de ’héte. Retrouvée dans le sang de divers
mammiferes, cette protéine provoque des réactions immunitaires contre les pathogenes
indépendamment des immunoglobulines. La réponse immunitaire a lieu aprés seulement
quelques minutes d’exposition avec les agents pathogenes, ce qui induit la production
d’antigénes spécifiques aprés de 1 a 3 jours.™ La fonction principale de la hMBP est de
reconnaitre les oligomannoses a la surface de divers virus et bactéries. Aprés adhésion entre
la protéine et le ligand, il y a un début de lyse ce qui aide la reconnaissance par les

phagocytes, et de ce fait facilite le phénomene de phagocytose.

4! Ballerstadt, R., and Schultz, J. S., Sensors and Actuators B, 1998, 46, 50-55
2 Epstein, J., Eichbaum, Q., Sheriff, S., and Ezekowitz, R. A. B., Curr. Opin. Biol., 1996, 8, 29-35
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Carbohydrate
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Cyaeine Rich
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Figure 1.10 a) Structure « bouquet » d’une collectine trimérique
b) trimere de la hMBP complexée a un oligomannose (spheres jaunes = ions calcium).

La structure de la hMBP consiste en 18 sous-unités arrangées sous forme
d’hexaméres ou de triméres® qui adopte une conformation en forme de bouquet. Sur chacune
de ces sous-unités se distinguent quatre régions: le CRD (qui est dépendant du calcium), la
région du cou, une région tres riche en résidus d’acides aminés glycine et proline et une
région riche en cystéine (qui permet la formation de réticulation sous forme de: ponts
disulfures).* Les CRD se retrouvent regroupés et que cela facilite la reconnaissance des

oligomannoses, notamment ceux & la surface des bactéries et virus.

1.2.3 Macrophages et cellules dendritiques

DC-SIGN appartient a la famille des lectine de type-C (dépendantes du calcium) qui
est exprimée a la surface des cellules dendritiques et des macrophages. Cette lectine possede
un domaine de reconnaissance pour les sucres (CRD) a son extrémité C-terminale et peut,
tout comme les hMBP, former des oligomeéres (des homotétrameres) afin d’exposer quatre
CRD. DC-SIGN est capable de se lier aux glycoprotéines du gpl20 (VIH), du gpl (virus

Ebola) et du gpE (virus de la dengue) et est donc considéré comme un important récepteur

# Kawasaki, N., Ma, B. Y., and Kawasaki, T., Biochem. Biophys. Acta, 1999, 1473, 186-195
* Sheriff, S., Chang, C. Y. Y., and Ezekowitz, R. A. B., Nat. Struct. Biol., 1994, 1,789-794
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viral et ’inhibition des interactions avec les glycoprotéines représente une nouvelle approche

thérapeutique potentielle.

Figure 1.11 a) Cellule dendritique humaine
b) DC-SIGN complexée a GlcNAc,Man; (Code PDB 1K91)*

1.2.4 Lectines bactériennes

Une des premicres étapes de 'infection bactérienne est I’adhésion de I’agent
pathogene a la cellule de I’héte. Des lectines d’adhésion, appelée adhésines, sont exprimées a
la surfaces des bactéries et ’adhésion cellulaire a lieu via des interactions sucre-lectine sur
les glycolipides et les glycoprotéines se retrouvant a la surface des cellules. Les appendices
d’adhésion les plus communs sont les pili de type I (ou fimbriae) et sont retrouvés chez
différentes souches bactériennes pathogenes telles que Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella sp., Serratia marcescens, Shigella flexneri et Escherichia coli. Cette
derniére souche, ainsi que d’autres entérobactéries, se lient spécifiquement aux résidus
mannoses via une adhésine appelée FimH. Les infections urinaires causées par E. coli sont le

sujet de la section suivante.

# Feinberg, H., Mitchell, D. A., Drickamer, K., and Weis, W. 1., Science, 2001, 94, 2163-2166
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1.3 INFECTIONS DU TRACTUS URINAIRE ET ESCHERICHIA COLI

Faisant partie de la flore bactérienne intestinale normale, Escherichia coli {non-
pathogene) colonise nos intestins des les premiers jours de la naissance. Avec I’évolution
naturelle, une relation de commensalisme s’est développée entre les humains et cette bactérie.
Escherichia coli trouve donc une partie de sa nourriture dans les intestins des humains tandis
que les humains n’en retirent pas de bénéfice évident. Toutefois, certaines souches d’E. coli
ont muté pour devenir pathogénes et exposent désormais des pili d’adhésion: les souches
non-pathogeénes n’exprimant pas cette adhésine. Ces bactéries sont a I’origine de diverses

infections, telles les méningites, mais aussi les infections urinaires.

A

b)

Figure 1.12 a) Escherichia coli uropathogeéne et ses pili d’adhésion

b) FimH complexé au o-mannose (Code PDB 1KI1UY*

Les souches uropathogenes d’E. coli expriment dans leur code génétique neuf types
de protéines, soit les FimA a Fiml. Les FimC et FimD servent au transport a I’assemblage des
pili tandis les FimB et FimE servent a la régulation. Quant a eux, les pili d’adhésion sont en

fait un assemblage de quatre types de protéines: FimA, FimF, FimG et FimH.

46 Hung, C.-S., Bouckaert, J., Hung, D., Pinkner, J., Widberg, C., DeFusco, A., Auguste, C. G.,

Strouse, R., Langermann, S., Waksman, G., and Hultgren S. J., Mol. Microbiol., 2002, 44, 903-915
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Composant majeur Composants mineurs

Figure 1.13 Situation relative des FimA a Fiml
dans la séquence ADN d’E. coli uropathogéne.”’

Les pili sont composés en majeure partie de FimA, assemblés en forme de spirale, au
nombre d’environ 500 a 3000 unités dépendamment de la souche bactérienne.*® Dans le
restant de la structure, le FimA terminal est surmonté par un FimF, lui-méme surmonté par

un FimG pour se terminer avec I’adhésine FimH.

FimH
FimG

Fimb

FimA

FimD

Figure 1.14 Schématisation d’un pili chez E. coli uropathogene: FimA est représenté
en rouge, FimF en orange foncé, FimG en orange péle et FimH en jaune.*

7 Krogfelt, K. A, Bergmans, H., and Klemm, P., Infect. Imm., 1990, 58, 1995-1998

* Nishiyama, M., Horst, R., Eidam, O., Herrmann, T., Ignatov, Q., Vetsch, M., Bettendorff, P.,
Jelesarov, 1., Griitter, M. G., Wiithrich, K., Glockshuber, R., and Capitani, G., EMBO J., 2005, 24,
2075-2086

*” Nishiyama, M., Horst, R., Eidam, O., Herrmann, T., Ignatov, O., Vetsch, M., Bettendorft, P,
Jelesarov, ., Griitter, M. G., Wiithrich, K., Glockshuber, R., and Capitani, G., EMBO .J., 2005, 24,
2075-2086
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La structure du FimH apoprotéine (Code PDB 1QUN) a été caractérisée par
diffraction des rayons-X par Choudhury et son équipe en 1999.°° En fait, le FimH est
composé d’une séquence de 279 a.a. repliée en deux domaines (C- et N- terminaux) qui sont
reliés par un petit espaceur. Le domaine N-terminal (contenant le CRD) comprend les 156
premiers résidus d’acides aminés, les 120 suivants pour le C-terminal et 4 derniers pour
I’espaceur. La partie contenant le CRD se situe au bout d’un repliement de type tonneau {3
formé de 11 brins P allongés. Le complexe 1QUN contient 3 molécules d’eau co-cristallisée
dans le CRD qui se trouvent dans [’espace ou se trouveraient les groupements alcools OH-2,
OH-4 et I’oxygene endocyclique des mannopyrannosides. Ces derniers forment des ponts

hydrogénes avec Phel, Asp54 et Asn 135.

NI

Ll

Figure 1.15 Les 11 brins f constituant la structure secondaire du FimH.*

Par la suite, en 2002, Bouckaert et son équipe ont caractérisé par diffraction des
rayons-X les complexes du FimH avec le D-mannose (Code PDB IKLE)* et le MeMan
(Code PDB 1KIUY*. De cette maniére, ils ont pu décrire les interactions entre I’adhésine et le
FimH (tableau 2). Une des particularités de la structure 1KIU, c’est qu’il y a eu mutation de
Glul33 en Asp133, soit un CH, en moins. Ce raccourcissement de la chaine latérale du résidu
acide aminé 133 a un effet négatif au niveau des interactions avec le mannopyrannoside. En
effet, en plus de ne pas observer de pont hydrogéne entre le ligand et Asnl33, il y a perte

d’interactions avec Asnl35 et Aspl40. Cette mutation a donc pour effet d’abaisser

50 Choudhury, D., Thompson, A., Stojanoff, V., Langermann, S., Pinkner, J., Hultgren, S. J., and
Knight, S. D., Science, 1999, 285, 1061-1066
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considérablement 1’activité biologique et montre jusqu’a quel point un petit changement dans
la conformation de la protéine ou, par extension, du ligand peut affecter tout le syst¢éme. Dans
le cas du complexe 1KLF (non-muté), tous les atomes d’oxygéne du D-mannose sont mis a

contribution dans des ponts hydrogéne avec le FimH.

Code PDB 1QUN 1KLF 1KIU 1TR7 1UWF 2VCO
Ligand (vide) Man MeMan BuMan BuMan penta-
saccharide
Résolution 2,80 A 2,79 A 3,00 A 2,10 A 1,69 A 2,10 A
Eau 3 Hzo 1 Hzo 2 Hzo 2 Hzo 2 Hzo 2 Hzo
- Phel Phel Phel Phel Phel
OH-6 - Aspd7 Aspd7 Aspd7 Asp47 Aspa7
- Asp54 Asp54 Asp54 Asp54 Asp54
CH,-6 - Ile52 lle52 Ile52 Ile52 Ile52
0-5 Phel” Phel Phel Phel Phel Phel
OH-4 Asp54bb Asp54 Asp54 AspS4 Asp54 Asp54
Asnl35 Asnl35 - Asnl35 Asnl35 Asnl35
OH-3 - GInl33 - GInl33 GInl33 GInl33
- Aspl40 - Aspl40 Aspl40 Aspl40
Phel® Phel Phel® Phel Phel Phel
OH-2 - Gly14* Gly14* Gly14* Gly14* Gly14*
- GInl133* - GlIn133* GInl133* Ginl33?

- Asnl13§" Asnl38? Asnl3g*

O-l - - - Aspl40° Aspl40"  Aspl40
H-1 - llel3 llel3 llel3 llel3 Ilel3
- - - Tyrd8 Tyrd8 -
R - - - 1le52 Tles2 -

- - - Tyrl37 Tyrl37 Tyrl37

Tableau 1.2 Comparaison des interactions entre différents complexes du FimH.
*Pont hydrogéne indirectement via une molécule d’eau. ® En supposant que
OH-2, OH-4 et O-5 sont remplacés par 3 molécules d’eau.

En 2005, ont été co-cristallisées deux nouvelles structures du FimH complex€ avec le
BuMan par Bouckaert et son équipe. >’ Les deux complexes montrent sensiblement les
meémes interactions entre la protéine et le sucre, excepté pour Tyrd8. Ce résidu d’acide aminé

se trouve dans deux différentes conformations soit « porte ouverte », ot les deux tyrosines

3 Bouckaert, J., Berglund, J., Schembri, M., De Genst, E., Cools, L., Wuhrer, M., Hung, C.-S,
Pinkner, J., Slattegard, R., Zavialov, A., Choudhury, D., Langermann, S., Hultgren, S. J., Wyns, L,
Klemm, P., Oscarson, S., Knight, S. D., and De Greve, H., Mol. Microbiol., 2005, 55, 441-455
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sont paralleles, ou « porte fermée » ou les deux tyrosines sont plutét perpendiculaires. En fait,
Tyrd8 et Tyr137 forment une région hydrophobe dans le bas du site d’interaction, ce qu’on
appelle la porte tyrosine. Ce changement conformationnel de la protéine en « porte fermée »
amene aussi un changement conformationnel du ligand, la partie O-butyle vient se placer
dans une conformation étendue (full extended) plus favorable d’un point de vue énergétique.
Cet exemple extréme de flexibilité du FimH permet de faire de I’arrimage moléculaire rigide
sur la structure 1UWF seulement ou bien de I’arrimage moléculaire flexible tenant compte de

I’orientation de Tyr48 entre les positions « porte ouverte » et « porte fermée ».

Bulan

Figure 1.16 Superposition des complexes FimH-BuMan « porte ouverte » en rouge
(Code PDB 1TR7) et « porte fermée » en bleu (Code PDB 1UWF).*

Plus récemment, en 2008, une nouvelle structure du FimH a été cristallisée et
également caractérisée par diffraction des rayons-X (Code PDB 1VCO).” 1l s’agit du
complexe avec un pentasaccharide, I’a-D-Man-(1—-3)-[a-D-Man-(1—6)]-B-D-Man-(1—4)-3-
D-GlcNAc-(1—4)-D-GlcNAc, ou les principales interactions se font sur ['unité o-D-Man-
(1—-3); les autres unités saccharidiques n’ayant que peu d’interactions, mais non-

négligeables, avec la protéine.

* Sperling, O., Fuchs, A, and Lindhorst, T. K., Org. Biomol. Chem., 2006, 4, 3913-3922
* Wellens, A., Garofalo, C., Nguyen, H., Van Gerven, N., Slittegard, R., Hernalsteens, J.-P., Wyns,
L., Oscarson, S., De Greve, H., Hultgren, S., and Bouckaert, J., Plos One, 2008, 3, E2040
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a) b)
¢) )
e) )

Figure 1.17 a) FimH sans ligand (Code PDB 1QUN)™ b) complexé au D-mannose (Code
PDB 1KLF)* ¢) complexé au a-D-mannopyrannoside de méthyle (Code PDB 1KIU)* d)
complexé au a-D-mannopyrannoside de butyle: conformére « porte ouverte » (Code PDB

1TR7)” ¢) et conformére « porte fermée» (Code PDB 1UWF)” f) complexé a un
pentasaccharide (Code PDB 2VCO)™.

Afin d’empécher [’adhésion bactérienne, 1’idée est de synthétiser de nouveaux
ligands, en I’occurrence des mannopyrannosides, possédant une meilleure affinité pour le

FimH que les glycoprotéines et glycolipides se trouvant a la surface des cellules épithéliales

3 Choudhury, D., Thompson, A., Stojanoff, V., Langermann, S., Pinkner, J., Hultgren, S. J., and
Knight, S. D., Sience, 1999, 285, 1061-1066

> Bouckaert, J., Berglund, J., Schembri, M., De Genst, E., Cools, L., Wuhrer, M., Hung, C.-S.,
Pinkner, J., Slattegérd, R., Zavialov, A., Choudhury, D., Langermann, S., Hultgren, S. J., Wyns, L.,
Klemm, P., Oscarson, S., Knight, S. D., and De Greve, H., Mol. Microbiol., 2005, 55, 441-455

% Wellens, A., Garofalo, C., Nguyen, H., Van Gerven, N, Slittegard, R., Hernalsteens, J.-P., Wyns,
L., Oscarson, S., De Greve, H., Hultgren, S., and Bouckaert, J., Plos One, 2008, 3, E2040
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du tractus urinaire. Par le phénoméne d’inhibition compétitive, les FimH des pili vont
préférer se lier au ligand et par conséquent empécher Uinfection par E. coli. Les bactéries
ainsi désactivées par un bactériostatique sont expulsées via le flot urinaire, ce qui ne cause

aucun probléme de résistance bactérienne tel qu’observé avec les antibiotiques (bactéricides).

a) b ] ) )
/ ] : @E’j qu‘% (’fy Q;\}
v B @("’ i"\‘l‘%“
L 9 e B U aBg
5% antiobiotique N multiplication b ff @ %
% F (bactéricide) b X4
population bactéries population totalement
bactérienne résistantes résistante

Figure 1.18 Schématisation du phénomene de résistance bactérienne.

Dans une population bactérienne normale, se trouvent des bactéries plus ou moins
résistantes a l’effet des antibiotiques. En présence d’un antibiotique, les bactéries plus faibles
vont mourir tandis que les bactéries plus fortes vont se multiplier, ce qui a pour effet de

générer a la fin une population bactérienne totalement résistante a cet antibiotique.

Ce probleme n’est que la pointe de 1’iceberg, puisque de nos jours certaines bactéries
deviennent résistantes a une famille compléte d’antibiotiques, ce qu’on appelle le phénomeéne

de multirésistance.
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1.4 OBJECTIFS GENERAUX

Le but principal de ce présent projet est de lutter contre les infections opportunistes des
souches d’Escherichia coli uropathogenes tout en évitant le phénomene de résistance bactérienne
aux antibiotiques. Pour ce faire, nous proposon d’abord de concevoir par modélisation
moléculaire puis synthétiser des composés de type a-D-mannopyrannoside qui possédent une
affinité toute particuliére pour le FimH. L’étude des interactions polaires (ponts hydrogénes) et
hydrophobes entre les ligands connus (D-Man, MeMan, BuMan, etc.) sera utile pour comprendre

le phénomene d’association entre cette lectine et les inhibiteurs.

Du point de vue de la modélisation moléculaire, un modéle QSAR sera élaboré a partir de
structures de ligands connus et testés pour leur Ky par rapport au FimH. Pour construire ce
modele mathématique, le choix de descripteurs moléculaires sera une €tape importante qui aura
une influence sur I’interprétation, la précision et [’exactitude des prédictions. Lorsque le modéle
QSAR développé, il sera alors possible de prédire - les Ky pour d’autres o-D-mannopyrannosides.
Aussi, la technique d’arrimage moléculaire sera utilisée dans le but d’expliquer la différence
d’activité pour deux ligands de structure également différente. De plus, il sera méme possible de
faire ’inverse, soit d’arrimer un mannopyrannoside potentiellement inhibiteur du FimH pour

ensuite calculer son Kg.

Au niveau du laboratoire, des mannopyrannosides seront synthétisés (connus ou non)
modifiés aux positions C-2 et C-6 pour tenter d’augmenter ’affinité entre la lectine et le sucre.
Auparavant, avaient déja été synthétisés des mannopyrannosides modifiés en position
anomeérique, deux nouvelles positions seront explorées avec des groupements soit polaires ou peu
polaires. Evidemment, des stratégies de protection/déprotection devront étre utilisées afin de
dérivatiser ces mannopyrannosides de maniére régiosélective sur les groupements alcool en
question. Deux petites librairies de molécules seront donc synthétisées et de nouveaux dérivés
mannopyrannosides pourront avec les positions C-2 et C-6 modifiés en méme temps. Finalement,
les mannopyrannosides fabriqués ainsi au laboratoire pourront faire partie d’une structure

polymérique ou dendrimérique et exploiter I’effet de multivalence.



CHAPITRE 1I
SYNTHESE DE MANNOPYRANNOSIDES

2.1 INTRODUCTION

En observant, la structure d’un complexe FimH-mannopyrannoside, il est assez
évident de voir que seule la position en C-1 pointe hors la protéine. Tous les autres
groupements hydroxyles sont situés profondément dans le site d’interaction. D’ailleurs, le
docteur Mohamed Touaibia avait déja synthétisé au laboratoire Roy plus de 70
mannopyrannosides modifiés en position anomérique. Par rapport a la surface accessible au
solvant (ou surface de Connolly), seules les positions en C-2 et C-6 sont intéressantes, car
modifiables afin d’obtenir possiblement de meilleures interactions et par conséquent une
valeur de K4 plus basse. Les positions C-3, C-4 et O-5 ne sont pas modifiées dans ce projet
pour éviter la perte d’interactions favorables (ponts H). A la position 2, se trouve un premier
volume « libre » de forme plutdt conique dont le diamétre moyen fait environ 3,2 A par
environ 4,6 A de long & partir de OH-2 jusqu’au fond de la cavité. En fait, ce volume n’est
pas totalement libre, car une molécule d’eau est conservée tout au fond. Le second espace
libre se trouve a la position C-6 et est de forme plus ou moins sphérique, soit environ 4,2 A

de diamétre par a peu prés 3,3 A de profond (mesuré a partir de C-5).

Figure 2.1 Surface accessible au solvant représentant
les espaces libres en C-2 et C-6 du mannose (code PDB 1KLF)*.
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2.2 a-D-MANNOPYRANNOSIDES MODIFIES EN C-2

Dans un premier temps, la synthése d’a-D-mannopyrannosides de méthyle O-alkylés
en C-2 a été effectuée. Afin de ne faire réagir que I’alcool secondaire en C-2, il a fallu utiliser
une stratégie de protection/déprotection ne laissant libre seulement OH-2. 11 suffit d’abord de
protéger OH-4 et OH-6 a ’aide d’un benzylidéne par exemple, puis de protéger OH-3 avec
un groupement benzyle ou allyle. R, étant un méthyle, cela nous donne I’avantage de ne pas
avoir a se préoccuper de la position anomérique, car OMe-1 est assez peu réactif pour ne pas

interférer avec la déprotection du produit final.

HO HO
HO GPO oPo— ]
HO -0 GPO -0 GPO -0
HO >  HO > GPO
4 OR ,  ORy 3 OR
Ry R
HO 0 GPO : GPO— 2
HO GPO O GPO =
HO -«—— GPO ~<—— GPO
6 ORy s OR 4 OR

Schéma 2.1 Stratégie générale de modification de I’alcool en C-2 d’un
mannopyrannoside.

Aussi, un des avantages d’utiliser un benzyle au lieu d’un allyle en position-3 est que
cela simplifie grandement 1’étape de déprotection. Une simple hydrogénolyse suffit a
déprotéger simultanément le benzyle et le benzylidéne : alors qu’une étape supplémentaire de

est requise afin de se libérer du groupement allyle.”’

Toutefois, pour la synthése d’o-D-mannopyrannosides d’allyle, il ne sera pas possible
d’utiliser & la fois le 3-O-benzyle et le 4,6-O-benzylidéne, puisque ces groupements
protecteurs ne sont clivés en une scule étape que par I’hydrogénolyse. Cela cause un

important probléme: le groupement 1-O-allyle sera converti en groupement 1-O-propyle.

T Tomaszewski, M. J., Holme, K. R., and Perlin, A. S., Carb. Res., 1991,217,237-244
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La modification du groupement O-allyle en O-propyle en position anomérique
semble bien anodine avec une différence de deux petits atomes d’hydrogéne. Cette réduction
d’alcéne amene une baisse d’activité biologique: le Ky du a-D-mannopyrannoside d’allyle
passe de 0,085 nM a 300 nM lorsqu’il est converti en son dérivé propyle. Ce qui signifie une

diminution de l’activité biologique d’un facteur d’environ 3500, ce qui est loin d’étre

négligeable.

HO HO

HO HO
HO 0 HO °
HO HO
O~ O~
7 8
Kq=0,085 nM Ki=300 nM

Figure 2.2 Comparaison entre ’activité biologique du a-D-mannopyrannoside
d’allyle et du a.-D-mannopyrannoside de propyle.

I1 est difficile de savoir si les interactions hydrophobes n-m sont plus fortes que les
interactions CH-m dans ce cas précis. La surface de contact étant presque la méme,
hypothése serait que le plus haut degré de liberté du ManOPr jouerait en sa défaveur vis-a-

vis le ManOALll qui possede un lien rotatif en moins.

Phet Phes ;s
! Asp4s T Aspds
o p st
. o
Gln 133 s Gln 123 ~
s, Asp 47 Asp 47
Gly 14 W Giy 14
y g ‘ iy y
lhe 43
i bl
o LS =:
Asn 135 AT *""‘i Asn 135 o 1
5 Hesz T oira ] ; e se 1] 544 -
e . Tyr 41 3 ; ]
I e M 4 o s2a
Y 5.2 A
157
2) b)

Figure 2.3 Modélisation moléculaire des interactions entre le FimH
et a) ManOAIl b) ManOPr.
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Afin d’éviter cette baisse d’activité biologique, a été employé un groupement 3-OBz
comme substitut du groupement 3-OBn, mais toujours en protégeant OH-4 et OH-6 avec un
benzylidéne. La déprotection finale aura donc lieu eu deux étapes: le clivage du benzylidéne
en milieu acide et le clivage du benzoyle dans les conditions de Zemplén.”® Ces conditions
étant plus douces que I’hydrogénolyse, I’O-allyle ne serait pas transformé en O-propyle, ce

qui n’affectera pas l’activité biologique.
2.2.1 a-D-Mannopyrannosides de méthyle

D'aprés la stratégie générale de protection/déprotection détaillée plus haut, la
premiére étape consiste a I’installer d’un 4,6-O-benzylidéne sur I’a-D-mannopyrannoside de

’ ¢
méthy >9-60-6)

. Premicre réaction de ce projet, il a fallu bien du temps avant d’optimiser les
conditions pour obtenir un rendement convenable de plus de 40%. En fait, il s agissait
d’employer qu’un seul équivalent de PhCH(OMe), (sans grand excés) au lieu d’utiliser le
benzaldéhyde. L’ajout doit se faire lentement (gouttes a gouttes) avec une agitation maximale
sous des conditions de température avoisinant le 0°C. Un réchauffement lent jusqu’a la

température de la piece permet d’obtenir le benzylidéne 4 avec des rendements presque

quantitatifs.

HO PhCH(OMe), 1,0 équiv. h HO
WO o pTSOH 0.1 équiv. N2 0
HO ’ HO
DMF
oM OM
9 © 0°C - t.p., 2 10
95% .

Schéma 2.2 Conditions de 4,6-0-benzylidénation sélective du mannopyrannoside 9.

Mais pourquoi de ne pas utiliser le benzaldéhyde comme solvant, avec un ajout
normal ou d’un coup (peu importe), avec une agitation normale et le tout a température

piece? Pourtant cela fonctionne presque quantitativement avec des a-D-glucopyrannosides ou

5 Indurugalla, D., Watson, J. N., and Bennet, A. |, Org. Biomol. Chem., 2006, 4. 4453-4459
* Buchanan, J. G., and Schwarz, J. C. P., J. Chem. Soc., 1962, 86, 4770-4777

% Albert, R., Dax, K., Pleschko, R., and Stutz, A. E., Carb. Res., 1985, 137, 282-290

' Tanaka, N., Ogawa, 1., Yoshigase, S., and Nokami, J., Carb. Res., 2008, 343, 2675-2679
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encore des a-D-glucopyrannosides. Cela s’explique en fait par la structure méme d’un
mannopyrannoside. Les alcools en C-2 et C-3 se trouvent en configuration cis chez un
mannopyrannoside, alors que ces mémes groupes se trouvent en frans pour un
glucopyrannoside ou un galactopyrannoside. Les acétals cycliques basés sur le carbone
(isopropylidenes, benzylidénes...) ne peuvent protéger deux groupements alcool d’un sucre se
trouvant dans la configuration trans. C’est pourquoi il est possible de synthétiser des 2,3-O-
benzylidéne-a-D-mannopyrannosides et non  pas des  2,3-O-benzylidéne-a-D-
glucopyrannosides ni des 2,3-O-benzylidéne-a-D-galactopyrannosides. Mais encore, cela
explique pourquoi il ne faut pas utiliser un large excés de PhCH (OMe),, car il y aurait

forcément formation de 2,3:4,6-di-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannosides.

PhCH(OMe), ph
HO 2
HO Q 2 equw /v 0
HO
HO H* (cat.)

OR
11 12
e
HO o)
HO PhCH(OMe},
0 2 équiv. 0

HO — HO

13 14

Ph

HO PhCH(OMe), Ph — O

HO 2 0
HO -0 2 équiv. /v A |0
HO — 0
OR H* (cat.) OR y

15 16

HO PhCH(OMe), Ph H
HO »2

HO O 1 equw /v
HO
OR H* (cat.), 0
17 18

Schéma 2.3 Formation de benzylidéne sur un glucopyrannoside,
un galactopyrannoside et un mannopyrannoside.
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Aussi, ¢’est pourquoi le contrdle de la température est [’élément le plus important
pour effectuer cette benzylidénation sélective. En fait, a basse température (tel que 0°C) un
premier équivalent de PhRCHOMe), va nécessairement réagir d’abord avec ’alcool primaire
en C-6 (plus réactif que les alcools secondaires) pour former le 4,6-O-benzylidéne-a-D-
mannopyrannoside et le second équivalent va finir par donner le 2,3:4,6-di-O-benzylidéne-a-
D-mannopyrannoside si assez de temps est laiss€ a la réaction. Inversement, a plus haute
température (a 25°C par exemple), l'agitation thermique étant plus importante, la
chimiosélectivité est diminuée en défaveur du 4,6-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside, ce
qui donne en fait un mélange de 4,6-0-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside, d’exo-2,3:4,6-
di-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside, d’endo-2,3:4,6-di-O-benzylidene-a-D-mannopyr-
annoside et d” a-D-mannopyrannoside de départ, d’autant plus si ’ajout n’est pas fait gouttes

a gouttes et/ou avec une faible agitation mécanique.

Ph
HO PhCH(OMe), 1,0 équiv. HO
HO . Ph-0 0
HO -0 H*(cat.) o -0 Ph™X~0~/
OR t.p. OR
17 P 19 20 OR

Schéma 2.4 Benzylidenation du MeMan sans contrdle de température.

Les rendements sont en général trés faibles, sauf lorsque la température est contrdlée
vers le bas (0°C). En utilisant les mémes conditions que le papier initial®”, sont obtenus des
rendements treés similaires, mais peu satisfaisants. L’acide utilisé et le type de solvant
n’affectent pas tellement ’efficacité de la réaction. Bien entendu, le contréle des équivalents

permet une sélectivité entre le mono- et le dibenzylidéne.

Agent
' Acide Solvant Température Rendement
d’acétalisation
PhCHO, 25 équiv. HCOOH 88%, 10 équiv. PhCHO:HCOOH t.p. 18%
PhCHO, 25 équiv. HCOOH 99+%, 10 équiv.  PhCHO:HCOOH t.p. 37%

PhCHO, 25 équiv. AcOH glacial, 10 équiv. PhCHO:AcOH tp. traces
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PhCHO, 1 équiv. HCOOH 99+%, 10 équiv. HCOOH 99+% £p. 13%
PhCH (OMe),, | équiv. ~ HCOOH 99+%,10 équiv. HCOOH 99+% tp. 19%
PhCH (OMe),, 1 équiv. pTsOH, 1 équiv. DMF t.p. traces
PhCH (OMe),, 1 équiv. pTsOH, 1 équiv. DMF 100°C 10%
PhCH (OMe),, | équiv. HBF,, 1 équiv. DMF t.p. 16%
PhCH (OMe),, 1 équiv. CSA, 1 équiv. DMF tp. 38%
PhCH (OMe),, 1 équiv. pTsOH, 1 équiv. DMF 0°C > tp 95%

Tableau 2.1 Optimisation des conditions de 4,6-O-benzylidenation sélective du MeMan.

Comme solution alternative, il aurait été aussi possible d’effectuer une
débenzylidénation sélective a partir du 2,3:4,6-di-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de.
méthyle pour obtenir le 4,6-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle désiré. Dans
la littérature, quelques méthodes sont utilisées a cette fin, soit I’emploi de [’acide

63,64 o
™. Ce genre de réaction

phosphomolybdique™ ou par transfert catalytique d’hydrogéne
prend avantage sur le fait que les dioxolanes (cycles a 5 membres) sont plus fragiles que les

dioxanes (cycles a 6 membres), ce qui explique leur réactivité différente.

Ph
Ph ("0 Ph OH
/VOO/T/AE -0 /:O -0
ONMrrm™l oo > HO
OR OR
21 22

Schéma 2.5 2,3-0-débenzylidénation sélective du mannopyrannoside 21.

La formation d’acétals en milieu acide est en fait une suite de réactions a I’équilibre
et par conséquent trés sensible aux conditions réactionnelles. En fait, tant que le milieu reste
acide, le benzylidéne est susceptible de se faire attaquer par des nucléophiles. C’est pourquoi
il faut s’assurer d’étre en conditions anhydres et utiliser des réactifs (solvant, acide, agent
d’acétalisation) bien secs. C’est pourquoi avec 1’acide formique 88%, qui contient 12%
d’eau, 1l est difficile d’obtenir des rendements convenables. Aussi, c’est la raison pour

laquelle le PhCH(OMe), a ét¢ finalement choisi & la place du PhCHO. Dans le cas du

2 Kumar, P. S., Kumar, G. D. K., and Baskaran, S., Eur. J. Org. Chem., 2008, 6063-6067
“ Bieg, T., and Szeja, W., Communications, 1986,317-318
* Bieg, T., and Szeja, W., Carb. Res., 1985, 140, C7-C8
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PhCH(OMe),, deux molécules de méthanol sont libérées dans le milieu réactionnel, alors que
c’est une molécule avec le PhCHO. Evidemment, c’est une quantité assez minime, mais
suffisante pour déplacer I’équilibre vers la gauche. De plus, méme si ’eau est produite en
plus petite quantité que le méthanol, ce dernier étant plus volatil il peut étre €liminé plus
rapidement du ballon réactionnel lors du parachévement de la réaction sur évaporateur rotatif.

L’¢limination de I’eau peu se faire également a I’aide d’un Dean-Stark.

Le mécanisme de benzylidenation commence d’abord par I’activation de 1’agent
d’acétalation, c’est-a-dire par sa protonation dans le milieu acide. Ici, le diméthylacétal du
benzaldéhyde perd une molécule de méthanol pour former un ion oxonium réactif. Ce dernier
va donc subir une attaque nucléophile de la part de I’alcool primaire, plus réactif que les
alcools secondaires, pour former I’hémiacétal. Aprés protonation, I’hémiacétal nouvellement
formé subit une attaque nucléophile de la part de I’alcool en C-4, le seul voisin de I’alcool en
C-6, pour former finalement un acétal cyclique, le 4,6-O-benzylidéne. Cette réaction de

’

protection est en fait une transacétalation: [’acétal de départ est transféré a I’acétal final.

+ |+ Me ( +
MeO OM H M O
el e 8(3 9Me /lk
Ph” TH Ph” TH Ph” TH
- MeOH
Ph. _H Ph.__H
MeO><O/H MeO><O
M HO *1 HO HO
e HO o
()J\ o -0 HO -0 HO -
pn oy MO ) HO — HO
OMe OMe -H OMe
Ph.__H Ph. _H
Meo” 0 o Me(f<o o o
) H Ph 0
HO o) H HO o) - MeOH /E -0
HO — HO HO
OMe OMe -H' OMe

Schéma 2.6 Mécanisme de 4,6-O-benzylidénation sélective du MeMan.

Afin de modifier sélectivement I’alcool en position C-2, il faut protéger I’alcool en

position C-3. Pour s’y faire, un acétal d’étain a d’abord été formé en présence d’oxyde de
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dibutylétain®”®. Le mécanisme réactionnel est pratiquement le méme que 1’acétalisation, une
molécule d’eau est libérée dans le milieu réactionnel. Cette fois-ci, le Dean-Stark a été

employé pour éliminer I’eau qui forme un azéotrope avec le solvant (benzene ou toluene).

HO Bu-g
Ph/:O o (o " ”

il th\\&
OMe -H Bu” 'Bu OMe - Hzo

Bu Br- Bu

Busi “Sn ’/\
Bu PR ~0 OH

o
Ph Ph »
m /VO/, Alo  se N2 b H,0 5 o
—_— BnO —_— BnO
Me - SnBu,0OH,*

OMe

OMe
Schéma 2.7 Mécanisme de 3-O-benzylation sélective du mannopyrannoside 10.

>k e . 5 s 6 .

L’acétal d’étain obtenu, comume d’autres acétals d’étain de sucre®, est un produit
isolable et que I’on doit conserver a I’abri de I’humidité. Ce qui n’a pas €té fait, puisqu’une
seconde réaction a été lancée immédiatement dans une séquence one po! de deux étapes en

tout.

HO Bu- Sn
Ph
/:o .0 Bu,Sn0O 1,0 équiv. Ph/VO /
HO A/Q
toluene
oM
10 ©

reflux, 2h

Schéma 2.8 Conditions de stannylidénation du mannopyrannoside 10.

Cette seconde étape consiste en la benzylation sélective de I’alcool en C-3 avec un

exces de bromure de benzyle’”®

. Le mécanisme de la benzylation est en fait une Sy2
classique qui forme un complexe d’étain en C-2. Ce dernier est détruit lors du traitement

aqueux de la réaction.

65 Nashed, M., and Anderson, L., Tefrahedron Lett., 1976, 39, 3503-3506
5 Kricheldorf, H. R., and Stricker A., Macromolecules., 2000, 33, 696-701
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Bu
BU*Sn'~
Ph —% 0 BnBr 5,0 équiv. Ph HO
/Voo/vg/-o équiv . /EO '
d DMF BnO
23 OMe 100°C, 45 min 24  OMe

Schéma 2.9 Conditions de 3-O-benzylation sélective du mannopyrannoside 23.

Tel qu’énoncé plus haut, les premiéres modifications en C-2 ont été des alkylations
de courtes chaines carbonées: 2-O-méthyle, 2-O-éthyle, 2-O-propyle et 2-0-1’sopropyle.57
Cela a pour but de remplir au maximum le volume dans cette région et de potentiellement

faire des interactions hydrophobes avec les résidus Phel, Ile13, Phel42 et Phel44 du FimH.

y NaH 5,0 équiv. .
o Mel 3,0 équi
Ph 0 U equiv. ou Ph 10
/E -0 RBr 2,0 equiv., TBAI 0,1 équiv. /: -0,
BnO s BnO
THF
oq OMe 0°C - t.p., o/n 25 oM

81%-85%

Schéma 2.10 Conditions générales de 2-O-alkylation du mannopyrannoside 24.

Voici le mécanisme réactionnel général:

‘/rl' \—\;H/Br
B KN\_\ — N+_\—\
PrBr /H Prl ))
TBAI TBAB

OH o
Ph/:o -0 NaH Ph/EO -0

BnO —— BnO
OMe OMe
o OJ/
Ph Ph o]
. j\ Si2 /Y) -0
BnO + /\/\!) _— BnO + I
OMe OMe

Schéma 2.11 Mécanisme de 2-O-propylation du mannopyrannoside 24.
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Pour ce faire, le NaH a été utilisé. comme base (pKa de 35) afin de déprotoner
I’alcool en C-2 (pKa de 16,5). L’alcoolate ainsi formé vient attaquer 'iodure d’alkyle du

milieu réactionnel via un mécanisme Sy2 pour former le 2-O-alkyle désiré. L utilité du TBAI

est de convertir in sifu les bromures d’alkyle en iodures correspondants qui sont plus réactifs.

Agent
Molécule Réactifs Conditions Rendement
alkylant
THF
Mel NaH 5,0 équiv.
26 ' 0°C - t.p. 85%
3,0 équiv, pas de TBAI
o/n
THF
EtBr NaH 5,0 équiv.
27 0°C - t.p. 82%
2,0 équiv. TBAI 0,1 équiv.
o/n
THF
PrBr NaH 5,0 équiv.
28 0°C -tp. 81%
2,0 équiv. TBAI 0,1 équiv.
o/n
THF
i-PrBr NaH 5,0 équiv.
29 0°C - tp. 7%
2,0 équiv. TBAI 0,1 équiv. )
o/n

Tableau 2.2 Conditions de 2-QO-alkylation des mannopyrannosides 26, 27, 28 et 29.

Dans le cas de la 2-O-1sopropylation, le rendement est nettement plus bas a cause de
la nature du réactif: le 2-iodopropyle est secondaire. L encombrement stérique d’un substrat
secondaire ralentit considérablement la vitesse de réaction (soit un facteur d’environ 50)%.
Alors, 1l aurait fallu laisser un temps de réaction plus long, voire méme rajouter

réguliérement des nouveaux apports de 2-iodopropyle.

Une vole alternative aurait été¢ d’acétyler ’alcool en C-2 pour ensuite faire une

réaction de Petasis ou de Tebbe.” Lors de I’hydrogénolyse finale, qui déprotége a la fois le

% Solomons, G., et Fryhle, C., Chimie organique, Modulo, 7° édition, 2000, pp. 225-226
e Diguarher, T., Billington, D. C., et Dorey, G., Syn. Comm., 1995, 25, 1633-1639
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4,6-O-benzylidéne et le 3-O-benzyle, le 2-propéne est réduit en isopropyle par la méme

occasion. Par contre, cela allonge la synthese de deux étapes.

HO
Ph Ph
/EO -0 Ac,O, DMAP /VOO 0
BnON =Y oo » BnO

OMe pyridine OMe '
24 30 5

Schéma 2.12 Voie alternative a la 2-O-1sopropylation.

Suite aux réactions d’alkylation, il ne reste plus qu’a effectuer une hydrogénolyse®’

pour libérer les alcools de leur groupe protecteur.

RO H,, 10% Pd/C RO
AW 0 HC!'sec 0,1 équiv. W2 o
OB (6] > HO
n Z out
OMe MeOH OMe
25 . tp.2h 32

77%-91%

Schéma 2.13 Conditions générales d’hydrogénolyse.



Produit Conditions Rendement
HO OMe
Ho@% H,, Pd/C 10% m/m
Ho HCl sec 0,1 équiv. 91%
OMe
MeOH, t.p., 2h
33
HO OFEt
Ho -0 H,, Pd/C 10% m/m
Ho HCl sec 0,1 équiv. 85%
OMe
MeOH, t.p., 2h
34
OPr
L2 |0 Ha, PA/C 10% m/m
HO HCl sec 0,1 équiv. 7%
OMe
MeOH, t.p., 2h
35
HO Oi-Pr
Ho% H,, Pd/C 10% m/m
HO
HCl sec 0,1 équiv. 38%
OMe
MeOH, t.p., 2h
36

Tableau 2.3 Conditions d’hydrogénolyse des mannopyrannosides 33, 34, 35 et 36.

HO OMe TEMPO 0,3’ équiv. HO OMe
HO -0 BAIB 6,0 équiv. HO -0
HO - HO
OMe DCM, H,O _3:1 OMe
33 t.p., 30 min 37

60%

Schéma 2.14 Conditions d’oxydation sélective du mannopyrannoside 33.

Par la suite, une série d’acides 2-O-alkyl-a-D-mannopyrannosiduroniques de méthyle
a été commencée. L’acide o-D-mannopyrannosiduroniques de méthyle ayant déja été
synthétisé au laboratoire Roy, I’acide 2-O-méthyl-a-D-mannopyrannosiduronique de méthyle
a suivi a partir du 2-O-méthyl-a-D-mannopyrannosides de méthyle tout juste préparé. 11 s’agit
simplement de faire une oxydation sélective sur I’alcool primaire pour le convertir en acide

carboxylique tout en évitant la conversion des alcools secondaires en cétones. Pour s’y faire,
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une quantité catalytique de TEMPO a été utilisée en présence d’un exceés de BAIB comme

)
co-oxydant et d’eau®.

HO -O

HO ﬂ
aldéhyde O
o > NS
‘0 O
N Cr Ho/
HO -0

HO
o~
HO 0
BAIB H,0 HO -0 ~
HO
alcool
) rimaire >
Q BAIB Q P
oA A
\ HOHO
TEMPO sel
(radical) d'oxoammonium HO -0,
HO
diol 6}
BAIBT (primaire) > ﬂ
N+
I\x
OH ‘0 O
N Crl o7
HO
HO OO/
HO -Q N

acide

SN
carboxylique

Schéma 2.15 Mécanisme d’oxydation d’un alcool primaire en acide carboxylique
avec TEMPO en présence de BAIB.

Le TEMPO est un radical stabilisé par les quatre groupements méthyle voisins™® qui
est utilis¢ notamment comme piege a radicaux ou comme oxydant en synthese organique. Le
mécanisme réactionnel débute par ’oxydation du radical TEMPO en sel d’oxoammonium.
Ce dernier subit une attaque nucléophile de la part de I'alcool primaire pour former un

aldéhyde et une hydroxylamine. Cette hydroxylamine est recyclée via |’oxydation par le

“ Epp, J. B., and Widlanski, T. S., JOC, 1999, 64, 293-295

" Zanocco, A. L., Canetem., A. Y., and Melendez, M. X., Boletin de la Sociedad Chilena de Quimica,
2000, 45, 123-129



39

BAIB pour reformer le sel d’oxoammonium. L’aldéhyde nouvellement formé se convertit,
par la présence d’eau, en hydrate qui fait subire une attaque nucléophile au sel
d’oxoammonium. L hydroxylamine résultante est toujours recyclée en sel d’oxoammonium
via ’oxydation par le BAIB. Cela donne donc finalement ’acide carboxylique désiré en
position C-6. Dans ces conditions, I’agitation doit étre particuliérement vigoureuse
(maximale) afin de favoriser une émulsion constante entre ’cau et le dichlorométhane. La
solubilité¢ du substrat a oxyder ainsi que le ratio H,O:DCM doivent certainement avoir une

influence sur le rendement final.

Etant donné que I’acide o-D-mannopyrannosiduroniques de méthyle n’a pas
d’activité  biologique, aucun autre composé¢ de la série des 2-O-alkyl-o-D-

mannopyrannosiduroniques de méthyle n’a été synthétisé.
y y

+n H;0
H,0
Hzoé 51 +(n+1) H,0
H,0

&) = Molécule d'eau conservée 6 = Groupement hydroxyle

Figure 2.4 Principe de substitution d’une molécule d’eau conservée par un groupement
hydroxyle (tiré directement de I’article de Boons).”'
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Dans une autre optique, a ét¢ synthétisé le 2-O-hydroxyéthyl-a-D-mannopyrannoside
de méthyle ''. Cette molécule étant allongée de deux méthylénes par rapport au MeMan, le
groupement hydroxyle peut prendre la place d’une molécule d’eau conservée du site
d’interaction. Ainsi expulsée, cette derniére rejoint les autres molécules d’eau du milieu

(solvatation), et ce, avec un gain d’entropie (AS).

En supposant qu’il y ait maintient de I’enthalpie (AH), il y aura donc perte d’énergie
libre (AG) et ’association de la protéine avec le ligand sera d’autant plus favorisée. Puisque
la constante d’association (K,), I’inverse de la constante de dissociation (Kg), est directement

reliée a I’énergie libre du systéme, cela signifie des valeurs plus petites de Kg.

AG = AH - TAS
AG=-RT InK,
Ko=1/K,

AG = AH - TAS = -RT In (1/K,)

Tableau 2.4 Formules reliant les parametres thermodynamiques
a la constante de dissociation (IKy).

Tout d’abord, il s’agit de former le dérivé 2-O-allyle a partir du 3-O-benzyl-4,6-O-

benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle dans les mémes conditions d’alkylation que

g

HO NaH 2,0 équiv. 0
Ph VU eq Ph
TN o AlBr 1,2 quiv, TBAI 0.1 equiv. | o\ |0
BnO > BnO
iy DMF
24

e 0°C - t.p.,, o/n 38
56%

précédemment.

OMe

Schéma 2.16 Conditions d’allylation du mannopyrannoside 24.

En second lieu, I’oxydation du dérivé 2-O-allyle via ’ozonolyse méne a ’aldéhyde

qui n’est pas isolable.

" Clarke, C., Woods, R. I, Gluska, I, Cooper, A., Nutley, M. A, et Boons, G.-J., JACS, 2001, 123,
12238-12247
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7 DE
O
OMe

o\ § o\ %
o - 0, 0 -
BnO
38

BnO
Schéma 2.17 Conditions d’ozonolyse du mannopyrannoside 38.

Y

DCM OMe
-78°C 39

Le parachevement de la réaction viag une réduction au NaBHs meéne au composé 2-

hydroxyéthyle protégé.”

B HTO W J/OH
0 NaBH, 4,0 equiv. 0

Ph 0 a4 Ph

5 ¥ DCM LA o

BnO L BnO

oM

40 ¢

OMe t.p., o/n
39 90%

Schéma 2.18 Parachevement en milieu réducteur du mannopyrannoside 39.

La déprotection a lieu dans les conditions standard d’hydrogénolyse.

OH

J/ OH
0 H,, 10% Pd/C j
Ph
/VO%% HC1 0,1 équiv. o O
BnO >  HO -0
40 t.p., oin 41 oMe

85%

Schéma 2.19 Conditions d’hydrogénolyse du mannopyrannoside 40.

Pour ce qui est du mécanisme réactionnel, il y a d’abord une cycloaddition 1,3-
dipolaire de l’ozone sur I’alcéene pour former un molozonide. Ensuite, il y a
rétrocycloaddition 1,3-dipolaire pour former un oxyde de carbonyle (I’intermédiaire de
Criegee) et un aldéhyde. Ce dernier n’est pas isolable puisqu’il réagit immédiatement avec

I’oxyde de carbonyle via une seconde cycloaddition 1,3-dipolaire pour former un ozonide (un

2 Lowary, T. L., Eichler, E., and Bundle D. R., Can. J. Chem., 2002, 80, 1112-1130



42

trioxolane). Tel qu’énoncé plus haut, le parachévement de la réaction via une réduction au

NaBH, meéne 2 1’éthylhydroxyle en position C-2.

JO_H
+ e} Y
0=0
4 } (0-0) H
~f b b
O e} (0]
Ph/voo o Ph/voo o Ph/voo o
BnO _— BnO _— BnO
OMe OMe OMe
molozonide
H

O
H”J*q
© /9
®)

o} OH

o} oj/ oj
Ph
Ph/VO o) /VO .0 NaBH, Ph/vo .0
o] O (0]
BnO - BnO —_— BnO
OMe

OMe OMe

ozonide
(trioxolane)

Schéma 2.20 Mécanisme d’ozonolyse d’un groupement O-allyle.”

2.2.2 a-D-Mannopyrannosides d’allyle

Pour des raisons décrites plus loin, a ét¢ synthétisée une série de composé du type a-
D-mannopyrannoside d’allyle. Seul le 2-désoxy-2-fluoro-ci-D-mannopyrannoside d’allyle a
été synthétisé comme modification en C-2, tous les autres dérivés ont été modifiés en C-6.
L’étape désoxyfluoration épimérise un carbone, alors la configuration absolue de ce carbone
doit étre I'inverse dés le départ. Aussi, le groupement O-allyle en C-1 est réduit lors d’une
hydrogénolyse. C’est pourquoi la stratégie générale de protection/déprotection des a-D-

mannopyrannosides de méthyle a été¢ modifiée.

™ Criegee, R., Angew. Chem., Int. Ed. Engl, 1975, 87, 745-752
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11 suffit d’abord de protéger OH-4 et OH-6 du GlcOAll, a I’aide d’un benzylidéne par
exemple, puis de protéger OH-3 avec un groupement benzoyle (au lieu du benzyle de la
stratégie générale initiale). R, étant un allyle, il faut éviter I’hydrogénolyse pour ne pas le
convertir en propyle (les raisons sont énoncées plus bas). L’étape de désoxyfluoration
épimérise le carbone C-2 pour donner un o-D-mannopyrannoside d’allyle protégé. Deux

étapes de déprotection sont ensuite nécessaires pour obtenir le produit final désiré.

47 46 45

Schéma 2.21 Stratégie générale de désoxyfluoration de ’alcool en C-2.

La premiére étape consiste en l’allylation en C-1 par la réaction de Fischer avec
’alcool allylique en milieu acide. Cette réaction méne a un mélange de produits: soit des o-
/B-D-glucopyrannosides et des o-/B-D-glucofurannosides. Le produit nettement majoritaire
est 1’a-D-glucopyrannoside d’allyle a cause de ’effet anomérique expliqué plus loin. Le

mécanisme réactionnel est également décrit plus bas.

HO S0 pTSOH 0,1 équiv. L8 o
HO HO
HO

Y

HO TOH AlIOH S
48 reflux, 3h A2 ~x
99%

Schéma 2.22 Conditions de glycosidation de Fischer du glucopyrannoside 48.
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Par la suite, une 4,6-0O-benzylidenation est effectuée dans les conditions générales

pour un glucopyrannoside telles que mentionnées plus haut.

TSOH 0,1 équiv.

HO P ' Ph\~0

HO 0 PhCH(OMe), 2,0 équiv. /Y) 0

HO e HO

HO HO
0 ACN )

42 7N 50°C, o/n 49 N

97%

Schéma 2.23 Conditions de 4,6-O-benzylidenation du glycoside 42.

Afin de ne laisser libre que I’alcool en C-2, une benzoylation sélective’ en C-3 est
effectuée. Le choix du groupement protecteur de type acyle (benzoyle) est préféré au type

alkyle (benzyle) pour éviter de réduire ’allyle en propyle.

1) NaH 60%

Ph o 2) CuCl, 1,0 équiv. Ph o
HO —— BzO
Ho | HO &
49 ~ 50 ~X

THF, o/n
61%

Schéma 2.24 Conditions de 3-O-benzoylation sélective du glucopyrannoside 49.

Chez les monosaccharides (D-glucose, D-galactose ou D-mannose), se trouvent cing
groupements alcools qui peuvent tous étre acylés (acétylés, benzoylés, mésylés, tosylés...).
Par contre, les différents groupes alcools ne vont pas réagir a la méme vitesse face a
Pacylation. En général, la réactivité des groupements hydroxyles se fait dans cet ordre:
méthyle > primaires > secondaires > tertiaires. Quant aux trois sucres mentionnés ci-haut, il
n’y a qu’un alcool primaire (en C-6) et quatre alcools secondaires soit de configuration axiale
ou équatoriale. D’une maniere encore générale, les alcools équatoriaux sont plus réactifs que

les alcools axiaux.”

™ Osborn. H. M. L, Brome, V. A.. Harwood., L. M., and Suthers, W. G.. Carh. Res., 2001, 332, 157-
166
™ Haines, A. H., 4dv. Carb. Chem. Biochem., 1976, 33, 11-109
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Produit Réactivité relative des groupements OH

HO
(¢]
H%m OH-1> OH-6 > OH-245q) > OH-3(eq) > OH-4eq
HO

OH

D-glucose

HoHO

o OH-1> OH-6 > OH-2(sq > OH-3eq) > OH-4 sy

HO  “OH

HO

D-galactose

HO

HO
o}
H%&H OH-1> OH-6 > OH'3(éq_) > OH-Z(aX_) > OH'4(éq_)

OH

D-mannose

Tableau 2.5 Réactivité relative des alcools du D-glucose, D-galactose et D-mannose.

Etant donné Ieffet anomérique, la densité électronique de I’alcool en C-1 se trouve
enrichie, sa vitesse de réaction face a I’acylation est trés rapide, méme plus rapide que
I’alcool primaire en C-6. Ce dernier se trouve donc a étre le second groupe hydroxyle a
réagir, suivis des alcools secondaires. La configuration axiale ou équatoriale détermine la
réactivité des alcools en C-2 et C-3, ce qui a pour effet de donner une réactivité différente au
D-glucose, au D-galactose et au D-mannose (ou aux glycosides correspondants). Quant a
I’alcool en C-4, 1l est invariablement trop géné stériquement par ses voisins, OH-3 et OH-6,

pour réagir aussi rapidement que les autres alcools secondaires.”

Par la suite, I’alcool en C-2 est désoxyfluoré a [’aide du DAST. Cela méne donc a
I’épimérisation du carbone C-2 pour donner un 2-fluoro mannopyrannoside protégé. Le

mécanisme réactionnel avec le DAST est expliqué plus loin.

¢ Miljkovié, M., Carbohydrates. 2010, Chapitre 5, 113-142
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\

F
Ph Ph
/VOO 0 DAST 1.1 équiv. /\:O 0
BzO » BzO
HO & DCM o
50 R 51 ~ X

-78°C - t.p., o/n
20%

Schéma 2.25 Conditions de désoxyfluoration du glucopyrannoside 50.

Pour terminer, la déprotection se fait deux étapes: la déprotection du 4,6-O-
benzylidéne en milieu acide suivie d’une désacétylation dans les conditions de Zemplén. Ce

dernier mécanisme réactionnel est également explicité que plus loin.

Ph~~0 F 1) AcOH 80% H £
/:%i‘ 80°C, 2h HO/O@%
BzO ? HO
o 2) MeONa/MeOH 0
51 7N pH=10 52 TN

t.p., 1h
95%

Schéma 2.26 Conditions de déprotection du mannopyrannoside S1.

Pour ce qui est du mécanisme réactionnel de la 4,6-0O-débenzylidénation, il s’agit en
gros des mémes étapes de la 4,6-O-benzylidénation, mais dans le sens inverse. Il y a d’abord
protonation d’un oxygene de [Dacétal puis attaque d’une molécule d’eau. Apres
déprotonation, il y a formation de I’hémiacétal et déprotection d’un groupement alcool. Les
mémes étapes s’appliquent a I’hémiacétal pour former le diol déprotégé et libération du
benzaldéhyde. En fait, c’est I’alcool en C-6 qui est d’abord libéré, puis vient le tour de celul
en C-4, car ’ion oxocarbénium primaire est plus stable que le secondaire. La déprotection

d’un benzylidéne est en fait une transacétalation.
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. f“‘/f:\ Ph><H HO
Ph o Ph o*
/E 0 " /VOE# 0 HO S 0
BzO —_— z0 ~—H—+‘ BzO
O\/\ O\/\

O O O
HO OH i H—g+ OH Mg o
Ph H Ph H -H,0 Ph H H* Ph H

Schéma 2.27 Mécanisme de 4,6-O-débenzylidénation du mannopyrannoside 51.

2.3 a-D-MANNOPYRANNOSIDES MODIFIES EN C-6

Dans un deuxié¢me temps, la synthése d’o-D-mannopyrannosides modifiés en C-6 a
été effectuée. Afin que de ne faire réagir que ’alcool secondaire en C-6, il a fallu utiliser une
stratégie de protection/déprotection ne laissant libre que OH-6. Donc, 1l a suffi d’abord de
protéger OH-6 a [’aide d’un éther silylé, par exemple, puis de protéger les alcools en C-2, C-
3 et C-4 avec un groupement benzyle ou benzoyle. Le silyle installé en C-6 est déprotégé
sélectivement, laissant OH-6 libre de toute modification. Quand R, est un groupement allyle,

1l faut éviter ’hydrogénolyse; le contraire lorsque R, est un groupe méthyle.
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HO
HO 0 PeO HO PsO P20
HO - HO -0 P,O -0
HO —®  HO —>» PO

1 OR; 53 ORs 54 ORs

HO
R o R. P20 Ho—P20
HO P,O -0, P,O -0
HO “ P50 < P50

57 OR 56 OR, 55 OR

Schéma 2.28 Stratégie générale de modification de ’alcool en C-6 d’un
mannopyrannoside.

La suite de la syntheése s’est continuée avec la série O-méthylée en C-1, pour faire
suite aux syntheses précédentes. Par contre, apres résultats des tests biologiques il s’est avéré
que ManOAll est beaucoup plus actif que MeMan. C’est pourquol dans les synthéses

suivantes les modifications ont été apportées avec une série O-allylée en C-1.

2.2.3 a-D-Mannopyrannosides de méthyle

Tout d’abord, un éther silylé a été installé en C-6 pour en protéger le groupement
alcool. Le choix de TBDPSCI n’est pas sans raison: 1’alcool en C-6 étant primaire, sa vitesse
de réaction est plus rapide lors de la protection; I’encombrement causé par les phényles et le
tert-butyle du TBDPSCI empéche les alcools secondaires, plus encombrés que [’alcool
primaire, de se faire protéger par I’éther silylé en question, et ce, méme avec un assez long de

temps de réaction.

HO Ph"> _ HO
HO P o
HO&Q’ TBDPSCI 1,1 équiv. HO@%
HO . »> HO
ou pyridine o
€ tp., o/n e
58 88% 59

Schéma 2.29 Conditions de silylation sélective du mannopyrannoside 58.
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Le groupe hydroxyle protégé en C-6 et les autres alcools étant libres, I’étape suivante

consiste a les protéger sous forme de benzyles.

X_Ph X,Ph

Ph’s'\o HO NaH 3,5 équiv. Ph,Sib BnO
HO -0 BnBr 3,5 equiv., TBAI 0,1 equiv.  gno -0
HO > BnO
DMF
59 OMe OoC _ tp, o/n 60 OMe
78%

Schéma 2.30 Conditions de tri-O-benzylation du mannopyrannoside 59.

11 ne reste plus qu’a désilyler 1’alcool en C-6 pour le retrouver sous former d’alcool

libre et qu’il soit possible d’effectuer des modifications.

Ph” ™, _BnO TBAF 1,5 équiv. HO BnO
BnO > BnO
THF
60 OMe t.p., oin 61 oM
N 91%

Schéma 2.31 Conditions de désilylation du mannopyrannoside 60.

Une premiere modification a €té la sulfatation de ’alcool en C-6.

NaO

BnO 520
HO 29
BnG -0 SO5EtsN 2,5 équiv. 0" 20
BnO > BnO -0
OMe THF BnO
61 tp., 4h 62 Ome
57%

Schéma 2.32 Conditions de sulfatation du mannopyrannoside 61.

Il s’en suit une déprotection des benzyles par hydrogénolyse qui ne touche pas au

groupe sulfonate ni au groupe O-méthyle en C-1.
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NaO\ .0 NaO\ e
o//S\g BnO Hy, 10% Pd(OH),/C 043\0 HO
BnO -0 HCl (cat.) HO -0
BnO : HO
Ot EtOH/H,0 1:1 OMe
62 t.p., o/n 63
76%

Schéma 2.33 Conditions d’hydrogénolyse du mannopyrannoside 62.

Une seconde modification en C-6 est I'installation d’un phosphonate. Tout d’abord,

une réaction de diéthylphosphatation a été faite.”’

EQ o
Ho—B"O POCI(OEt), 1,1 équiv. EtO’P\O BnO
BnO -0 EtsN 1,1 équiv. BnO -0
BnO L BnO
OMe DCM OMe
61 tp., 2h 64

56%
Schéma 2.34 Conditions de diéthylphosphatation du mannopyrannoside 61.

Les deux groupes O-éthyles sont déprotégés en présence de TMSI formé in situ pour

\ \ 78,79,80,81
former, aprés parachévement, le 6-phosphonate. ™™™

BO_o NaO,
F0",_BnO TMSCI 2,2 équiv. Nao" R _ B0
BnO -0 Nal 2,2 équiv. BnO .0
BnO > BnO
DCM
64 OMe t.p., on 65 OMe
97%

Schéma 2.35 Conditions d’hydrolyse du mannopyrannoside 64.

Le mécanisme de désalkylation est décrit ici. En premier lieu, TMSCI réagit avec

I’1on 10dure dans un €quilibre favorisé vers la gauche pour former le TMSI in sifu. Ce dernier

77 Ahn, Y.-H., and Chung, S.-K., Bull. Korean Chem. Soc., 2002, 23, 515-517
" Khanjin N. A., and Montero, J.-L., Tetrahedron Lett., 2002, 43, 4017-4020

» Morita, T., Okamoto, Y., and Sakurai, H., Tetrahedron Leit., 1978, 28, 2523-2526

“ Morita, T., Okamoto, Y., and Sakurai, H., Bull. Chem. Soc. Jap., 1981, 54, 267-273

I Olah, G. A., Narang, S. C., Balaram Gupta, B. G, and Malhotra, R., JOC, 1979, 44, 1247-1251
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va réagir avec le solvant, ’acétonitrile, pour former un ion triméthylsilylnitrilium qui est
encore plus réactif que le TMSI lui-méme. Ce dernier va donc étre attaqué par I’oxygéne de
I’éther d’alkyle pour former un O-silyle et un iodure d’alkyle avec départ d’une molécule
d’acétonitrile. Le méme processus est suivi par le second O-éthyle pour résulter en phosphate
doublement silylé. Lors du traitement aqueux, une molécule d’eau vient attaquer les deux

atomes de silicium pour libérer le phosphate.
|

|
—Sli-CI + Na* + | ——— —Sli—l + Na* + CI
TMSCI Nal ™SI NaCl
/‘\l R
Me—C=N  + -—Sl,i—l =—= Me-C=EN-Si— + |
ACN
\ o
/_\ /SIO
N EtO\P//O o)
Me-C=N-Si— + g0\ HO — E0" Yy _ HO + N
| HO -0 - MeCN HO -0
HO HO
OMe OMe
\
/\/sl/
N
o) 0
P/’O \p/,O |
B0+ pO,_ HO —~— RO \,_ HO +  HO-Si—
HO =~ -H HO 0
HO HO
‘OMe OMe

Schéma 2.36 Mécanisme de désalkylation de groupements éthyle.

L’étape finale consiste en une déprotection des benzyles par hydrogénolyse qui garde

intact le groupe phosphonate et le groupe O-méthyle en C-1.

NaQ NaQ
Nao" " BnO Ha, 10% Pd(OH),/C Nao Ry _ HO
BnO -0 HCI (cat.) HO -0
BnO HO
EtOH/H,0 1:1
oM 2
65 ° t.p., o/n 66 OMe

82%

Schéma 2.37 Conditions d’hydrogénolyse du mannopyrannoside 65.
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Une méthode alternative aurait été d’utiliser la réaction de Liptak™ qui permet de

déprotéger sélectivement un 4,6-O-benzylidene en 4-O-benzyle.

HO Bn(OMe), 1,0 équiv. Ph HO
HS |0 oTsOH (cat)) /Y)O 0
HO » HO
OMe DMF OMe ;
58 0°C - t.p. 22 .
NaH :
BnBr, TBAI :
DMF
0°C - t.p.
BnO BnO
Ph
8o x\_|-0 AICl5, LiAIH, /EO 0 |
BnO e SEEE R LR LR BnO il
OMe Et,O:DCM OMe
61 reflux 67

Schéma 2.38 Voie alternative a la silylation en C-6 du MeMan.

2.3.1 a-D-Mannopyrannosides d’allyle

Le ManOAll est une molécule bien simple, seulement deux carbones et deux
hydrogénes de plus que le MeMan. Toutefois, son activité biologique vis-a-vis le FimH est
presque multipliée par 26 000 fois par rapport au MeMan, soit le troisieme meilleur

inhibiteur potentiel synthétisé par Mohamed Touaibia.

HO HO
HO HO
HO HO
OMe Oy
57 7
Ky =2200 nM Ky = 0,085 nM

Figure 2.5 Comparaison entre I’activité biologique du a-D-mannopyrannoside
de méthyle et du o-D-mannopyrannoside d’allyle.

82

Liptak, A., Acta Chim. Acad. Sci. Hung., 1979, 99, 201-208
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La différence d’activité biologique entre MeMan et ManOAIll peut s’expliquer en
observant les modéles moléculaires. Le groupement 1-O-allyle du ManOAIll fait des
interactions hydrophobes de type CH-m avec Ile52 et de type n-nt avec Tyr48. De I’autre coté,
le groupement 1-O-méthyle du MeMan fait des interactions de type CH-CIH avec 1le52, mais
aucune de type m-m avec Tyrd8. Un autre point est le fait que le groupement O-allyle possede
une plus grande surface de contact avec les résidus 1le52 et Tyrd8 par rapport a I’O-méthyle.
De plus, le groupement allyle étant plus flexible, il peut possiblement interagir avec Tyr137,

ce qui est carrément impossible pour le MeMan sans sortir du site d’interaction.

Phet Phe 1
f ! Asp4s Asp 46
Bsp 54 v Asp 34 -
Gin 123 6in 133
= Asp 47 4 Asp 47
Gly 14 Gy 14
Asn 135 Asn 135
B o y
. e i
pprae o TR ! A0 o
RN
Tyr =37 ! 3
a) b)

Figure 2.6 Modélisation moléculaire des interactions entre le FimH
et a) MeMan b) ManOAll

La premiére étape consiste en ’allylation en C-1 par la réaction de Fischer avec
I’alcool allylique en milieu acide. Cette réaction méne a un mélange de produits: soit des o-
/B-D-mannopyrannosides et des o-/B-D-mannofurannosides. Le produit nettement majoritaire

est ’a-D-mannopyrannoside d’allyle a cause de I’effet.
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HO HO
HOHO@& TFA 0,1 équiv. Ho@%
HO - HO
OH AllOH o
68 reflux, 3h 7 ~ X
75%

Schéma 2.39 Conditions de glycosidation de Fischer du mannopyrannoside 68.

Le D-mannose, en €quilibre constant entre sa forme ouverte et sa forme fermée, va
subir une allylation en milieu acide. Apres déshydratation, il y a formation du D-
mannofurannoside de méthyle en équilibre avec ses formes ouvertes, a et 3. Ensuite, la
forme ouverte déja allylée va subir une seconde allylation en milieu acide. Aprés perte d’une
molécule d’alcool allylique, va se former d’abord le PB-d-mannopyrannoside d’allyle (le
produit cinétique). Cette derniére molécule est en équilibre avec I’anomeére o en milieu acide
via un ion oxocarbénium. Etant donné ’effet anomérique, c’est le dernier anomére qui sera a

la toute fin favorisé (le produit thermodynamique).

HO.__OAll
HO
HO——H H
Ho -0 HO——H AlIOH, H* HO °
HO——H HO——H o)
HO — 1o — i on — 0 HO7~OAll
OH H -H,0
H——OH H—{—OH
OH OH AlIOH, H
AIO.__OAll
HO HO——H
HO o*
HO% AlIOH, H* HO% AlIOH, H* HO/&/ Ho—1
HO @) OAll D 1
mion oM
OAll H—t-0H
OH

Schéma 2.40 Etapes de la glycosidation de Fischer du mannopyrannoside 68.

L’effet endo-anomérique, appelé tout simplement effet anomérique, se définit comme
étant la préférence d’un groupement électronégatif pour 1’orientation axiale a la position

anomérique (en C-1). Ce phénomene s’explique en fait de deux maniéres différentes.

D’abord, il y a rétrodonation d’une paire d’électrons libre (n) de I'oxygene

endocyclique vers ’orbitale antiliante (6*) du lien C-1-0-1 (n—oc*). Cette résonance n’est



55

que possible ou tres largement favorisée lorsque la configuration en C-1 est axiale; le
recouvrement orbitaire n’a pas lieu ou demeure trés faible en configuration équatoriale.
L’anomere o est en fait un produit thermodynamiquement favorisé, alors que I’anomere 3 est

obtenu lors du contrdle cinétique.

D’un autre point de vue, il y a une forte répulsion entre les dipdles lorsque la
configuration est équatoriale, ce qui défavorise I’anomére § d’un mannopyrannoside (ou d’un
glucopyrannoside). Inversement, la configuration axiale empéche la répulsion entre les

dipbles, ce qui favorise I’anomere o.

HO HO HO HO N HO HOOO HO HOOO
HO -~ HO HO HO OR
# —
COR “OR OR
ion oxocabénium anomere o anomeére
(forme limite) (favorisé) (défavorisé)

Schéma 2.41 Effet anomérique d’un D-mannopyrannoside.

Afin de purifier I’a-D-mannopyrannoside d’allyle (ou de méthyle) obtenu par la
glycosylation de Fischer, 1l faut séparer les produits finaux et le produit de départ. Cette
séparation est difficile directement puisque ces molécules polaires possedent un facteur de
rétention assez similaires. Afin de faciliter cette étape, une acétylation est préalablement
effectuée et cela permet de réduire la polarité des molécules et d’avoir des facteurs de
rétention un peu plus €loignés les uns des autres. Aprés séparation sur colonne de silice, une
réaction de désacétylation dans les conditions de Zemplén est requise afin d’obtenir le sucre
libre. Ces deux étapes de plus n’affectent pas tellement le rendement global de la synthése

puisque leur rendement respectif est presque quantitatif.

Le mécanisme de désacétylation dans les conditions de Zemplén est en fait une
transestérification. Tout d’abord, le méthanolate de sodium, qui se trouve sous forme
anionique, attaque un groupement acétyle pour former un alcoolate et ’acétate de méthyle.

L’alcoolate ainsi formé va réagir ensuite avec le solvant, le méthanol, pour donner un alcool
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et régénérer une molécule de méthanolate. Ce dernier peut attaquer un second groupe acétyle

et ainsi de suite jusqu’a déprotection de tous les acétyles.

MeONa =—== MeO" + Na*

()
'~
O
AcO 0 AcO
AcO -0 AcO -0 j’\
3 AcO E AcO
MeO  + [o] (¢} + OMe
O\/\ O\/\
AcO
0
AcO -0 Ho—/?
AcO + MeOH =—— AcO O + MeO
AcO
O\/\ o
R
AcO MeONa HO
HO HO
AcO -0 MeOH HO o)
AcO HO
o\/\ O\/\

Schéma 2.42 Mécanisme de désacétylation dans les conditions de Zemplén.

Tout d’abord, un éther silylé a été installé en C-6 pour en protéger le groupement

alcool primaire.

Si
HO pr™\ . HO
HO - o]
HO@&\ TBDPSCI 1,1 équiv. Ho/@%
HO — >  Ho
pyridine
7 O~ t.p., o/n 69 O
93%

Schéma 2.43 Conditions de silylation du mannopyrannoside 7.

Le groupe hydroxyle protégé en C-6 et les autres alcools étant libres, I’étape suivante

consiste a les protéger sous forme d’acétyles.
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X,ph X,Ph

Si

Ph’Si\o HO Ac,0 Ph 7y _ACO
HO -0 DMAP 0,1 équiv. AcO -0
HO = AcO
0 pyridine 0
69 TN tp., 2h 70 N

83%

Schéma 2.44 Conditions d’acétylation du mannopyrannoside 69.

D’abord, il y a attaque du DMAP sur I’Ac,O pour former un ion acétate et un cation
acylpyridinium réactif. Un alcool libre du milieu vient attaquer ce dernier pour produire un
groupement acétyle (un alcool protégé) et du DMAP protoné qui se fait déprotoner par la
pyridine du milieu. Le DMAP est ainsi régénéré et peut recommencer |’acétylation d’un autre
hydroxyle jusqu’a ce que tous les groupes alcools soient protégés.

N~ ~p
N

St — G
Al o o
o)\
cation
acylpyridinium

Py
~, O
N Ho— HO HO N7
X HO 0 HO O A
| )+ o —  HO |l
O o\/\ NP N"
A S H
o
X A X AN
| L) = +
o N — B
W VN
H H
Ac,O, DMAP, pyr.
ACO 2 py ACO AcO
HO -© AcO -0
HO R AcO
o\/\ O\/\

Schéma 2.45 Mécanisme d’acétylation avec Ac,O et DMAP dans la pyridine.
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Le clivage de I’éther silylé a lieu via un mécanisme Sy2-Si ol un ion fluorure attaque
directement 1’atome de silicium® pour provoquer le départ du fluorure de tert-
butyldiphénylsilane et libérer un alcoolate. Ce dernier est protoné par I’acide acétique du

milieu pour donner un groupement hydroxyle.

Par contre, la déprotection sélective de I’éther silylé en C-6 en présence de TBAF n’a
pas €té un succes. En effet, il y a eu migration du groupement acétyle en C-4 vers la position
C-6, ce qui a donné en fait un mélange d’environ 1:1 de composés déprotégée en C-4 et C-6.
Le phénoméne de migration observé est di a la basicité du TBAF qui déprotone ’alcool en
C-6 et peut maintenant attaquer 1’acétyle voisin. L’alcoolate en C-4 peut aussi bien attaquer
’acétate en C-6; il y a donc un équilibre en ces deux régioisomeres et ¢’est pourquol ’alcool
en C-4 n’est pas le seul libéré. Ce glissement de groupe protecteur se fait jusqu’a ce qu’il n’y
ait plus d’acétate voisin ou que I’acétate voisin soit en configuration trans. C’est pourquol il

n’a pas €té observé de migration en C-3 ou C-2.

Si
PR~ Q AcO 3 AcO AcO
O O HO
AcO - F AcO -0 ACOH — Aco -0
AcO —_— AcO AcO
O\/\ - tBUthsIF o\/\ O\/\
(0]
ﬁ J\L o AcO ACO AcO AcO AcO
Co -0 0 -0 ACOH  ho -0
AcO e AcO —_— AcO
O\/\ O\/\ o\/\
ACO AcO AcO AcO on AcO AcO
0 O AcO -Q Ac AcO -0
\(Wo — 0 — HO
A
(o Oy O Oy

Schéma 2.46 Mécanisme de désilylation au TBAF suivi de migration d’acétyle.

Afin de contrer cet effet, les groupements acétyles ont ét¢ remplacés par des

benzoyles qui n’entrainent pas de migration. En effet, la charge partielle positive du carbone

* Sommer, L. H., and Bauman. D. L., J4CS, 1969, 91, 7045-7051
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du carbonyle est moindre sur le benzoyle que sur 1’acétyle. Cela est dii au fait que cette
charge est délocalisée sur toute la partie phényle du benzoyle, ce qui est stabilisant.
Inversement, cette derniére est localisée sur un carbone dans le cas de ’acétyle, ce qui le rend
plus enclin & subir une attaque nucléophile et, par conséquent, une migration. En fait, la
délocalisation de la charge positive chez les benzoyles ralentit la vitesse des attaques

nucléophiles & un tel point qu’elles ne se produisent pas.

©) AcO AcO
0 AcO
/lgo\ -0 o e
AcO _— AcO

O\/\ O\/\
[0}
( 2‘0 BzO B2O BzO
Co -0 HO -0
BzO —H BzO
O\/\ o\/\
5
©. Q
P —
Me OR Me OR
5
X (o o}

) J\ 9 o o o
9 5" ~C* +
OR “OR |)C OR = OR = OR
s s* = Clrz o -C*

Schéma 2.47 Différence de réactivité entre les groupements acétyles et benzoyles.

Tel que mentionné ci-haut, comme alternative a ’acétylation, les trois alcools étant

libres ont été protégés sous forme de benzoyles.”

Ph” b HO BzClI 3,6 eq Ph/SI‘O BzO
o o DMAP 0,1 &q. 5.0 o
HO . —» BzO
pyridine
60 SN t.p., 2h 71 O
91%

Schéma 2.48 Conditions de benzoylation du mannopyrannoside 60.



Suivit de la désilylation de I’€ther silylé en C-6 pour retrouver I’alcool primaire.

X,Ph

pr Sy _B20 TBAF 1,5 équiv. Ho—B20
BzO -0 AcOH (Cat.) BzO -0
BzO > BzO
THF S
71 O t.p., o/n 72 ~ X
67%

Schéma 2.49 Conditions de désilylation du mannopyrannoside 71.

Il s’en suit une sulfatation de ’alcool en C-6.

NaQ

\S,/o
HO BzO 0~ be) Bz0
820 -0 SO5EtsN 2,5 équiv. BzO -0
BzO Lot BzO
Oy THF O~
72 = t.p., 4h 73 ~
69%

Schéma 2.50 Conditions de sulfatation du mannopyrannoside 72.

i)

Puis une désacétylation dans les conditions de Zemplén.

NaQ o NaQ _0
0*%,_B20 MeONa/MeOH 07>, _ HO
BzO -C pH =10 HO -0
BzO > HO
o tp., 1h o
73 ~ 99% 74 ~

Schéma 2.51 Conditions d’hydrogénolyse du mannopyrannoside 73.

Une seconde modification a été la diéthylphosphatation.””

EQ_ 4
HoBZ0 POCI(OEt), 1,1 équiv. E10",_B70
BzO -C Et;N 1,1 équiv. BzO -0
BzO o Bz0
72 ~ tp., 2h 75 N

64%

Schéma 2.52 Conditions de diéthylphosphatation du mannopyrannoside 74.

60
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Toutefois, la désalkylation des groupements O-éthyles en phosphonate n’a pas

o . . 78.79,80,81
fonctionné tel que prévu, vu la présence du groupement O-allyle.” "%

EtO\P//o NaO\P//o
EtO” b BzO TMSCI NaO”™ \,_BzO
BzO -Q Nal 2,2 équiv. BzO -0
BzO > BzO
o DCM &
75 ~ "X t.p., o/n 76 ~ R

Schéma 2.53 Hydrolyse souhaitée du mannopyrannoside 75.

En fait, ce qu’il est arrivé est la déprotection du groupement O-allyle:

BO_, NaO, g
£10"",_Bz0 TMSCI Na0"",_ 820
B20 -0 Nal 2,2 équiv. BzO -0
BzO s B0
O~ DCM OH
75 X t.p., o/n 77

Schéma 2.54 Hydrolyse réelle du mannopyrannoside 75.

Pour contrer cette réaction non-souhaitable, il faudrait tout simplement réinstaller le

groupement O-allyle par une glycosidation de Fischer.

NaO

(o) )
Nao’P\o BzO Nao’P\o 820
BzO -0 pTSOH 0,1 équiv. BzO -0
BzOAXrm™=) = crtmremmmmomoomooooooe- > BzO
OH AlIOH 5
77 reflux, 3h 78 X

Schéma 2.55 Conditions de glycosidation de Fischer du mannopyrannoside 77.

Ici aussi, la déprotection des benzoyles se ferait dans les conditions de Zemplén.

NaO o NaQ o
,P// B o
NaO™ \,_BzO MeONa/MeOH NaO” y__ HO
Bz0 -Q pH=10 HO -Q
BzONXrm™) = crmmemooooeeoeoooo > HO
t.p., 1h

O : O
78 ~ R 79 IR

Schéma 2.56 Conditions de déprotection du mannopyrannoside 78.
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2.3.1 a-D-Rhamnopyrannosides d’allyle

La premiére modification de la série des rhamnosides consiste en la désoxygénation
du groupement hydroxyle en C-6. Pour cela, il faut d’abord faire une réaction de

désoxygénation-iodation en présence d’imidazole, de triphénylphosphine et de diiode.™

PPh; 2,0 équv.
HO imidazole 2,0 équiv. HO

HOHO -0 |2 2,0 eqUiV. HO ! -0
o == HO
THF
O (0]
7 TS reflux, 1h 80 N
99%

Schéma 2.57 Conditions de désoxygénation-iodation du mannopyrannoside 7.

Le mécanisme de cette réaction débute par 'activation de la triphénylphosphine qui
attaque le diiode. Ensuite, I’alcool primaire déprotoné par I’imidazole attaque I’ion
iodotriphénylphosphonium pour libérer de 1’iodure. Cet ion iodure va par la suite attaquer en

C-6 pour former ['1odure primaire et libérer de ’oxyde de triphénylphosphine.

H
Ho— M9 | o— O H
HO -0 N HO -0 N
HO + W\ /7 = wo + \
N N
Oy O H
o_ HO F’h3p\o HO
HO -© 1> HO -0
HO +  *PPhy — HO +
O O
PhjP\O HO | HO
HO -0 HO -0 O
HO + I = HO +  PPhy
O\/\ O\/\

Schéma 2.58 Mécanisme de désoxygénation-iodation d’un alcool primaire

*“ Fauré, R, Shiao, T. C., Damerval, S., and Roy, R., Tetrahedron Lett., 2007, 48, 2385-2388
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Le 6-désoxy-6-10do-a-D-rhamnopyrannoside d’allyle est mis en présence de Bu;SnH

et d’un initiateur radicalaire.*** Le groupement iodométhyle est ainsi converti en méthyle.

| HO BusSnH 1,5 équiv. HO
Ho% AIBN 0,1 équiv. Ho%
Ho = HO
0 toluene 0o
80 TN MW, 120°C, 15 min 81 N
ou reflux, 2h
88%

Schéma 2.59 Conditions de désiodation radicalaire du rhamnoside 80.

Tout d’abord, il y a scission homolytique de I’initiateur radicalaire, ici I’AIBN, pour
libérer de ’azote moléculaire et deux radicaux carbonés. Ces derniers vont réagir avec le
Bu;SnH pour produire de 1’étain radicalaire. Puis la propagation suit avec |’attaque de |’étain
radicalaire sur I’iode pour former un autre radical carboné. Ce dernier attaque le Bu;SnH

pour former un groupement méthyle et générer un autre radical étain.

SRR 2 ©NEN
NC CN CN
a 7N H
.7 ¢ BusSnH —— + BusSn-
CN v CN
) ~ HO . HO
/" HO -0 HO -0
BusSn- + HO _— HO + Bu,Snl
O\/\ o\/\

~/" Ho - HO -0
BusSnH + HO —_— HO + BusSn-
O\/\ O\/\
Schéma 2.60 Mécanisme de désiodation radicalaire.

La protection sélective d’OH-6 se fait en deux étapes. D’abord une 2,3:4,6-di-O-

isopropylidénation en présence d’acétone et d’une trace d’acide.

8 Srivastava, G., Alton, G., and Hindsgaul, O., Carb. Res., 1990, 207, 259-276 (1990)
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v

HO /‘V _/>0
HO o
Hoﬁi' PTSOH 0.1 equiv. 0”&
O ’ o o]

0 acétone/DMP 1:1 0
7Y t.p., 15 min 82 TN

Schéma 2.61 Conditions de 2,3:4,6-di-O-isopropylideénation du mannopyrannoside 7.

Ensuite, le groupement 4,6-O-isopropylidéne est sélectivement enlevé pour ne laisser

que le 2,3-O-isopropylidéne.

0 0
/‘Vo/ 5
g -
t.p. 3h
65% sur 2 étapes 83
Schéma 2.62 Conditions de désisopropylidénation sélective du mannopyrannoside 82.

O
82 ~Xy

Les groupements OH-2 et OH-3 étant protégés, il ne reste que OH-4 et OH-6 pour
réagir a la désoxyfluoration. L hydroxyle en position C-4 étant beaucoup moins réactif que
celui en C-6 (1l est secondaire et géné stériquement), il est donc possible de ne faire réagir

que I’alcool primaire.

HOA FA T
Ho—/\_|-0 DAST 1,1 éq. HO—/\_|-0
o —- o]
o DCM o
83 ~ X -78°C - t.p., o/n 84 T
66%
Schéma 2.63 Conditions de désoxymonofluoration du mannopyrannoside 83.

Le DAST est un réactif utilisé a la fois comme source d’ions fluorure et comme agent
de désoxygénation. L’atome d’azote, riche en électrons, va donner son doublet libre a ’atome
de souftre, ce qui va causer le départ d’un ion fluorure. Par la suite, I’oxygeéne d’une fonction
alcool va attaquer le soufre et I’azote va retrouver la charge nulle. Apres déprotonation, ’ion
fluorure vient attaque le carbone portant 1’alcool en question, le retour de charge se fait sur
I’atome de soufre qui va libérer un second ion fluorure. De cette maniére, [’atome d’oxygéne
de lalcool est carrément arraché par le soufre pour former un sulfoxyde, ce qui donne

finalement le composé fluoré désiré. Etant donné la présence de fluorures, il est donc

impossible de protéger les autres fonctions alcools par des silyles.
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Schéma 2.64 Mécanisme de désoxyfluoration d’un alcool primaire avec le DAST.

En utilisant le DAST, le milieu doit étre parfaitement anhydre pour ne pas dégrader le
réactif et éviter de libérer des ions fluorures. Chaque molécule de DAST libére deux ions

fluorures, soit deux équivalents d’HF dans le ballon réactionnel.

Et\f\ (:F Et\ /F

N-S-F === 'N=§ + F

Et Et F

Et F et F H Et F
Y . \ Lo+ |
thS\’/'*'\H/O\H —_— N_§_O\ —_— /N_§‘_O\
Et F EE F B .H* E F H
Et. F Et, 0O

N-$30 ¢+ F === N-§ & KF

B F He g F

Sehéma 65. Mécanisme de dégradation du DAST avec |’eau.

La déprotection de I’isopropylidéne se fait en conditions acides.

-l O £ HO
Ho— 7|0 ACOH 80% HO 0
o - HO
O ° o}
84 ~ "X 80°C, 2h 85 ~ X

84%
Schéma 2.66 Conditions de désisopropylidénation du rhamnoside 84.



66

Afin de synthétiser le composé difluoré en C-6, il aurait fallu d’abord faire une

oxydation de Swern pour passer de I’alcool primaire a I’aldéhyde.*

HO 1) DMSO OH
HO H
HO -0 (COCIy, HO O
HON "~ = "rmrrmmmrmmmmsmeeomeoeees b HO
2) EzN
7 O\/\ ) 3 86 o\/\

Schéma 2.67 Oxydation de Swern sur le mannopyrannoside 7.

Puis la désoxydifluoration aurait lieu avec le DAST.”

O F

H OH . OH
HO -0 DAST ~2 équiv. HO -0
HOXMr™ vrmmmmmeemeeeeeeees > HO
o DCM o
85 > X -78°C -t.p., o/n 87 ~

Schéma 68. Désoxydifluoration du mannopyrannoside 85.

Pour faire le composé trifluoré, il aurait fallu d’abord oxyder I’alcool primaire en

acide carboxylique a I’aide de TEMPO en présence de BAIB.

o 0
HO HO TEMPO 0,3 equiv. O OH
HO -0 BAIB 6,0 équiv. HO -0
HON " oo » HO
DCM, H,0 3:1

O O
N tp., 30 min 88

Schéma 2.69 Oxydation avec TEMPO du mannopyrannoside 7.

% Pperi, F., Jiménez-Barbero, J., Garcia-Aparicio, V., Tvaroska, 1., and Nicotra, F., Chem. Eur. J.,

2004, 10, 1433-1444
Y'C., C.-W. T., X. H., Chen, and Liu, H.-W., JACS, 1998, 120, 9698-9699
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Puis la désoxytrifluoration aurait lieu avec le Deoxo-Fluor.*

o}
H
HO oH F1C Q
HO -0 Deoxo-Fluor HO -0
HON e » HO
' O~ O
88 = 89 x

Schéma 2.70 Désoxytrifluoration du mannopyrannoside 88.

™ Lal, G.S., Pez, G.P., Pesaresi, R. J., Prozonic, F. M., and Cheng, H., JOC, 1999, 64, 7048-7054
(1999)



CHAPITRE 111
DEVELOPPEMENT D’UN MODELE QSAR

3.1 INTRODUCTION AUX INTERACTIONS INTERMOLECULAIRES

Dans I’univers, la matiére serait gouvernée par seulement quatre forces
fondamentales: la gravitation, la force nucléaire forte, la force nucléaire faible et la force
électromagnétique. Ces forces universelles agissent a 1’échelle astronomique, atomique et
subatomique. La gravitation attire les masses, alors que la force nucléaire faible est
responsable de la désintégration B. La force nucléaire forte maintient les quarks ensemble
pour former protons et neutrons et maintient aussi ces derniers ensemble pour former les
noyaux atomiques. C’est la force électromagnétique qui maintient les €lectrons avec les

noyaux et par conséquent est responsable des interactions intra- et intermoléculaires.

Gravitation

Force
nucleaire forte

3 Force
., électronucléaire Force

nuciéaire faible

Force
electrofaible

Force électro-
magnétique

Figure 3.1 Les forces fondamentales selon la théorie du Tout.

La force électromagnétique est décrite par la loi de Coulomb et son intensité est
inversement proportionnelle au carré de la distance entre deux charges. Lorsque deux charges
de signe différent (+ et -) se rencontrent, elles s’attirent; alors que deux charges de méme
signe (+/+ ou -/-) se repoussent. Une molécule qui posséde autant de protons que d’électrons
est électriquement neutre (sa charge globale est nulle). Toutefois, la densité électronique
autour d’une molécule laisse des charges nettes ou partielles, ce qui rend la molécule en

question (ou des régions de cette molécule) plus ou moins polaires.
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Lorsque la différence d’électronégativité entre deux atomes est supérieure a 1,7 sur
’échelle de Pauling, il y a arrachement d’un électron et ’atome le plus électronégatif devient
un anion et I'autre un cation. Chez les résidus d’acides aminés, lcs ponts salins se forment
souvent entre I’arginine ou la lysine (qui sont cationiques) et l’aspartate ou le glutamate (qui

sont anioniques).

Dans une interaction ion-dip6le, le partage électronique est presque €gal entre les
deux atomes avec une faible différence d’électronégativité. Ce genre d’interaction peut étre
une liaison de coordination ou complexation métallique et a lieu entre des groupes carbonyles

et un ion calcium, dans les éthers-couronnes ou bien dans la solvatation d’ions.

Quand une molécule posséde des atomes élcctronégatifs (oxygéne, azote...) il se crée
des dipOles permanents. Cette derniére veut neutraliser ses charges partielles avec ses
semblables en faisant des interactions dipble-dipdle. Les plus importants sont les ponts
hydrogéne ou un donneur d’hydrogéne (O-H ou N-H) interagit avec un accepteur
d’hydrogéne (O ou N). La liaison hydrogéne est en fait un cas limite causée par les forces de

Van der Waals.

Dans le cas ou une molécule posséde plusieurs couches électroniques et devient par
conséquent polarisable, il se crée donc des dip6les instantanés. Les forces de Van der Waals,
ou forces de dispersion de London, sont en jeu dans ce qui sont appelées les interactions

hydrophobes.

Des quatre catégories d’interactions intermoléculaires présentées bricvement ci-haut,
les plus intéressantes au point de vue des complexes protéines-ligand sont les ponts H et les
interactions hydrophobes (notamment avec les aromatiques). Plus faibles que les interactions
loniques ou qu’une liaison covalente, les ponts hydrogéne possédent une énergie pouvant

aller entre 0,4 kJ/mol jusqu’a 250 kJ/mol.¥

% Nishio, M., Umezawa, Y., Honda, K., Tsuboyamad, S., and Suezawa, H., Cryst. Eng. Comm., 2009,
11, 1757-1788
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Pour ce qui est des ponts hydrogene, il en existe 4 ce jour quatre types®”: XH-X (de
12 a 30 kJ/mol), XH-r (de 8 a 16 kJ/mol), CH-X (de 8 a 16 kJ/mol) et CH-r (de 6 a 10
kJ/mol). Ici, « X » représente un atome électronégatif, le plus souvent O ou N dans les
systeémes biologiques, mais peut étre aussi F, Cl, Br ou 1. Les interactions XH-n, CH-X et
CH-rn possedent une énergie de I’ordre de grandeur des forces de Van der Waals plutét que

celle des forces électrostatiques comme dans le cas des ponts H de type XH-X.

Liaison Energies Distances Angles
Exemples
hydrogéne de liaison types types
F-H--F
Forte 30 4 250 kJ/mol 1,2a25A 175-180°
OH-O
O/N-H--0=C
Modérée 16 a 30 kJ/mol 2,5332A 130-180°
O/N-H:O/N
C-H---O/N
Faible 0,4 a 16 kJ/mol 32a40A 90-150° O/N-H:w
C-H-mn

Tableau 3.1 Energies, distances et angles types de différents ponts hydrogenes.

Les liaisons hydrogeéne les plus rencontrées dans les molécules organiques sont de
type modéré. Ce sont en fait les interactions entre les acides durs et les bases dures qui
tendent a former des ponts H, alors que les acides mous et les bases molles préferent les
interactions de Van der Waals. Les acides durs qui possedent un bas pKa partagent plus
facilement leur hydrogéne avec une base molle et inversement pour les bases molles. Cela
explique la tendance O-H-~N > O-H-~O > N-H-O > N-H-N en termes de force des ponts H.
Une des caractéristiques des liaisons hydrogenes, c’est quelles sont directionnelles (avec des
angles types) un peu comme les liaisons covalentes qui sont trés directionnelles, mais

mnversement aux interactions de Van der Waals qui ne le sont peu ou pas du tout.
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11y existe plusieurs types d’interactions hydrophobes: CH-CH, aréne-aréne, CH-

N N : 0,91
aréne, S-arene, n-cation’™

et plus rarement n-r et m-anion. Les plus intéressantes au niveau
d’un systeme biologique sont celles qui impliquent un noyau aromatique, notamment les
interactions arene-aréne. Un noyau aromatique est en fait un quadrupdle (2 charges + et 2
charges -) qui peut interagir avec lui-méme de trois manieres principales: le T-stacking, le -

stacking et plus rarement les interactions d’un aréne avec un composé perfluoroaromatique.

T-stacking n stacking n-perfluoroaromatique

(edge-to-face) (displaced face-to-face) (face-to-face)
' F F
()i
/ :</ S </_\>

| ® —-E ® © ———-m ©
@@ oo |

62, 0 S22,
®

Tableau 3.2 Exemples types d’interactions arene-aréne
(tiré directement de I’article de Waters).”

Toutes les interactions décrites plus haut sont retrouvées chez les complexes
protéine-ligand (certaines plus rarement). Dans une protéine donnée, certains résidus d’acides
aminés participent a des interactions non-covalentes. La phénylalanine, le tryptophane et la
tyrosine sont aromatiques et peuvent faire des interactions CH-n, XH-7, aréne-aréne, S-aréne
ou encore 7m-cation. L’arginine et la lysine se retrouvent sous forme cationique en milieu
physiologique et peuvent participer a des ponts salins (avec ’aspartate ou le glutamate) ou
des interactions m-cation. La cystéine, la méthionine ou un pont disulfure peut interagir avec

un composeés aromatique, via un atome de soufre, dans une interaction de type S-arene.

" Ma, J. C., and Dougherty, D. A., Chem. Rev., 1997, 97, 1303-1324
" Dougherty, D. A, The Journal of Nutrition, 2007, 137, 1504s-1508s
" Waters, M. L., Curr. Opin. Chem. Biol., 2002, 6, 736-741
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32 MINIMISATION DE L’ENERGIE A L’AIDE DE FORECASTER 2.5

Beaucoup de processus biologiques impliquent des interactions protéine-ligand et
leur dysfonctionnement est a I’origine de maladies. C’est pourquoi en chimie thérapeutique
on cherche a lier de petites molécules organiques & un récepteur cible. Avec 1’évolution
rapide de I'informatique, la modélisation moléculaire a ét¢ développée comme un important
outil de recherche. L’arrimage moléculaire ou docking est une méthode par laquelle il est
possible de simuler de quelle maniére une molécule organique devrait se lier a un récepteur

pour former un complexe stable.

Au tout début de la modélisation moléculaire, la protéine et le ligand étaient
considérés comme des entités rigides, le modele ainsi obtenu par arrimage moléculaire rigide
était limité. Puis des preuves expérimentales ont permis de comprendre que la flexibilité
jouait un réle trés important dans les interactions protéine-ligand.” Ici, on ne parle pas d’un
coté de la flexibilité de la protéine et de ’autre coté de la flexibilité du ligand, mais bien de la
flexibilité de la protéine avec le ligand ou de la flexibilité du complexe protéine-ligand, les
deux ensemble. En fait, c’est que ’approximation de [’équation « protéine minimisée +
ligand minimisé = complexe minimisé» n’est pas représentative de la complexité du
phénomene. L’arrimage moléculaire rigide a donc évolué en arrimage moléculaire flexible,

améliorant ainsi la précision des modéles de prédictions.”

Aprés Darrimage moléculaire flexible, a été développé l’arrimage flexible tenant
compte des molécules d’eau qui sont tres importantes dans le phénomene d’interactions
protéine-ligand, dans le but d’augmenter la précision. Par contre, quelques structures de
complexes protéines-ligand doivent étre connues initialement, ce qui n’est pas le cas de la
majorité des problémes étudiés, souvent un seul complexe protéine-ligand est connu.
Seulement quelques logiciels en modélisation moléculaire possedent la caractéristique de
tenir compte de la flexibilité et des molécules d’eau; la majorité considérant un récepteur

rigide sinon les autres un récepteur flexible seulement, sans les molécules d’eau.

” Moitessier, N., Henry, C., Maigret, B., and Chapleur, Y., J. Med. Chem., 2004, 47, 4178-4187
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Recepteur flexible S,Sﬁ’;‘gi*o”'E E'&lﬁw
EUDOC ProPose
FDS Quantum
FFLD ROSETTALIGAND
AG-DOCK AG-DOCK PhDock
CDOCKER GAMBLER Ph4Dock
/SDOCKER GAsDock ProDock
CHARMM HADDOCK PRO LEADS
CLIX Hammerhead PSI-DOCK
DARWIN HierDOCK/HiervVLS Q-fit
S iqai DIVAL! LibDock QXP/Flo+
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DockVision MacDOCK SANDOCK
EADock tiolDock/MVD SODOCK
FLOG ‘Molegro Virtual Docker  SP-DOCK
FRED PAS-DOCK ’ /SG-DOCK
FTDock PatchDOCK Surflex
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Figure 3.2 Comparaison de différents logiciels en modélisation moléculaire.
* Récepteur flexible localement seulement. Les logiciels dans le haut de la pyramide ne
sont pas nécessairement les plus performants. Les 3 logiciels faisant partie du top 4 des
| meilleurs logiciels selon Moitessier sont écrits en rouge.
(Données tirées de la revue de Moitessier)™

Par contre, ce n’est pas parce qu’un logiciel utilise un arrimage moléculaire flexible

’ . ’ . C
tenant compte des molécules d’eau qu’il est nécessairement plus efficace. Dans sa revue™,

Moitessier affirme que les meilleurs logiciels d’arrimage moléculaire en termes de précision

de la prédiction sont MVP, Glide, GOLD et FlexX. Avec Glide, les molécules d’eau ne sont

pas considérées; alors qu’il n’y a pas d’information a ce sujet pour MVP. Toutefois, on peut

affirmer qu’au moins 50% des 4 logiciels les plus performants mentionnés dans la revue de

Moitessier tiennent compte de la flexibilité du récepteur et des molécules d’eau.

153, S7-826

% Moitessier, N., Englebicnne, P., Lee, D., Lawandi, J., and Corbeil, C. R., Brit. J. Pharmacol., 2008,
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Le logiciel de modélisation moléculaire idéal est simple d’utilisation, rapide
(demande des temps de CPU courts), donne des prédictions précises qui sont représentatives
de la réalité (des structures rayons-X), économique et nécessite I’équipement informatique
accessible 4 tous. C’est dans cette optique qu’a été développé le logiciel FITTED?*?*9¢77%
par Nicolas Moitessier et son équipe a I’université McGill. Ce logiciel est en fait basé sur un

algorithme génétique de type Lamarckien qui fait évoluer des chromosomes dans un

processus d’apprentissage vers la convergence d’une propriété donnée (I’énergie).

Le fait d’utiliser un algorithme génétique permet de simplifier grandement le
probléme en le décomposant en ¢léments bien simples. Un complexe protéine-ligand devient
donc un ensemble d’angles de torsion, de translations, d’orientations... Différentes stratégies
ont été mises en ceuvre lors de la conception du logiciel pour gagner du temps et réduire le
temps de calcul du CPU. En fait, FITTED utilise une méthode d’analyse stochastique
(aléatoire) plutdt que systématique. Avec cette derniére méthode de calculs, dans un systeme
ou il y a 3 liens rotatifs, par exemple, I’analyse énergétique des angles de torsion avec des pas
de 15° (soit 1/24 de cercle) donne déja 24° = 13 824 possibilités. Une méthode stochastique
permet d’éviter de complexifier le probleme d’une maniére exponentielle, et donc de réduire
de beaucoup le temps de calcul. D’autres stratégies ont été mises en ceuvre pour réduire le
temps de calcul avec FITTED: soit des étapes d’optimisation intermédiaires®, la troncation
de la protéine (ce qui enleve des résidus d’acides aminés qui ont peu d’influence sur le

ligand) et la représentafion unie des atomes (united atom representation).'”

% Fitted.ca ©2010 http://www fitted.ca [Consulté le 2 avril 2010]

% Corbeil, C. R., Englebienne, P., and Moitessier, N., J. Chem.! Inf. Model., 2007, 47, 435-449

7 Englebienne, P., Fiaux, H., Kuntz, D. A., Corbeil, C. R., Gerber-Lemaire, S., Rose, D. R., and
Moitessier, N., Proteins, 2007, 69, 160-176

" Corbeil, C. R., Englebienne, P., Yannopoulos, C. G., Chan, L., Das, S. K., Bilimoria, D., L’Heureux,
L., andt Moitessier, N., .J. Chem.! Inf. Model., 2008, 48, 902-909

% Moitessier, N., Therrien, E., and Hanessian, S., J. Med. Chem., 2006, 49, 5885-5894

"% Moitessier, N., Westhof, E., and Hanessian, S., J. Med. Chem., 2006, 49, 1023-1033
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Figure 3.3 Minimisation de ’énergie vers le minimum global ou local.

Dans un systéme complexe, idéalement il faudrait atteindre la valeur du minimum
d’énergie global (fléche rouge), qui représente 1’état le plus stable du complexe protéine-
ligand, par exemple. De maniére plus pratique et étant donné que les possibilités d’angles de
torsion, de translations, d’orientations sont quasi-infinies, le but est de trouver un minimum
d’énergie local qui s’approche le plus du minimum global. En fait, en minimisant 1’énergie
du systéme sans méthode systématique ni stochastique, c’est habituellement le minimum

local d’énergie le plus proche qui est trouvé (fléche bleue).

""‘”'”“—‘E Docking flexible [completement) i

——{ Docking semi-flexible + molécules d’eau flexibles |———————

Docking rigide

Molecules d'eau
déplagables

Figure 3.4 Les différents modes d’arrimage moléculaire de FITTED 2.5

N LY : ’ 1 !
et les paramétres tenus en compte (Tiré directement du manuel d’utilisateur)."’

"' Moitessier, N., Corbeil, C., et Englebiene, P., FITTED 2.6 User Guide, Montréal, 2008, 86 pages
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2.3.1 Utilisation de ProCESS

En premier lieu, 1l suffit d’avoir les fichiers PDB des complexes protéine-ligand
d’intérét. Dans le cas du FimH, les fichiers .pdb des structures 1KIU, IKLF, ITR6, [UWF
et 2VCO ont été téléchargés directement sur le site Internet de PDB.'” Pour toutes ces
structures, les molécules d’eau ont été supprimées (sauf celles d’intérét) ainsi que les ligands
et les métaux (si tel était le cas). Puisque les atomes d’hydrogéne sont invisibles aux rayons-
X, ils ont été ajoutés a I’aide du logiciel MOE 2007.09.'” Les charges partielles ont été
calculées a ’aide du champ de force approprié puis les atomes d’hydrogéne minimisés. Le
résidu d’acide aminé Aspl33 de la structure PDB IKIU a été muté manuellement en
glutamate et minimisé. De cette maniére, les cinq structures du FimH possédent le méme
nombre d’atomes total, les mémes noms pour chacun des atomes, le méme nombre d’atomes
par résidus d’acides aminés, les mémes noms de résidus d’acides aminés et le méme nombre
de molécules d’eau. Par conséquent, ProCESS n’a pas affiché de message tel que décrit dans
le guide d’utilisateur de FITTED 2.6."' Pour ce qui est du ligand, le fichier luwf.pdb a été
ouvert avec MOE, le récepteur, toutes les molécules d’eau, les ligands (sauf le
mannopyrannoside d’intérét) et les métaux ont ét¢ supprimés. C’est le ligand de la structure
PDB LUWF qui a été utilisé comme ligand principal puisque c’est sur ce complexe qu’avait
¢été bas¢ ’arrimage moléculaire rigide avec MOE avant que FITTED ne soit disponible. Les

six structures (5 récepteurs +1 ligand) ont été sauvegardées sous format .mol2'%

(au lieu de
.pdb). En fait, FITTED utilise le format .mol2 modifié (par ProCESS) aux sections

@<TRIPOS>ATOM et/ou @<TRIPOS>BOND (dépendamment du fichier de sortie).

Les noms de fichiers d’entrée de ProCESS sont inscrits dans le fichier « mot-clef »
(keyword) Tuwf flex.txt ou tous les autres parameétres sont €galement inscrits. En fait, ce sont
a peu pres toutes les valeurs par défaut de ProCESS 2.5, excepté cinq valeurs. L’idée est de

pouvoir ouvrir les fichiers de sortie de FITTED avec MOE, donc d’avoir la structure

'92 RCSB Protein DataBank ©2010 http://www.pdb.org/ [consulté le 2 avril 2010]
"% MOE: Molecular Operating Environment ©2010 http:/www.chemcomp.com/software htm
[consulté le 2 avril 2010]

"% Tripos MOL?2 File Format ©2009 http-//www.tripos.com/data/support/mol2.pdf [consulté le 2 avril
2010]
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complete de la protéine avec des atomes biens reconnus. C’est pourquoi la valeur de
«cutoff » a été ajustée & 60 A et « Truncate » pour « no» ce qui englobe toute la protéine.

La valeur de « autoFind_center » a également été changée pour « yes ».

La premiére étape de ProCESS est de définir le site d’interaction et de générer le
fichier luwf prot site.txt qui contient, dans le cas du FimH, 27 résidus d’acides aminés:
PheNl, Ala2, Ilel3, Glyl4, GlylS, HisE4S, Asnd6, Asp47, Tyrd8, Pro49, ThrSl, 1le52,
Thr53, AspS4, TyrSS, Tyr95, Arg98, GInl33, Thrl34, Asnl35, Asnl36, Tyr 137, Asnl3§,
Aspl40, Aspldl. Pheld2 et Pheldd. La seconde étape consiste normalement a faire une
troncation de la protéine dans le but de sauver du temps de calcul. Par contre, étant donné que
«Truncate = no» et « cutoff = 60 », tous les acides aminés sont donc listés dans les 5
fichiers xxxx_prot_dock.mol2 (xxxx = code PDB). Dans la troisiéme étape de ProCESS, est
générer la cavité du site d’interaction, ce qui évite de calculer des conformations pour
lesquelles le ligand se trouve hors du site d’interaction (ce qui permet encore une fois de
sauver du temps de calcul). Un volume de dimension « Grid_center = Grid-size » est créé et
des spheres sont générées a une distance dépendante de la valeur « Grid_resolution ». Les
spheres a une distance « Grid_clash » de la protéine ou au-dela d’une distance « Grid-size »
du centre du site d’interaction sont enlevées. Les coordonnées tridimensionnelles des 376
sphéres représentant le site d’interaction sont sauvegardées dans le fichier
luwf bindsite.mol2 (figure 28). Quatriemement, sont générés les pharmacophores (donneurs
ou accepteurs de pont H, interactions hydrophobes) dans le site d’interaction. Les parametres
par défaut ont été utilisés, ce qui a donné la génération de 66 pharmacophores : soit 13
donneurs de pont H, 29 accepteurs de ponts H et 24 interactions hydrophobes (figure 28). Ces
pharmacophores sont retrouvés dans le fichier luwf 1S.mol2. Cinquiémement et derniére
étape de ProCESS, est générée la surface de solvatation et est évaluée sa contribution
énergétique a la fonction RankScore de FITTED. Le tout est enregistré dans 5 fichiers de
sortie, soit xxxx_prot_score.mol2 (xxxx = code PDB). Un demier fichier est généré par
ProCESS, luwf.out, qui n’est aucunement utilisé par FITTED, dans lequel sont inscrites les

erreurs ou la complétion avec succes du programme.
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Figure 3.5 a) Génération de la cavité du site d’interaction par ProCESS b) Génération des
Pharmacophores par ProCESS: les donneurs de ponts hydrogene sont représentés en rouge,
les accepteurs en bleu et les hydrophobes en vert.

En tout, sont générés par ProCESS 14 fichiers de sortie, les 13 premiers (figure 30)
sont utilisée directement par FITTED 2.5 comme fichiers d’entrée. 1l ne manque que la
conversion par SMART des fichiers des divers ligands a arrimer au FimH avant de passer au

logiciel FITTED.
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1Kkiu.pdb
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1tr7.pdb
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MOE

entrée

Y

1Kiu_prot.moi2
1KIf_prot.mol2
1tr7_prot.moi2

Tuwf_prot.mal2
Tuwf_ligand.mol2

2vco_prot.mol2

PraCESS

sortie

81
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»

Tuwf_prot_site. moi2

1kiu_prot_cdock.mol2
1kif_prot_dock.mol2
17 _prot_dock.mol2
Tuwf_prot_dock.moi2
2vco_prot_dack.mal2

fuwl_bindsite.mol2
Tuwf_IS.mol2
1kiu_prol_socre.mol2
1Kkif_prot_socre.mol2
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Tuwf_prot_socre.mol2

2vco_prot_socre.mol2

Tuwf.out

FITTED
IEEEE—

Figure 3.7 Les fichiers d’entrée et de sortie de ProCESS 2.5.
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2.3.2 Utilisation de SMART

Dans un premier temps, 81 mannopyrannosides ont ét¢ préparés avec SMART pour
étre utilisés dans la construction du modele QSAR. Par la suite, d’autres mannopyrannosides
(dont ceux synthétisés au laboratoire) ont subi le méme traitement et leur Ky a été évalué a
I’aide du modéle QSAR. Pour tous ces ligands, ils ont d’abord été construits dans MOE,

minimisés a I’aide des champs de force appropriés et sauvegardes sous format .mol2.

entrée sortie
tuwf_ligand_01.mol2 tuwf_ligand_01_1.mol2
tuwf_ligand_01.out
MOE 1u‘v\/f_|igand_02'mo|2 SMART FITTED
EEE—— »-| tuwf_ligand_02_1.mol2
tuwf_ligand_03.mol2 fitted ff.ixt tuwf_ligand_02.out

Tuwf_ligand_03_1.mol2
Tuwf_ligand_03.out

Figure 3.8 Les fichiers d’entrée et de sortie de SMART 2.5.

Les étapes du traitement de SMART consistent a définir les liens rotatifs, assigner les
types d’atomes selon GAFF et MMFF, calculer les charges partielles, la charge totale et

identifier les groupes fonctionnels présents dans la molécule.
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2.3.3 Utilisation de FITTED

Pour un probléme complexe donné, I’utilisation d’un algorithme génétique simplifie
les données en ensembles d’éléments appelés chromosomes. Dans le cas des interactions
entre un récepteur et une molécule organique, chaque chromosome représente un complexe
protéine-ligand. Les chromosomes contiennent différentes variables (les génes), dont les
valeurs d’angles de torsion, de torsion de cycles, de translation, d’orientation, de chaine
principale de la protéine, des molécules d’eau et de résidus d’acides aminés du site
d’interaction dans le cas d’un arrimage moléculaire flexible tenant compte des molécules

d’eau.

La premiere étape consiste a créer de la population initiale pour laquelle des valeurs
de torsion, d’orientation et de position sont générées aléatoirement. Sans entrer dans les
détails, une population initiale de bonne qualité est générée aprés avoir passé notamment les
filtres des fonctions PharmScore, MatchScore, ClashScore, GAFScore intégrées dans

FITTED. Voir le guide d’utilisateur dc FITTED pour plus de détails.'”"

Geénération de Sélection de Ou

lapopulation  [—®| Reproduction [— lagénération [P Convergencede Ly Fin du
o . la population? programme
initiale sujvante

T Non

Figure 3.9 Les €tapes de ’algorithme génétique de FITTED 2.5
(Tiré directement du manuel d’utilisateur)."”’

La seconde étape est appelée reproduction (ou évolution) et permet de générer des
chromosomes enfants a partir de chromosomes parents. L’ information est échangée au hasard
entre deux chromosomes parents pour donner deux chromosomes enfants. En plus du
croisement d’information, il y a aussi une probabilité de mutation qui empéche de converger

vers un minimum local d’énergie.
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Troisiemement, une fois les chromosomes parents et enfants générés, il s’en suit la
sélection (tout comme la sélection naturelle) de la prochaine génération. Avec les paramétres
par défaut de FITTED (Steady State), les deux meilleurs chromosomes sont choisis parmi les
4 (2 parents + 2 enfants) pour faire partie de la génération suivante. Le but de cette évolution
est d’arriver a une convergence énergétique (glébale et non locale) et de trouver le meilleur
individu, soit la solution au probléme complexe initial. Ainsi, entre chaque génération, les
chromosomes doivent apprendre quels sont les meilleures valeurs de torsion, orientation,
position et de les transmettre a leurs enfants. C’est ainsi que fonctionne un algorithme

génétique de type Lamarckien.

Quatriemement, lorsque la génération « n» est arrivée a terme, cette derniere est
évaluée selon des critéres pour savoir s’il y a convergence ou non: les plus importants sont
Max_Gen et Best - Average. C’est-a-dire, lorsque I’énergie d’un chromosome se trouve en-
dessous de I’énergie moyenne de sa génération d’une valeur de 1,0 kcal/mol, la convergence
est considérée comme atteinte. Si ce dernier critére n’est pas respecté aprés 200 générations,

la convergence est atteinte puisque qu’il n’y a pas de 201° génération (valeur par défaut).

entrée sortie
tuwf_prot_site.mol2 Tuwf_flex_1_rank_1_Protein.mol2
ProCESS 1kiu_prot_dock.mol2 FITTED Tuwf_flex_1_rank_1_Ligand_run1.mol2 MOE
——»| 1kiIf_prot_dock.mol2 e »

11r7_prot_dock.imol2 Tuwf flextxt | tuwf_flex_1.log
Tuwf_prot_dock.mof2 -
2vco_prot_dock.mol2 Tuwf_flex_1.out

Tuwf_bindsite.mol2
Tuwf_IS.moi2

1kiu_prot_socre.mol2
1kif_prot_socre.mol2
1tr7_prot_socre.mol2
Tuwf_prot_socre.moi2
2vco_prot_socre.mol2
SMART

———| fuwf_ligand_1.mol2

Figure 3.10 Les fichiers d’entrée et de sortie de FITTED 2.5.

Les parametres par défaut de FITTED ont été utilisés dans le fichier luwf flex.txt,

excepté pour le nombre de complexes a sauvegarder sous format .mol2.
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Les fichiers de type « luwf flex | rank | Ligand runl.mol2 », qui sont en fait les
fichiers de sortie de FITTED représentant les ligands, peuvent étre ouverts directement avec
MOE. Toutefois, avec les fichiers de type « luwf flex 1 rank | Protein.mol2 », il faut
modifier la colonne «type d’atome» du format de fichier.mol2 modifié, sans quoi la
structure de la protéine est formée d’atomes de calcium (Ca), sodium (Na), holmium (Ho),
hahnium (Ha), etc. En fait, cela est di au fait que FITTED convertit le nom des atomes du
récepteur ou Ca et Ha, par exemple, représentent une carbone et un hydrogene aromatique.
Pour retrouver les noms d’atomes originaux, il suffit d’ouvrir le fichier .mol2 du récepteur a
’aide de Microsoft Office Word 2007 et de taper Ctrl+H pour remplacer tous les noms
d’atomes modifiés ou bien de se créer une macro pour le faire plus rapidement. De cette
maniere, les atomes ha, hc, ho, hn et hw sont convertis en h, ss en s et ainsi de suite (voir
tableau 10). Seuls les fichiers des ligands sont ensuite utilisés avec MOE pour le modele
QSAR, la reconversion des noms d’atomes des fichiers du récepteur n’a d’utilité que pour
bien représenter les complexes protéines-ligands minimisés a I’écran, pour en faire des

images par exemple.

h c n 0 S

ha

he ca na
oh

ho cau n3 SS
ow

hn c3 n4

hw

Tableau 3.4 Conversion des noms des atomes de FITTED vers MOE.

Tous les calculs de FORECASTER 2.5 (ProCESS 2.5, SMART 2.5 et FITTED 2.5)
ont éte effectués sur le méme ordinateur Aspire 5560Z d’Acer possédant un processeur
double-cceur T2060 Pentium® d’Intel® a 1,6- GHz ainsi que 1 Go de mémoire vive DDR2

sous le systéme d’exploitation Windows Vista™ Home Premium.
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3.3 UTILISATION DE MOE

Molecular Operating System ou MOE est un logiciel de modélisation moléculaire
utilisé pour diverses tiches telles que la recherche de pharmacophores, 1'étude de
conformeéres, ’arrimage moléculaire (docking), le calcul de descripteurs moléculaires, la
construction de modele mathématiques (QSAR/QSPR), la minimisation de 1'énergie, la
dynamique moléculaire, etc. Avec MOE, ’outil de minimisation d’énergie n’est pas trés
développé (le logiciel est en développement constant) et n’est pas aussi complet qu’avec
FITTED. Par contre, différents outils sont disponibles avec MOE pour ’¢laboration de
modéles QSAR, notamment QuaSAR-Model (intégré a MOE), AutoQuaSAR - RSI
2005.10.01 et QuaSAR-Evolution - RS12004.10.01 (deux scripts SVL intégrables a MOE).

v=mx+b

Ri=1
c=0

Valeur prédite

Valeur expérimentale

Figure 3.12 Graphique d’un modele QSAR idéal.

La chimie thérapeutique est basée sur la relation entre la structure d’une molécule et
son activité¢ biologique (Structure-Activity Relationship ou SAR). Selon ce principe, il est
possible de prévoir des propriétés physiques ou des activités biologiques a partir de la
structure moléculaire. L’idée du SAR a émergée en 1868, lorsque Crum-Brown et Fraser ont
affirmé que les effets physiologiques de substances chimiques dépendent directement de leur

structure.'” Le premier QSPR a été construit en 1947 dans le but de prédire la température

103 Crum-Brown, A, and Fraser, T. R., Trans. Roy. Soc. of Edinburgh, 1868, 25, 151-203
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avec seulement trois variables dans le modéle.'” Plus tard, le premier QSAR, élaboré en
1962, consistait a corréler la capacité de molécules organiques a réguler la croissance de

"7 Aujourd’hui, simplement a

plantes versus leurs effets stériques et leur hydrophobicité.
partir de chaines de caractére SMILES il est possible de reconstruire la structure moléculaire,
construire un modéle mathématique et prévoir la valeur d’une propriété physique (QSPR) ou

d’une activité biologique (QSAR).

Pour construire un modeéle QSAR, il faut deux groupes de données: soit un ensemble
d’entrainement (training sef) et un ensemble d’évaluation (fest set). Le premier ensemble est
en quelque sorte I’équivalent des solutions standard en chimie analytique; le second les
solutions inconnues. C’est a partir des solutions standard qu’est construite la droite
d’étalonnage qui va elle-méme servir a déterminer la concentration des inconnus. Le méme
principe est appliqué avec la modéle QSAR: a partir de I’ensemble d’entrainement est

construit un graphique qui va servir a évaluer la propriété désirée.

La difficulté dans la construction du modele QSAR est le probleme du choix de
variables. Dans un monde idéal, un modéle QSAR serait fonction d’une seule variable, ce qui
n’est pas du tout le cas pour des problemes complexes réels. Avec des logiciels de
modélisation moléculaire comme MOE, il est possible de calculer des centaines de variables,
appelées descripteurs moléculaires. Mais comment choisir les variables pour le modéle?
Diverses solutions peuvent répondre a cette question, dans ce cas-ci a été utilisé un

algorithme génétique se basant sur la méthode de moindres carrés partiels (PLS).

Selon le principe du QSAR, un petit changement dans la structure d’un composé
entraine une petite variation dans son activité biologique; alors qu’un grand changement de
structure entraine une grande variation d’activité. Toutefois, dans les cas réels, il arrive
souvent qu’un petit changement de la structure molécule entraine une grande variation de la

propriété étudiée: c’est le paradoxe du QSAR.

' Wiener, H., JACS, 1947, 69, 17- (1947)
"7 Hansch, C., Maloney, P. P., and Fujita, T., Nawure, 1962, 194, 178-180
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Avec une petite centaine de descripteurs moléculaires, il est possible d’arriver a un
modeéle mathématique dont le coefficient de détermination (R?) approche 1 et I’écart-type (o)
est non loin de 0. Cette précision extréme comporte deux défauts majeurs. Premierement, un
modele mathématique qui comporte quelques centaines de variables devient trés complexe,
dont de longs temps de calculs et une difficulté augmentée de rationaliser (interpréter) le
modeéle. Deuxiémement, une précision quasi-parfaite n’est pas nécessairement gage de
I’exactitude des prédictions. C’est pourquoi il faut réduire le nombre de variable a une valeur

acceptable et, par conséquent, diminuer le R? en-dega de 1 (donc augmenter 1’écart-type).

Quant aux descripteurs moléculaires, ils sont généralement classés en ftrois
catégories: unidimensionnels (1D), bidimensionnels (2D) et tridimensionnels (3D).'®® Les
descripteurs moléculaires unidimensionnels sont uniquement basés sur la formule
moléculaire; seule la présence d’atome est requise comme information comme par exemple la
masse molaire, le nombre d’atomes de carbone, le nombre d’atomes d’oxygéene, etc. Pour les
descripteurs 2D, la connectivité interatomique doit étre connue et c’est pourquoi ils sont
basés sur la structure moléculaire. Dans cette catégorie se trouvent par exemple le nombre de
cycles, le nombre d’accepteurs de ponts H, le coefficient de partage, etc. La conformation
spatiale des atomes d’une molécule est essentielle a I’évaluation d’un descripteur 3D. Dans
cette classe se trouvent, par exemple, tous les descripteurs de surfaces, de charges partielles,
le moment dipolaire, etc. En somme, les descripteurs moléculaires 1D ont les mémes valeurs

pour deux isomeres; les 2D ont les mémes valeurs pour deux stéréoisomeres.

"' Hong, H., Xie, Q., Ge, W., Qian, F., Fang, H., Shi, L., Su, Z., Perkins, R., and Tong W., J. Chem.
Inf. Model., 2008, 48, 1337-1344



91

2.3.1 Recherche de descripteurs moléculaires

Avec les 81 mannopyrannosides dockés avec FITTED 2.5, [’ensemble
d’entrainement, ont ét¢ calculés pour chacun les 622 descripteurs moléculaires disponibles
dans MOE 2007.09. C’est-a-dire les 327 descripteurs moléculaires par défaut plus les 172
MACCS, 50 descripteurs inductifs, 30 DLI (drug-like index), 22 pour la charge du champ de
force, 6 pour la description du champ de force, 6 Sterimol, 3 pour les surfaces, 2 CHI2, 2
PSA, 1 Andrews et | pour les liens rotatifs. Les descripteurs moléculaires ajoutés ont été
téléchargés sous forme de scripts SVL (en format de fichier .svl) sur le site web de CCG via

le forum des utilisateurs « SVL Exchange ».'”

Tel que mentionné plus haut, avec le logiciel MOE, trois outils servent & choisir les
descripteurs moléculaires: QuaSAR-Model, AutoQuaSAR et QuaSAR-Evolution. C’est ce
dernier qui a été utilisé étant donné sa plus grande complexité (1l peut tenir compte jusqu’a 14
opérateurs mathématiques différents) et peut générer un trés grand nombre de model dans un
temps de calcul raisonnable. Par défaut, I’algorithme génétique de QuaSAR-Evolution crée
une population initiale de 100 équations (qui possedent 4 descripteurs moléculaires) et évolue
sur 500 générations pour ne conserver que les 100 meilleures équations évaluées d’apres le

test de manque d’adéquation (Friedman’s Lack of Fit ou LOF).

SvL Exchange ©2004 http://svl.chemcomp.con/ http://www. fitted.ca [Consulté le 2 avril 2010]




W Quas2R A volution ;A5 2004.10.01

Training Set:
Test Set:

Method:

Activity Field:

Descriptors:

Essential Desc.:

Operant:

Initial Length:

Mutaion Probability:

Cross Validation:
Activity Calculation:

Export Model:

o/2L man - 622 dm - flexible and wet.ndb Browse... Selectad Entries Only
None Browse... Unselected Entries in Training Set |
Fixed LengthGA ¥ Model Evaluation: R2 ¥

-log Kd exp (M) v Weight Field: MNone v

M Eliminste Recessive Gene after Evolution B View Equations  ® View Trajectory

weinerPal

BCUT_PEOE_O
BCUT_PEQE_1
ECUT_PECOE_2

andreavs
diameter
petitjean
peticjeansSC

BCUT SLOGP 3 g
ECUT_3MR_O
ECUT_SMR_1
ECUT_SMR_2

radius BCUT_PEOE_2 BCUT_SHMR_3

VDistEg BCUT_SLOGE_O GCUT_PROE_O

UDistMa BCUT_SLOGP 1 GCUT_PEOE_1

weinerPath BLUT_SLOGP_2Z GCCUT_PEOE_2Z v

L [ 3

Set Remove B
4 [ d

inv invsyr invsgre invcube invchrt invlogld invle

syr SQre cube chrt loglD log =Xp v

4 L

14 Population: 100  Operant Density: 4 Generation: 5$0000

Q.5 Eugenic Factor: 100 Auto Termination: 1000

by Leave One Out ¥ Method for the Best ¥ Equation(s)

Activity by Ho. 1 equation for wan - 627 dw - flexible and wet.mdb

Ho. 1 Modelinto el for sgsar (no truncate} + ZhZo/uymodels.mdb
A% 8l man - £ZZ dm - flexible and wen
RUH Cancel

Figure 3.13 Fenétre de lancement de ’algorithme génétique QuaSAR-Evolution - RSI
2004.10.01 utilisé avec le logiciel MOE pour déterminer I’équation du modele QSAR.

Les parametres appliqués dans le présent travail sont un algorithme génétique de

taille fixe (par défaut) avec |’évaluation du modele basé sur le coefficient de détermination

(R?). Le champ d’activité choisi est « -log Kd exp (nM) », puisque « Kd exp (nM) » converge

trop rapidement vers une valeur de R* acceptable et donne une distribution de I’ensemble

d’entrainement ou la majorité des points se retrouvent au bas du graphique (donc R? trés

biais¢). Avec « -log Kd exp (nM) », la distribution des points sur le graphique est beaucoup

plus uniforme, donc un R? plus fiable. Comme taille initiale, la valeur 14 a été déterminée par

essal-erreur en se basant sur la valeur du R? obtenu. Tel que mentionné en introduction, la

valeur du coefficient de détermination dépend directement du nombre de descripteurs choisis
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pour le modele QSAR. Il suffit donc de trouver un équilibre acceptable entre une bonne
corrélation et un petit nombre de descripteurs moléculaires. Le critére pour le coefficient de
détermination a été établi a 0,85, valeur a laquelle une distribution statistique est considérée

comme ayant une forte corrélation entre les deux variables (prédite et expérimentale).

Comme opérateurs mathématiques, les 14 disponibles ont été sélectionnés: inverse,
carré, inverse du carré, racine carrée, inverse de la racine carrée, cube, inverse du cube, racine
cubique, inverse de la racine cubique, log, inverse du log, In, inverse de In et exponentielle.
La taille initiale (et finale puisque la taille est laissée fixe) est de 14. Tous les autres
paramétres sont laissés par défaut: pas de champ ayant plus de poids (weigth field), pas de
descripteurs moléculaires essentiels, population de 100 individus, 500 générations (donc

environ 50 000 équations générées au total), etc.

L’équation du modéle final posséde 14 descripteurs moléculaires différents (obtenus
apres 1000 générations), dont 3 sur lesquels a été appliqué un opérateur mathématique. La
plupart de ces descripteurs représentent la polarité du ligand. Dans 1’équation suivante, les
coefficients ont été arrondis au dixiéme prés sinon a un chiffre significatif pres pour plus de

clarté.

—logKd prédit = 0,7A + 0,1B — 1,3C + 1,7D + 0,06E + 0,4VF — 2= 40,3 H —

1,8

logio 1

0,0004 J+1,5 K+4,4 L-0,2 M-0,0002 N-6,4

A =DLI(24) La taille maximale des plus petits cycles'"

B =DLI(25) La taille maximale d’une fonction terminale''®
C =MACCS(-79) Nombre d’atomes d’azote séparés par 3 liens
D = Most Pos Rs i mol Atome le plus positif dans la molécule
E=PEOE VSA+I Surface de Van der Waals positive (+1) totale
F=PEOE VSA-2 Surface de Van der Waals négative (-2) totale
G =PEOE_VSA_ FPOL, Surface de Van der Waals polaire fractionnée

"9 Xu, J., anb Stevenson, J., J. Chem. Inf. Comp. Sci., 2000, 40, 1177-1187
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I =dock HB Force des ponts H

J=pmiX Principal moment d’inertie sur I’axe des x
K =std dim3 Dimension standard 3

L =vsurf IW] Moment dipolaire hydrophile a -0,2

M = vsurf Wpb6 Volume polaire a -4

N = weinerPath Polarité selon Wiener en termes de forces

intramoléculaires'®

Figure 3.14 Equation simplifiée du modéle QSAR
et détail des variables (descripteurs moléculaires) utilisées.

Le modele ainsi obtenu est relativement simple avec seulement 14 variables (il aurait
été beaucoup plus complexe avec 622 ou 150 variables). Le coefficient de détermination
montre une forte corrélation linéaire (R* = 0,8557), ce qui permet d’¢établir une tendance. Par
contre, la valeur de I’écart-type est assez élevée (o = 0,4270), ce qui apporte une grande
erreur sur les valeurs de K prédites. Toutefois, le but n’est pas de prédire 'activité
biologique avec une haute précision, mais de voir encore la tendance générale et essayer de

déterminer quels sont les descripteurs.moléculaires essentiels.

11.0
100 v=086x+1.04 o
2 00 R-=0.8357 .
z o0y * °- - *
E 8 !V [ :°.9~’/.
= s .“',:, L
S L 1"
¥ .5
GO W
* 8
2.0
30060 T0 R0 90 100 110

ISy experunentaux (N[}

Figure 3.15 Graphique représentant les données
de I’ensemble d’entrainement du modéle QSAR.
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2.3.2 Prédiction de valeurs de K,

Pour toutes les molécules synthétisées, ont été calculées a I’aide du modéle QSAR les

valeurs prédites de la constante de dissociation.

Molécule Ky prédit (nM) Molécule K4 prédit (nM)
OH HO HO
haS -0 HO&\
HO
HO 2200 0,085
OMe O
(valeur testée) (valeur testée)
9 7 r
OMe
HoHO o o OEt
HO HO 2
720 (1) HO 554 (1)
OMe
OMe
33
34
OPr HO Oi-Pr
HOHO -Q HO -0
” 184 () HO 4,6 (1)
OFt OMe
35 36
O O
HO OMe Ho OH
HO -0 HO -0
HO 35 () HO 3646 (M
OMe OMe
(testée sans aclivité
37 168° . .
biologique)
/f7 J/OH
(;O ?O HO OO
"o 0,012 (1) H%& 0,000096 (1)
OMe OMe
169 40




AY //O
0%, HO
o]
HO 0
H& 380 (4)
OMe
63
NaO
_s?0
o’\O HO
HO O
HO 0,12 (M
O\/\
74
HO
HO 0
HO
690 (1)
O\/\
81
F
F_[HO
HO Q
HO
10 (M
O\/\
87"
F
HO
HO C
HO
9(M
O\/\
51

OMe

OMe
170"

107

1291 ({)

0,038 (1)

24 (T

71 (M

29818 (M

Tableau 3.6 Activités biologiques (Kg) prédites (ou testées) pour les 12 mannopyrannosides
synthétisés: Les fléches (1) ou ({) indiquent si la valeur de K4 est augmentée ou diminuée par
rapport a la référence (MeMan ou ManOAll).* Molécule synthétisée par Milan Bergeron-

Brlek. ® Molécule non-synthétisée.

s

En ce qui concerne les modifications en C-2, les dérivés 2-O-alkyles saturés

possédent une valeur de K, prédite plus basse que la référence (MeMan), soit entre 4,6 nM et

720 nM. Le dérivé 2-O-allyle serait un excellent inhibiteur avec un Ky de 0,012 nM; mais le

composé éthylhydroxyle serait encore meilleur avec un Ky en-dessous de 0,0001 nM. Le

composé 2-fluoré n’aurait pas d’activité biologique.
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Par rapport aux modifications apportées en C-6, tout d’abord le composé 37 serait
environ 65 fois meilleur inhibiteur que la référence. Par contre, cela ne corréle pas avec le
résultat des tests biologiques (le composé 168 n’a pas d’activité biologique) ni avec
I’arrimage moléculaire. Parmi toutes les modifications en C-6, seul le phosphate posséderait
une activité biologique accrue par rapport a la référence. Pour ce qui est des dérivés désoxy,
le composé difluoré posséderait la meilleure activité biologique des 4, soit une diminution de

Pactivité d’environ 120 fois par rapport 8 ManOAlL

Un modele QSAR sert a prédire I’activité des molécules similaires: les molécules de
Iensemble d’évaluation doivent étre similaires aux molécules de ’ensemble d’entrainement.
De ce fait, la prédiction d’o-D-mannopyrannosides modifiés aux positions 2- et/ou 6- (test
sef) apporterait un large biais par rapport aux o-D-mannopyrannosides modifiés & la position

anomérique (fraining set).

L’étape suivante serait de tester biologiquement les molécules synthétisées, de
comparer les valeurs de Ky prédites et expérimentales, puis d’ajuster le modele QSAR pour
qu’il tienne maintenant comte de ces valeurs. En ajoutant, des mannopyrannosides modifiés
aux positions 2- ou 6- dans I’ensemble d’entrainement, il sera possible a ’avenir de prédire

avec justesse les valeurs de Ky pour des mannopyrannosides modifiés aux positions 1-, 2- ou

6-.
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2.3.3 Arrimage moléculaire sur le FimH

Aprés prédiction des valeurs de Ky et/ou résultat des tests biologiques, il est
intéressant de pouvoir expliquer pourquoi telle molécule posséde une aussi bonne ou aussi
mauvaise affinité avec le FimH. Pour ce faire, [’arrimage moléculaire est [’outil adéquat pour

présenter le détail des interactions entre la protéine et le ligand.

Phe1 s Phe1 /
Asp 48 . i Aspag
Asp 54 # i - Asp G4 " 3
5 ,
GIn 133 GIn133 X v ~
J |
2 o Asp 47 9, o Asp 47
% -~ 23A 7} .
Gly 14 a - Gly 14 i o
2 (14 2! i .
ﬂ i n S e 13
A =
o '"-‘—‘-“g& —
Asn 135 Asn 135 B |
7 U‘\K
Ue G , lte 52 1
Tyr 48 ; Tyr 46
Aap 130 ;oo v Map 140 PGS 4
Tyr 137 Tyr 137
a) b)

Figure 3.16 Arrimage moléculaire de [’amine 171
et de I’acide carboxylique 172 au FimH.

Comme substitut du groupement alcool en C-6 d’un mannopyrannoside, avait
d’abord été synthétisée ’amine a cette position. Par contre, les tests biologiques n’ont révélé
aucune activit¢ biologique pour ce composé. Ce résultat n’était pas attendu
puisqu’habituellement, de maniére classique, les amines sont de bons bioisostéres des

alcools. "

I1 faut mentionner qu’a pH physiologique, ’amine se retrouve sous forme
protonée. Comme seconde modification, 1’alcool en C-6 a été converti en acide carboxylique:
un groupe fonctionnel chargé négativement vient remplacer ’amine chargée positivement.

Au niveau des tests biologiques c’est une seconde surprise: pas d’activité.

"' Patani, G. A, and LaVoie, E. J., Chem. Rev., 1996, 96, 3147-3176
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Figure 3.17 Surface accessible au solvant (Connolly) représentant le potentiel électrostatique
du complexe FimH-mannose (charges positives rouges, négatives bleues, neutres blanches).
L’isoleucine 13 n’a pas été représentée par souci de clarté.

Apres ces deux résultats est venu I’arrimage moléculaire pour expliquer les
interactions au niveau de la position C-6. Dans le cas du groupement hydroxyle, il s’agit d’un
donneur/accepteur de ponts H de charge neutre. Ce dernier peut accepter un pont hydrogene
provenant de Phel (chargée positivement) et en donner un a Asp54 (chargé négativement).
Pour ce qui est de ’amine, elle se protone pour devenir un donneur de ponts H; tandis que
I'acide carboxylique se déprotone en carboxylate et devient un accepteur de ponts H. Dans
les deux cas (6-NH;" et 6-COy), la séquence « donneur — accepteur/donneur — accepteur » de
ponts H normalement retrouvée avec le groupement hydroxyle est brisée. Mais encore, dans
le cas du composé 6-amino, deux charges positives se retrouvent a proximité I’'une de 'autre
a une distance de 2,9 A. Inversement, deux charges négatives sont a une distance de 2,3 A
pour ce qui est du carboxylate. Tel qu’énoncé par la loi de Coulomb, deux charges de mémes
signe se repoussent, ce qui donne des interactions défavorables et explique I’absence
d’activité de ces deux composés. Remplacer I’hydroxyle en C-6 pour un bioisostére n’est pas
chose facile, en plus de tenir compte du volume restreint, il faut tenir compte des charges et
des donneurs/accepteurs de ponts H. Un groupement fonctionnel non chargé, de la taille d’un

hydroxyle et & la fois donneur et accepteur de ponts H serait potentiellement le meilleur
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candidat pour remplacer 1’alcool en C-6 d’un mannopyrannoside. Par ailleurs, un 6-thiol

: M 12
pourrait tout aussi bien remplacer un 6-OH.

Groupe Nombre de _ .
Résidu d’acide aminé Distance entre les atomes
fonctionnel du ponis H _
) / Groupe fonctionnel d’azote ou d’oxygene
composé prédits
’ Phel / NH;" 29 A
6-OH 3
Asp54 / COy’ 2,7A
N Phel / NH;" 29A
6-NH, ]
AspS4/ COy 2,6 A
Phel / NH;" 32A
6-COy 1
Asp54/COy 23 A
Phel / NH;" 2,7A
6-SO4 3
Asp54 / COy 2,6 A
, Phel / NH;" 38 A
6-PO,~ 3
Asp54 / COy 3,1 A

Tableau 3.7 Distance entre les atomes d’azote et d’oxygeéne chargés pour différents ligands
dont la structure du complexe a été¢ minimisée a ’aide de FITTED 2.5,

Pour remplacer I’hydroxyle en C-6,, tout en essayant de faire des interactions plus
fortes qu’avec les composés 6-amino et 6-acide carboxylique, ont été minimisés des
structures 6-sulfate et 6-phosphate a I’aide de FITTED. En général, I'activité prédite est
bonne avec les composés sulfatés en C-6; par contre le Ky du composé 63 est environ 1,5 fois
moins bon qu’avec le ManOAll. Pour ce qui est des composés phosphatés en C-6, la tendance
générale va avec un plus grand potentiel d’inhibition que ce soit avec les composés 66 ou 79.
Ceci peut s’expliquer par le nombre de ponts hydrogeéne: en fait que ce soit pour un
groupement hydroxyle, sulfate ou phosphate, ils seraient au nombre de 3 (contrairement a 1
pour le 6-amino et le 6-carboxylate). Le phosphate se retrouve a une distance plus grande
d’Asp54 comparativement au sulfate (3,1 A versus 2,6 A), ce qui minimise les interactions

défavorables. De plus, le phosphate partage deux charges négatives sur trois atomes

"2 Ellis, D., Norman, E. S., and Osborn, H. M. L., Tetrahedron, 2008, 64, 2832-2854
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d’oxygéne (soit une charge moyenne -0,& par O). D’autre part, le sulfate partage une charge
négative par atome d’oxygene (soit une charge moyenne -0,3 par O), ce qui rend le phosphate

meilleur accepteur de ponts H que le sulfate et peut expliquer sa plus grande activité prédite.

. Phet / Phet
Asp 46 N ) Asp 46
GIn133 »,{'N' S Gln 133
@ o N\ ‘{? Asp 47 - Asp 47
Gly 14 o =1 Gly 14
Y 0 N ¥
£ ety
. n A
A=
ASRARE e e Asn 135
< e 52 &""‘ 3 4
o ] I Tyr 4~ Tyrée
Asp e o N N Asp 140 ;o
S .
Tyr 137 Tyr 137
a) b)

Figure 3.18 Arrimage moléculaire du sulfate 74 et du phosphate 79 au FimH.



CHAPITRE IV
TRAVAUX DIVERS EN MODELISATION MOLECULAIRE

4.1 INTRODUCTION

Dans la nature, il existe 15 galectines animales ayant divers réles. Normalement, les
galectines sont utiles dans le processus de reconnaissance cellulaire en interagissant avec les
glycoprotéines et les glycolipides a la surface. Mais aussi, ces lectines animales interagissent
avec les protéines du cytoplasme pour moduler les voies de signalisation. Diverses études
avancent I’idée que les galectines jouent un réle primordial dans le cancer. En effet, ces
protéines contribuent aux phénomenes de néoplasie, d’angiogenése, des métastases et de
survie des cellules tumorales.'”” Deux galectines intéressantes font partie de la recherche au
laboratoire Roy, il s’agit des galectines-1 et -3. Au niveau du cancer, elles jouent des réles
complétement différents: hGal-1 est pro-apoptotique alors que hGal-3 est anti-apoptotique.
L’1dée est d’inhiber sélectivement la lectine qui empéche 1’apoptose afin que les cellules
tumorales puissent subir cette mort cellulaire programmée. Toutefois, les deux galectines sont
sélectives aux P-galactopyrannosides; alors I'inhibition d’une galectine entraine 1’inhibition
de la seconde §’1l n’y a pas de sélectivité fine. C’est pourquol 1’étude des similitudes et des
différences par modélisation moléculaire est importante dans ce champ de recherche bien

précis.

Dans un autre ordre d’idée, la bactérie Pseudomonas Aeruginosa, se retrouve un peu
partout dans la nature: dans le sol, dans I’eau, dans I’air et dans la nourriture. Cette bactérie
opportuniste est responsable de plusieurs infections nosocomiales, notamment chez les
patients immunosupprimés. Elle cause surtout des infections pulmonaires, ce qui rend les
personnes atteintes de fibrose cystique particulicrement vulnérables. Dans le poumon,
Pseudomonas Aeruginosa forme un biofilm, séeréte des enzymes d’hydrolyse et des
molécules cytotoxiques. Deux lectines bactériennes solubles et dépendantes du calcium sont

¢tudiées chez P. Aeruginosa: PA-IL et PA-IIL. La lectine PA-IL se lie spécifiquement au D-

' Liu, F.-T., Rabinovich, G. A., Nature Rev., 2005, 5, 29-41
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galactose, mais aussi au L-fucose, a 1’adénine, aux antigénes humains communs et se trouve a
étre particulierement toxique pour les cellulaire épithéliales pulmonaires. C’est pourquoi
Iétude de cette lectine, notamment par modélisation moléculaire, pourrait mener au
développement d’un nouveau médicament inhibiteur de PA-IL et augmenter I’espérance et la

qualité de vie des patients atteints de fibrose cystique.

4.2 SIMILITUDES ET DIFFERENCES ENTRE LES GALECTINES HUMAINES

Afin de compléter une revue déja avancée par les docteurs Denis Giguére et Subhash

Rauthu'"

, a ét¢ faite une petite étude par modélisation moléculaire. Dans la littérature, est
retrouvé différentes représentations des trois types de galectines. Toutefois, ces
schématisations tres simplistes ne rendent pas justice a la complexité du phénomene de
reconnaissance d’un sucre par une lectine. Les dessins composés de formes simples ne
donnent pas une idée de la structure de la protéine, ni du site de reconnaissance pour les

sucres (CRD) ni de ’agencement spatial des dimeres. C’est pourquoi ont ét¢ construites des

images plus complexes a partir des structures obtenues par diffraction des rayons-X.

114

Rauthu, S., Giguére, D., Rocheleau, S., and Roy, R., A publier
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Figure 4.1 Schématisation des trois types de galectines: a) homodimeére (ou proto)
b) hétérodimere (ou tandem répété) c) type chimcre.

De cette maniére, il est possible de bien distinguer le CRD composé de six résidus
d’acides aminés hautement conservés par les surfaces colorés. Les rubans donnent une
meilleure idée de la structure des galectines, de I’emplacement du CRD ainsi que de la
structure générale des diméres. Par contre, pour ce qui est du type chimere, les chaines du N-
terminal devrait étre tressées ensemble afin que ce soit représentatif de la réalité (pour en
faire une structure du type bouquet). Les images de I’homodimére et de [’hétérodimeére sont
basées sur la structure de hGal-2 (2NN8)'"®, alors que Iimage de type proto sur la structure

vient de hGal-4 (1X50)'.

Par la suite, ont été revues les interactions sucre-galectine: soit les interactions d’une
galectine avec différents ligands et d’un ligand avec différentes galectines. Dans un premier
temps hGal-3 a été choisie complexant de I’eau, le Lac, le LacNAc et un dérivé du LacNAc.
Les acides aminés impliqués dans une interaction directe (ou indirecte avec une molécule

d’cau) avec le ligand sont assez conservés. En fait, dans le cas de hGal-3, sept résidus

' Collins, P. M., Hidari, K. L. P. I, and Blanchard, H., Acta Cryst. D, 2007, 63, 415-419
"'® Tomigawa, T., Kigawa, T, Saito, K., Koshiba, S., Inoue, M., and Yokoyama, S., 4 publier
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d’acides aminés sont hautement conservés: Hisl58, Asnl60, Argl§2, Glul65, Asn 174,
Trpl81 et Glul84. Aussi, une molécule d’eau semble particuliérement importante en faisant
un réseau de ponts hydrogene entre Argldd, Asnl60, OH-3" et OH-4’. Au niveau des
interactions, il n’y a pas tant de différence entre le Lac et le LacNAc, sauf quelques
molécules d’eau non-conservées. Toutefois, [’activité biologique du LacNAc avec un Ky de
67uM est environ trois fois meilleure qu’avec le lactose avec un Ky de 220uM.""” Par contre,
chez le dérivé tétrafluorobenzamido du LacNAc, 1l y a gain important d’interactions
hydrophobes avec Alal46, Ilel45 et Argl44. En fait, avec 'arginine 144 il y a un
changement conformationnel qui permet une interaction m-cation supplémentaire a une
distance d’environ 3,6 A. Cette interaction semble contradictoire, puisque normalement ce
sont des interactions de type m-anion qui se font avec les composés perfluoroaromatiques. En
fait, c’est le carbone du groupement guanidine qui se trouve presque au centre du noyau
aromatique, alors que les trois atomes d’azote se partageant la charge positive sont plutdt
superposés au-dessus des atomes de fluor. Quand a ’activité biologique, elle est environ 250
fois meilleure avec un K4 de 0,88 uM et ceci pourrait étre expliqué par la désolvatation du

roupement perfluoroaromatique plus que ’interaction m-cation supplémentaire.''
pp

Argl44

Figure 4.2 Interactions m-cation entre Argld4 et le dérivé
tétrafluorobenzamido du LacNAc (code PDB 1KJR).'"®

"7 Tejler, J., Leffler, H., and Nilsson, U. J., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2005, 15, 2343-2345
" Sorme, P., Arnoux, P., Kahl-Knutsson, B., Leffler, H., Rini, J. M., and Nilsson, U. J., JACS, 2005,
127, 1737-1743
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Figure 4.3. hGal-3 complexée avec: a) 3 molécules d’eau (code PDB 2NMO)'"*
b) le lactose (code PDB 2NN8)'" ¢) le LacNac (code PDB 1KJL)'"®
d) le 3'-(4-méthoxy-2,3,5,6-tétrafluorobenzamido)-N-acétyllactosamine
ou LAcNACBEK (code PDB 1KJR)'*.

Dans un deuxiéme temps, les interactions entre le lactose et différentes galectines
humaines (-1, -2, -3, -7, -8 et -9) ont ét¢ comparées. 11 a été remarqué que six résidus d’acides
aminés sont hautement conservés: His49, AsnS1, Arg53, Asn62, Glu72, et Trp69

(numérotation selon hGal-7). Par contre, la molécule d’eau hautement conservée chez les
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différents complexes de la galectine-3 humaine ne l'est pas nécessairement chez les autres
galectines. En plus des six conservés, d’autres résidus d’acides aminés peuvent venir faire des
interactions supplémentaires avec le lactose. Le plus souvent ce sont des arginines (hGal-2,

hGal-3, hGal-8 et hGal-9), mais aussi une histidine (hGal-1) ou un glutamate (hGal-3).

Trpisr

Figure 4.4 Lactose complexé avec: a) hGal-1 (code PDB 1GZW)'"” b) hGal-2 (code
PDB IHLC)" ¢) hGal-3 (code PDB 2NN8)'"* d) hGal-7 (code PDB 4GAL)"' e) hGal-8
(code PDB 2YXS)"?* f) hGal-9 (code PDB 2EAK)'*.

" Lépez-Lucendol, M. L., Solis, D., André, S., Hirabayashi, J., Kasai, K.-1., Kaltner, H., Gabius, H.-
J., and Romero, A.,J. Mol Biol., 2004, 343, 957-970

29 obsanov, Y. L., Gittn, N. A., Leffler, H., Barondes, S. H., and Rini, J. M., J. Biol. Chem., 1993,
268, 27034-27038

! Leonidas, D. D., Vatzaki, E. H., Vorum, H., Celis, J. E., Madsen, P., and Acharya, K. R.,
Biochemistry, 1998, 37, 13930-13940

12 Kishishita, S., Nishino, A., Murayama, K., Terada, T., Shirouzu, M., and Yokoyama, S., Riken
Structural Genomics/Proteomics Initiative, 2007

123 Nagae, M., Nakamura-Tsuruta, S., Nishi, N., Hirabayashi, I., Wakatsuki, S., and Kato, R., J. Mol
Biol., 2008, 375, 119-135
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Il est intéressant de constater a quel point les six acides aminés sont conservés dans la
séquence de la protéine. Dans une premiere région, His49, AsnS1 et Arg53 (numérotation
selon hGal-7) se retrouvent alignés. 1l s’en suit une seconde région variable ou peuvent
s’ajouter certains des résidus d’acides aminés supplémentaires (hGal-1 et hGal-2). La

derniére région contient Asn62, Glu72, et Trp69 (numérotation selon hGal-7) bien alignés.

Le tableau suivant résume les interactions conservées avec le Lac chez les galectines

humaines étudiées. Les interactions trés variables ont ét¢ omises par souci de clarté.

Galectine hGal-1 hGal-2 hGal-3 hGal-7 hGal-8 hGal-9

Code PDB  1GZW 1HL.C 2NNS8 4GAL 2YXS 2EAK
Résolution 1,70 A 2,90 A 1,35 A 1,95 A 2,13 A 1,97 A
Nbre .d a.a 7 aa. 8 a.a. 8 a.a. 6 a.a. 8a.a. 8 a.a.
impliqués
B op0 3 H,0 . 2H,0  2H0
impliquée
CH-
3405 Trp68 Trp65 Trpl81 Trp69 Trp93 Trp82
OH-3 H,O Argl20 H,O - Gln54° Asn63°
H,0 - Argla4® - Arg52 Argd4’
OH.4° His44 His45 His158 His49 His72 His6 1l
Asnd6 Asnd7 Asnl60 Asn5| Asn74 Asn63’
Arg48 Arg49 Argl62 Arg53 Arg76 Arg65
0-5° Arg48 - Argl62 Arg53 Arg76 Arg65
OH-6" Asnb6l Asn58 Asnl74 Asn62 Asn86 Asn6S
Glu7] Glu68 Glul 84 Glu72 Glu96 Glu75
O-1 His52 - - . - - -
OH-2 Glu71° Arg70 Glul65" - Glu96® Arg87
OH-3 Argd8 Arg49 Argl62 Arg53 Arg76 Arg65
Glu71 Glu6d Glul84 Glu72 Glu96 Argl7

Tableau 4.1 Comparaison des interactions conservées de différents complexes de hGal.
* Pas de H,O présent dans le fichier PDB (résolution de 2,90 A).
* Pont hydrogene indirectement via une molécule d’eau.

Le groupement alcool axial de la partie galactose est impliqué dans 3 ou 4 ponts
hydrogene et les interactions CH-nt avec le tryptophane semblent étre des éléments essentiels
dans [a reconnaissance lectine-sucre. Aussi, les interactions avec OH-6, OH-3, O-5 sont

Importantes pour maintenir le sucre dans le site d’intcraction, puisque ces interactions sont
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tres conservées. Les autres fonctions alcool du lactose semblent jouer un réle beaucoup
moins ou pas du tout important. En fait, la partie galactose du lactose est plus importante que

la partie glucose en termes d’interactions.

T g T T T T T T T T - v T T T T T T T T T T g T T T T
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Figure 4.5 Alignement des six acides aminés conservés chez différentes galectines humaines.

La reconnaissance moléculaire des galectines est spécifique aux -
galactopyrannosides, seule une unité galactose posseéde la bonne configuration pour le site
d’interaction. Dans le cas d’un B-glucopyrannoside, par exemple, la fonction alcool en C-4
est équatoriale et implique une interaction défavorable avec le tryptophane. Dans les sucres
courants, seul un [-mannopyrannoside pourrait hypothétiquement remplacer I'unité
galactose. En fait, avec une rotation de 120° sur lui-méme, 1’alcool axial en C-2 du mannose

peut venir superposer la position en C-4 du galactose.

Figure 4.6 Interactions CH-w entre le tryptophane chez les galectines humaines et
a) un p-galactose'* (code PDB 1KJL) b) un B-mannose.
Ces interactions se font a une distance d’environ 3A.

124 Ramirez-Gualito, K, Alonso-Rios, R., Quiroz-Garcia, B., Rojas-Aguilar, A., Diaz, D., Jiménez-
Barbero, J., and Cuevas, G., JACS, 2008, 73, 849-857
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En fait, un B-mannose dans cette position possede la méme configuration (un OH
axial et trois CH pointant vers le bas) qu’un B-galactose. Par contre, il y a perte d’importantes

interactions, soit les ponts hydrogene avec OH-6" et O-5’ comparativement au lactose.

4.3 MINIMISATION DE L’ENERGIE DE DENDRIMERES

Dans le but d’apporter des données complémentaires a un article scientifique traitant
d’inhibiteurs de PA-TL'® écrit par le docteur Yoann Chabre, a été faite une seconde étude par
mod¢lisation moléculaire. La structure de la lectine étant déja connue, une premiére question
était d’expliquer ’activité biologique du meilleur inhibiteur (un dérivé acide) synthétisé au
laboratoire par le docteur Denis Giguere. De plus, il était question de savoir si I’effet
dendritique (ou multivalence) de molécules connues pouvait arriver a lier doublement un

tétramere de la PA-IL ou bien lier plus d’une lectine a la fois pour former un amas (cluster).

Figure 4.7 Tétrameére de la PA-IL avec ses ions Ca”* (code PDB 10K0).'%¢

"2 Chabre, M. Y., Giguere, D., Blanchard, B., Rodrigue, J., Rocheleau, S., Neault, M., Papadopoulos,
A., Arnold, A. A., Imberty, A., and Roy, R.,/ipub/ier

128 Cioci, G., Mitchell, E. P, Gautier, C., Wimmerova, M., Sudakevitz, D., Pérez, S., Gilboa-Garber,
N., and Imberty, A., Fed Eur. Biochem. Soc. Lett., 2003, 555, 297-301
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Tout d’abord, ont été comparées les interactions entre le glucose et le dérivé acide.

Code PDB (ou nom) 10KO dérivé acide 173"
Résolution 1,60 A -
Nbre.d’a’.aa. 9 a.a. 10 a.a.
impliqués

Eau impliquée 1H,O 2H,0
CH,-6 Vall0l Vall01
His50 His50
OH-6 Pros1° Pro51®
Glns3® GlnS3®
0-5 - -
Ca** Ca*"
OH-4 Tyr36 Tyr36
Aspl00 Aspl00
Ca®* Ca*’
OH-3 Asnl07 Asnl07
OH-2 Asnl07 g
OH-1 - -
(Tyr36)
Pro38
Ph ) (Trp42)
HisS0
COO - OH-2 ®

Tableau 4.2 Interactions du D-galactose et du dérivé acide 173 avec le PA-IL.
“ En incluant les acides aminés complexés a ’1on calcium.
* Pont hydrogéne indirectement via une molécule d’eau.

Il est intéressant de remarquer combien la reconnaissance moléculaire d’une unité
galactose est différente d’une lectine a I'autre. Ici, il n’y a pas de tryptophane sur lequel est
assis le sucre par des interactions CH-n. En fait, ¢’est par I’ion calcium qu’OH-3 et OH-4
sont complexés. De plus, OH-4 est reconnu par le carboxylate d’Aspl00 ainsi que par le
carbonyle de la chaine latérale de Tyr36. Le groupement OH-2 fait un pont hydrogéne
directement avec Asnl07, tandis que OH-6 c’est avec His50, GIn53 (directement et
indirectement) et indirectement avec Pro51. Contrairement aux galectines, ["oxygéne
endocyclique n’implique aucune interaction importante avec le PA-IL. La reconnaissance
moléculaire se fait donc de maniére latérale, c’est-a-dire qu’il n’y a aucune interaction au-

dessus ni en dessous du ligand, comparativement aux galectines (Trp en dessous et Arg au
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dessus). Le groupement OH-1 est libre d’interactions, ce qui permet de faire toutes sortes
modifications. Comme chez le FimH, OH-6 se trouve dans la configuration /g, le CH, étant

orienté vers la valine 101
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Figure 4.8 Modélisation des interactions entre PA-IL
et le D-galactose (code PDB 10KO). 126

Avec le dérivé acide 173, les interactions avec le PA-IL sont les mémes qu’avec le
galactose. Mais en plus, la partie phényle fait des interactions hydrophobes avec Pro38 et
His50, soit sous sa forme neutre avec une interaction NH-n ou sous sa forme acide avec une
interaction m-cation. Avec un pKa d’environ 6,8 I’histidine est proche de la neutralité, mais
peut aussi bien se protoner, du moins partiellement. La fonction acide carboxylique sous
forme de carboxylate vient établir un pont hydrogene intramoléculaire directement avec OH-
2 (ou possiblement via une molécule d’eau). Cette interaction semble a premiére vue inutile
puisqu’intramoléculaire, mais il suffit de voir les résultats d’activité biologique d’autres

dérivés de ce genre pour en comprendre [’ importance.
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Figure 4.9 Modélisation des interactions entre PA-IL et [’acide

(E)-2-benzéne-4-(B-D-galactopyrannosyl)-but-2-énique 173.'*

D’apres les valeurs d’activité biologique (ICss et Ky) du tableau 16, 1’association
lectine-ligand serait possiblement favorisée par la force du pont hydrogeéne intramoléculaire
ainsi que par la géométrie du groupement en question. Par exemple, le dérivé méthyl ester est
seulement un accepteur de ponts H via le carbonyle. Les dérivés amide et méthylamide sont
aussi accepteurs de ponts H via le carbonyle, mais en plus donneurs via le NH ou le NH,.
Mais encore, le carboxylate posséde une charge négative délocalisée entre deux atomes
d’oxygene, ce qui le rend un meilleur accepteur de ponts H par rapport a un carbonyle neutre.
Aussi, par une rotation de 180° sur lui-méme, I’équivalent est retrouvé étant donné la

symeétrie de type C; intrinseque aux ions carboxylates.

L’activité biologique mesurée (en valeurs d’1Csq et de K) suit la tendance générale
COOMe > CONH2 > CONHMe > COO" et comme déja mentionné viendrait de la force du
pont hydrogene intramoléculaire. En fait, plus ce lien non-covalent est fort, plus la distance

entre le groupement en question et OH-2 est courte et cela a un effet sur le groupement
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phényle. Plus cette distance est courte, plus I’angle du phényle penche vers I’arriere, ce qui

permettrait des interactions hydrophobes plus efficaces.

Molécule ICso Ka
(déterminés par ELLA) (déterminés par ITC)
hoHO
o)
HO
HO o | 170 uM 37 uM
o
173
HoHO
o)
HO
HO o | 720 uM 452 uM
OMe
174
oMo
o
HO
Ho ] 210 uM 161 uM
NH,
175
hoHO
o)
HO
HO o | 250 uM 81 uM
NHMe
176

Tableau 4.3 Comparaison des activités biologiques de différents dérivés galactosyles.'”

A la figure suivante, est montrée la surface accessible au solvant (la surface de

Connolly) ainsi que la polarité des résidus d’acides aminés environnants. La partie phényle
vient s’insérer parfaitement dans une cavité hydrophobe délimitée par la proline 38 au-
dessus, 'histidine 50 en-dessous ainsi que la tyrosine 36 a I’arriere et le tryptophane 42 un

peu plus loin.
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Figure 4.10 Modélisation des interactions entre PA-IL (surfaces de Connolly)
et I’acide (E)-2-benzéne-4-(B-D-galactopyrannosyl)-but-2-énique.'”

Apres modélisation des interactions entre la lectine et le ligand 173 (un monomere), a
été modélisée la structure du glycodendrimére 177. Une premiére question était de savoir
avec quel angle les fonctions amides devraient étre modélisées. Pour ce faire, a d’abord €té

trouvé dans la littérature un cceur le plus représentatif possible.

Figure 4.11 Structure rayons-X du tris(NV, N-diéthyl)-trimésamide.'*’

127 Cannon, A. S., Foxman, B. M., Guarrera, D. J., and Warner, J. C., Cryst. Growth Des., 2005, 5,
407-411
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A été trouvée dans la littérature la structure obtenue par diffractions des rayons-X du
tris(V, N-diéthyl)-trimésamide cristallis€ avec 1’hydroquinone dans un rapport 1:1. Les angles
formés par les carbonyles sont de +60°, -47°, et -51° dans une conformation « haut-haut-
bas». Ces angles ont donc ¢été utilisés directement lors de la modélisation du

glycodendrimere.
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Figure 4.12 Structure bidimensionnelle du glycodendrimere 177.'%
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En premier lieu, ’unité galactosyle a ét€ construite a I’aide du logiciel MOE 2007.09
avec un angle exo-anomérique ajusté a 180°, puis minimisée, ce qui a mené a la formation du
pont hydrogene intramoléculaire. La fonction alcool primaire en C-6 a été orientée dans la
configuration g, tout comme dans la structure rayons-X 10KO. La partie aglycone a été
minimisée a I’aide du champ de force moléculaire de Merck (MMFF94X) tandis que 1’unité
galactosyle I’a été avec le champ de force fonction de I’énergie potentielle des alcools et des

sucres (PEF95SAC). '

Pour ce qui est des unités triazoles, deux rotaméres sont possibles et ’angle de
torsion C-C-N-N optimal a ¢té déterminé comme étant pres de 0°. Cette conformation
verrouillée, cela permet a la structure finale d’étre moins aplatie sur elle-méme et, par
conséquent, d’avoir une répulsion minimale entre les six branches et donc une distance

maximale entre les sucrcs.

Un premuer ceeur a €té construit avec tous les atomes dans le méme plan. De cette
maniére, une symétrie parfaite est générée entre les six branches et permet de simplifier leur
construction. A cette étape, il y a deux branches qui pointent vers le haut et une branche vers
le bas dans une conformation alternant haut et bas. Encore une fois, deux rotaméres sont
possibles pour les unités triazoles par rapport au bout des branches et I’angle de torsion N-C-
C-N optimal a ét¢ déterminé comme étant pres de 0° avant minimisation. Avec un angle de
180°, cela oriente les sucres de maniére énergétiquement peu favorable sur la structure finale.
Aprés la construction d’une premiére branche, les cing autres branches ont été construites en
superposant la premiere par les unités triazoles, ce qui a donnée la premicre structure finale

possédant une énergie potentielle calculée de 1496 kcal/mol.

La seconde structure du glycodendrimére a ét¢ modélisée directement a partir du
ceeur trimésamide remplagant le premier cceur plan. Par la suite, les branches ont été
connectées a partir des triazoles du premier glycodendrimére et minimisées. Aprés quelques
ajustements d’angles de torsion et d’autres minimisations d’énergie, une structure presque

symétrique qui possede une énergie potentielle calculée de 697 keal/mol a été obtenue.
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Figure 4.13 Modele moléculaire du glycodendrimére 177 construit a partir:
a) d’un ceeur complétement planaire b) du cceur trimésamide. '

Suite & cela, la simulation de complexes monovalents, divalents et hexavalents avec
le PA-IL tétramérique a été exécutée par superposition de chaque unité galactosyle sur les
unités galactose. Aprés suppression des atomes superflus, les images finales ont été obtenues

a ’aide de la version 0.991c6 du logiciel PyMOL.

Pour le conformere « cceur planaire », la distance entre deux sucres de conformation
« haut et bas » est de 2,4 nm; entre deux sucres de conformation « haut et haut » ou « bas et
bas» elle est de 2,8 nm; le rayon a partir du centre du cceur étant de 2,0 nm. Pour le
conformeére « cceur trimésamide », la distance entre deux sucres de conformation « haut et
bas », de 2,7 nm; entre deux sucres de conformation « haut et haut» ou « bas et bas » est de
2,7 nm, le rayon a partir du centre du ceeur étant de 2,0 nm. Toutes ces mesures ont été prises

a partir d”OH-6.
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Figure 4.14 Simulation de complexes: a) monovalent b) divalent et ¢) hexavalent entre le
glycodendrimére 177 et la PA-IL tétramérique obtenus par modélisation moléculaire.'”

Une expérience de diffusion par RMN de PFG-STE utilisant la BPP-LED a été
réalisée par le collaborateur Alexandre Arnold. Avec le glycodendrimere 177 solubilisé dans
le DMSO-ds a 25°C, la RMN a permis d’évaluer que le rayon solvodynamique moyen était
de 1,4 nm."” Ce résultat est en fait trés consistant avec la valeur des structures obtenues par
modélisation moléculaire. Ces derniéres étant de conformation étendue (fill extended), la
distance mesurée est en fait la valeur maximale résultant de ’expérience. Une valeur de 1,4
nm signifie que le dendrimeére en solution se retrouve un peu plus écrasé sur lui-méme par

rapport a la structure modélisée.

Par une expérience d’ITC, le ratio ligand/protéine a été détermin€ et vaut 0,22 +£0,05.
Cette valeur signifie qu’il y a en moyenne environ 5 lectines PA-IL pour un glycodendrimeére
177 avec une distribution qui varie de 3 a 6 lectines par ligand. Ce qui démontre hors de tout
doute que les complexes divalents existent et méme que les complexes hexavalents sont

possibles méme si ce derniers ne sont pas favorisés d’un point de vue thermodynamique.



CHAPITRE V
CONCLUSION GENERALES

En définitive, a ’aide du logiciel MOE 2007.09 a été élaboré un modele QSAR qui
posséde la capacité de prédire le Ky pour des mannopyrannosides vis-a-vis [’inhibition de
I’adhésine FimH. L’ensemble d’entrainement comprend 81 mannopyrannosides tirés de la
littérature ou bien synthétisés et testés au laboratoire Roy. La minimisation des structures
complexe-ligand a été faite & 1’aide du logiciel FITTED 2.5 qui utilise un algorithme
génétique Lamarckien afin de simplifier le probléme et ainsi sauver du temps de CPU. La
recherche de descripteurs moléculaires s’est effectuée a 1’aide du script SVL QuaSAR-
Evolution - RSI 2004.10.01. Le modele mathématique de prédiction du Ky posséde
finalement 14 variables, ce qui est relativement simple, mas pas facilement rationalisable

(interprétable).

La valeur de Ky prédite pour plusieurs molécules a été calculée pour le modele et
montre une tendance de meilleure activité pour les dérivés 1-O-allylés que pour les 1-O-
méthylés, ce qui était évidemment attendu. La modification en position C-2 montrant le
meilleur potentiel d’inhibition est le dérivé éthylhydroxyle avec un Ky prédit nettement sous
le nanomolaire. L’arrimage moléculaire montre qu’il y aurait effectivement substitution de la
molécule d’eau par I’alcool primaire de ce dernier dérivé. Quant aux modifications en
position C-6, les sulfates et les phosphates montrent en général les meilleurs potentiels
d’inhibition, plus particulierement du phosphate par rapport au sulfate. L’arrimage
moléculaire prédit un plus grand nombre de ponts H avec ces deux groupements. Aussi, 1l y
aurait une plus grande distance entre le carboxylate et le phosphate qu’avec les autres

groupes fonctionnels calculés.

Par contre, certaines valeurs de K4 prédites ne semblent pas logiques: la molécule 37
est active alors que la 168 est inactive; 63 est plus basse que la référence alors que 74 non,
etc. Ce qui remet en questionnement la validité du modéle QSAR: est-ce qu’un modele
prédictif se basant sur un ensemble d’entralnement composé exclusivement de

mannopyrannosides modifiés en C-1 pecut prédire avec exactitude des mannopyrannosides
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modifiés en C-2 ou C-6?7 Si tel est le cas, la solution serait de synthétiser plusieurs autres
mannopyrannosides afin que ’ensemble d’entrainement soit plus représentatif de ’ensemble

d’évaluation.

Du c6té du laboratoire, toutes les molécules ont été synthétisées sans probléeme,
excepté le phosphate 77, ou le groupement 1-O-allyle a été déprotégé. Si la synthese du
composé 77 était a refaire, il faudrait revoir la stratégie de synthese s’il n’est pas possible de
faire I’hydrolyse du diéthyl phosphate en phosphate sans toucher a I’allyle anomérique. La
synthése des composés difluoré 87 et trifluoré 88 en C-6 n’a pas été faite, mais serait trés
envisageable a partir de I’aldéhyde et de I’acide carboxylique, en utilisant comme agent
fluorant le DAST et le Deoxo-Fluor toujours. Pour ce qui est de stratégies de
protection/déprotection, il s’agit d’étapes par lesquelles il faut souvent passer, mais qui
colitent en temps et réactifs. 1l est avantageux de pouvoir éviter ces étapes, si cela ne
complique pas la purification subséquente. Un bon compromis serait, si cela est possible, de
[aire comme dans la synthése du composé 85 et ne protéger que les alcools trop réactifs qui

peuvent nuire a la réaction.



CHAPITRE VI
PARTIE EXPERIMENTALE

La nomenclature utilisée a été adaptée de celle publiée en anglais: "International
Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of Biochemistry and
Molecular Biology" Nomenclature of carbohydrates, Jounal of Carbohydrate Chemistry, 16,
1191-1280 (1997).

6.1 GENERALITES

6.1.1 Solvants

Les solvants sont distillés'*®

comme indiqué ci-dessous puis conservés sur tamis
moléculaire, sur hydroxyde de potassium ou sur hydrure de calcium. Le dichlorométhane est
distillé sur anhydride phosphorique (P,Os). La pyridine est distillée sur hydroxyde de
potassium. Le toluéne est distillé sur hydrure de calcium. Le THF est distillé sur
sodium/benzophénone et 'éther sur hydrure de lithium-aluminium. Le DMF est distillé sur
ninhydrine puis conservé sur tamis moléculaire. L'acétone est séchée sur sulfate de calcium.
Le méthanol est distillé sur sodium métallique et conservé sur tamis moléculaire. Les

solvants employés pour la chromatographie sont de qualit¢ ACS et n’ont pas été distillés

avant leur utilisation. Les solvants sont évaporés sous pression réduite (frompe a eau).

" Perrin, D. D, Armarego, W. L. F., and Perrin, D. R., Purification of Laboratory Chemicals., 1997,
Pergamon Press Publishing
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6.1.2 Chromatographie

Le progrés des réactions est suivi par chromatographie sur couche mince (CCM) sur
plaque de gel de silice (Merck 60 Fs4) en utilisant des systémes d'éluants appropriés. La
révélation est effectuée par irradiation sous lumiere UV (A = 254 nm) et par trempage dans
des révélateurs spécifiques, un mélange acide (acide sulfurique/méthanol/eau : 5/45/45 ;
v/v/v) pour les composés protégés ou une solution oxydante de molybdate (préparée a partir
de 25 g de molybdate d’ammonium et de 10 g de sulfate cérique dissous dans 900 ml d’eau et
100 mL d’acide sulfurique concentré), puis par chauffage a 300°C. Les séparations par
chromatographie rapide sont réalisées sous pression d'air comprimé sur colonne de gel de

silice (Silice-P Flash Silica Gel, Silicycle) avec I’éluant indiqué.

6.1.3 Analyses physico-chimiques

6.1.3.1 Généralités

Les pouvoirs rotatoires sont mesurés sur un polarimetre JASCO P-1010 et sont
enregistrés a la température correspondante. Les points de fusion sont mesurés sur un
appareil de type Fisher Jones et ne sont pas corrigés. Les lyophilisations sont effectuées sur
un appareil Freeze Mobile 24 (Virtis). Les mesures de masse nominale sont réalisées sur un
instrument LC-MSD et les mesures de masses exactes par spectrométrie de masse haute
résolution sont réalisées sur un instrument LC-MSD-TOF (liguid chromatography mass
spectrometry time of [lighty modele 6210 d’Agilent Technologies par Laboratoire
« Plateforme analytique pour molécules organiques » de I’Université du Québec a Montréal.
La source utilisée sur le MS-TOF est I’électrospray en mode positif. La source utilisée sur le
MS-TOF est I’électrospray en mode positif avec la condition de la source (capillaire 2 4000V
pour le scan; température du gaz a 350°C; débit du gaz a4 12 L/min; nébuliser a 35 PSI) et
avec la condition du MS (fragmenteur a 100V; skimmer a 60V). Un volume de 1 pL est

injecté en utilisant une phase mobile d’ACN/H,0 50% avec 0,1% d’acide formique.
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6.1.3.2 Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) proton (‘H) et carbone ("*C)
sont enregistrés avec des appareils Varian-Gemini 2000 ou Varian-Innova AS600. Les
spectres du 'H sont enregistrés a une fréquence de 300 MHz ou 600 MHz et ceux du C 4 75

MHz ou 150 MHz.

Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en partie par million (ppm) par
rapport au tétraméthylsilane utilisé comme référence interne et en utilisant comme solvants
ceux indiqués; les constantes de couplages (J) sont mesurées en Hz. La notation utilisée pour
la description des spectres est la suivante: s (singulet), d (doublet), dd (doublet de doublet), t
(triplet), q (quadruplet). qu (quintuplet), sex (sextuplet), m (multiplet), Hyom (protons

aromatiques) et C,.n (carbones aromatiques).

Pour les composés libres, les échantillons sont analysés apres lyophilisation dans D,O -
99,9 %. Les mesures sont effectuées dans l'eau lourde, = 99,97 %. La référence utilisée est
alors le pic résiduel de I'eau pour les spectres de protons (étalonné par I’équation 6 = 5,051-
0,01117 ou T correspond 4 la température au moment de ’acquisition en °C, et 'acétone de
qualité spectrale est utilisé pour les spectres du "C (référence interne: signal méthyle de

I'acétone ajusté & & = 29,8 ppm).'?

Pour les composés protégés et/ou solubles dans le chloroforme, la référence utilisée
est alors le signal du CHCI, pour les spectres de protons (étalonné a 6 = 7,27 ppm quelque
soit la température utilisée) ou la raie centrale du signal du CDCl; pour les spectres du °C
(étalonné & & = 77,0 ppm). Les expériences bidimensionnelles homo- ou hétéronucléaires

sont calibrées par analogie avec les spectres a une dimension correspondants.

% Gottlieb, H. E., Kotlyar, V., and Nudelman, A., JOC, 1997, 62, 7512-7515 (1997)
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6.2 MODES OPERATOIRES ET CARACTERISATION

4,6-0-Benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle (10)*°

Ph/v o HO o
o -
HO
OMe

Une quantité de a-D-mannopyrannoside de méthyle 9 (109 mg, 0,56 mmol) est
dissoute dans un volume de DMF (5,6 mL) et refroidie a 0°C dans un bain de glace. Des
quantités de pTsOH (11 mg, 0,06 mmol, 0,1 €quiv.) et de Bn(OMe), (0,09 mL, 0,58 mmol,
1,0 équiv.) sont ajoutées au mélange réactionnel. La réaction est suivie par CCM (MeOH/Tol
1:5) jusqu’a disparition complete du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est
concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/DCM 1:1) pour donner un solide blanc de
4,6-O-benzylidene-a-D-mannopyrannoside de méthyle 10 (150 mg, 95% rend.); Tg,: 145-
150°C, Rf=0,47 (AcOEY/DCM 1:1); [a]p®= +61 (c= 1.0, CHCL;)."H NMR (300 MHz,
CDCl,, 25°C): 6 = 7,51-7,46 (m, 2H, Hyom), 7,40-7,35 (m, 3H, Huom), 5,54 (s, 1H, PhCH),
4,69 (d, 1H, J,, = 1,3 Hz, H-1), 4,31-3,75 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,37 (s, 3H, OCHj,)
ppm. *C NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): § = 126,55-137,44 (6 Cyom), 102,46 (C-1), 101,59
(PhCH), 79,04 (C-5), 71,06 (C-2), 69,01 (C-3), 68,74 (C-4), 63,25 (C-6), 55,24 (OCHs)
ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [C4H;50]": 282,1103; trouvé: 282, 1.

3-0-Benzyl-4,6-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle (24)"°

Ph/v 0 HO o
e}
BnO
OMe

Une quantité de 4,6-O-benzylidéne-ci-D-mannopyrannoside de méthyle 10 (1,14 g,

4.0 mmol) en plus d’une quantité de Bu,SnO (1,11g, 4,5 mmol, 1,1 équiv.) sont dissoutes

PO El Nemr, A, and Tsuchiya, T., Carb. Res., 2001, 330, 205-214
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dans un volume de benzéne (50 mL). Le tout est chauffé a reflux avec un montage de Dean-
Stark pendant environ 2h pour étre ensuite concentré, puis dilu¢ avec un peu de DMF distillé
(15 mL). Une quantité¢ de BnBr (2,4 mL, 20,2 mmol, 5,0 équiv.) est ajoutée avant que le
mélange réactionnel soit chauffé a 100°C avec suivi par CCM (AcOEt/EP 1:3) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (45 min). Le mélange réactionnel est filtré puis
purifié sur colonne de silice (AcOEt/EP 1:3) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-
4,6-0O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle 24 (1,42 g, 95% rend.); Rf=0,21
(ACOEYEP 1:3); [a]p”=+51 (c= 1.0, CHCly). "H NMR (300 MHz, CDCl,, 25°C): & = 7,54-
7,36 (m, 10H, Hyom), 5,64 (s, 1H, PhCH), 4,80 (dd, 2H, J,, = 11,9 Hz, ],3 31,6 Hz, PhCH,),
4,77 (d, IH, J,, = 1,4 Hz, H-1), 4,33-3,79 (m, 5H, H-2, 3, 4, 6a, 6b), 3,39 (s, 3H, OCH;),.
2,85 (s, 1H, H-5) ppm. ®C NMR (75 MHz, CDCl,, 25°C): §=137,79-126,30 (12Cyom),
101,83 (C-1), 101,32 (PhCH), 79,06 (C-5), 75,83 (C-2), 73,25 (C-3), 70,08 (PhCH,), 69,12
(C-4), 63,43 (C-6), 55,19 (OCH;) ppm. ESI-MS: my/z calculé pour [Cy HyyOs+H]™: 373,1651;
trouvé: 373,2.

3-0-Benzyl-4,6-0O-benzylidéne-2-O-méthyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (26)""

o .
BnO
OMe

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle
24 (49 mg, 0,1 mmol) est dissoute dans un volume de DMF distillé (1 mL). Parallélement, est
dissous un large exces de NaH propre (87 mg, 2,2 mmol, 5,0 équiv.) dans le méme volume de
DMF distillé (1 mL). Le ballon contenant le produit de départ est mis sur bain de glace, puis
la solution de NaH est transférée dans le mélange réactionnel a 1’aide d’une canule. Le tout
est fait sous une atmosphére inerte d’azote et est laissé revenir a température ambiante avant
d’ajouter une quantité de Mel (18 uL, 0,3 mmol, 3,0 équiv.). La réaction est ensuite suivie
par CCM (AcOEt/Hex 1:4) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (1lh). Le

mélange réactionnel cst neutralisé avec un volume de MeOH (1 mL) pour ensuite é&tre

"*! Nashed, M., Carb. Res., 1978, 60, 200-205
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extraite au CHCls, lavée au NaCl sat. et séchée au Na,SO,4. Le produit brut résultant est
purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 1:4) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-
4,6-0-benzylidéne-2-O-méthyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 26 (192 mg, 85% rend.);
Rf=0,27 (AcOEt/Hex 1:4); [a]p?=+65 (c= 1.0, CHCl;). "H NMR (300 MHz, CDCl,, 25°C):
5=17,47-731 (m, 10H, Harom ), 5,57 (s, 1H, PhCH), 4,82 (dd, 2H, J,, = 12,3 Hz, J, 5 47,3 Hz,
PhCH,), 4,77 (d, 1H, J,, = 1,5 Hz, H-1), 4,31-3,78 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,51 (s, 3H,
2-OCHjy), 3,31 (s, 3H, 1-OCHj;) ppm. “C NMR (75 MHz, CDCl,, 25°C): 5 = 137,93-126,29
(12C40m), 101,73 (C-1), 100,13 (PhCH), 79,72 (PhCH,), 79,36 (C-5), 76,36 (C-2), 73,37 (C-
3), 69,09 (C-4), 64,20 (C-6), 60,38 (2-OCHj;), 55,11 (1-OCH;) ppm. ESI-MS: m/z calculé
pour [Cy,Hys06+H]": 387,1807; trouvé: 387,2.

3-0-Benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-0-éthyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle (27)"'

F’h/Vo Ofét
5 -
BnO
OMe

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle
24 (56 mg, 0,2 mmol) ainsi qu’une quantité catalytique de TBAI (7 mg, 0,02 mmol, 0,1
équiv.) sont dissoutes dans un volume de DMF distillé (1 mL). Parallélement, cst dissous un
large excés de NaH propre (40 mg, 1,0 mmol, 5,0 équiv.) dans le méme volume de DMF
distillé (1 mL). Le ballon contenant le produit de départ est mis sur bain de glace, puis la
solution de NaH est transférée dans a 1’aide d’une canule. Le tout est fait sous une
atmosphere inerte d’azote et est laissé revenir a température ambiante avant d’ajouter une
quantité de EtBr (25 uL, 0,3 mmol). La réaction est ensuite suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:6)
jusqu’a disparition compléte du produit de dépaft (1h). Le mélange réactionnel est neutralis¢
avec un volume de MeOH (1 mL) pour ensuite étre extraite au CHCI;, lavée au NaCl sat. et
séchée au Na,SO,. Le produit brut résultant a été purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex
1:6) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene-2-O-éthyl-a-D-
mannopyrannoside de méthyle 27 (49 mg, 82% rend.); Rf=0,30 (AcOEt/Hex 1:6). '"H NMR
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(300 MHz, CDCls, 25°C): 8 = 7,47-7,30 (m, 108, Hyom), 5,58 (s, 1H, Ph-CH), 4,81 (dd, 2H,
J12 =123 Hz, I3 44,4 Hz, PhCH,), 4,74 (d, 1H, J,., = 1,4 Hz, H-1) 4,23-3,61 (m, 8H, H-2,
3,4, 5, 6a, 6b, 2-OCH,CHs), 3,30 (s, 3H, 1-OCH;), 1,26 (t, 3H, J,, = 7,0 Hz, 2-OCH,CH,)
ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 137,97-126,31 (12Cyom.), 101,69 (C-1), 100,98
(Ph-CH), 79,27 (PhCH,), 76,87 (C-5), 76,37 (C-2), 73,19 (C-3), 69,11 (C-4), 68,06 (2-
OCH,CHj3), 64,25 (C-6), 55,07 (1-OCHa), 15,83 (2-OCH,CH;) ppm. ESI-MS: m/z calculé
pour [CyHosO6+H] : 401,1964; trouvé: 401,2.

3-0-Benzyl-4,6-0O-benzylidéne-2-O-propyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (28)

P Y0 OFC’)r
5 .
BnO
OEt

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-0-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle
24 (57 mg, 0,2 mmol) ainsi qu’une quantité catalytique de TBAI (9 mg, 0,02 mmol, 0,1
équiv.) sont dissoutes dans un volume de DMF distillé (1 mL). Parallelement, est dissous un
large exces de NaH propre (40 mg, 1,0 mmol, 5,0 équiv.) dans le méme volume de DMF
distillé (1 mL). Le ballon contenant le produit de départ est mis sur bain de glace, puis la
solution de NaH est transférée dans & 1’aide d’une canule. Le tout est fait sous une
atmosphere inerte d’azote et est laissé revenir a température ambiante avant d’ajouter une
quantité de PrBr (30 uL, 0,3 mmol, 1,5 équiv.). La réaction est ensuite suivie par CCM
(AcOEt/Hex 1:6) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (lh). Le mélange
réactionnel est neutralisé avec un volume de MeOH (I mL) pour ensuite étre extraite au
CHCl,, lavée au NaCl sat. et séchée au Na,SO,. Le produit brut résultant a été purifié sur
colonne de silice (AcOEt/Hex 1:6) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-
benzylideéne-2-O-propyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 28 (50 mg, 81% rend.); Rf=0,43
(AcOEt/Hex 1:6). "H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7,55-7,29 (m, '10H, Hurom), 5,66
(s, I1H, PhCH), 4,81 (dd, 2H, J,,= 12,3 Hz, I, 5 42,4 Hz, PhCH.,), 4,76 (1H, ], = 1,5 Hz, H-
1) 4,31-3,55 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-OCH,CH,CH,), 3,38 (s, 3H, 1-OCH,), 1,66-1,54
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(sex,2H, J,, =74 Hz, J,,=143 Hz, J, 4, = 21,6 Hz, 2-OCH,CH,CH,), 0,97 (t, 3H, 1,, =173
Hz, OCH,CH,CH-) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): & = 137,97-126,30 (12Caom.),
101,66 (C-1), 100,79 (PhCH), 79,23 (PhCH,), 77,83 (OCH,CH,CH,), 76,42 (C-5), 74,34 (C-
2), 73,04 (C-3), 69,10 (C-4), 64,25 (C-6), 55,03 (1-OCHjy), 23,42 (2-OCH,CH,CHjy), 10,74
(2-OCH,CH,CH3) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [CyaHapOs+H]™: 415,2121; trouvé: 414.9.

3-0-Benzyl-4,6-0-benzylidéne-2-O-isopropyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (29)

O
BnO
OMe

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle
24 (56 mg, 0,15 mmol) ainsi qu’une quantité catalytique de TBAI (8 mg, 0,02 mmol, 0,1
¢quiv.) sont dissoutes dans un volume de DMF distillé (2 mL). Parallélement, est dissous un
large exceés de NaH propre (30 mg, 0,75 mmol, 5,0 équiv.) dans le méme volume de DMF
distillé (1 mL). Le ballon contenant le produit de départ est mis sur bain de glace, puis la
solution de NaH est transférée dans a 1’aide d’une canule. Le tout est fait sous une
atmosphere inerte d’azote. Le mélange réactionnel est laissé revenir a température ambiante
avant d’ajouter une quantité de i-PrBr (30 pL, 0,33 mmol, 2,2 équiv.). La réaction est ensuite
suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:6) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (1h). La
réaction est neutralisée avec un volume de MeOH (1 mL) pour ensuite étre extraite au CHCls,
lavée au NaCl sat. et séchée au Na,SO,. Le produit brut résultant est purifié sur colonne de
silice (MeOH/AcOEt 1:6) pour donner une huile incolore de 2-O-propyl-3-O-benzyl-4,6-O-
benzylidéne-c-D-mannopyrannoside de méthyle 25 (4 mg, 7% rend.); Rf=0,37
(MeOH/AcOEt 1:6); [a]p™’= +1 (c= 1.0, CHCL). '"H NMR (300 MHz, CDCl;, 25°C):
8=7,52-7,28 (m, 10H, Hyom), 5,64 (s, 1H, PhCH), 4,79 (dd, 2H, J,, = 12,4 Hz, ], 3 41,8 Hz,
PhCH,), 4,66 (1H, J,, = 1,4 Hz, H-1) 4,28-3,72 (m, 7H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-OCH(CH,),),
3,36 (s, 3H, 1-OCH,), 1,23 (dq, 6H, J,, = 6,1 Hz, J 5 = 20,2 Hz, 2-OCH(CHs),) ppm. *C
NMR (75 MHz, CDCl,, 25°C): 5 =99,89 (C-1), 81,03 (C-5), 77,06 (2-OCH(CH,),) , 71,78
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(C-2), 71,43 (C-3), 69,22 (C-4) , 62,70 (C-6) , 55,08 (OCH,), 22,28-23,24 (2-OCH(CH;),)
ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [CyH3006+Na]": 437,1940; trouvé: 437,5.

2-0-Méthyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle (33)

HO O“ée
HO
HO
OMe

Une quantité¢ de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene-2-O-méthyl-o-D-mannopyrannoside
de méthyle 25 (514 mg, 1,33 mmol) ainsi qu’une quantité catalytique de palladium sur
charbon activé 10% m/m (50 mg) ont été dissoutes dans un volume de MeOH (2 mL) et une
goutte de HCI 1M sec. Le mélange réactionnel a été purgé a 1’azote sec avant d’étre saturé
avec de I'hydrogéne. La réaction est ensuite suivie par CCM (MeOH/AcOEt 1:9) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (2h). Le produit brut résultant a été purifié sur
colonne de silice (MeOH/AcOEt 1:9) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-
benzylidéne-2-O-propyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 33 (252 mg, 91% rend.);
Rf=0,27 (MeOH/AcOEt 1:9); [a]p”= +51 (¢= 1.0, MeOH). '"H NMR (300 MHz, DO,
25°C): 5 =4,90 (s, 1H, H-1), 3,88-3,84 (d, 2H, J,,= 1,9 Hz, H-6a, H-6b), 3,78-3,75 (m, 1H,
H-5), 3,71-3,65 (m, 1H, H-4), 3,43 (s, 3H, 2-0-CHs), 3,38 (s, 3H, 1-O-CH:) ppm. *C NMR
(75 MHz, D,0O + acétone, 25°C): =97,30 (C-1), 79,81 (C-5), 72,40 (C-2), 70,24 (C-3),
67,10 (C-4), 60,92 (C-6), 58,81 (2-OCHa,), 54,76 (1-OCH,) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[CsH,c06tH] ™ 209.1025; trouvé: 209, 1.

2-O-Ethyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (34)

Ho— Ot
HO 0
HO

OMe
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Une quantité¢ de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-0O-éthyl-c-D-mannopyrannoside de
méthyle 25 (242 mg, 0,60 mmol) ainsi qu’une quantité catalytique de palladium sur charbon
activé 10% m/m (24 mg) ont été dissoutes dans un volume de MeOH (2 mL) et une goutte de
HCI 1M sec. Le mélange réactionnel a été purgé a 1’azote sec avant d’étre saturé avec de
’hydrogene. La réaction est ensuite suivie par CCM (MeOH/AcOEt 1:33) jusqu’a disparition
compléte du produit de départ (Zh). Le produit brut résultant a €té purifié sur colonne de
silice (MeOH/AcOEt 1:33) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-
benzylidéne-2-O-éthyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 34 (114 mg, 85% rend.);
Rf=0,24(MeOH/AcOEt 1:33); [a]p” = +0 (c= 1.0, MeOH). 'H NMR (300 MHz, D,0,
25°C): 6 =4,78 (s, 1H, H-1), 3,90-3,47 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-OCH,CHj,), 3,32 (s,
3H, 1-OCH,), 1,10 (t, 3H, J = 7,5 Hz, 2-OCH,CH;) ppm. "C NMR (75 MHz, D,0 +
acétone, 25°C): 61 /= 98,99 (C-1), 78,58 (C-5), 72,07 (C-2), 71,54 (C-3), 67,15 (C-4), 62,48
(C-6), 55,09 (2-OCH,CH;), 54,60 (1-OCHa), 15,53 (2-OCH,CHs3) ppm. ESI-MS: m/z calculé
pour [CoH sO¢+H]": 223,1182; trouvé: 223, 1.

2-0-Propyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (35)

HO OPr
HO -Q
HO
OEt

Une quantit¢ de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-O-propyl-a-D-mannopyrannoside
*de méthyle 25 (50 mg, 0,12 mmol) ainsi qu'une quantit¢ catalytique de palladium sur
charbon activé 10% m/m (5 mg) ont été dissoutes dans un volume de MeOH (2 mL) et une
goutte de HC1 1M sec. Le mélange réactionnel a été purgé a I’azote sec avant d’étre saturé
avec de I’hydrogéne. La réaction est ensuite suivie par CCM (MeOH/AcOEt 1:33) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (2h). Le produit brut résultant a été purifié sur
colonne de silice (MeOH/AcOEt 1:33) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-
benzylideéne-2-O-propyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 35 (22 mg, 77% rend.); Rf=0,29
(MeOH/ACOEt 1:33); [alp”= -3 (c= 1.0, MeOH). 'H NMR (300 MHz, D,0, 25°C): § =
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4,82 (s, 1H, H-1), 3,90-3,48 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-OCH,CH,CH;), 3,33 (s, 3H, 1-
OCH3), 1,52 (sex, 2H, J,, = 7,1 Hz 2-OCH,CH,CH), 0,82 (t, J,, = 7,3 Hz, 3H, 2-
OCH,CH,CH,) ppm. *C NMR (75 MHz, D,0 + acétone, 25°C): & = 98,72 (C-1), 78,31 (C-
5), 73,95 (2-OCH,CH,CH,), 72,55 (C-2), 70,58 (C-3), 67,18 (C-4), 61,02 (C-6), 54,77 (1-
OCH3), 22,36 (2-OCH,CH;CH3), 9,65 (2-OCH,CH;CH;) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[C1oH2006+H]": 237,1338; trouvé: 237, 1.

2-O-Isopropyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (36)

HO Qi-Pr
HO 0
HO
OMe

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-0O-benzylidéne-2-O-isopropyl-a-D-
mannopyrannoside de méthyle 25 (11 mg, 0,03 mmol) ainsi qu’une quantité catalytique de
palladium sur charbon activé 10% m/m (1 mg) ont été dissoutes dans un volume de MeOH (1
mL) et une goutte de HCl 1M sec. Le mélange réactionnel a été¢ purgé a I’azote sec avant
d’étre saturé avec de I’hydrogene sec. La réaction est ensuite suivie par CCM (MeOH/AcOEt
1:33) jusqu’a disparition complete du produit de départ (2h). Le produit brut résultant est
purifié sur colonne de silice (MeOH/AcOEt 1:33) pour donner une huile jaunatre de 2-O-
propyl-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene-a-D-mannopyrannoside de méthyle 36 (4 mg, 38%
rend.); Rf=0,23 (MeOH/AcOEt 1:33); [a]p”= +] (c= 1.0, MeOH). '"H NMR (300 MHz,
D,0, 25°C): & = 4,64 (s, 1H, H-1), 3,49-3,80 (m, 7H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-OCH(CHj;),),
3,31 (s, 3H, 1-OCH3), 1,14 (dq, 6H, J,, = 6,1 Hz, J,5 = 20,2 Hz, 2-OCH(CH,),) ppm. °C
NMR (75 MHz, D,0 + acétone, 25°C): & = 99,89 (C-1), 81,03 (C-5), 77,05 (C-2), 71,78 (C-
3), 71,43 (C-4), 69,22 (C-3), 62,70 (C-6), 55,08 (1-OCHs), 22,76 (2-OCH(CHs),) ppm. ESI-
MS: m/z calculé pour [C,oHyO+Na]™: 259,1158; trouvé: 259,1.

Acide 2-0-méthyl-o-D-mannopyrannosiduronique de méthyle (37)
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0]
HO OMe
HO -0
HO

OMe

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-O-propyl-a.-D-mannopyrannoside
de méthyle 33 (114 mg, 0,55 mmol) est dissoute dans un mélange de DCM/H,0O 3:1 (4 mL).
La solution est agitée au maximum avant [’ajout d’une quantit¢é de TEMPO (26 mg, 0,17
mmol, 0,3 équiv.) et d’une quantité de BAIB (1,08 g, 3,35 mmol, 6,1 équiv.). La réaction est
ensuite suivie par CCM (AcOEt/MeOH/H,0O 7:3:1) jusqu’a disparition complete du produit
de départ (30 min). Le produit brut résultant est concentré pwis purifié sur colonne de silice
AcOEt/MeOH/H,0 7:3:1) pour donner un solide blanc de 2-O-méthyl-a-D-
mannopyrannosiduronique de méthyle 37 (98 mg, 60% rend.), Rf=0,22 (AcOEt/MeOH/H,O
7:3:1). 'H NMR (300 MHz, D,0, 25°C): & = 1,03 (s, 1H, 6-COOH), 5,28 (s, 1H, H-1),
4,53 (s, 1H, H-5), 3,88-3,84(m, 5H, H-2, 3, 4, 6a, 6b), 3,49 (s, 3H, 2-O-CH,), 3,31 (s, 3H, 1-
O-CHs) ppm. “C NMR (75 MHz, D,0 + acétone, 25°C): & = 173,11 (C-6), 105,19 (C-1),
87,72 (C-2), 80,75 (C-5), 76,27 (C-3), 73,03 (C-4), 57,71 (2-OCHz3), 55,80 (1-OCH;) ppm.
ESI-MS: m/z calculé pour [CgH,,07+Na]": 245,0637; trouvé: 245,1.

3-0-Benzyl-4,6-0-benzylidéne-2-0-allyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle (38)'*°

f
o -
BnO
OMe

Une quantité de 3-O-benzyl-4,6-0-benzylidéne-a-D-mannopyrannoside de méthyle
24 (644 mg, 1,73 mmol).est dissoute dans un volume de DMF (5 mL). La solution est ensuite
refroidie a 0°C dans un bain de glace, puis une quantité de NaH 60% est ajoutée (152 mg, 3,8
mmol, 2,4 équiv.) et laissée agiter a t.p. jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de dégagement

d’hydrogene gazeux (30 min). Ensuite, des quantités de TBAT (64 mg, 0,17 mmol, 0,1 équiv.)

132 Grzeszezyk, B., Holst, O., Miiller-Loennies, S., and Zamojski, A., Carb. Res., 1998, 307, 55-67
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et d’AllBr (0,18 mL, 2,0 mmol, 1,2 équiv.) sont ajoutées au mélange réactionnel. La réaction
est suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (16h).
Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 1:9)
pour donmer une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-O-allyl-o-D-
mannopyrannoside de méthyle 38 (397 mg, 56% rend.); Rf=0,19 (AcOEt/Hex 1:9); [a]p”=
+51 (¢= 1.0, CHCL). '"H NMR (300 MHz, CDCl;, 25°C): & = 7,54-7,29 (m, 10H, Hyom),
5,97 (m, 1H, 2-OCH,CH=CH,), 5,65 (s, 1H, PhCH), 5,29 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-
OCH,CH=CH,), 4,81 (dd, 2H, J,., = 12,3 Hz, J,; 43,9 Hz, PhCH,), 4,73 (d, 1H, J,, = 1,3 Hz,
H-1), 4,35-3,75 (m, 1H, 2-OCH,CH=CH,), 3,38 (s, 3H, 1-OCH;) ppm. “C NMR (75 MHz,
CDCl;, 25°C): &=138,63-126,00 (12Cuom), 134,81 (2-OCH,CH=CH,), 117,69 (2-
OCH,CH=CH,), 101,41 (PhCH), 100,62 (C-1), 79,07 (C-5), 77,42 (C-2), 76,11 (C-3), 73,02
(PhCH,;), 68,82 (C-4), 63,95 (C-6), 54,78 (OCH;3) ppm. ESI-MS: m/z calculé¢ pour
[Co4Hps06+H]™: 413,1964; trouvé: 413 2.

3-0-Benzyl-4,6-0-benzylidéne-2-0O-hydroxyéthyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle

J/OH
o -
BnO
OMe

Une quantité¢ de 3-O-benzyl-4,6-0O-benzylidéne-2-0-allyl-a-D-mannopyrannoside de
méthyle 38 (260 mg, 0,63 mmol) est dissoute dans un mélange MeOH/DCM 1:1 (17 mL) et
refroidie a -78°C dans un bain d’acétone-glace seéche. Le mélange réactionnel est d’abord
purgé en faisant barboter de I’oxygéne puis de 1’ozone est barboté. La réaction est suivie par
CCM (AcOFEt/Hex 1:4) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (2 min). Le
mélange réactionnel est laissé réchauffé a t.p. puis une quantité de NaBH,4 (97 mg, 2,6 mmol,
4,0 équiv.) est ajoutée. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 4:1) jusqu’a disparition
compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur

colonne de silice (AcOEt/Hex 4:1) pour donner une huile incolore de 3-O-benzyl-4,6-O-
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benzylidéne-2-O-hydroxyéthyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle 40 (236 mg, 90% rend.);
Rf=0,46 (AcOEt/Hex 4:1). '"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): § = 7,57-7,30 (m, 10H,
H.om), 5,66 (s, 1H, PhCH), 4,84 (dd, 2H, J,, = 11,9 Hz, J,;3 = 51,9 Hz, PhCH,), 4,73 (s, 1H,
H-1), 4,31-3,61 (m, 10H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-OCH,CH,0H), 3,37 (s, 3H, 1-OCH;) ppm.
C NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): & = 137,80-125,96 (m, 10H, Hyom), 101,43 (C-1),
100,22 (Ph-CH), 79,38 (C-5), 78,74 (C-2), 75,55 (C-3), 73,76 (2-OCH,CH,0OH), 73,60
(PhCH,), 68,72 (C-4), 63,68 (C-6), 61,46 (2-OCH,CH,0H), 54,79 (OCH;) ppm. ESI-MS:
m/z calculé pour [C23H2807+H]+: 417,1913; trouvé: 417,2.

2-0-Hydroxyéthyl-o-D-mannoepyrannoside de méthyle (41)57

jOH
O
HO
HO O
HO
OMe

Une quantité de 3-0-benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-0O-hydroxyéthyl-o-D-
mannopyrannoside de méthyle 40 (236 mg, 0,57 mmol) est dissoute dans un volume de
MeOH (5,7 mL). Une quantité catalytique de HCl sec préalablement formé in situ
(AcCl/MeOH 1:24) est ajouté au mélange (2,3 mL, 0,06 mmol, 0,1 équiv.). Le mélange
réactionnel est d’abord purgé en faisant barboter de 1’azote puis une pression d’hydrogeéne est
exercée au-dessus du liquide. La réaction est suivie par CCM (MeOH/AcOEt 1:9) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est filtré sur terre de
diatomée, concentré puis purifié sur colonne de silice (MeOH/AcOEt 1:9) pour donner un
solide blanc de 2-O-hydroxyéthyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle 41 (116 mg, 82%
rend.); Tas: 156-159°C; RE=0,19 (MeOH/AcOEt 1:9); [alp™*= +18 (c= 1.0, MeOH). "H NMR
(300 MHz, D,0, 25°C): 6 = 4,75 (s, 1H, H-1), 3,89-3,47 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2-
OCH,CH,0OH), 3,34 (s, 3H, 1-OCH,), 1,23 (m, 2H, 2-OCH,CH,0H) ppm. "C NMR (75
MHz, D,0 + acétone, 25°C): & = 98,72 (C-1), 79,16 (C-5), 78,74 (C-2), 72,67 (C-3), 72,11
(2-OCH,CH,0OH), 71,31 (C-4), 67,14 (C-6), 61,33 (2-OCH,CH,0OH), 54,95 (OCH3) ppm.
ESI-MS: m/z calculé pour [CoH 3074 Na]": 261,0650; trouvé: 261, 1.
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a-D-Glucopyrannoside d’allyle (42)">"*!*

Une quantit¢ de D-glucose 48 (15,2 g, 84,4 mmol) est dissoute dans un volume
d’alcool allylique (100 mL). Une quantité catalytique’de pTsOH (1,6 g, 8,4 mmol, 0,1 équiv.)
est ajoutée puis le mélange réactionnel chauffé & 50°C. La réaction est suivie par CCM
(AcOEt/Hex 1:1) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (3h). Le produit brut
résultant est concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 1:1) pour donner un
solide blanc d’a-D-glucopyrannoside d’allyle 42 (18,6 g, 99% rend.); Ty, 98-99°C; Rf=0,36
(AcOEt/Hex 1:1); [a]p®= +140 (c= 1.0, MeOH). "H NMR (300 MHz, D,0, 25°C): § = 5,99
(m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,33 (dd, 2H, J,, 1,2 =Hz, J,; = 17 Hz, 1-OCH,CH=CH,), 4,97
(d, 1H, J,, = 3,8 Hz, H-1), 4,27-3,41 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 1-OCH,CH=CH,) ppm. *C
NMR (75 MHz, D,O + acétone, 25°C): 6 = 132,17 (1-OCH,CH=CH,), 116,59 (l-
OCH,CH=CH,), 95,71 (C-1), 71,56 (C-5), 70,20 (C-3), 69,63 (C-2), 68,01 (C-4), 66,80 (1-
OCH,CH=CH,), 59,04 (C-6) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [CoH, 606+ Na]™: 243,0845;
trouvé: 243,].

4,6-0-Benzylidéne-a-D-glucopyrannoside d’allyle (49)3H133:1%6

Ph
HO
HO
O\/\

3 Holme, K. R., and Hallf, L. D., Carb. Res., 1992, 225, 291-306

B4 Tursky, M., Vesely, J., Tiflerové, 1., Trnka, T., and Ledvina, M., Syathesis, 2008, 16, 2610-2616

'35 Mehta, S., Jordan, K. L., Weimar, T., Kreis, U. C., Batchelor, R. J., Einstein, F. W. B., and Pinto, B.
M., Tetrahedron Asym., 1994, 5, 2367-2396

"¢ Tanaka, H., Kawal, K., Fujiwara, K., and Murai A., Tetrahedron, 2002, 58, 10017-10031
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Une quantité d’a-D-glucopyrannoside d’allyle 42 (18,7 mg, 84,2 mmol) est dissoute
dans un volume d’ACN (100 mL). Des quantités de pTsOH (1,4 g, 8,1 mmol, 0,1 équiv.) et
de Bn(OMe)2 (26 mL, 173 mmol, 2,0 équiv.) sont ajoutées puis le mélange réactionnel est
chauffé a 50°C. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 6,5:3,5) jusqu’a disparition
compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur
colonne de silice (AcOEt/Hex 6,5:3,5) pour donner un solide blanc de 4,6-O-benzylidéne-a-
D-glucopyrannoside d’allyle 49 (25,2 g, 84% rend.); Tpe:135-137°C; Rf=0,22 (AcOEt/Hex
6,5:3,5); [a]p>= +109 (c= 1.0, CHCl3). "H NMR (300 MHz, CDCl,, 25°C): & = 7,57-7,28
(m, 5SH, Hyom), 5,95 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,57 (s, 1H, PhCH), 5,32 (dd, 2H, J,, 1,2 =
Hz, I,, = 17,4 Hz, 1-OCH,CH=CH,), 4,99 (s, |H, H-1), 4,37-3,43 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a,
6b, 1-OCH,CH=CH,) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCl,, 25°C): & = 137,30-126,34 (6C,
Caom.)s 134,13 (1-OCH,CH=CH,), 117,62 (1-OCH,CH=CH,), 109,23 (C-1), 98,16 (PhCH),
83,43 (C-5), 74,26 (C-3), 70,84 (C-2), 70,29 (C-4), 68,87 (1-OCH,CH=CH,), 66,32 (C-6)
ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [C16H2006+H]+: 309.1338; trouvé: 309,1.

135,137

3-0-Benzoyl-4,6-0-benzylidéne-o-D-glucopyrannoside d’allyle (50)

Ph/vO o
O
BzO
HO
O\/\

Une quantité¢ de 4,6-O-benzylidéne-a-D-glucopyrannoside d’allyle 49 (506 mg, 1,6
mmol) est dissoute dans un volume de THF (16 mL). La solution est ensuite refroidie a 0°C
dans un bain de glace, puis une quantité¢ de NaH 60% est ajoutée (152 mg, 3,8 mmol, 2,4
¢quiv.) et laissée agiter a t.p. jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de dégagement d’hydrogéne gazeux
(30 min). Ensuite, une quantit¢ de CuCl, (245 mg, 1,8 mmol, 1,1 €quiv.) est ajoutée puis
laissée agiter a t.p. jusqu’a ce que la solution devienne vert limpide (30 min). Puis un volume
de BzCl (0,21 mL, 1,8 mmol, 1,1 équiv.) est ajouté puis laissé agiter a température piéce. La

réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 3,5:7,5) jusqu’a disparition compléte du produit de

" Ness, K. A., and Migaud, M. E., Beilstein JOC, 2007, 3, pas de numéro de page précisé
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départ (16h). Le produit brut résultant est extrait a I’AcOEt, lavé a ’EDTA et au NaCl sat.,
concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 3:7) pour donner un solide blanc de
3-0-benzoyl-4,6-O-benzylidéne-c-D-glucopyrannoside d’allyle 50 (413 mg, 61% rend.);
Ths: 176°C; Rf=0,41 (AcOEt/Hex 3:7); [a]p”= +55 (¢= 1.0, CHCL;). '"H NMR (300 MHz,
CDCls, 25°C): 6 = 7,54-7,29 (m, 10H, Hyeom), 5,96 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,60 (s, 1H,
PhCH), 5,30 (dd, 2H, J,, 1,3 =Hz, J,; = 18,5 Hz, 1-OCH,CH=CH,), 4,97 (s, |H, H-1), 4,34-
3,61 (m, 8H, H-2, 3,4, 5, 6a, 6b, 1-OCH,CH=CH,) ppm. "C NMR (75 MHz, CDCl,, 25°C):
8 = 138,43-125,95 (12C, Cuom), 133,32 (1-OCH,CH=CH,), 118,24 (1-OCH,CH=CH,),
101,18 (C-1), 97,92 (PhCH), 81,86 (C-5), 78,95 (C-3), 74,79 (C-2), 72,33 (C-4), 66,89 (1-
OCH,CH=CH,), 62,73 (C-6) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [C23Hz407]+: 412,1522; trouvé:
4122

3-0-Benzoyl-4,6-0-benzylidéne-2-désoxy-2-fluoro-o-D-mannopyrannoside d’allyle (51)

PhX~0 F 5
Y .
BzO
O\/\

Une quantité de 3-O-benzoyl-4,6-O-benzylidéne-a-D-glucopyrannoside d’allyle 50
(119 mg, 0,29 mmol) est dissoute dans un volume de DCM (3 mL) & -78°C dans un bain
d’acétone-glace seche. Une quantité de DAST (0,04 mL, 0,30 mmol, \1',1 équiv.) est ajoutée
puis le tout est laissé agiter a température piece. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex
1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (20 min). Une quantité de MeOH est
ajoutée (0,2 mL) au mélange réactionnel pour neutraliser le DAST puis laissé agiter toute une
nuit (16h). Le mélange réactionnel est concentré, dilué a I’ AcOEt, lavé au NaHCO; sat., lavé
au NaCl sat., séché au Na,SO,, évaporé puis purifi€ sur colonne de silice (AcOEt/Hex 1:9)
pour donner une solide blanc de 3-O-benzoyl-4,6-O-benzylidéne-2-désoxy-2-fluoro-c.-D-
mannopyrannoside d’allyle 51 (18 mg, 20% rend.); Rf=0,40 (AcOEt/Hex 1:9). "H NMR (300
MHz, CDCls, 25°C): 6 = 7,64-7,38 (m, 10H, Hawom ), 5,94 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,67 (s,
IH, PhCH), 5,32 (ddd, 2H, J,, 1,6 = Hz, J,, = 17,2 Hz, J,.s = 29,2 Hz, 1-OCH,CH=CH,),
5,00 (d, 1H, J,, = Hz, H-1), 4,41-3,86 (m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, |-OCH,CH=CH,) ppm.
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"C NMR (75 MHz, CDCl, 25°C): & = 137,04-126,22  (12C, Cuom), 133,42 (1-
OCH,CH=CH,), 118,04 (1-OCH,CH=CH,), 102,20 (C-1), 97,66 (PhCH), 79,39 (C-5), 72,58
(C-3), 68,75 (C-2), 68,49 (C-4), 67,44 (1-OCH,CH=CH,), 63,47 (C-6) ppm. ESI-MS: m/z
calculé pour [Cp3HyOsF+H]™: 415,1557; trouvé: 415,2.

2-Désoxy-2-fluoro-a-D-mannopyrannoside d’allyle (52)

Une quantité de 3-0O-benzoyl-4,6-O-benzylideéne-2-désoxy-2-fluoro-o-D-
mannopyrannoside d’allyle 51 (22 mg, 0,05 mmol) est dissoute dans un mélange acide
acétique-eau 4:1 (0,5 mL) puis chauffé a 80°C. La réaction est suivie par CCM (H,0/ACN
1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (2h). Le mélange réactionnel est
concentré, dissous dans un mélange MeOH/MeONa (pH=10) puis laissé agiter a t.p. pendant
Ih. Le produit brut résultant est neutralisé a la résine Amberlite IR-120 (H), filtré, évaporé
puis purifié sur colonne de silice (H;O/ACN 1:9) pour donner une huile incolore de 2-
désoxy-2-fluoro-a-D-mannopyrannoside d’allyle 52 (11 mg, 95% rend.); Rf=0,45 (H,O/ACN
1:9) . '"H NMR (300 MHz, D,0, 25°C): & = 5,88 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,31 (ddd, 2H,
J120,6 =Hz, J,53=17,1 Hz, J,.4 = 31,6 Hz, 1-OCH,CH=CH,), 4,87 (s, 1H, H-1), 4,18-3,46
(m, 8H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 1-OCH,CH=CH,) ppm. "C NMR (75 MHz, D,0 + acétone,
25°C): 6 = 134,12 (1-OCH,CH=CH,), 117,60 (1-OCH,CH=CH,), 108,83 (C-1), 93,05 (C-2),
81,29 (C-5), 71,04 (C-3), 70,87 (C-4), 69,93 (1-OCH,CH=CHy,), 62,62 (C-6) ppm. ESI-MS:
m/z calculé pour [CoH,5sOsF+H]": 223,0982; trouvé: 223, 1.

6-O-tert-Butyldiphénylsilyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle (59)"* %%

1% Chervenak, M. C., and Toone, E. J., Bioorg. Med. Chem., 1996, 4, 1963-1977

"'Hu, G., and Vasella, A., Helv. Chim. Acta, 2002, 86, 4369-4391

' Davis B. G., Nash, R.J., Watson, A. A., Smith, C., and Fleet, G. W. J., Tetrahedron, 1999, 55,
4501-4520
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Une quantit¢ d’o-D-mannopyrannoside de méthyle 58 (1,18 g, 6,05 mmol) est
dissoute dans un volume de pyridine (60 mL). La solution est ensuite refroidie 8 0°C dans un
bain de glace, puis un volume de TBDPSCI (1,8 mL, 6,9 mmol, 1,1 équiv.) est ajouté. La
réaction est ensuite laissée revenir a température piéce et suivie par CCM (AcOEt/Hex 9:1)
jusqu’a disparition compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est extrait a
’acétate d’éthyle, lavé au KHSO, saturé, lavé au NaHCOj; saturé, lavé au NaCl saturé, séché
au Na,SOy, concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 9:1) pour donner une
huile incolore de 6-O-tert-butyldiphénylsilyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 59 (2,30 g,
88% rend.); Rf=0,42 (AcOEt/Hex 9:1). '"H NMR (300 MHz, CDCl,, 25°C): & = 7,76-7,35
(m, 10H, Hyom), 4,67 (s, 1H, H-1), 3,99-3,61 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,30 (s, 3H 1-
OCH;), 1,09 (s, 9H, SiC(CH;),). ®C NMR (75 MHz, CDCl,;, 25°C): § = 155,67-134,74
(12C, Cyrom), 100,50 (C-1), 71,51 (C-5), 70,84 (C-2), 71,16 (C-3), 65,09 (C-4), 60,39 (C-6),
54,66 (1-OCHa3), 26,71 (S1C(CHs)s), 26,49 (3C, SiC(CHj)3) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[Cy3H3,04Si+Na]™: 455,1866; trouvé: 455,2.

2,3,4-Tri-O-Benzyl-6-O-tert-butyldiphénylsilyl-o-D-mannopyrannoside ~ de  méthyle
(60)138,14(

! Mikkelsen, L. M., Krintel, S. L., Jiménez-Barbero, I., and Skrydstrup, T., JOC, 2002, 67, 6297-
6308
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Une quantité¢ de 6-O-tert-butyldiphénylsilyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 59
(2,24 g, 7,27 mmol) est dissoute dans un volume de DMF (36 mL). Une quantité catalytique
de TBAI est ajoutée (268 mg, 0,72 mmol, 0,1 équiv.) puis le mélange réactionnel est refroidi
a 0°C sur bain de glace. Une quantité de NaH 60% (1,05 g, 25,3 mmol, 3,5 équiv.) lavé a
’hexane en solution dans le DMF (36 mL) est ajoutée. Apres la fin du dégagement gazeux
(1h), le bain de glace est enlevé puis une quantité de BnBr (3,0 mL, 25,2 mmol, 3,5 équiv.)
est ajoutée La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:4) jusqu’a disparition compléte du
produit de départ (16h). Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur colonne de
silice. (AcOEt/Hex 1:4) pour donner une huile incolore 2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-tert-
butyldiphénylsilyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 60 (2,84 g, 78% rend.); Rf=0,32
(AcOEt/Hex 1:4); [a]p®’= +29 (c= 1.0, CHCl;). '"H NMR (300 MHz, CDCl,, 25°C): § =
7,78-7,25 (m, 25H, Haom ), 4,66 (s, 1H, H-1), 4,07-3,65 (m, 12H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 1-
OCH,Ph, 2-OCH,Ph, 3-OCH,Ph), 3,32 (s, 3H, 1-OCHs), 1,08 (s, 9H, SiC(CHs):) ppm. "C
NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): 6 = 155,63-134,40 (25C, Cirom), 100,16 (C-1), 71,96 (C-5),
70,95 (C-2), 71,62 (C-3), 65,70 (C-4), 60,31 (C-6), 54,83 (1-OCH;), 26,38 (SiC(CHs)s),
26,73 (3C, SiC(CHa,)3) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [Cu4HsoOsSi+Na]™: 725,3274; trouvé:
725,3.

2,3,4-Tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (61)'38’142’143

BnO

HO
BnO Q
BnO

OMe

Une quantité de 2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-tert-butyldiphénylsilyl-ca-D-
mannopyrannoside de méthyle 60 (1,64 g, 2,34 mmol) est dissoute dans un volume de THF
(36 mL). Une quantité catalytique d’AcOH est ajoutée (13 mL, 0,23 mmol, 0,1 équiv.) puis
un volume de TBAF en solution dans le THF est ajoutée (3,5 mL, 3,5 mmol, 1,5 équiv.). La

"> Borén, H. B., Eklind, K., Garegg, P. J., Lindberg, B., and Pilotti, A., Acta Chem. Scand., 1972, 26,
4143-4146

143 Takahashi, H., Fukuda, T., Mitsuzuka, H., Namme, R., Miyamoto, H., Ohkura, Y., and Ikegami, S.,
Angew. Chem., 2003, 42, 5069-5070
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réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 4,5:5,5) jusqu’a disparition compléte du produit de
départ (16h). Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur colonne de silice
(AcOEt/Hex 4,5:5,5) pour donner une huile incolore de 2,3,4-tri-O-benzyl-o-D-
mannopyrannoside de méthyle 61 (0,99 g, 91% rend.); Rf=0,41 (AcOEt/Hex 4,5:5,5); [a]p™ =
+30 (c= 1.0, CHCl;). '"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7,38-7,20 (m, 15H, Hyom),
5,00-4,60 (m, 7H, H-1, 1-OCH,Ph, 2-OCH,Ph, 3-OCH,Ph), 4,03-3,60 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5,
6a, 6b), 3,38 (s, 3H, 1-OCH;) ppm. “C NMR (75 MHz, CDCl,, 25°C): § = 155,51-134,46
(18C, Cyrom), 101,57 (C-1), 79,86 (C-5), 79,25 (C-2), 77,17 (C-3), 73,26 (C-4), 73,01 (3C, 2-
OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph), 62,15 (C-6), 54,24 (1-OCH;) ppm. ESI-MS: m/z calculé
pour [CysHzOg+H]™: 487,2097; trouvé: 487,2.

144

6-0-Sulfonato-2,3,4-tri-O-benzyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle (62)
NaO

BnO
OMe

Une quantité de 6-O-sulfonato-2,3 4-tri-O-benzyl-a.-D-mannopyrannoside de méthyle
61 (104 mg, 0,22 mmol) est dissoute dans un volume de THF (2 mL). Une quantité de
SO5+Et;N (104 mg, 0,57 mmol, 2,5 équiv.) est ajoutée. La réaction est suivie par CCM
(MeOH/AcOEt 1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (4h). Le produit brut
résultant est concentré puis purifié sur colonne de silice (MeOH/AcOEt 1:9) pour donner un
solide blanc de 6-O-sulfonato-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 62 (69
mg, 57% rend.); Rf=0,35 (MeOH/AcOEt 1:9); [a]p" = +58 (c= 1.0, MeOH). '"H NMR (300
MHz, D,0, 25°C): 6 = 7,36-7,26 (m, 15H, Hyom), 5,57 (s, 1H, H-1), 4,71-4,67 (m, 7H, H-1,
1-OCH,Ph, 2-OCH,Ph, 3-OCH,Ph), 3,87-3,62 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,30 (s, 3H, 1-
OCH;) ppm. "C NMR (75 MHz, D,0 + acétone, 25°C): & = 157,93-128,18 (18C, Cyrom),
101,39 (C-1), 79,90 (C-5), 79,28 (C-2), 77,20 (C-3), 73,28 (C-4), 73,01 (3C, 2-OCH,Ph, 3-

" Vidal, S., Garcia, M., Montero, J.-L., and Morére, A., Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 4051-4056
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OCH,Ph, 4-OCH,Ph), 72,40 (C-6), 67,94 (1-OCH,;) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[CysH300S+H]": 567,1665; trouvé: 567,1.

6-0-Sulfonato-a-D-mannopyrannoside de méthyle (63)'*

NaO\S//O
o HO

OMe

Des quantités de 6-O-sulfonato-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside  de
méthyle 62 (69 mg, 0,13 mmol) et de PA(OH),/C 20% m/m (7 mg) sont dissoutes dans un
mélange EtOH/H,0 1:1 (4 mL). Une quantité catalytique de HCI sec préalablement formé in
situ (AcCl/MeOH 1:24) est ajouté au mélange (0,5 mL, 0,01 mmol, 0,1 équiv.). Le mélange
réactionnel est d’abord purgé en faisant barboter de ’azote puis une pression d’hydrogeéne est
exercée au-dessus du liquide. La réaction est suivie par CCM (MeOH/DCM 3:7) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est filtré sur terre de
diatomée, concentré puis purifié sur colonne de silice (MeOH/DCM 3:7) pour donner un
solide blanc de 6-O-sulfonato-a-D-mannopyrannoside de méthyle 63 (25 mg, 82% rend.);
Trs: 156-159°C; Rf=0,19 (MeOH/DCM 3:7). '"H NMR (300 MHz, D,0, 25°C): & = 5,40 (s,
IH, H-1), 3,85-3,32 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,32 (s, 3H, 1-OCH;) ppm. *C NMR (75
MHz, D,0O + acétone, 25°C): & = 102,18 (C-1), 75,06 (C-5), 74,83 (C-2), 72,84 (C-3), 71,22
(3C, 2-OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph), 70,08 (C-4), 69,45 (C-6), 55,81 (1-OCH,) ppm.
ESI-MS: m/z calculé pour [C;H,4,0,S+H]": 276,0515; trouvé: 276,0.

6-0-diéthylphospho-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (64)



155

Une quantité de 6-O-diéthylphospho-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside de
méthyle 64 (97 mg, 0,21 mmol) est dissoute dans un volume de DCM (2 mL). Des quantités
d’Et;N (0,1 mL, 0,23 mmol, 1,1 équiv.) et de POCI(OEt), (0,1 mL, 0,23 mmol, 1,1 équiv.)
sont ajoutées au mélange réactionnel. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 3:2)
jusqu’a disparition compléte du produit de départ (2h). Le produit brut résultant est concentré
puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 3:2) pour donner une huile incolore de 6-O-
diéthylphosphonato-2,3 4-tri-O-benzyl-o-D-mannopyrannoside de méthyle 65 (66 mg, 56%
rend.); Rf=0,30 (AcOEt/Hex 3:2). '"H NMR (300 MHz, CDCly, 25°C): & = 7,29-7,22 (m,
15H, Haom), 5,58 (s, 1H, H-1), 4,68-3,72 (m, 10H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, P(OCH,CH,),, 2-
OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph), 3,36 (s, 3H, 1-OCHj,), 1,21 (m, 6H, P(OCH,CH,),) ppm.
“C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 157,27-129,32 (18C, Cyrom), 101,12 (C-1), 80,02 (C-
5), 79,35 (C-2), 77,14 (C-3), 73,09 (C-4), 72,96 (3C, 2-OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph),
72,17 (C-6), 67,82 (1-OCH,), 64,17 (PO(CH,CH,),), 16,43 (PO(CH,CH,),) ppm. ESI-MS:
m/z calculé pour [Ci,Hy OoP+H]": 601,2566; trouvé: 601,3.

6-0-Diéthylphosphonato-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle (65)

OMe

Une quantité¢ de 6-O-diéthylphospho-2,3,4-tri-O-benzyl-o-D-mannopyrannoside de
méthyle 64 (65 mg, 0,11 mmol) est dissoute dans un volume de DCM (1 mL). Des quantités
de Nal (35 mg, 0,23 mmol, 2,2 équiv.) et de TMSCI (0,03 mL, 0,28 mmol, 2,2 équiv.) sont
ajoutées au mélange réactionnel. La réaction est suivie par CCM (MeOH/DCM 1:9) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est concentré puis
purifié sur colonne de silice (MeOH/DCM 1:9) pour donner un solide jaune de 6-O-
diéthylphosphonato-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyrannoside de méthyle 65 (57 mg, 97%
rend.); Rf=0,10 (MeOH/DCM 1:9). '"H NMR (300 MHz, CDCl;, 25°C): § = 7,26-7,21 (m,
15H, Haom), 5,56 (s, 1H, H-1), 4,72-3,68 (m, 10H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, P(OCH,CH,),, 2-
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OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph), 3,31 (s, 3H, 1-OCH,), 1,22 (m, 6H, P(OCH,CH;),) ppm.
C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): § = 157,56-128,66 (12C, Cyyom), 101,42 (C-1), 80,14 (C-
5), 79,42 (C-2), 77,25 (C-3), 73,13 (C-4), 73,05 (3C, 2-OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph),
72,09 (C-6), 67,69 (1-OCH;) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [CosH330oP+H]™: 545,1940;
trouve: 5452,

145

6-0-Diéthylphosphonato-a-D-mannopyrannoside de méthyle (66)

OMe

Des quantités de 6-O-diéthylphosphonato-2,3,4-tri-O-benzyl-a.-D-mannopyrannoside
de méthyle 65 (59 mg, 0,11 mmol) et de PA(OH),/C 20% m/m (6 mg) sont dissoutes dans un
mélange EtOH/H,0 1:1 (4 mL). Une quantité catalytique de HCI sec préalablement formé in
situ (AcCl/MeOH 1:24) est ajouté au mélange (0,5 mL, 0,01 mmol, 0,1 équiv.). Le mélange
réactionnel est d’abord purgé en faisant barboter de 1’azote puis une pression d’hydrogene est
exercée au-dessus du liquide. La réaction est suivie par CCM (MeOH/DCM 3:7) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est filtré sur terre de
diatomée, concentré puis purifié sur colonne de silice (MeOH/DCM 3:7) pour donner un
solide blanc de 6-O-diéthylphosphonato-a.-D-mannopyrannoside de méthyle 66 (25 mg, 82%
rend.); Rf=0,19 (MeOH/DCM 3:7). '"H NMR (300 MHz, D,0, 25°C): § = 5,45 (s, 1H, H-1),
3,92-3,28 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,30 (s, 3H, 1-OCH;) ppm. *C NMR (75 MHz, D,0
+ acétone, 25°C): 6 = 101,17 (C-1), 74,97 (C-5), 74,85 (C-2), 72,77 (C-3), 71,14 (3C, 2-
OCH,Ph, 3-OCH,Ph, 4-OCH,Ph), 69,71 (C-4), 69,34 (C-6), 55,72 (1-OCH;) ppm. ESI-MS:
m/z calculé pour [C;HsOoP+H]": 275,0532; trouvé: 275,1.

o-D-Mannopyrannoside d’allyle (7)

"% Chenault, H. K., Mandes, R. F., and Hornberger, K. R., JOC, 1997, 62, 331-336
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Une quantité de a-D-mannopyrannoside 68 (1,03 g, 5,73mmol) est dissoute
dans un volume d’alcool allylique (57 mL). Une quantité catalytique de TFA (0,56 mL, 0,48
mmol, 0,1 équiv.) est ajoutée au mélange réactionnel et le tout est chauffé a reflux (98°C). La
réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:1) jusqu’a disparition compléte du produit de
départ (3h). Le produit brut résultant est concentré (co-évaporation de ’alcool allylique avec
de I’acétone) puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 1:1) pour donner une huile
incolore. Le produit brut purifié est dissous dans un mélange MeOH/MeONa (pH=10) puis
laiss¢ agiter a t.p. pendant 1h. Le produit brut résultant est neutralisé a la résine Amberlite IR-
120 (H"), filtré, évaporé puis lyophilisé pour donner un solide blanc d’a-D-
mannopyrannoside d’allyle 7 (1,26 g, 75% rend. sur deux étapes) Ty 98-99°C'** ; Rf=0,51,
(H,O/ACN 1:9) ; [a]p®= +116 (c= 1.0, MeOH); 'H RMN (300 Mz, D,0, 25°C): § = 6,13-
5,84 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,10-5,27 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 4,92 (s, 1H, H-1),
4,28-4,05 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH),), 3,95-3,66 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b) ppm. *C RMN
(75 MHz, D,O + acétone): 5 = 133,93 (1-OCH,CH=CH,), 119,15 (1-OCH,CH=CH,), 99,62
(C-1), 73,46 (C-5), 71,21 (C-2), 70,72 (C-3), 68,75 (1-OCH,CH=CH,), 67,42 (C-4), 61,54
(C-6) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [ CoH,sOs+Na]": 243,0845; trouvé: 243,1.

0-O-fert-Butyldiphénylsilyl-o-D-mannopyrannoside d’allyle (69)"4718

"““ Boss, R. and Scheffold, R., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1976, 88, 578-579
T Cmoch, P., and Pakulski, Z., Tetrahedron Asym., 2008, 19, 1494-1503
"“* Heng, L., Ning, J., and Kong, F., J. Carb. Chem., 2001, 20, 285-296
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Une quantité de o-D-mannopyrannoside d’allyle 7 (1,20 g, 5,4 mumol) est dissoute
dans un volume de pyridine (54 mL). La solution est ensuite refroidie & 0°C dans un bain de
glace, puis un volume de TBDPSCI (1,6 mL, 5,9 mmol, 1,1 équiv.) est ajouté. La réaction est
ensuite laissée revenir a température picce et suivie par CCM (AcOEt/Hex 9:1) jusqu’a
disparition complete du produit de départ (16h). Le produit brut résultant est extrait a
I’acétate d’éthyle, lavé au KHSO, saturé, lavé au NaHCO; saturé, lavé au NaCl saturé, séché
au Na,SOy, concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 9:1) pour donner une
huile incolore de 6-O-tert-butyldiphénylsilyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-a-D-mannopyrannoside
d’allyle 69 (2,33 g, 93% rend.); Rf=0,56 (AcOEt/Hex 9:1). '"H NMR (300 MHz, CDCls,
25°C): 6 = 7,71-7,35 (m, 10H, H,om), 5,92-5,79 (m, 1H, J,, = 5,9 Hz, 1-OCH,CH=CH,),
5,27-5,15 (dd, 2H, J,,=5,2 Hz, 1-OCH,CH=CH,), 4,82 (s, IH, H-1), 4,16-3,61 (m, 8H, H-2,
3, 4, 5, 6a, 6b,1-OCH,CHCHS,), 1,06 (s, 9H, SiC(CHs);) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCl;,
25°C): 6 =135,57-127,74 (13C, Cyrom, 1-OCH,CH=CH,), 117,57 (1-OCH,CH=CH,), 98,59
(C-1), 71,69 (C-5), 71,40 (C-2), 70,42 (C-3), 69,69 (C-4), 67,80 (1-OCH,CH=CH,), 64,91
(C-6), 26,74 (3C, SiC(CH,)), 19,14 (1C, SiC(CHs);) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[C,sH3404Si+Na]":481,2022 ; trouvé: 481,2.

2,3,4-Tri-O-benzoyl-6-tert-butyldiphénylsilyl-o-D-mannepyrannoside d’allyle (71)

Une quantité de 6-O-tert-butyldiphénylsilyl-a-D-mannopyrannoside d’allyle 60 (2,37
g, 5,17 mmol) est dissoute dans un volume de pyridine (52 mL). La solution est ensuite
refroidie 4 0°C dans un bain de glace, puis un volume de chlorure de benzoyle (2,2 mL, 19,0
mmol, 3,6 équiv.) est ajouté. La réaction est ensuite laissée revenir a température piece et
suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (16h). Le
produit brut résultant est extrait a I’acétate d’éthyle, lavé au KHSO, saturé, lavé au NaHCO;

satur€, lavé au NaCl saturé, séché au Na,SO,, concentré puis purifié sur colonne de silice



159

(AcOEt/Hex 1:9) pour donner une huile incolore de 6-O-fert-butyldiphénylsilyl-2,3,4-tri-O-
benzoyl-a.-D-mannopyrannoside d’allyle 71 (3,60 g, 91% rend.); Rf=0,24 (AcOEt/Hex 1:9).
"H NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 8,22-7,19 (m, 25H, Hyon), 6,23 (, 1H, J;» = 10,1
Hz, H-4), 6,03 (m, 1H, H-3), 5,97 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,81 (dd, 1H,J,, = 1,6 Hz, ], 5
= 3,2, H-2), 5,39 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 5,24 (d, 1H, J,, = 1,5 Hz, H-1), 4,41-3,901 (m,
5H, H-5, 6a, 6b, 1-OCH,CH=CH,), 1,14 (s, 98, SiC(CH,);) ppm. “C NMR (75 MHz,
CDCl,, 25°C): 8 =135,59-127,50 (30C, Cyom, 1-OCH,CH=CH,), 118,03 (1-OCH,CH=CHy,),
96,49 (C-1), 71,45 (C-5), 70,68 (C-2), 70,58 (C-3), 68,35 (C-4), 66,55 (1-OCH,CH=CH,),
62,48 (C-6), 26,54 (3C, SiC(CHs)s), 19,11 (1C, SiC(CHs);) ppm. ESI-MS: nm/z calculé pour
[CagHasOoSi+H]™: 771,2989; trouvé: 771,3.

2,3,4-Tri-O-benzoyl-a-D-mannopyrannoside d’allyle (72)'*

BzO

HO
BzO 0
BzO

O\/\

Une quantité de 6-O-tert-butyldiphénylsilyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-o.-D-
mannopyrannoside d’allyle 71 (63 mg, 0,082 mmol) est dissoute dans un volume de THF (0,8
mL). Une quantité catalytique d’AcOH est ajoutée (0,06 mL, 0,001 mmol, 0,1 équiv.) puis un
volume de TBAF en solution dans le THF est ajoutée (0,8 mL, 1,5 équiv.). La réaction est
suivie par CCM (AcOEt/Hex 3:7) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (16h). Le
produit brut résultant est concentré puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 3:7) pour
donner une huile incolore de 2,3 ,4-tri-O-benzoyl-o-D-mannopyrannoside d’allyle 72 (29 mg,
67% rend.); Rf=0,22 (AcOEt/Hex 3:7). [o]p"= -108 (c= 1.0, CHCl;). '"H RMN (300 MHz,
CDCl;, 25°C): & = §,13-7,22 (m, 15H, Harom), 6,02 (dd, 1H, Ji; = 10,1 Hz, J,5 = 3,4 Hz, H-
3), 5,99-5,93 (m, |H, 1-OCH,CH=CH,), 5,87 (t, 1H, J\, = J;.; = 10,1 Hz, H-4), 5,71 (dd, IH,
Ji2=3,4Hz, I3 =1,8 Hz, H-2), 5,43-5,26 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,) , 5,17 (d, 1H, J;, = 1,7
Hz, H-1), 4,35-4,28 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 4,17-4,01 (m, 2H, H-5 et 1-OCH,CH=CH,),

'Y Auzanneau, F.-I.,-Christensen, M.K., Harris, S. L., Medal, M., and Pinto, M., Can. J. Chem., 1998,
76, 1109-1118
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3,88-3,76 (m, 2H, H-6a, 6b), 2,76 ppm. “C RMN (75 MHz, CDCL): & = 166,41-128,28
(21C, Caom, 2-OC=0Ph, 3-OC=0Ph, 4-OC=0Ph), 133,40, (1-OCH,CH=CH,), 118,32 (I-
OCH,CH=CH,), 96,70 (C-1), 71,06 (C-5), 70,64 (C-2), 69,65 (C-4), 68,74 (I-
OCH,CH=CH,), 67,21 (C-4), 61,28 (C-6) ppm. ESI-MS: m/z calcul¢ pour [C3oHy309+Na]™:
555,1631; trouvé: 555,2.

6-0-Sulfonato-2,3,4-tri-O-benzoyl-o-D-mannopyrannoside d’allyle (73)
NaO

BzO

Une quantité¢ de 2,3,4-tri-O-benzoyl-o-b-mannopyrannoside d’allyle 72 (203 mg,
0,38 mmol) est dissoute dans un volume de THF (3,8 mL). Une quantité de SO;°Et;N (175
mg, 0,96 mmol, 2,5 équiv.) est ajoutée. La réaction est suivie par CCM (MeOH/AcOEt 1:9)
jusqu’a disparition complete du produit de départ (4h). Le produit brut résultant est concentré
puis purifié sur colonne de silice (MeOH/AcOEt 1:9) pour donner un solide blanc de 6-O-
sulfonato-2,3,4-tri-O-benzoyl-o-D-mannopyrannoside d’allyle 73 (161 mg, 69% rend.);
Rf=0,24 (MeOH/AcOEt 1:9). '"H RMN (300 MHz, CDCl,, 25°C): 8 = 8,08-7,19 (m, 15H,
Hurom )» 5,98 (dd, 1H, J,, = 10,2 Hz, J, 3 = 3,5 Hz, H-3), 5,97-5,91 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,),
5,85 (t, 1H, Ji, =115 = 10,2 Hz, H-4), 5,69 (dd, IH, J,, = 3,5 Hz, I, = 1,8 Hz, H-2), 5,44-
5,26 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 5,22 (d, 1H, J,, = 1,7 Hz, H-1), 442-4,27 (m, 1H, I-
OCH,CH=CH,), 4,21-3,99 (m, 2H, H-5 et 1-OCH,CH=CH,), 3,92-3,74 (m, 2H, H-6a, 6b),
2,76 ppm. “C RMN (75 MHz, CDCly): & = 165,63-129,91 (21C, Curom, 2-OC=0OPh, 3-
OC=0Ph, 4-OC=0Ph), 133,41, (1-OCH,CH=CH,), 117,81 (1-OCH,CH=CH,), 93,62 (C-1),
73,38 (C-5), 72,10 (C-2), 71,43 (C-4), 71,07 (}-OCH,CH=CH,), 69,27 (C-4), 61,52 (C-6)
ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [C30H250,S+H]": 613,1380; trouvé: 613, 1.

6-0-Sulfonato-o-D-mannopyrannoside d’allyle (74)
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NaO

Une quantité de 6-O-sulfonato-2,3,4-tri-O-benzoyl-c.-D-mannopyrannoside d’allyle
73 (97 mg, 0,16 mmol) est dissoute dans un mélange MeOH/MeONa (pH=10) puis laissé
agiter a t.p. pendant 1h. Le produit brut résultant est neutralisé a la résine Amberlite IR-120
(H"), filtré, évaporé puis purifié sur colonne de silice (H;O/ACN 1:9) pour donner un solide
blanc de 6-O-sulfonato-o-D-mannopyrannoside d’allyle 74 (47 mg, 99% rend.); Rf=0,10
(H,O/ACN 1:9). "H RMN (300 MHz, D,0, 25°C): § = 6,23-5,78 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,),
5,08-5,32 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 4,95 (s, |H, H-1), 4,29-3,97 (m, 2H, |-OCH,CH=CH,),
3,92-3,64 (m, 6H, H-2, 3,4, 5, 6a, 6b) ppm. *C RMN (75 MHz, D,0 + acétone): 5 = 133,66
(1-OCH,CH=CH,), 118,54 (1-OCH,CH=CH,), 98,23 (C-1), 75,05 (C-5), 74,53 (C-2), 73,93
(C-3), 70,48 (1-OCH,CH=CH,), 69,45 (C-4), 69,62 (C-6) ppm.ESI-MS: m/z calculé pour
[CoH 1,09S+H]™: 301,0593; trouvé: 301, 1.

6-0-Diéthylphospho-2,3,4-tri-O-benzoyl-o-D-mannopyrannoside d’allyle (75)

EO

EtO” P\O BzO

BzO O
BzO

O\/\

Une quantité¢ de 2,34-tri-O-benzoyl-a-D-mannopyrannoside d’allyle 72 (226 mg,
0,42 mmol) est dissoute dans un volume de DCM (4 mL). Des quantités d’Et;N (0,07 mL,
0,50 mmol, 1,1 équiv.) et de POCI(OEt), (0,07 mL, 0,48 mmol, 1,1 équiv.) sont ajoutées au
mélange réactionnel. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 3:2) jusqu’a disparition
compléte du produit de départ (2h). Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur
colonne de silice (AcOEt/Hex 3:2) pour donncr une huile incolore de 6-O-diéthylphospho-
2,3,4-tr1-O-benzoyl-a-D-mannopyrannoside d’allyle 75 (182 mg, 64% rend.); Rf=0,33
(AcOEt/Hex 3:2). "H RMN (300 MHz, CDCls, 25°C): & = 7,31-7,23 (m, 15H, Haom), 6,01-
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5,94 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,61 (s, 1H, H-1), 5,45-5,24 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,),
4,73-3,69 (m, 12H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 1-OCH,CH=CH,, P(OCH,CH3),), 1,23 (m, 6H,
P(OCH,CH;),) ppm. “C RMN (75 MHz, CDCly): & = 166,84-128,58 (21C, Cuom, 2-
OC=0Ph, 3-OC=0Ph, 4-OC=0Ph), 133,64, (1-OCH,CH=CH,), 118,35 (1-OCH,CH=CH,),
99,24 (C-1), 73,41 (C-5), 71,03 (C-2), 69,04 (C-4), 66,87 (1-OCH,CH=CH,), 64,79 (C-4),
64,05 (C-6), (PO(CH,CHs),), (PO(CH,CH3);) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[C34H37012P+Na]+: 691,1920; trouvé: 691,2.

6-lodo-a-D-rhamnopyrannoside d’allyle (80)

Une quantité¢ de 6-iodo-a-D-rhamnopyrannoside d’allyle 7 (2,47 g, 11,2
mmol) est dissoute dans un volume de THF (90 mL) puis chauffé a reflux (65°C). Des
quantités de PPhs (5,94 g, 22,7 mmol, 2,0 équiv.) et d’imidazole (1,93 g, 28,3 mmol, 2,5
équiv.) sont rajoutées au mélange réactionnel. Ensuite, une quantité d’iode (5,60 g, 22,1
mmol, 2,0 équiv.) en solution dans le THF est ajoutée goutte a goutte dans le ballon et laissée
agiter toujours a température de reflux (65°C). La réaction est suivie par CCM (MeOH/CHCl;
1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (1h). Le produit brut résultant est
concentré puis purifié sur colonne de silice (MeOH/CHCl; 0,5:9,5) pour donner une huile
jaune 6-iodo-a-D-rhamnopyrannoside d’allyle 80 (3,52 g, 99% rend.); Rf=0,29
(MeOH/CHCI; 1:9); [a]p®’= +58 (c= 1.0, MeOH). '"H RMN (300 MHz, D,0, 25°C): § =
5,92-5,79 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,26-5,09 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 4,69 (d, I1H, I, =
1,8 Hz, H-1), 4,25-3,91 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 3,71 (dd, 1H, J,., = 1,8 Hz, J,.; = 3,6 Hz,
H-2), 3,60-3,43 (m, 2H, H-3, H-4), 3,43-3.11 (m, 3H, H-5, 6a, 6b) ppm. *C RMN (75 MHz,
D,O + acétone): & = 125,71 (1-OCH,CH=CH,), 108,10 (I-OCH,CH=CH,), 91,14 (C-1),
64,96 (C-5), 63,02 (C-2), 62,83 (C-3), 62,61 (1-OCH,CH=CH,), 59,37 (C-4), 3,09 (C-6)
ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [CoH,;5OsI+Na]": 352,9862; trouvé: 353,0.
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o~-D-Rhamnopyrannoside d’allyle (81)

Méthode 1: Reflux classique au toluéne

Une quantité de 6-iodo-o.-D-rhamnopyrannoside d’allyle 80 (358 mg, 1,13 mmol) est
dissoute dans un volume de toluene (10 mL) qui est ensuite chauffée a reflux (110°C). Des
quantités de Bu;SnH (0,5 mL, 1,9 mmol, 1,6 équiv.) et ’AIBN (0,18 mg, 0,11 mmol, 0,1
équiv.) sont ajoutées au mélange réactionnel puis chaufté a reflux. La réaction est suivie par
CCM (H,O/ACN 1:9) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (2h). Le mélange
réactionnel est filtré, évaporé puis purifié sur colonne de silice (H,O/ACN 1:9) pour donner

une huile incolore de a-D-rhamnopyrannoside d’allyle 81 (174 mg, 75% rend.).
Méthode 2: Chauffage aux micro-ondes

A une quantité de 6-iodo-o-D-rhamnopyrannoside d’allyle 80 (63 mg, 0,20 mmol) est
dissoute dans un volume de toluéne (2 mL) et a cette solution sont ajoutées des quantités de
Bu;SnH (0,08 mL, 0,30 mmol, 1,5 équiv.) et d’AIBN (4 mg, 0,02 mmol, 0,1 équiv.). Le tout
est scellé dans un tube (5 mL) sous atmosphére d’azote et irradié¢ aux micro-ondes a intensité
power high a température de 120°C. La réaction est suivie par CCM (H,O/ACN 1:9) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (5 min). ). Le mélange réactionnel est filtré,
évaporé puis purifié sur colonne de silice (H,O/ACN 1:9) pour donner une huile incolore de
a-D-rhamnopyrannoside d’allyle 81 (36 mg, 88% rend.); Rf=0,57 (H,O/ACN 1:9); Rf=0,33
(MeOH/CHCl; 1:9); [a]p®= -4 (c= 1.0, McOH). "H RMN (300 MHz, D,0, 25°C): = 6,04-
591 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,40-5,27 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 4,85 (s, 1H, H-1),
4,26-4,04 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 3,95 (dd, 1H, J,, = 1,7 Hz, I,5 = 3,4 Hz, H-2), 3,78-
3,70 (m, 2H, H-3, H-5), 3,45 (t, IH, J,, = 9,6 Hz, H-4), 1,3 (d, 3H, J,, = 6,3 Hz, 6-CHa,)
ppm. PC RMN (75 MHz, D,0O + acétone): & = 133,97 (1-OCH,CH=CH,), 119,28 (1-
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OCH,CH=CH,), 99,79 (C-1), 72,72 (C-3), 70,97 (C-4), 70,82 (C-2), 69,35 (C-5), 68,98 (1-
OCH,CH=CH,), 17,22 ppm (C-6). ESI-MS: m/z calculé pour [CoHsOs+Na]™: 227,0895;

trouvé: 227,1.

2,3-O-Isopropylidéne-a-D-mannopyrannoside d’allyle (83)"°

Une quantité¢ d’a-D-mannopyrannoside 7 (1,24 g, 5,62 mmol) d’allyle est dissoute
dans un mélange acétone/DMP 1:1 (20 mL). Une quantité de pTSOH (100 mg, 0,58 mmol,
0,1 équiv.) est ajouté puis laissé agiter a température piece. La réaction est suivie par CCM
(AcOEt/Hex 7:3) jusqu’a disparition compléte du produit de départ (15 min). Le produit
obtenu, le 2,3:4,6-O-diisopropylidéne-a-D-mannopyrannoside d’allyle 82, n’est pas isolé
(Rf=0,25; AcOEtV/Hex 3:7). Une quantité d’eau est ajoutée (20 mL) puis la réaction est laissée
agiter a température piéce. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:1) jusqu’a
disparition complete du produit de départ (3h). Le mélange réactionnel est neutralisé au
NaHCO; sat. (4 mL), dissous dans I’eau (10 mL) puis extrait dans I’hexanes (4x6 mL). Le
produit brut résultant cristallisé dans un mélange Et,O/EP pour donner solide blanc de 2,3-O-
1isopropylidéne-a-D-mannopyrannoside d’allyle 83 (1,46 g, 65% rend. sur 2 étapes); Tg,: 80-
81°C; Rf=0,29 (AcOEt/Hex 1:1) ; [a]p”'= +39 (c= 1.0, CHCl;). '"H NMR (300 MHz, CDCl,,
25°C): 8=5,90 (m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,34-5,20 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 5,08 (s, 1H,
H-1), 4,23-4,15 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 4,04-3,60 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 1,53 (s,
3H, C(CHs),), 1,36 (s, 3H, C(CHs),) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 133,30 (1-
OCH,CH=CH,), 118,02 (1-OCH,CH=CH,), 109,57 (C(CHs),), 96,35 (C-1), 78,31 (C-5),
75,35 (C-2), 69,69 (C-3), 69,24 (1-OCH,CH=CH,), 68,13 (C-4), 62,18 (C-6), 27,89

'Y Chernyak, A. Y., Levinsky, A. B., Dmitriev, B. A., and Kochetkov N. K., Carb. Res., 1984, 128,
269-282
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(C(CHy),), 26,09 (C(CHs),) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [CiHaOs+H]: 261,1338;
p p

trouvé: 261, 1.

6-Fluoro-2,3-0O-isopropylidéne-a-D-rhamnopyrannoside d’allyle (84)

HO 0

O.

O\/\

Une quantité de 2,3-O-isopropylidéne-o-D-mannopyrannoside d’allyle 83 (123 mg,
0,46 mmol) est dissoute dans un volume de DCM (S mL) a -78°C dans un bain acétone-glace
seche. Une quantité de DAST (0,07 mL, 0,53 mmol, [,1 équiv.) est ajoutée puis le tout est
laiss€ agiter a température piece. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:9) jusqu’a
disparition compléte du produit de départ (20 min). Une quantité de MeOH est ajoutée (0,2
mL) au mélange réactionnel pour neutraliser lc DAST puis laissé agiter toute une nuit (16h).
Le mélange réactionnel est concentré, dilué a I’AcOEt, lavé au NaHCO; sat., lavé au NaCl
sat., séché¢ au Na,SO,, évaporé puis purifié sur colonne de silice (AcOEt/Hex 1:9) pour
donner une huile jaune de 6-fluoro-2,3-O-isopropylidéne-a-D-rhamnopyrannoside d’allyle 84
(80 mg, 66% rend.); Rf=0,40 (AcOEt/Hex 1:9). "H NMR (300 MHz, CDCl, 25°C): § = 5,91
(m, 1H, 1-OCH,CH=CH,), 5,35-5,23 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 5,10 (d, 1H, J;., = 3,0 Hz,
H-1), 4,72-3,84 (m, 8H, H-2, 3, 4, S, 6a, 6b, 1-OCH,CH=CH,), 1,54 (s, 3H, C(CHs),), 1,37
(s, 3H, C(CHs),) ppm. "C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): & = 133,03 (1-OCH,CH=CH,),
118,32 (1-OCH,CH=CH,), 110,06 (C(CHs),), 96,24 (C-1), 89,63 (C-5), 87,23 (C-2), 82,42
(C-3), 80,12 (1-OCH,CH=CH,), 68,28 (C-4), 66,49 (C-6), 27,80 (C(CHs),), 26,01 (C(CHs),)
ppm. ESI-MS: m/z calculé pour [C12H1905+H]+: 263,1295; trouvé: 263,1.

6-Fluoro-o-D-rhamnopyrannoside d’allyle (85)

HO

F
HO 0
HO

o\/\
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Une quantité de 6-fluoro-2,3-O-isopropylidéne-o-D-rhamnopyrannoside d’allyle 84
(44 mg, 0,17 mmol) est dissoute dans un mélange AcOH/H,O 4:1 (5 mL) puis chauffé a
80°C. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Hex 1:1) jusqu’a disparition compléte du
produit de départ (2h). Le produit brut résultant est concentré puis purifié sur colonne de
silice  (AcOEt/Hex 1:1) pour donner un solide blanc de 2-O-méthyl-a-D-
mannopyrannosiduronique de méthyle 85 (31 mg, 84% rend.); Rf=0,24 (AcOEt/Hex 1:1). 'H
NMR (300 MHz, D,0, 25°C): & = 5,89 (m, |H, 1-OCH,CH=CH,), 5,33-5,21 (m, 2H, !-
OCH,CH=CH,), 4,74 (m, 2H, 1-OCH,CH=CH,), 4,22-3,83 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b), 3,53
(s, 1H, H-1) ppm. "C NMR (75 MHz, D,0 + acétone, 25°C): & = 133,14 (1-
OCH,CH=CH,), 117,94 (1-OCH,CH=CH,), 98,71 (C-1), 88,70 (C-5), 86,35 (C-2), 82,46 (C-
3), 80,16 (1-OCH,CH=CH,), 71,23 (C-4), 69,93 (C-6) ppm. ESI-MS: m/z calculé pour
[CoH,s0s+H]™: 222,0904; trouvé: 223, 1.



