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INTRODUCTION

- Nos travaux s'inscrivent dans le cadre des recherches qui
sont entreprises au Laboratoire sur la structure des glycoprotides. Les
glycoprotides sont des composés naturels ou synthétiques qui.résultent de la
conjugaison d'une fraction glucidique appelée glycanne avec une fraction
protidique. Suivant la nature de la fraction protidique, on distingue trois

classes de glycoprotides :

- les glyco-amino-acides,
- les glycopeptides,

- les glycoprotéines,-

qui résultent de l'association d'un glucide avec, respectivement, un

acide aminé, un peptide ou une protéine.

La détermination de la structure moléculaire d'un glycoprotide
Pose donc trois problémes : -

- celui de la structure du glycanne,

- celui de la structure du groupement protidique,

- celui de la liaison du glycanne avec le protide.



C'est 3 ce dernier probléme que nous nous sommes attacﬁé,'enA
nous limitant d la mise au point de Ta synthése et 3 1'étude des propriétés de
glycosides (&) dont nous avons précisé la formule dans la figure 1 de la page 3,
et qui ré;ulte de la conjugaison, par une liaison B-glycosidique, du galactose /

et d'un hydroxy-amino-acide : la sérine ou la thréonine.

I1 s'agit donc des composés suivants

- le O-séryl B-D-galactopyrannoside, et
- le O-thréonyl B-D-galactopyrannoside.

Les raisons qui nous ont poussé & synthétiser et 3 étudier

ces composés sont de deux ordres :

En premier lieu, ils ouvrent la porte 3 une série de synthéses
de glycosides faisant intervenir la condensation d'oses neutres avec la sérine

ou la thréonine.

, En second lieu, il n'est pas exclu a priori que ces 8-D-galac-
tosides soient présents dans certaines glycoprotéines. En effet, dans de nombreux
giYCoprotéides, la fonction réductrice de 1l'ose terminal du glycanne est
conjuguée avec la fonction -alcoolique d'un hydroxy-amino-acide de la chaine
Peptidique (sérine, thréonine, hydroxylysine ou hydroxyproline). Ce type de
liaison a été mis en évidence dans les glycoprotides suivants : mycoside C, de
Mycobacterium avium, mycoside Cb de Mycobacterium butyricum, mucines sous-
maxlllalres, heparlne, acides chondr01t1nes sulfuriques, lactotransferrine
humame, substances de 'groupes sanguins, tropocollagene, glycoprotemes de la
membrape basale glomérulaire, globulines Ig A et Ig G, "extensine", paroi

cellulaire d'une levure (voir 3 ce sujet la revue générale, MONSIGNY (1)).

De plus, le composé O-glycosidique de la thréonine présente un
intépét supplémentaire en ce sens que SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (2) ont montré
Que dans la lactotransferrine humaine, un groupement glycannique est conjugué
d la fonction hydroxylée de la thréonine. Il devenait donc nécessaire de syn-
thétiser ces composés de manidre 4 posséder des témoins de référence de proprié-
tés bien définies et de comparer ces dermniéres 3 celles du composé obtenu par
dégradation des glycoprotéines soit par procédés enzymatiques, soit par procédés
chimiques, soit en couplant ces différents procédés (voir les procédés d'explo-
ration de la structure du p01nt d'attache glycanne-protlde dans la thése de
MONSIGNY (3)).

x)

Un glycoside résulte de la conjugaison d'un ose, par sa fonction réductrice
Senl-aldehydlque avec la fonction alcoolique d'un autre compose.




Figure 1

Formule du O-séryl (R=H) et O-thréonyl (R=CH,) B-D-galactopyrannoside



Cette série de travaux nous a amené 3 mettre au point un
procédé de synthése du O-séryl B-b-galactopyrannoside qui a pu &tre utilisé .
pour la synthdse du O-thréonyl B-D-galactopyrannoside. Nous avons décrit les -
propriétés physico-chimiques de ces composés en nous attachant plus particuliére-
ment 3 celles dont la connaissance sera précieuse dans l'explofation de la
structure du point d'attache glycanne-protide dans les glycoprotides. Nous
étudierons donc successivement le comportement chromatographique et électro-
phorétique de ces comppsés ainsi que leur stabilité dans les différentes condi-
tions d'obtention. Pour cela, nous étudierons le comportement du 0-séryl o
B-D-galactopyrannoside, déj3 synthétisé par d'autres auteurs (KUM et ROSEMAN
(4), DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (5) et RUDE et MEYER-DELIUS (6)), ainsi
que celui de certains de ses dérivés (dérivés N-dinitrophénylé et N-acétylé) '

en milieu acide et son comportement ou celui de ses dérivés en milieu alcalin.

Afin de posséder des modéles dont la structure se rapproche
de celle de glycoprotéines, il devenait intéressant de synthétiser des galacto-
sides de peptides. Pour cette raison, nous nous proposons de condenser le
galactose avec des peptides de la sérine. Ces peptides seront choisis de manidre
4 étudier l'influence de la substitution des groupements aminés et carboxyliques -
de la sérine, par des amino-acides. En polycondensant ces glycopeptides, nous
obtiendrons des composés dont la partie peptidique plus importante permeftra
une étude de l'influence des groupements glycanniques sur la conformation des '
chalnes peptidiques. |

\

Le plan de notre mémoire sera le suivant :

Dans un premier chapifre,'nous donnerons un apergu de la
synthése des glycosides en nous attachant plus particuliérement aux glycosides

de B-hydroxy-amino-acides (sérine ou thréonine).

Dans un dehxiéme chapitre, nous exposerons les résultats
que nous avons obtenus, d'abord & propos de la synthése, puis 3 propos des

propriétés des B-D-galactosides de B-hydroxy-amino-acide.

Dans un troisiéme chapitre, nous rapporterons la synthése

.de quelques peptides de la sérine.



SYNTHESE DES GLYCOSIDES D'HYDROXY AMINO-ACIDES

I - GENERALITES

- Différentes méthodes permettent de synthétiser des liaisons
O-glycosidiques, c'est-d-dire des composés dans lesquels la fonction réduc- A
trice d'un ose est impliquée dans une liaison éther, ceci par. conjugaison

avec une fonction alcoolique.
A\

Chronologiquement, la premiére de ces méthodes fut celle de

FISCHER (7) qui, en 1893, condensa directement un sucre avec un alcool.

En 1901, KOENIGS et KNORR (8) proposérent une nouvelle méthode
de synthése de glycosides. Ils utilisérent un "acétohalogénose" au lieu d'un

Ose, lors de la condensation.

En 1933, HELFERICH et SCHMITZ-HILLEBRECHT (9) employérent

um sucre peracétylé et le condensérent directement avec le phénol.

Plus récemment, en 1967, KOCHETKOV, KHORLIN et BOCHKOV (10)
publidrent une nouvelle méthode de glycosylation, utilisant les orthoesters

de sucres comme agents glycosylants.



De ces quatre méthodes actuellement conhues, célle de KOENIGS
et KNORR fut la plus largement utilisée, car elle est d'utilisation.générale
et donne des rendements satisfaisants. De plus, cette méthodew's'impose_dans
notre cas, ol 1'alcool utilisé lors de la condensation est un alcool comple xe
(dérivé dé la sérine ou de la thréonine), non liquide 3 1la fempérature de la
- véaction. De ce fait, la méthode de FISCHER (voir page 11), ce qui n'est
applicable qu'aux alcools simples, ainsi que celle d'HELFERICH (voir page 13 ),
qui utilise un phénol, sont exclues. Quant 3 la méthode de KOCHETKOV (volr
page 28 ), elle est moins souhaitable que celle de KOENIGS et KNORR, car elle

requiert une étape supplémentaire pour la formation de 1'orthoester.

Nous nous attacherons donc principalement 3 la méthode de
KOENIGS et KNORR en insistant plus particuliérement sur les points qui nous
ont servi directement lors de la synthése du O-séryl B-D-galactopyrannoside

et du O-thréonyl B-D-galactopyrannoside,

II - DERIVES DE LA SERINE ET DE LA THREONINE

La sérine et la thréonine sont des hydroxy-amino-acides, _
c'est-3-dire des composés possédant une fonction alcool, wne fonction amine
et une fonction acide. Etant donné que seul le groupement hydroxyle doit
réagir, il faut bloquer les fonctions acide et amine afin de rendre‘la conden-
sation spécifique. Les substituants des fonctions que l'on veut masquer

doivent répondre 3 certains caractéres :

- la substitution doit €tre relativement facile et le rendement .
Suffiéant,

- les substituants doivent 8tre stables dans les conditions
de la condensation,

- ils doivent &€tre ensuite facilement éliminés, sans dégrader

le composé de synthése.

A) BLOCAGE DE LA FONCTION AMINE

De nombreux auteurs ont utilisé le grodpement benzyloxyéarbonylg,

car c'est celui qui répond le mieux aux exigences que l'on a nommées ci-dessus.



i

v

Le N-beﬁzyioxycanbonyl-B-hydroxy—amino-acide est préparé par la réaction
de l'amino-acide avec le chorure de benzyloxycarbonyle dans une solution

aqueuse de pH légérement alcalin.

, Les diverses méthodes utilisées pour la synthése de ces
N-benZyloxycarbonyl-B-hydroxy-amino-acides, ainsi que les différents résultats

sont rassemblés dans le tableau I (page 8 ).

Certains auteurs comme GUTTMANN et BOISSONNAS (20) ou CASH (21)
Proposent une N-acétylation des acides aminés repectivement pér 1l'acide

thio acétique et l'anhydride acétique. Mais cette méthode n'est pas applicable
d notre cas, car la N-désacétylation s'effectue dans des coﬁditions trop

drastiques (par exemple, acide chlorhydrique 1 N & 100°C, pendant 1 h.).

LINDBERG et SILVANDER (22) bloquent la fonction amine par un
groupement tosyle mais celui-ci ne peut €tre €liminé que par une coupure
réductive par hydrolyse alcaline. L'utilisation de ces conditions alcalines

€xplique les grandes pertes de produit par B &limination (voir page 85 ).

B) BLOCAGE DE LA FONCTION ACIDE

En général, la fonction acide est masquée en l'estérifiant.
Cette estérification est, dans la majeure partie des cas, effectuée sur la
N‘benzyloxycarbonyl—sérine ou thréonine. Le méthanol et l'alcool benzylique

Sont les principaux alcools utilisés lors de cette réaction.

L'ester méthylique présente l'avantage d'une préparation
facile mais la libération de la fonction carboxylique (voir page30 ) implique
des conditions qui conduisent souvent & des destructions importantes du
Produit de synthése 3 DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (23). JONES, PERRY,
SHELTON et WALTON (24) le synthétisent par l'action du diazométhane sur l'acide

Carboxylique.

La préparation de l'ester benzylique est plus longue, car
1'€limination de 1'excds d'alcool benzylique requiert de nombreuses distilla-
tions azéotropiques avec le benzéne en général, BEN-ISHAI et BERGER (25). Les
différentes méthodes utilisées pour la préparation de l'ester benzylique de 1la
N"ben-"iylOX3rcar~bonyl-sérine, ainsi que les divers résultats, sont réunis dans

le tableau II (page 9 ).



8.
TABLEAU, I
Méthodes de synthése de la N-benzyloxycarbonyl-sérine (Z-Ser-OH)
| Méthode iii::nailif - p¥ [a]D~ rR* Références
T —— sation t°C
N ' |
h:ffi__; CHC1, 121 32 |+ 5,6 (AcOH,c 6) 70 (A)
Lfigﬁhgﬁ;stat AcOEt | 117-119 26 |+ 5,8 (AcOH,c 6) | 78 (B)
M
S 119-120 + 5,8 (AcOH,c 7) | 72 | (C)
kﬁjfﬁ_gﬁ_ftat AcOEt ' (D)
— CHCL |115-117 , 71 (E)
Na .
\E:TLEE_Etat AcOEt 117-118 32 |+ 5,4 (AcOH,c 6) | 80 (F)
dHeo, AcOEt . 119,5 22 |+ 5,9 (AcOH,c 2,7} 90
_ ' + 3,0 (MeOH,c 2,7] (G)
‘N\g‘;“‘-* _ - 1,5 (DMF,c 2,7)
. 0 - :
frgf_\;____ 119 - 5,6 (AcOH,c 7) (c)
QM pH star | AcoEt | (D)
|| Naoy _
- ‘ . 125 :
— 1 (H)
:h;\\“"“ AcOEt-CHCI 4| 123-124 , : 65 (E)
is~§1‘___‘_* 124-125 : (c)
| Naoy
PH stat 23~
~;\\\____; _ 123-125 86 (F)
| Nag ' - .
"ot stat | AcoEt 120-122 | o7l (o
Nay
o, - AcOEt 125-126 87 (1)

0in

t N

de fusion en oC 3+ R : rendement en p. 100.
Moe

=1 (A) : FRUTON (11) ; (B) : MOORE et al. (12) ; (C) : BAER et al. (13) ;

(D) : SKINNER et al. (14) ; (E) : ADKINS et al. (15) ; (F) : JONES et al.(16);
(G) : GUTTMANN et al. (17) ; (H) : BERGMANN et al. (18) ; (I) : RILEY

SEal. (19).



TABLEAU IT

Méthodes de synthé&se de l'ester benzylique de la
N-benzyloxycarbonyl-sérine (Z-Ser-0Bzl).

e ——
14
. Méthode solvant ® [a] ' REfé-
de f D R e
cristallisa- . rences
~— tion t°C
Z-Ser0Na' + cClL, -éther '
: 4 84-85 . +5,7 (CHCl,,c 1) (A)
&fr\/DMF de pétrole ' '
Z-Ser0”agt + e 84,0 32 | -8,7 (EtOH,c §) | ()
&m/cx{scn 84,4 26 | +5,4 (CHClg,c 4) :
Z~SeroH + $CHLOH + | C H./Skelly-
CeHe + pCH. ¢SO_H solve-éther : ©
L\L 3%°¥3 p
de pétrole
Z-SerQH + ($CH,OH + | CCl, -éther 83-84 21 | +5,5 (CHClg,c 4,1]70
) ' - (D
[& oCH ¢so H . | de pétrole ~ 78 (D)
Z~SerQH + $CH,OH +| Et,0 82-83 21 | -8,8 (EtOH,c 5) (E)
CH_ . \ ' '
_iL OCH3¢SOSH
: 84-85 | + 6,1(cHCLy) (F)
~
\
2-Ser0Nat + CCl,- &ther =5,5 (CHCl,,c 4) |76 (A)
CH Br/DMF - de pétrol
.& . e pe ole
Z-Seroy 4+ $CH,OH + | C.H./Skelly-
¢ Hs + DCH ¢SO H solve-éther ‘ ' ()
de pétrole
%~Seroy + ¢CH,OH + CClu-éther _
cer, pCH ¢so H de pétrole . | 84783 I (CHCLgse u,o]?(;; ()
\ Y-




10.

'leau IT (suite)

e —————
.:i- . &34
) P Solvant de 2 ' Réfé-
Hon Mgthode cristalli- £ [a] D R | rences
e sation t°C
Z‘Se - + ' _/ s N
Ser0 Na® + CCl,-éther 72,5 70 (A)
| $CH Br/DMF de pétrole 73,5
Z-Ser0"Ag’ + T4 OA
g > 68 (B)
¢CH2C1/CH3CN - 74,4 :
2-SerCH + ¢CH,OH + | C_H_/Skelly- ‘ '
~ 2 66 73-T4 ~ 85 ()
CgHe + pCH, ¢SO H solve-éther ‘
6 37773 P
- de pétrole
Z~Se ' -é
X rOH + ¢CH20H + .CC14 éther 72-73 70- (D)
CL é
y * PCH,4SO.H de pétrole 78
$SO_H,H- é -é '
3H,H-Ser0Bzl + éther-éther 74-75 73 (G)
¢CH20COC1 dans de pétrole
NaHco
—_ 3
Z~SerQ 0-é
o H + ¢CH)OH + | Et O-&ther 73-74 83 | (E)
~Jijlf'pCH3¢SOSH de pétrole :
Z-SerQ -8 ' ‘
rOH + AcOEt-éther 79-74 73 (H)
$-CH=N=N de pétrole

£

Refépences ' .

* Point de fusion en ©°C ; Rendement en p. 100 : R,

: BERGEL et al. (30) ;

(A) : BAER et al. (26) ; (B) : JONES et al. (27) ; (C) : SKINNER et al.
(28) ; (D) : FOLSCH et al. (29) ; (E)

(F) : KUM et al. (31) ; (G) : RILEY et al. (32) ; (H) : SARIN et al.

(33).




11. I | i

L'avantage de l'utilisation des groupements benzyle et
benzyloxycarbonyle réside dans le fait que ces deux substituants peuvent &tre
€liminés simultanément et sélectivement par hydrogénation catalytiqﬁé:sans
toucher 3 la liaison glycosidique : BERGMANN, ZERVAS et ROSS (34).

Des méthodes de chromatographie sur couche mince de dérivés
des N-benzyloxycarbonyl-amino-acides ont été décrites par de nombreux auteurs :
WIELAND et BAUER (35) 3 WIELAND et HEINKE (36) ; NEUMANN LEVIN, BERGER et
KATCHALSKI (37) 3 BOISSONNAS et GUTTMANN (38) ; SCHELLENBERG (39) ; MASKALERIS,
SEVEDAL et KIBRICK (40).

III - METHODES DE SYNTHESES

A) METHODE DE FISCHER

1) Généralités

La plus ancienne et la plus simple des méthodes de synthéses
des glyc031des est la réaction de FISCHER (41) dans laquelle le sucre est
Condensé directement avec un alcool en présence d'un ion hydrogéne. Malheurey-
Sément, la méthode n'est gpplicable qu'aux alcools aliphatiques et aux mono- '
Saccharides. Les phénols ne réagissent pas et les disaccharides sont alcoély—
_ S€s. La réaction n'est pas stereospec1f1que mais l'on peut extraire du melange
I‘eaCtlormel 1'un ou l'autre, ou les deux anoméres. Quelques sucres, tel le
D‘mannose, donnent essentlellement l'anomére ¢ du glycoside. Il n'y a pas de
méthode pour modifier le rapport a/B dans 1'équilibre final, et les mélanges
des anéméres~de glycosides ne sont pas aussi facilement fractionnés que leurs -
3cétates, Aussi est-il quelquefois impossible d'isoler 1'anomire désiré, méme
1 celui-ci est formé en quantité suffisante. - Cependant, le méthyl-R-D-gluco-
Pyrannoside peut Eétre facilement separe avec un bon rendement : RAYMOND et
SCHROEDER (42).

2)'§atélzseurs

Nous avons vu que la réaction de FISCHER est catalysée par des

pr°t°ns, aussi différents catalyseurs furent proposés.
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Dans la méthode originale de FISCHER, le sucre est mié a .
reflux:quelques heures dans de 1'alcool anhydre contenant de l'acide chlorﬁy-
drique sec, puis 1'acide est éliminé par de 1'oxyde ou du carbonéte d'argent
avant de concentrer la solution. Dans certains cas, la préparation peut &tre
simplifiée en additionnanf un solvant inerte, dissolvant uniquement les .
glycosides : SMITH et VAN CLEVE (43). En faisant la réaction d température
ambiahfe, il est quelquefois possible de préparer les furannosides : PURVES et
HUDSON (44) ; AUGESTAD, BERNER et WEIGNER (45) ; MONTGOMERY et HUDSON (46) ;
LEVENE, RAYMOND et DILLON (47). - |

b) Résines échangeuses de cations
Une élégénte amélioration de cette technique fut apportée
~Par CADOTTE, SMITH et SPRIESTERSBACH (48) qui introduisirent les résines

P .
_&changeusegde cations comme catalyseurs, qui peuvent &€tre simplement &éliminées

Pér filtration 3 la fin de la réaction.

3) Conclusion

Dans notre cas, la méthode de FISCHER n'est pas applicable,
car elle s'effectue en milieu acide (acide chlorhydrique ou résines échangeuses
de cations) et dans ces Eonditions, la liaison.O—glycosidiqﬁe du O-séryl
B‘D-gc—alac‘t:opyrannos.ide est instable (voir page 67 ). L'alcool utilisé dans la
I”éa(.:tion de FISTHER jouant d la fois le rdle de solvant doit &tre liquide,
de plus, &tant en forte concéntration, 1'équilibre est déplacé vers la~forma¥
tion du 0-glycoside ce qui ne peut convenir dans notre cas ol le dérivé du

B‘hydr'cjxy-amino-acide utilisé est solide.

De plus,.la méthode de FISCHER n'est pas assez spécifique ;
€lle conduit au mélange des anoméres et méme au mélange des formes pyranniques

€t furanniques.
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B) METHODE DE HELFERICH

1) Généralités _ -

La réaction de HELFERICH et SCHMITZ-HILLEBRECHT (49) est une
méthode générale largement utilisée pour la préparation des arylglycopyranno-

sides, plus particulidrement pour les a-D-glycosides.

Le sucre est d'abord acétylé comme dans la réaction de KOENIGS

© et KNORR, mais le sucre poly-O-acétylé est condensé directement avec le phénol
fondu en présence de chlorure de zinc anhydre ou d'acide p-toluéne-sulfonique
Servant de catalyseurs j; le premier favorise la formation de 1'anomére & et

- le deuxidme du B. On améliore les fendements en éliminant sous pression réduite
l'acide acétique produit lors de la réaction, ou en additionnant :

MONTGOMERY, RICHTMYER et HUDSON (50).

2) Catalyseurs

Les catalyseurs utilisés lors de la condensation de phénols

Sur des sucres acétylés sont trés variés :

= chlorure de zinc : CONCHIE et LEVVY (51) ; BOLLENBACK, LONG, BENJAMIN et -
LINDQuIsT (52). | ‘ ' |

= acide p-toluéﬁe—sulfonique : HELFERICH et SCHMITZ-HILLEBRECHT (53)
BOLLENBACK et al. (54).

-~ chlorure de phosphore : BEMBRY et POWELL (55).

= acide sulfurique : HELFERICH, DEMANT, GOERDELER et BOSSE (56).

N Ch'lor*ure.stannique anhydre : LEMIEUX et SHYLUK (57).

= chlorure d'aluminium anhydre : HURD et BONNER (58).

= trifluorure de bore : BRETSCHNEIDER et BERAN (59).

T Cyanure mercurique : FEIER et WESTPHAL (60), JERMYN (61).

3) Conclusion

La réaction de HELFERICH est une bonne méthode pour la prépara-
tion des arylglycopyrannosides. Sa faiblesse vient de l'absence d'une stéréo-
SPecificité suffisante ; FLOWERS et JEANLOZ (62,63).
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Remarque : antérieurement aux travaux de HELFERICH, ZEMPLEN (64) avait relaté
e synthdse de glycoside en condensant un sucre acétylé avec un alcool en

Présence de chlorure ferrique comme catalyseur.

C) METHODE DE KOENIGS ET KNORR

1) Généralités

En 1900, KOENIGS et KNORR (65,66) décrivent la synthése du
méthyl tétra-O-acétyl B-D-glucopyrannoside. Pour ce, ils condensent
1'""acétobromoglucose'" avec le méthanol 3 température ambianté,bpendant_quel—
Ques jours, en.présence de carbonate ou d'oxyde d'argent pour neutralisef
l'acide bromhydrique formé lors de la réaction, et éviter la désacétylation

du produit. Il se pose donc deux problimes :

- synthétiser des "acétohalogénoses", .
- bloquer les groupements de l'aglycone pour ne laisser libre

que la fonction alcool.

Ce dernier probléme ayant déjd été abordé (voir page 6 ),

Nous ne parlerons que de‘la synthése des "acétohalogénoses".

2) Synthdse des halogéno-per-acétyl-oses

On transforme 1l'ose en dérivé halogéné dans le but de rendre
poSslble la condensation. L'halogene sera fixé sur le carbone 1, il est donc
lndlspensable, pour que la condensatlon soit spec1f1que, de protéger tous les

groupements fonctionnels pouvant réagir, en particulier les fonction alcools
€t amines.

a) Nature des substituants

Comme nous l'ayons'vu d la page 6, les substituants des fonc-
tions que 1l'on veut masquer doivent répondre a certains caractéres. Outre une
Substitution relativement fa01le, les substituants doivent étre stables dans
les conditions de préparation des dérivés halogenes et dans les conditions
de la condensation ; de plus, ils divent €tre ensulte facilement éliminés,

Sans dégrader le composé de synthése.
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a) Alcool

Les fonctions alcools sont substituées pour ces raisons
Par des groupements : -acyl : acétyl, benzoyl ; -alcoyl : benzyl, trityl,
isoPr‘opylidéne.
‘ Les groupements sulfonyl : tosyl, alcoyl : méthyl,

Ne pouvant &tre éliminés facilement, n'ont pas été utilisés.

1) acétylation :

La plupart des auteurs ont utilisé les dérivés acétylés.
Ils sont assez faciles d préparer en grosse quantité, suffisamment sta-
bles dans la majorité des cas, et peuvent &tre &liminds par hydrolyse

. alcaline assez douce (voir la désacétylation page 31 ). Cependant,
les groupements acétyles sont labiles vis-3-vis des acides et au moment
de la condensation de KOENIGS et KNORR, il est nécessaire d'utiliser
un accepteur d'acide. De plus, lorsque le groupe acétyle du carbone C2
est trans par rapport & l'halogéne, le dérivé est souvent instable :
il y a formation d'un orthoester ; PACSU (67) (voir page 28 ). Ces deux
inconvénients ne se rencontrent pas avec les dérivés benzoylés (voir
page 18 ). | '

Un dérivé acétylé peut exister en ses deux configura-
tions 1-C et C-1.'La forme C-1, celle ol les groupements acétyles occu-
pent les positions équatoriales, est la plus abondante, DURETTE,

HORTON et BHACCA (68) ; c'est le cas lors de 1l'acétylation du D-xylose
‘en tétra-0-acétyl B-D-xylopyrannose par HUDSON et JOHNSON (69).

La forme des acétates cycliques formés par des procédés
d'aqétylation classiques est normalement la forme pyrannique quoique .
dans certains cas, comme avec le D-galactose, des structures furanni-
ques peuvent &tre produites simultanément. L'acétylation du D-galactose
conduit 3 quatre "peracétylgalactoses" : a-D et B-D-pyrannoses ;
a-D et B-D-furannoses ;3 HUDSON (70) et HUDSON et JOHNSON (71).

L'acétylation s'effectue en présence d'anhydride acétique et
d'un catalyseur. Une étude de différents catalyseurs a été faite par
WOLFROM et THOMPSON (72).

.~ Pyridine : la pyridine est un solvant largement utilisé pour les
sucres, car, lors de l'acétylation, elle sert de catalyseur et, de

plus, neutralise 1l'acide 1ibéré. La mutarotation est lente dans la



16.

pyridine séche et refroidie, et l'écétylation de 1'a-D-glucose et

du B-D-glucose avec l'anhydride acétique dans la pyridine se produit
sans changement de l'anomérie 3 0°C ; BEHREND et ROTH (73),.HUDSON

et DALE (74). Ce résultat a été confirmé par CONCHIE, LEVVY et MARSH
(75) qui recommandent cette méthode pour i'acétylation du mannose.

Ils obtiennent ainsi le B-D-penta-acétylmannose. FISCHER et OETKER (76)
avaient déja obtenu ce produit par une méthode identique. En effet, le
mannose est un cas pafticulier. On obtient le penta;o—acétyl g8-D-manno-
se d partir du mélange a-D et‘B-D d'un mannose cqmmercial s DALE (77),
BONNER (78). Une bonne méthode d'acétylation du D-galactose est celle
de JEANLOZ et STOFFYN (79) qui wtilise la pyridine (voir les travaux
personnels page 39 ). Si l'on travaille & haute température, on peut
obtenir des configurations non classiques, ef former occasionnellement
des dérivés furanniques. Par exemple, le penta-O-acétyl B-D-galacto-
furannose est obtenu avec un rendement de 17 p. 100 en faisant réagir
du D-galactose avec de l'anhydride acétique dans de la pyridine
bouillante ; NESS, FLETCHER et HUDSON (80).

Le mécanisme de l'action de la pyridine s'explique
par la formation d'un complexe de la pyridine avec les chlorures
d'acides par exemple ; on forme ainsi un chlorure de pyridinium; La
haute réactivité de ces sels de pyridinium est responsable de l'acti-
vité catalytique.de la pyridine j GOLD et JEFFERSON (81). Ce mécan isme
a été repris par BUCK et al. (82). |

Ac,0 + pyridine &——=——=> pyridine Act + AcO™
ROH =—— ©pro~ '+ u'
pyridine act + RO” ——> ROAc + pyridine.

En conclusion, la pyridine est particuliérement conseil-
lée pour ne pas avoir de mutarotation. De plus, les rendements sont
souvent trés satisfaisants. L'a-D-glucose donne 1'a-D-peracétyl-
glucose avec un rendement de 88 p. 100 alors qu'avec l'acide perchldri—
que comme catalyseur, le rendement est de 83 p. 100 ; WOLFROM et
THOMPSON (83). o '
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- Chlorure de zinc : le chlorure de zinc est le premier et le mieux

connu des catalyseurs pour obtenir les a-acétyl dérivés des sucres B
ERWIG et KOENIGS (84). Par contre, le chlorhydrate de glucosamine
conduit & l'anomére B 3 FINDLAY, LEVVY et MARSH (85).

- Acide perchlorique : comme les autres catalyseurs acides, l'acide
perchlorique conduit surtout 3 l'a-acétyl-dérivé. Ce catalyseur ne

convient pas pour le galactose et le mannose : NICHOLAS et SMITH (86).

- Acide sulfurique : Ce catalyseur n'est pas plus avantageux que

1'acide perchlorique pour la peracétylation des oses neutres ;
REDEMANN et NIEMANN (87) bien que MONTGOMERY et HUDSON (88) le recom-

mandent.

- Acétate de sodium : c'est le plus ancien des catalyseurs pour la

peracétylation des sucres. Par chauffage du sucre avec 1l'anhydride
acétique en présence d'acétate de sodium anhydre, celui-ci donne
preferentlellement la forme B de l'acétyl-dérivé ; LIEBERMANN et
HORMANN (89), FRANCHIMONT (90), ERWIG et KOENIGS (91), TANRET (92),
WOLFROM et THOMPSON (93).

FISCHER (94) a expliqué le mécanisme d'une telle acétyla
tion dans le cas du glucose. Dans ces conditions, 1'équilibre entre les
anoméres du glucoée a lieu, mais pas entre les anoméres des esters,
et 1'hydroxyle en position équatoriale de l'anomére B est estérifié

plus rapidement que l'hydroxyle en position axiale de l'anomére a.

~ Anomérie des dérivés acétylés : L'anomérie du peracétyl-ose dépend

de plusieurs facteurs :

- la nature L ou D de 1l'ose,

la température d laquelle se produit la réaction,

le type de catalyseur utilisé,

enfin, dans certains cas, de 1l'ose lui-méme.

Si 1'acétylation s'effectue 3 basse température, (0°C),
avec la pyridine comme catalyseur, il n'y a pas d'anomérisation avec le
mélange o-D et B-D du glucose, par contre, on obtient le penta-O-
acétyl B-D-mannose d partir du mélange o-D et B-D d'un mannose commer-
cial. Les catalyseurs acides : chlorure'de zinc, acide sulfurique ou
acide perchlorique, conduisent au dérivé o-D, quel que soit l'anomére

initial. Le chlorure stannique dans le chloroforme absolu peut Etre
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utilisé pour anomériser.les sucres acétylés et les alcoyl-glycosides .
PACSU (95). En présence d'acétate de sodium, et 3 température élevée,
l'anomére B-D est obtenu préférentiellement sauf dans le cas du D et

L-arabinose j; FEIER et WESTPHAL (96).

2) Benzoylation :

Les dérivés benzoylés ont l'avantage d'€tre plus stables
en milieu acide que les dérivés acétylés et de plus,‘ne conduisent pas
d la formation d'orthoesters. Par contre, leur préparation est longue
et les rendements assez faibles ; FISCHER et OETKER (97), BRIGL et
SCHINLE (98), FLETCHER (99). '

3) Benzylation :
AUSTIN, HARDY, BUCHANAN et BADDILEY (100) ont proposé

1'utilisation de dérivés benzylés qui sont trés stables, et qui peuvent
€tre éliminés facilement par une hydrogénation catalytique douce (voir
page 33). L'inconvénient de cette méthode vient d'une préparation

longue et du faible rendement.

4) Autres méthodes :

- la tosylation (p-toluéne-sulfonylation) est trés rarement
utilisée ; BERNO?LLI et STAUFFER (101).
| - le blocége de deux hydroxyles cis et viscinaux peut étre
réalisé par addition d'acétone, on obtient de cette maniére des dérivés
isopropylidéniques ou par addition de benzaldéhyde, on forme des dérivés

benzylidéniques.

B) Amine

Dans le cas d'une osamine, un probléme supplémentaire

%PpParalt, celui du groupement aminé : trois solutions peuvent €tre envisagées,

1) N-acétylation : La N-acétylation est trés aisée.
Les groupements N-acyle sont trés stables, et ne peuvent généralement
€tre éliminés sélectivement. Cependant, les osamines étant, dans la
nature, N-acétylées, la plupart des auteurs ont utilisé ce mode de
substitution. SHAPIRO, ACHER et RACHAMAN (102) ont utilisé un groupe-

ment dichloroacétyle pour bloquer la fonction amine de la glucosamine.
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Malheureusement, ce groupement est éliminé en milieu alcalin, et il

ne peut étre utilisé pour substituer le groupement aminé d'un hydroxy-
amino-acide, d cause de la B élimination en milieu alcalin (voir

page 85). Le groupement bloquant la fonction -amine des osamines doit
8tre facilement éliminé aprés la synthése du glycoside et son rempla-
cement par un groupe acétyle ou lauryle apparalt &tre intéressant.
RUDE et MEYER-DELIUS (103) utilisent le groupement p-méthoxybenzy-
lidéne qui peut &tre chassé facilement par des conditions acides trés

douces j; ZERVAS et KONSTAS (104).

2) N-arylation : La N-arylation est également trés
aisée, par exemple la dinitrophénylation ; LLOYD et ROBERTS (105).

Cette méthode conduit & des composés aux propriétés physicochimiques
intéressantes, mais le groupement aryle ne peut &tre éliminé dans des

conditions douces.

préparé un dérivé N-diphénylphosphorylé de la tétra-O-acétyl glucosa-
mine. Ce composé est trés stable et permet la préparation du dérivé
acéto-bromé. Le substituant N-diphénylphosphoryle peut &tre éliminé
facilement par réduction d l'aide d'un catalyseur au palladium.
L'inconvénient rencontré ici, est la durée de la préparation et le. .

nombre d'étapes élevé. .
\

- - - = o o I - ——

Seuls les dérivés cHlorés et bromés sont utilisés dans ces
*eactiong 3 les dérivés fluorés sont trop stables, et ne réagissent que trop
Peu, les dérivés iodés sont trop instables et trop difficiles & préparer. Les
Eriveg bromés sont utilisés chaque fois que leur stabilité est suffisante
'fab ils soﬁt plus réactifs que les dérivés chlorés. En effet, l'atome de brome
Stant Plus gros que celui de chlore, les électrons périphériques sont moins
Tetenus par le noyau, ce qui permet une polarisabilité plus importante.
cepeqdant, on préfére parfois utiliser le dérivé chloré ; SCHLUBACH et

S . .
CHROTER (107) ; LELOIR et CARDINI (108).

Le plus souvent, la préparation du dérivé halogéné est effectuée
Par traitement du dérivé peracédtylé avec une solution d'acide bromhydrique ou
e ) [ P4 [ ” ”
hlorhydrique dans l'acide acétique glacial. Il arrive que le dérivé acétohalo-

g8ng soit préparé en une étape, sans isoler le peracétate (voir page 21 ).
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a) Dérivés bromés

En general, on tralte le per-0O-acétyl-ose par l'acide
bI‘Omhydr:Lque dissous dans l'acide acétique glacial. Le temps de réaction de
L'acide bromhydrique est trés important, car le traitement pendant des perlqdes
Prolongées de sucres peracétylés, conduit souvent au remplaCehent d'un second .
groupe acétoxyle par un atome de brome ; HAYNES et NEWTH (109). A la fin de la
I‘éac‘cion,.on évapore le mélange réactionnel et les derniéres traces d'acide
bPOmhydrique et d'acide acétique sont chassées par évaporation avec du toluéne .
€t avec du benzéne sous pression réduite 3 SKRAUP (110) ; LEVENE et TIPSON
(111). Le penta-O-acétyl-D-glucopyrannose conduit au bromo-1 désoxy-1 tétra-O-
acétyl-2, 3, 4, 6, a-D-glucopyrannose. On obtient 1l'anomére a, quelle que soit
l'anomérie du peracétate ; FISCHER (112), BRAUNS (113), KARJALA et LINK (114),
BATES (11s5), RGDE et al. (116), BACHLI et PERCIVAL (117), DEREVITSKAYA, VAFINA
€t KOCHETKOV (118). Il en est de méme pour le galactose ; DEREVITSKAYA et al.
(119) et pour le mannose j; GORIN et PERLIN (120), Cette méthode a été utilisée
Pour les osamines ; INOUYE et al. (121) et les disaccharides ; FREUDENBERG
St SOFF (122), RUDE et MEYER-DELIUS (123).

SCHLUBACH et WAGENITZ (124) utilisent 1l'acide bromhy—
dplque liquide pour préparer le bromo tétra-O-acétyl B-D-galactofurannose
3 Partir du penta-O-acétyl D-galactose. NICHOLAS et SMITH (125) font passer
l'acide bromhydrlque dans le mélange réactionnel aprés acétylation compléte.
la forme anomérique des acétobromo-oses est la forme a, quelle que soit la
Rature de 1'anomérie du peracétyl-ose. Cependant, certains bromo dérivés d'oses
benz°ylés possédent les deux anoméries, ceci provenant du fait que l'on n'a
Pas nécessairement une inversion de WALDEN.; JEANLOZ, FLETCHER et HUDSON
(126,127), NESS, FLETCHER et HUDSON (128).

B) Dérivés chlorés

Les dérivés acétochlorés peuvent &tre préparés par
l'actilon de chlorures sur des dérivés peracétylés. Les chlorures utilisés sont
Varigs et doivent €tre rigoureusement anhydres car les a-acétochloro-oses
SONt trds labiles et la moindre trace d'eau provoque une solvolyse ; MATTOK
®t PHILLIPS (129) :
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- mélange chlorure d'aluminium et chlorure de phosphore
VON ARLT (130) ; SKRAUP et KREMANN (131) ; HUDSON et JOHNSON (132) ;
BRAUNS (133, 134) ; HUDSON et KUNZ (135) ; KUNZ et HUDSON (136) ; RICHTMYER
®t HUDSON (137) ; BONNER (138) ; PACSU et al. (139).

- tétrachlorure de titane ; PACSU (140) ; LEMIEUX
(181) ; LEMIEUX et BRICE (142).

- chlorure de thionyle ; BRUNDISH, SHAW et BADDILEY
(143) -

- acide chlorhydrique ; SKRAUP et KREMANN (1lu4) ; FOX
t GOODMAN (145) ; FOX, YUNG, DAVOLL et BROWN (146) 3 FISCHER et ARMSTRONG
(147) ;' KORYTNYK et MILLS (148).

y) Réaction en une étape

Comme nous l'avons vu & la page 20 , l'action de l'acide

br‘omhydr‘ique dissous dans l'acide acétique sur un ose peracétylé de la série D
“onduit 3 l'anomére o de cet "acétobromo-ose", quelle que soit 1'anomérie du
Deracetate Ceci a conduit les auteurs 3 ne plus isoler l'un ou l'autre des
ahomepes mais 3 préparer le dérivé bromé sur le mélange des deux anoméres
per‘acetyles En général, on utilise une solution saturée d'acide halohydrlque
dang l'acide acétique contenant 5 p. 100 d'anhydride acétique, celui-ci servant

apter les dernidres molécules d'eau au cas ol 1'acide bromhydrique ne serait
Pas rigoureusement anhydre ; DALE (149, 150) ; HUDSON et SAYRE (151) ; HUDSON
"% DALE (152) ; GEHRKE et AICHNER (153) ; JEANLOZ et STOFFYN (154) (voir page
39) 3 BRENDEL et DAVIDSON (155). CONCHIE et LEVVY (156) préparent, & partir

b galactose l'acetobromogalactose par action de l'anhydride acétique en pre-
“ence d'acide perchlorique, et de 1l'acide bromhydrique sec. REDEMANN et
EMANN (157) utilisent 1l'acide sulfurique comme catalyseur d'acetylatlon et

djo
Utent ensuite 1'acide bromhydrique.

La méthode la plus caractéristique de synthése d'"acéto-
tlllsg en une &tape est celle de BARCZAI-MARTOS et KOROSY (158), qui
Nt une variante de la méthode de NICHOLAS et oMITH (159) ot 1'acide
mhydrlque est engendré in situ. BARCZAI-MARTOS et KOROSY partent d'un oée

b
I‘Omo-OSe "

re (8lucose, galactose ou xylose) et le traitent par l'anhydrlde acétique
DPeSence d'acide perchlorique et de phosphore amorphe. Ensuite, ils ajoutent

To
gresslVement du brome puis 90 p. 100 de la quantité d'eau théorique pour
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transformer ce brome en acide bromhydrique. Cette méthode a été reprise par

SCHEURER et SMITH (160), WEYGAND (161) et LEMIEUX (162).

Une autre méthode de conversion directe d'un ose en
Son dérivé acétobromé ou acétochloré consiste 3 le traiter par l'halogénufé
'd'acétyle approprié ; COLLEY (163), RYAN (164), VON CHARANTE (165). Mais
®ecl n'a plus qu'un intérét historique en ce sens que la méthode fut la
Premidre 3 fournir du chlorure de tétra-O-acétyl a-D—glucopYrénnosyle par
action du chlorure d'acétyle sur le D-glucose ; COLLEY (166) Cependant, cefte

_methode a été utilisée par HORTON et WOLFROM (167) ainsi que par VERCELLOTTI et
LUETZOW (168).

¢) Anomérisation

Théoriquement, chaque formule cyclique des sucres réducteurs
. PeUt exister sous forme de deux diastéréoisoméres, les anoméres, qui différent
Seulement par la ﬁosition des substituants de l'atome de carbone hémiacétali-
.q + Les modlflcatlons anomériques des dérivés O-acétylés des oses, des halo-
- &nureg de glycosyle et des glycosides montrent des stabilités différentes,
pebmettant le réarrangement d'une forme en l'autre sous des conditions
exPér‘imentales convenables.Quoique de telles anomérisations, souvent apportées
Par ges catalyseurs "ac1des de LEWIS" et rarement par une base, soient des
reactlons fondamentalement reverSLbles, 1'équilibre vrai est probablement
Farement atteint 3 cause de nombreuses réactions secondaires ayant lieu dans
s molécules complexes 3 PACSU, JANSON et LINDBERG (169). L'une des formes
sst généralement con31derablement plus stable que l'autre. Pour la plupart
des halOgenures, la forme stable est la forme a, 3 l'exception toutefois des
deblves de 1'arabinopyrannose, du ribopyrannose et du fructopyrannose j HAYNES
St NEwTH (170). La prédominance de la forme o des halogéno-oses est due 3 une
I\epulslon de 1l'halogéne par l'oxygene du cycle. EDWARD (171) a etudle ce pheno-
Mene 3 la différence d'énergie libre entre des acétoxyles ou des méthoxyles
*laux et €quatoriaux sur un cycle cyclohexanique est de 0,7 Kcal/mole en fa-
R ge la position équatoriale., Par contre, le penta-0O-acétyl a-D-gluco-
DYbannosé avec l'acétyle ¢ axial, a une énergie inférieure de 1,1 Kcal/mole
Par Papport 3 1'anomére B équatorial. Ceci implique que la position @ est
pr‘efer‘entlelle. L'anomére B serait formé mais se transformerait réversible-
EZi:Ten 1l'anomére g, thermodynamiquement plus stable ; LEMIEUX et BRICE (172) ;
NYK et MILLS (173). Des mécanismes possibles de réactions d'anomerlsatlon

Mt &g proposés par PAINTER (174).
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3) Réaction de condensation de KOENIGS et KNORR
a) Généralités

Comme nous l'avons vu d la page 14, KOENIGS et KNORR (175)
decprEHt la synthése du O-méthyl-1 tétra-O-acétyl-2, 3, 4, 6 B-D-glucopyranno-
Side. La synth&se d'un O-séryl ou O-thréonyl- glyc051de s'apparente aux syn-

t
Bises osidiques cla331ques, c'est-3d-dire 3 la réaction de KOENIGS et KNORR.

Un halogénure de poly-O-acyl-glycosyle, dissous dans un solvant
a 22 ” . P4 ) z P& -4 .
ppP°PPle, réagit avec un alcool, la réaction étant accélérée par un cataly-
e ‘e p ” . . v . . ” [ .
h approprié. Nous étudierons donc les différents catalyseurs utilisés ainsi

u ¢ cps
q? les différents solvants.

b) Catalyseurs

Les catalyseurs utilisés lors de la réaction de KOENIGS et

ORR Sont des accepteurs d'acides, capables de neutraliser l'acide halo-
SZ:z:que 1ibéré lors de la formation de la liaison O-glycosidique. Ce sont

Nt des sels d'argent ou de mercure. Cependant, la condensation peut &tre
fectuee en utilisant la pyridine sans addition de sel minéral ; LLOYD et
BERTS (176) ; LEMIEUX et MORGAN (177). |
\

a) Pyridine en présenée de sels d'argent : FISCHER

t
QHRésKE (178) ; HELFERICH, DOPPSTADT et GOTTSCHLICH (179) 3 SCHLUBACH et
ROTER (180).

ty B) gulnolelne FISCHER et VON MECHEL (181) ; FISCHER
ERGMANN (182) s HELFERICH et BREDERECK (183).

y) Sels d'argent : dans leurs premidres ex ériences,
P P

KOEN |
RES €t KNORR (184, 185) utilisent du carbonate d'argent ou une solution

::ezji Concentrée de nitrate d'argent pour éliminer 1l'acide halohydrlque
cag o st l°PS de la condensation, mais la présence d'eau dans le dernier
Cause de mauvais rendements (v01r page 25).
leg Plug ) i Ag2CO3 : le carbonate d'argent est l'un des catalyseurs
'Ky o Roemployes H BACHEI et PERCIVAL (186) ; BRENDEL et DAVIDSON (;87) H
SEMAN (188) ; RUDE, WESTPHAL, HURWITZ, FUCHS et SELA (189) ;

v
N l)ITSKAYA VAFINA et KOCHETKOV (190) ; KOCHETKOV, DEREVITSKAYA et KLIMOV
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L' utlllsatlon de carbonate d'argent fralchement préparé est tres conselllee,

WOLFROM e. et LINEBACK (192).

Ag,0 t oxyde d'argent utilisé par HELFERICH et KLEIN -
; REYNOLDS et EVANS (194) ; CONCHIE, LEVVY et MARSH (195) ; GOLDSTEIN,
SMITH et SRIVASTAVA (196) 3 JONES, PERRY, SHELTON et WALTON (197) ; GOLDSCHMID
°% PERLIN (198) ; ANGYAL et SHELTON (199). McCLOSKEY et COLEMAN (200) utili-
Sent un melange d'oxyde et de carbonate d'argent.

(193)

L'inconvénient de ces sels d'argent provient de ce que
Premlerement, ils sont peu solubles dans les solvants organiques et que,
deuxlemement il y a libération d'une molécule d'eau par action d'une molécule
Tacige halohydrique.

A
8,00

3 + 2 HX 2 AgX + CO, + HO

2 2

2

HX _ > 2 AgX + HQ
I1 faut donec ajouter un déshydratant (voir page 25).

AgClO : le perchlorate d'argeﬁt a l'avantage d'étre

a

tivement soluble, d'accelerer la réaction et de catalyser la condensatlon.
CH,~CHOH-CH,-CH,~CO-0-Ag : 1'hydroxy-4 valerlanate

rgent utilisé par WULFF ROHLE et KRUGER (201) est relativement soluble

Ws )
&S solvants organiques.

8) Sels mercuriques : 1! utlllsatlon du cyanure mercuri-

PPeSente l'avantage d'éliminer 1l'acide halohydrique formé lors de la

“Ndep
Sation sans amener d'eau au sein du mélange réactionnel :

Hg (CN)2 + 2 HX > HgX, + 2HN/

Que Cependant, la réaction produisant de l'acide cyanhydri-

Pitg cs toxique, il est indispénsable de respecter certaines régles de sécu-
' Ce Catalyseur fut utilisé par KUHN et KIRSCHENLOHR (202,203) ;
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HELFERICH et JUNG (204) ; HELFERICH et WEIS (205) ; LEHMANN et BECK (206) ;
FLOWERS et JEANLOZ (207, 208) ; OSAWA et JEANLOZ (209) ; RUDE, WESTPHAL,
HURWITZ, FUCHS et SELA (210) ; VERCELLOTTI et LUETZOW (211) ; RUIE et
MEYER-DELIUS (212). Parfois, le cyanure mercurique est utilisé en mélange
avec le bromure mercurique ; HELFERICH et WEIS (213) ; HELFERICH et ZIRNER
(224, Quelquefois, le cyanure agit comme un réactant et non comme wn cataly-
Seéur ; HELFERICH et WEDEMEYER (215), COXON et FLETCHER (216, 217).

¢) Déshydratants

I1 est apparu que des traces d'eau sont la cause de mauvais
_Pendements dans la réaction de KOENIGS et KNORR. Aussi, cette réaction est-elle
Menée 3 1'abri de 1'humidité. En effet, l'eau hydrolyse les derlves halogénés.
On utilisera donc des solvants anhydres (voir page 26). De plus, les acides
halohydriques réagissent sur l'oxyde ou le carbonate d'argent et forment

de 1'eqy (voir page 24). Pour éliminer cette eau, on ajoute un déshydratant

au mi;ieu réactionnel. HELFERICH, BOHN et WINKLER (218) utilisent le chlorure
de Calcium mais depuis les travaux de REYNOLDS et EVANS (219), la plupart

des auteurs utilisent le sulfate de calcium ou "drierite" ; HASKIN, HANN,

St HUDSON (220) ; EVANS, REYNOLDS et TALLEY (221) 3 BACHLI et PERCIVAL (222) ;
NOLFROM, PITTET et GILLAM (223) ; KUM et ROSEMAN (224) ; JONES, PERRY, SHELTON

®t WALTON (225) ; BRENDEL &t DAVIDSON (226).

La vitesse de la réaction de condensation est diminuée par la
: DPeSane du déshydratant ; aussi additionne-t-on de l'iode, ou du perchlorate

d!
argent pour accélérer la réaction.

d) AgClo, et I2

Comme nous l'avons vu & la page ?4, le perchlorate d'argent
3 l'a"antage, en plus de catalyser la condensation, d'accélérer la vitesse de
3 Taction. Aussi fut-il utilisé par de nombreux auteurs : BREDERECK,
AGNER FABER OTT et RAUTHER (227) ;. WOLFROM PITTET et GILLAM (228) 3 AUSTIN
(229) , anayar et SHELTON (230) ; KUM et ROSEMAN (231).

L'iode également accroit la vitesse de la réaction de KOENIGS
et o
KNORR ; HELFERICH, BOHN et WINKLER (232) ; REYNOLDS et EVANS (233) ;
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BKCHLI et PERCIVAL (234) ; GOLDSTEIN SMITH et SRIVASTAVA (235) 3 JONES,

PERRY SHELTON et WALTON (236). De plus, 1l'iode supprime les réactions secon— '
dalPes entre l'oxyde d'argent et l'acetohalogeno ose et empéche la formatlon

a Orthoesters 3y TALLEY, REYNOLDS et EVANS (237) ; GOLDSCHMID et PERLIN (238).

ANGYAL et SHELTON (239) indiquent que le rapport optimum iode/oxyde d'afgent
€st de 1 3 5.

e) Solvants

Les solvants ont une trés grande importance. Ils d01vent €tre
exempts d'impureté, et partlcullerement de traces d'eau (voir page 25) et de
COmposés hydroxylés ou aminés. Aussi, les solvants du commerce seront-ils
Purifiés et déshydratés avant de les utiliser. Lorsque l'alcool utilisé pour
la Condensatlon n'est pas liquide, il est dissous dans un solvant approprié.
Le benzene, le nitrométhane ou le chloroforme sans éthanol, sont les solvants
les plus couramment utilisés. En général, la réaction est conduite dans le

Solvant en &bullition.

- le benzéne : a été utilisé pour des composés extrémement

Uvers ; BACHLI et PERCIVAL (240) 3 KUM et ROSEMAN (241) ; DEREVITSKAYA,

Y : . ) . .
AFINA et KOCHETKOV (242) ; ZEMPLEN et GERECS (243) ; KUHN et KIRSCHENLOHR
(4) | VERCELLOTTI et LUETZOW (245) ; FLOWERS, LEVVY et SHARON (246).

.\‘

- le nitrométhane : HELFERICH et JUNG (247)‘; HELFERICH et

w .
(EIS (248) ; KUM et ROSEMAN (249) ; RUDE, WESTPHAL, HURWITZ, FUCHS et SELA
250) 3 RUDE et MEYER-DELIUS (251). Dans certains cas, ce solvant a une influen-

e .
® Sur 1'anomérie du glycoside formé ; LEHMANN et BECK (252).

-~ le chloroforme : REYNOLDS et EVANS (253) ; JONES, PERRY,

HELTON et WALTON (254) ; BRENDEL et DAVIDSON (255). Le chloroforme commercial

tant Stabilisé par 0,5 p. 100 d'éthanol en poids, ce dernier doit &tre ellml—

né
afin g'éviter les réactions secondaires.

- 1'éther : WOLFROM, PITTET et GILLAM (256) ; KUM et ROSEMAN
3. WULFF, ROHLE et KRUGER (258).

(257)

- le chlorure de méthyléne : ANGYAL et SHELTON (259).

- le toluéne : KOCHETKOV, DEREVITSKAYA et KLIMOV (260).

- des bases tertiaires : HELFERICH, DOPPSTADT et GOTTSCHLICH

(261
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" f) Anomérisation

Un probléme imbortant qui se pose lors de la réaction de

®ndensation de KOENIGS et KNORR est celui de 1'anomérisation. La réaction
de KOENIGS et KNORR conduit habituellement 3 1'anomire B, par exemple le
bromyre de tétra-0-acétyl a-D-galactopyrannosyle donne des B-galactosides ;
vANGYAL et SHELTON (262). Cependant cette régle n'est pas absolue. Une certaine
pb°P°?tion, faible cependant, d'anomdre o peut &tre cbtenue, méme dans les
A.conditions classiques, avec le carbonate d'argent ; BRENDEL et DAVIDSON (263).
Par Contre, en utilisant le nitrométhane comme solvant et le éyanure mercuri-
e comme catalyseur, et dans le cas pafticulier du rhamnose ou du mannose,
°n obtient les a-D-glycosides comme l'ont montré GORIN et PERLIN (264) ;
LEHMANN et BECK (265) et ANGYAL et SHELTON (266). Cependant,, l'utilisation
de CYanure mercurique dans une solution de nitrométhane conduit généralement

la formation de B-D-glycosides et implique l'inversion de la configuration de
l'.acylhalogénoglycosyle réagissant en Cl1 ; FLOWERS et JEANLOZ (267).

Les mécanismes possibles des réactions d'anomérisation furent
expliqués par LEMIEUX (268) et BONNER (269). Il s'agit du concept général
® swstitution nucléophile sur le centre glycosidique (C 1).
\ : .
Il est connu depuis longtemps que certains catalyseurs permet-
::nt'une anomérisation aprés condensation»; KAHLENBERG, DAVIS et FOWLER (270).
Vitesse d'anomérisation dépend de l'aglycone : LINDBERG (271). lLes princi-

Pa
o Catalyseurs utilisés sont :

- le tétrachlorure de titane : PACSU (272, 273) ; LINDBERG

(27 o T ERLRIIiEoochocen oo nlftl
*) § ASP et LINDBERG (275, 276) ; REEVES et MAZZERO (277).

- le fluorure de bore : LINDBERG (279, 280).
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Séparation et détermination des anoméres

La séparation des anoméres d'un mélange peut &tre résoluepar
ristallisation ou par chromatographie séparative ; BRENDEL et DAVIDSON (283).
La détermination de 1'anomérie des composés de synthése est faite en compa-
fant les pouvoirs rotat01res avec les méthyl o et B-glycopyrannosides
c°I’I‘eSpondants 3 KUM et ROSEMAN (284) ;3 RUDE et MEYER-DELIUS (285) Ce pro-

bleme peut €tre également résolu grice 3 des anomérases.

g) Modification de KOCHETKOV, DEREVITSKAYA et KLIMOV (286)

En étudiant la synthése de glycosides d'hydroxyamino—acidés,
€®s auteurs ont trouvé que les dérivés O-tert-butyle de la sérine et de la
thréonine (dont les groupements aminés et carboxyliques sont substitués),
Sous certaines conditions sont glycosylés doucement par des acylhalogenoses
Pour formep des O-glycosides avec des rendements superleurs dans certains

- %85, 3 ceux obtenus en glycosylant les composés ayant le groupement hydroxyle

Libre

D)
METHODE DE KOCHETKOV

D Gngrarires’

Une nouvelle méthode de glycosylation utilisant les 1,2-0-

KlCOyl orthoesters des sucres comme agent glycosylant fut décrite par .
Q

CHETKOV KHORLIN et BOCHKOV (287, 288). Nous étudierons d'abord la synthése

de
§ orthoesters puis la synthése de glycosides & partlr de ces composes.

9 Qothoesters

" Il est connu que les composés halogénés, dans lesquels le
Sub
Stituant du carbone 2 et l'halogéne sont trans, sont instables et condul-
Sen .
ta orthoester 3 FISCHER, BERGMANN et RABE (289), PACSU (290).
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" De nombreux auteurs ont décrit des synthéses d'orthoesters
de sucre en partanf des l,21££§£§—acy%halogéno-oses correspondants ;
HAWORTH, HIRST et STACEY (291) ; NESS et FLETCHER (292) ; FLETCHER et NESS
(293) ; LEMIEUX et BRICE (294) ; LEMIEUX et CIPERA (295) ; WOLFROM et
WEISBLAT (296) ; WOLFROM, McWAIN, PAGNUCCO et THOMPSON (297) ; DALE (298) ;
NESs, PLETCHER.et HUDSON (299). Ces réactions ont lieu avee les alcools en

Présence de pyridine ou de carbonate d'argent.

Des méthodes de synthése d'orthoesters en partant de 1,2-cis-
3cylhalogéno-oses plus stables que les trans, ont également Até décrites ;
HELFERICH et WEISS (300) ; SHULZ et STEINMAUS (30l). En 1964, KHORLIN,

B0CHKOY et KoCHETKOV (302) décrivent une nouvelle méthode de synthése d'ortho-
®Sters fondée sur la condensation de 1,2-cis-acylhalogéno-oses avec des
lcools dans 1'acétate d'éthyle bouillant en présence de carbonate de plomb

°t de Sulfate de calcium. Il y a probablement une double inversion de confi-

8uration en C1 qui implique la participation de l'acétate d'éthyle.

L'inversion de WALDEN est la régle en présence de catalyseur
? base d'argent. Parce qu'il y a inversion de WALDEN lors du remplacement
de l'halogéne, la formation d'un orthoacétate (procédé compétitif de la
SYnthése des glycosides) est possible dans le cas d'un halogéne trans, mais
ne llest pas directement dans le cas d'un halogéne cis. Aussi, la méthano-
Wse de 1'orthoacétate donne un mélange des anoméres des glycosides ;

o
NCHIE, LEVVY et MARSH (303).

3)

§Zﬂﬁﬁ§se de glycosides

Les 1,2-0-alcoyl-orthoesters des sucres sont utilisés comme

| entg glycosylants. On fait agir 1l'orthoester sur un alcool en présence

e‘bPOmUPe mercurique dans le nitrométhane bouillant. La réaction conduit

::z:éOSpécifiquement aux l,2-££§§§7glycosides ; KOCHETKOV, KHORLIN et BOCHKOV

sOit?1305). I1 a été montré que la condensation peut donner deux produiﬁs :
€ glycoside, soit un nouvel orthoester ; le produit obtenu dépendant

sz:t;?nditions de la réaction ; KHORLIN,'BOCHKOV et KOCHE?KOV (306). La

o reese de 1l'ester méthylique de la OT(B—D-ga;actofurannosyl}L-sérine donne

BOCHK23ement de 17 p. 100 ; KOCHETKOV, DEREVITSKAYA, KHORLIN, VA;INA et -

(307) ; DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (308) ; c'est la seule

& ¢
hode qui permet d'obtenir le galactofurannoside car le 1,2-cis-acylhalogéno-
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Ose correspondant n'est pas connu. Les orthobenzoates sont des agents de gly4
Cosylation plus actifs que les orthoacétates ; KOCHETKOV, KHORLIN et
BOCHKOV (309). '

Le mécanisme de la réaction de KOCHETKOV, KHORLIN et BOCHKOV
(310) fut expllque par ces mémes auteurs. La premlere étape de la glycosy—
lation est la formatlon d'un carbonium. Puis il y a attaque nucléophile
S0it sur le carbone électrophile de l'orthoester et formation d'un nouvel

Orthoester, soit sur le centre glycosidique et formation du glycoside.

"IV - OBTENTION DE L'OSIDE PUR

A) EEIMINATION DES GROUPEMENTS PROTECTEURS DE L'ACIDE AMINE

_ Nous avons vu qu'il était commode d'utiliser 1'ester benzy-
lique de la N-benzyloxycarbonyl-sérine car la débenzyloxycarbonylation et la
debenzYlatlon peuvent &tre effectuées simultanément par hydrogenolyse. Le -
prodUlt est dissous soit, généralement, dans un alcool, soit dans du dioxanne
%Qqueux ; KUM et ROSEMAN (311). Puis la solutlon est réduite par de 1'hydrogéne
®N présence de charbon palladié 3 JONES, PERRY, SHELTON ef WALTON (312) ;
BRENDEL et DAVIDSON (313) ; RUDE, WESTPHAL, HURWITZ, FUCHS et SELA (314) ;
RUDE et MEYER-DELIUS (315). La réduction peut se faire & 1l'aide du sulfate
dehaPYUm palladié ; DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (316).

Lorsque l'on utilise l'ester méthylique de la N-benzyloxy-
carbdnyl-sérine; 1'élimination de l'ester méthylique n'est pas réalisée
Par hydr‘ogenolyse. Le prodult débenzyloxycarbonylé peut &tre saponlfle par
12 soude s JONES, PERRY, SHELTON et WALTON (317) ; DEREVITSKAYA, VAFINA
St KOCHETKOV (318). Les ions sodium du mélange sont éliminés par un passage
e résines d'échangeurs de cations. Cependant, dans ces conditions, on
"8 peut éviter les pertes de l'oside par B &limination (voir page 85)

o
Ur cette raison, il est conseillé d'utiliser l'ester benzylique.
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B) ELIMINATION DES GROUPEMENTS PROTECTEURS DE L'OSE

1) 0-désacétylation

A l'exception de la réaction de FISCHER, les méthodes géné-
rales employées pour la formation d'une liaison glycosidique conduisent
4 des glycosides acétylés (ou benzoylés). La désacétylation est accomplie
Par un traitement avec un alcali dans des conditions ol la liaison glycosi-
dique est stable, mais non les liaisons esters. La méthode classique de
désacétylation est une saponificatidn par la soude, la potasse ou la baryte.
I1 est 3 noter que, en milieu anhydre, il faut moins d'alcali que la quantité
théOPique requise 3 CONCHIE, LEVVY et MARSH (319)., Dans un article général,
THOMPSON, WOLFROM et PACSU (320) décrivent les différentes méthodes de désa-
cétylation, mais le procédé de LEABACK (321) au méthoxyde de sodium est

Tecommandé de fagon générale.

ABDERHALDEN et ZEMPLEN (322) ; HUDSON et BRAUNS (323) ;o
FISCHER et VON MECHEL (324) ; GOLDSTEIN, SMITH et SRIVASTAVA (325) ; SKRAUP
®t KONIG (326) ; HELFERICH et ILOFF (327).

C'est la méthode de désacétylation la plus utilisée actuelle-
Ment ; HERZFELD (328) ; HUDSON et JOHNSON (329).

ZEMPLEN (330) et ZEMPLEN et KUNZ (331) trouvirent que seulement

des qUaﬁtités catalytiques de méthanolate de sodium &taient suffisantes

Poun désacétyler un sucre ou un glycoside dans le méthanol 3 température

W laboratoire. Cette désacétylation peut &tre compléte en quelques minutes

3 bain-marie bouillant et produit de l'acétate de méthyle ; ZEMPLéN, GERECS
et HADZ\CSY (332). Dans certains cas; par exemple lorsqu'il y a un groupement
béducteur, il est préférable d'effectuer la réaction 3 température du labo-
ratOiPe pendant une période de temps plus lohgue; ZEMPLEN et PACSU (333). La

Paction doit &tre conduite en milieu rigoureusement anhydre j; DALE (334) ;
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IWATA (335) ; PACSU (336) -3 LEVENE (337) ; HELFERICH et WEIS‘(338).‘La
méthode est trés douce ; MICHEEL et LENGSFELS (339) ; REYNOLDS (340). Les
lons sodium sont éliminés par passage sur résines échangeuses de cations ;
THOMPSON et WOLFROM (34l).

WELTZIEN et SINGER (342) ; ISBELL (343) i MITCHELL (344);
BONNER et KOEHLER (345) 3 JONES, PERRY, SHELTON et WALTON (346) ; CONCHIE
et LEVVY (347). Comme dans le cas précédent, le baryum est éliminé par
Passage sur résines échangeuses de cations ; WOLFROM, GEORGES et MILLER
(3u8),

- Méthoxyde de potassium ; BONNER et KOEHLER (349) ; éthanola-
te de sodium ; FISCHER et BERGMANN (350).

| HELFERICH, LOWA, NIPPE et RIEDEL (351) ; TSOU et SELIGMAN ‘
(352) ; KUHN et KIRSCHENLOHR (353) ; KUHN, ZILLIKEN et. GAUHE (354) 3 BRENDEL
et DAVIDSON (355) ; KUM et ROSEMAN (356) ; RUDE et MEYER-DELIUS (357) ;
DALE (358).

. Diméthylamine dans 1'éthanol ; IRVINE, OLDHAM et SKINNER
(359) ; triéthylamine dans le méthanol ; KOCHETKOV, DEREVITSKAYA, KHORLIN,
VAFINA et BOCHKOV (360) ; DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (361).

2
2) Autres substituants

Comme nous l'avons vu 3 la page 15, les fonctions alcools

Peuvent &tre substituées par des groupements acyle ou alcoyle.
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d celles utillsees pour la désacétylation ; JEANLOZ, FLETCHER et HUDSON
(362),

L'acide acétique glacial ; HELFERICH et KLEIN (364) 3 REYNOLDS (365).

C) PROBLEME DE LA PURIFICATION
1) Généralités

La condensation n'est jamais quantitative, aussi, reste-t-il
des rgactants en mélange avec le produit de synth&se attendu. Le probléme
d 1'isolement du glycoside pur peut €tre résolu de différentes maniéres,
Les différents composants du mélange peuvent &tre séparés par précipitation
S8lective ‘mais 1'on préférera la chromatographie de partage sur colonne
R utilisant différents supports; Plus récemment, une purification sur
©olonne échangeuse d'ions a ﬁermis d'obtenir des résultats satisfaisants ;
SRENDEL et DAVIDSON (366). La purification peut &tre effectuée 3 différents
T™oments de la synthése, soit juste aprés la condensation, soit aprés 1' ell-
mlnatlon des groupements protecteurs de l'ose ou de l'acide aminé, soit & la

£
N de toutes ces opérations.

2) Méthodes

D
ELIus (368). L'inconvénient de cette méthode est que l on ne peut précipiter

S
elec'tlvement um produit sans entralner partiellement d'autres produits.

b) Par chromatograghle sur colonne d'alumlne 3 AUSTIN, HARDY,

B
UCHANAN et BADDILEY (369) ; DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (370) ; sur
Sllice ; KUM et ROSEMAN (371) -3 DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (372)
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Sur magnésol-célite ; Mc NEELY, BINKLEY et WOLFROM (373) ; WOLFROM et
LINEBACK (374) 3 LLOYD et ROBERTS (375) ; sur célité ¢ ROBBINS, KELLER,
WRIGHT et BERNSTEIN (376) ; sur cellulose ; BRENDEL et DAVIDSON (377).

¢) Par résines échangeuses d'ions :

BRENDEL et DAVIDSON (378) isolent le O-séryl-xyloside par

chromatographie sur une colonne de Dowex 50 x12.

"V - CONCLUSIONS

En utilisant les diverses méthodes.que nous venons de décri-
re, divers autéurs ont synthétisé les glycosides de la sépine suivants :
O-séryl B-D-xylopyrannoside, O-séryl a—L-rhamndpyrannoside, O-séryl
B‘D‘galactopyr‘annoside, O-séryl B-D-galactofurannoside, O-séryl 8-D-gluco-
Pyrannoside, O-séryl a-D-glucopyrannoside, O-séryl B8-D-glucosaminopyranno-
8ide. Les conditions de ces différentes préparations sont rassemblées dans
le Tableau IIT (page 35). ‘
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TABLEAU III

Méthodes de synthése de glycosides de la sérine.

- e g——
oy o oo e e

\
de 11 3
L'ose Forme de 1l'amino- Condensat ion Nature du R&fé-
acide Solvant, catalyseur, dérivé final rences(x)
~—— (%x) t°C, durée
" :
0\ »
Seryl g-D-xylopyrannoside
PYomg
O0-séryl B-D-

: Z-Ser-0Bzl CHCl; Ag,CO, 25° - 16 j. , (a)

xylopyrannoside;

bofﬁo

' O-séryl g-D-
Z-Ser-0Bzl C.H. Ag,CO, 25° - 48 h, (B)
66 2773 .
xylopyrannos1dq .

N-tosyl-Ser-OMe (C)

*) 0ues

s

' Syl ®~L-rhamopyrannoside

|

?b0m0 .

i 0-séryl o-L-

S Z-Ser-0Bzl CHNO, Hg(CN), 40°-48 h. | phamnopyranno- (D)
\ ’ side :
'h —

onb \‘. .

Y .

) 0 S
\Sé

\\\\\fii§ijD~galactopyrannoside
bgmo e
% . O-séryl B-D-

& Z-Ser-0Bzl Et,0 Ag,C0, 25° - 48 h. | oa)actopyran- (B)

;:\\\“-~__‘ noside

Mo

o : 0-séryl g-D-

S Z-Ser-0Bzl CHNO, Hg(CN), 40° - 48 h{ galactopyran- (D)

\\\\\\\\‘~ : noside
%mo —

5 : O-séryl R-D- b

N Z-Ser-OMe CoH, AgyCO, 80° - 12 h. | galactopyran- (F) |

\\\\\\\“ ' noside |

Vgi

r
Page 37, (xx) voir page 90.

> A e
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\
® i o R
de 1'ose Forme de l'amino- ~ Condensathn Nature du REfE~
. Solvant, catalyseur, ez e .
acide £90.  dupbe dérivé final [rences(%x
\ . ? . .
D)0~sébyl B-D-galactofurannoside
\
:;"’f"thyl
< tate g
;ztil € Z-Ser-OMe (@)
to
Wrannoge
\
\mé .
acé?;{l Ester méthyli-
Pacde. s Ccam o _ que du O-séryl
tofif,ﬂ Z-Ser-OMe CHgNO, HgBr, 100° =4 h. | i 7n o lactofu- (F)
w : rannoside
E »
) 0‘SePyl B-D-glucopyrannoside
brg
m
° 0-séryl B-D-
% Z-Ser-0Bzl CH,NO, Ag,CO4 259 - 48 h.{ glucopyranno- (B)
\\\\\‘~_; side
5b0. .
" ' | O-séryl B-D~-
3¢ : Z-Ser-0OMe CGHS Ag2CO3 80° - 12 h. [ glucopyranno- (F)
\ : side
)bomo | » 2 ‘2
, tétra-0-acétyl- _
% Z-Ser-0Bzl CH,NO,, Hg(CN)2 40° -48 h.| 2,3,4,6 B-D- (H)
glucopyrannosi-
de de la sérine
F)
) Oz
"S€ryl g-D-glucopyrannoside
~2 R
ihlc’l‘o 0-séryl «-D-
Yy - - o _ : -
bannOSe Z-Ser-0Bzl Et,0 Ag,CO, 25 48 h, glu:zgzranno (1)
g
0‘ -
Seryl g-D-galactosaminopyrannoside
¥ , . | N-benzvyloxy- :
'osa"line Z-Ser-0Bzl CHCl, Ag,0/I, 25°- 150h. | carbonyl O-8-D-| (M)

galactosaminidyl

” * .
sérinamide. '

{
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de '
Hose Forme de l'amino- Condensation = Nature du Réfé-
. acide Solvant, catalyseur dérivé final rences(x)
t°C, durée
K p
)o"sePYl B-D-glucosaminopyrannoside
lopo .
1 O-séryl B-D-
e Z-Ser-OMe CHC1, 'Ag2O/I2 25, 1u40h.| N-acétyl glu- (J)
cosamine
Oro )
. (N-dinitro-2,4-~ :
ine DNP-Ser-OMe CcHg Hg(CN), 80, 2 h. phényl méthyl (K)
ester)-0-séryl
o B-D-N-acétyl
\\\\\§§~ glucosaminide
Mo~y
g , O-séryl B-D-
hﬁe Z~Ser-0Bzl CH,Cl, Ag,CO, 25, 4gh. tri-0-acétyl (D)
€ N-acétyl gluco-
L\\\\-~ samin ide
l —
“Org
b - 0-séryl B-D-N-
Mg | 2-Ser-OH CHCl, Ag,CO, 25, 7 3. | acétyl gluco- (L)
& saminide
01‘0
{ - HeCl, O-séryl B-D-
Mne Z-Ser-OH CHCL, 25, 90'h. | N-acétyl gluco- (L)
f\\\\\\~ HgO saminide
;: BRENDEL et \ A i ] 8 .
. mhm al. (379) ; (B) : KUM et al, (380) 3 (C) : LINDBERG et al. (381) ;
.; OQHﬁEE;i_; (382) 3 (E) : HELFERICH et al.(383k(F)FDEREVITSKAYA et al. (384) ;
4 (4 “TKOV et a1, (385) ; (H) : RUDE et al. (386) 3 (I) : KUM (387) ; (J) : JONES
8 .
: WRRS) 3 (K) : VERCELLOTTI et al. (389) ; (L) : BUCHET (390) et MONSIGNY (391) ;
- RIEg ‘

&t al. (392).
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TRAVAUX PERSONNETLS

SYNTHESE ET ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES DE GALACTOSIDES DE LA

SERINE

ET DE LA THREONINE ET DE QUELQUES-UNS DE LEURS DERIVES.

’ EE:_§XNTHESE DU O-SERYL B-D-GALACTOSIDE ET DU O-THREONYL R-D-GALACTOSIDE

La synthése du O-Séfyl g -D-galactopyrannoside et du O—thréoﬁyl

8 ~D-galactopyrannoside, a comporté les 4 étapes suivantes, que nous avons

. \
Ulustrées par les figures 2 (page 40) et 4 (page ug).

EEERE_; :

EIEEE_IE :

Etape 111

synthése du bromo-1 désoxy-l1 tétra-O-acétyl 2,3,4,6 q-D-galacto-

pyrannose (acétobromogalactose).

synthése du tétra-O-acétyl-2,3,4,6 g-D-galactopyrannoside de
l'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino-acide, par

condensation de 1l'acétobromogalactose avec l'ester benzylique du

N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino-acide.

: passage au O-séryl et O-thréonyl tétra-O-acétyl-2,3,4,6 g-D-

- galactopyrannoside par "N-débenzyloxycarbonylation'" et "débenzy-

lation" simultanées du tétra-O-acétyl-2,3,4,6 g-D-galactopyran-
noside de l'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-

amino-acide.

: passage au B-D-galactopyrannoside par "O-désacétylation" du tétra-

0-acétyl-2,3,4,6 B-D-galactopyrannoside.



A) Préparation de 1'acétobromogalactose

A la suite de l'étude bibliographique concernant la
Préparation de 1'"acétobromogalactose', 3 laquelle nous nous sommes livré,
Nous avons retenu le procédé de JEANLOZ et STOFEFYN (393) qui fournit de
bons rendements et un produit pur. De plus, il s'agit d'une réaction en une

&tape (voir page 21), qui dispense de 1l'isolement du peracétylgalactose.

1) Mode Qpératoife

Le galactose est peracétylé par l'anhydride acétique en pré-
Sence de pyridine 3 température ambiante. La pyridine, ainsi que 1'anhydride
®n excés, sont éliminés par évaporation sous pression réduite. On obtient
dans ces conditions expérimentales un mélange des anoméres du O-peracétyl
8alactose (voir page 42). Celui-ci est transformé en bromo-1 désoxy-l tétra-
O‘acétyl-2,3,4,6 a-D-galactopyrannose en le traitant par l'acide bromhy-
drique en solution dans 1'acide acétiqué d température ambiante. L'excés
de réactif est &liminé par évaporation sous pression réduite. Le sirop,
d11ué dans un peu d'éther anhydre, est placé 3 basse température et dans'la: .
Plupart des cas, le broﬁo-l'désoxy—l tétra-0-acétyl-2,3,4,6 o-D-galactopyran-
Nose cristallise spontanément aprés queiques heures. Les différentes étapes

de cette réaction sont rassemblées dans la figure 2 (page 40).

18 g de D-galactose dans un mélange de 90 ml d'anhydride
acétiqué et de 130 ml de pyridine anhydre (2) sont agités 24 heures & la
tempér‘ature du laboratoire dans un ballon bouché de 2 1. Aprés quelques
Beures d'agitation, le galactose est entiéremént dissous. On laisse reposer
12 heures, Ensuite, les solvants sont éliminés complétement par une distilla
tion_sous~vide. On répéte la distillation sous pression réduite (15 mm de
M™rcure) avec le toludne (x) ; la tgmpérature étant maintenue au-dessous de
S0o¢, e sirop obtenu est un mélange des anoméres o etB du peracétyl-D-
8alactose (voir page 42). Les derniéres traces de solvant sont éliminées &
~——

(x) Nous avons décrit dans l'Aﬁpendice (page 124) la préparation de la
Pyridine anhydre et la purification du toluéne.




Figure 2

Sthéma de Ia synthése de

I"?'CétobromogaIactose. R



basse pression (O 5 - 0,2 mm de mercure). Au cours de cette phase de 1l'opé-
ration, on fait fonctionner 1' évaporateur rotatif de fagon d ce que le

Sirop recouvre la paroi du ballon en une mince pellicule,

Au sirop, sont ajoutes 90 ml d'acide acétique glacial saturé,
3 0°C, d'acide bromhydrique (%) et l'on agite vigoureusement le ballon
bouChe, d la température du laboratoire. On obtient une solution sirupeuse
€N 30 & 60 m. Le mélange est conservé pendant 2 h. Au deld de ce temps,
o0 obtjent de faibles rendements (voir page 20) car il peut y avoir substitu-
tion d'yn second gfoupe acétoxyle, principalement sur le carbone 6, L'excés
d'acide bromhydrique et d'acide acétique est évaporé sous pression réduite
grdce 3 wune trompe 3 eau et les dernidres traces de solvant sont &liminées
- Sous  forme d'azéotrope avec le toluéne (7 fois avec 100 ml de toludne pur).
Le Sirop est finalement séché sous pression réduite (0,2 mm de mercure). La
température du bain-marie est ensuite portée d 40 - 50°C. Le sirop épais
St dilué avec 10 ml d'éther anhydre (%) et la ballon bouché, est placé a
T 20°C, Dans 1la plupart des cas, l'acétobromogalactose cristﬁllise spontané-

™nt aprds quelques heures.

Des traces d'acide bromhydrique empé€chent la cristallisation:
dy Produit attendu. C'est pour cette raison que les codistillations sont
nombpeuses. Si le sirop refuse de cristalliser, on ajoute quelques gouttes
d'ether de pétrole. En général, 48 h permettent une cristallisation compléte.
: le Produit est réchauffé 3 4°C, puis est isolé par filtration sur verre

fb. -
1tté n° 4, On lave avec un peu d'éther.
L'acétobromogalactose est conservé en dessicateur, en présence

de : . PO ~
chloryre de calcium et de potasse. Le dessicateur, protégé de la lumiére,

e
St placg en chambre froide & - 20°C.

2) Résultats

Nous obtenons des rendements de 55 d 65 p. 100. Les auteurs
a .
foncent un rendement de 95 p. 100 ; et MNCHIE et LEVVY (394), 75 p. 100.

*) Nous avons décrit dans 1'Append1ce (pagel24)la préparation de l'acide
bI’Omhyclmque.

%) Voir 1'Appendice (page 124).
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La pureté de notre produit a été &tudiée en chromatographie
sur couche mince (%) en utilisant le systéme-solvant : benzéne/méthanocl/
chloroforme (85:8:7). L'obtention d'une seule tache nous conduit 3 érqire

Que notre produit est pur et ne contient qu'un anomdre.

Point de fusion : 77,5°C - 79°C ; valeurs théoriques :
JEANLOZ et STOFFYN (395) : 79 - 81°C ; PACSU, JANSON et LINDBERG (396) :
78 - 790C ; CONCHIE et LEVVY (397) : 83 - 84°C ; OHLE, MARELEK et BOURJAU
(398) : 84 - 85°C ; KUM et ROSEMAN (399) : 84 - 86°C. |

Pouvoir rotatoire : [a] goo =+ 183,3° (CCl,)
Valeurs théoriques : + 215° (CHC1,) : CONCHIE et LEVVY (400) 5 + 177,5°
(CHC13) : PACSU, JANSON et LINDBERG (401) 3 + 217° (CHCl,) : OHLE, MARELEK
€t BOURJAU (402).

- Bemarques

_ 1°) Lors d'une préparation, le peracétyl galactose a été
15018 afin d'en connaitre sa compesition anomérique. Le sirop obtenu aprés
3cétylation est dissous dans un peu d'éther éthylique, puis est placé a
= 209C, Aprés 24 h. en chambre froide, le sirop prend en masse. Le produit
®St filtré et 1'on obtieﬁ; une poudre blanche par broyage au mortier. Une
Pesée qy produit obtenu nous permet de conclure que la peracétylation du
82lactose dans les conditions décrites ci-dessus, est quantitative. Le
POUrvo ir potatoire de ce mélange de peracétyl galactose est :
[Q] gu = ¢+ 71,5° (CHCls) ; les valeurs proposées par HUDSON et PARKER (403)
Sont respectivement pour le peracétyl a-D-galactose : + 106,7° (CHCl3)
*t pour 1e peracétyl B-D-galactose : + 25° (CHCla). Soit a le paurcentage

e P4 ~
N anomdpe o dans notre mélange, et b, le pourcentage en anomere B. Nous
QVQH s ’

106,7a + 25D

71,5

a + b = 1

e s . . N P .
® qui implique que a = 0,57 et b = 0,43, Notre produit apreés acétylation se

Q -3
°Mpose donc approximativement de 57 p. 100 de l'anomeére a et de 43 p. 100
de l'anomére . :

(x) Voir 13 péalisation et la révélatipﬂ des couches minces dans l'Appendice
(page 124.
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2°) Le systéme-solvant : benzéne/méthanol/chloroforme
(85:8:7) n'est pas idéal pour notre probléme, c'est-d-dire pour suivre la
*éaction de bromation de 1'ose peracétylé, En effet, dans ce systéme-
Solvant, 1e peracétyl-galactose ainsi que l'acétobromogalactose migrent
Sensiblement de la méme fagon (Rf = 0,90 - 0,95). Nous avons donc mis au
Point un nouveau systéme-solvant., Il s'agit du systéme-solvant : acétate
d'éthyle/éther' de pétrole 35-70 (2:3) (v:v). Dans ces conditions, nous
®Dtenons comme Rf, respectivement pour le peracétyl-galactose et pour l'acéto-
bromogalactose : 0,40 et 0,60.

3°) Conclusions : Le peracétylgalactose peut ne pas &tre
1801& cap nous avons utilisé une méthode de synthése de 1l'acétobromogalac-

fose en une étape (voir page 21 ).

L'acétobromo-D-galactose se prépare d partir du D-galactose
3¢ de bons rendements et s'obtient dans wn état de pureté trés satisfai-
Sant, qui peut €tre aisément défini par l'appiication de la chromatographie
SW couche mince. En outre, la détermination des constantes physiques du
Somposg obtenu nous permet de conclure qu'il s'agit du bromo-1 tétra-0-

a
Cty1-2 »3,4,6 a- D-galactopyrannose.

)-__jﬁggtlon de l'ester benzylique du N—benzyloxycarbonyl'L—hydroxy:

amino-acide

Nous avons vu 3 la page 11, que les radicaux benzyle et
nzylOxycarbonyle étaient préférables 3 d'autres groupements. Aussi,
!
hydp0xy -amino-acide utilisé lors de la condensation sera sous la forme

‘o €Ster benzylique de N-benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-amino-acide.

Dans un premier temps, l'hydroxy-amino- acide sera transformé

&n
b Son gérivé N-benzyloxycarbonylé. Il sera ensuite estérifié par l'alcool
*n 1211 que.
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1) Synth&se du N-benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-amino-acide '

A la suite de 1l'étude bibliographique concernant la prepara—
tion de 1a N-benzyloxycarbonyl-sérine, & laquelle nous nous sommes livré
(voir page 8 ), nous avons retenu le procédé de GUTTMANN et BOISSONNAS (404)

Qui fournit de bons rendements.

o) Principe : Le N-benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-
amino-~acide est préparé par action du chlorure de benzyloxycarbonyle
sur l'acide aminé dans une solutlon aqueuse de bicarbonate de sodium.
Le mélange réactionnel est ensuite acidifié dans le but de libérer
de son sel le groupement carboxYlique de 1l'amino-acide. Ceci est

illustré par la figure 3 (page u5).

B) Technique : A une solution de 50 mmoles de
L—hydroxy;amino—acide (5,25 g de sérine ; 5,95 g de thréonine) dans
200 ml de NéHC03 molaire, on ajoute 3 température ambiante sous
trés forte agitation 12,0 g (70 mmoles) de chloroformiate de benzyle ;

.Al'addition de chlorure de benzyloxycarbonyle se faisant en 5 frac-
tions sur une période d'environ 30 minutes. Aprés 2 heures d'agita-
tion, le mélange réactionnel est extrait deux f01s par 25 ml d'éther.
La solution aqueuse, refroidie 3 0®C, est amende & pH 3 par addition
d'acide chlorhydrique 5 N, sous forte agitation. A ce stade, le
produit précipite partiellement. L'ensemble est extrait trois fois

par de l'acétate d'éthyle. Aprés séchage de celui-ci sur Na,SO,, et

2
évaporation, on obtient une masse cristalline. Le produit, dissous
dans de l'acétate d'éthyle chaud est reprécipité par addition d'éther

de pétrole.

Les rendements, meilleurs pour le dérivé de la sérine, se sont
Mon +pg .
"trés anormalement faibles (50 p. 100 environ) 3 1l'utilisation d'un
Stat Serait 3 envisager. L'analyse par chromatographie sur couche mince

!
ONtré que les produits obtenus sont purs.
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' (:‘:):!}i

|
HO-CH-CH
S
R NH,

| CO,H
| .
HO-CcH-CH
1
R NH—CO—-0-CH,—C4Hq

v

|
- HO-~CcH-cCH
| |
R NH-_-CO.—O—CH2—CGH5

Figure 3

~ Schéma de 1a synthése de l'ester benzylique du ‘N-benzyloxy-

carbonyl L-hydroxy-amino-acide.
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a) Dérivé de la L-sérine :

F = 117-119°C [a] 55 = + 5,82 (AcOH,c 6)

Valeurs théoriques : voir tableau I, page .

B8) Dérivé de la L-thréonine :

F = 101-102°C [a] 35 - 5,6° (AcOH,c 3)

Valeurs théoriques :

WUNSCH et JENTSCH (405).

[a]go = - 5,8° (AcOH,c 2)

2) Synthése de l'ester benzylique du N—benzquzycarbonyl—

'L-hydrogy-amino-acide

La méthode de BERGEL et WADE (406) qui fournit de trés bons
'Pendements a été retenue. Elle dérive directement de la méthode de BEN-
I
SHAI et BERGER (407).

a)'Principe ¢ Le N-benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-amino-
acide est estérifié par l'alcool benzylique dans le benzéne en
présence d'acide p-foluéne sulfonique comme catalyseur, La réaction
est conduite 3 reflux, L'eau formée lors de l'estérification est
€liminée azéotropiquement avec le benzéne ; on déplace de cette
manidre 1'équilibre vers la formation quantitative de l'ester.

Ceci est illustré par la figure 3 (page 45).

B) Technique : Dans un ballon de 250 ml, on introduit

1/30 mole de N-benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-amino-acide (8,0 g
Z-Ser-OH j 8,4 g Z-Thr-OH), 9 ml d'alcool benzylique redistillé,

90 ml de benzéne (x) et 0,25 g d'acide p-toluéne sulfonique. Le
ballon est muni d'un réfrigérant ascendant du type DEAN et STARK
‘Perméttant d'éliminer l'eau formée lors de l'estéfification. Le
mélange est maintenu 3 1'ébullition & re flux pendant 8 heures.

mn:m : » ) e
ppendice (pagel24) nous avons donné une méthode de purification
e du benzéne commercial.
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‘Le volume de l'eau récupéré est d'environ 0,5 ml (théoriquement

1/30 mole, c'est-3-dire 0,6 ml). Aprés refroidissement, la solution
est lavée avec une solution saturée de bicarbonate de sodium, puis
lavée 3 1l'eau trois fois. La phase organique est ensuite séchée

sur sulfate de sodium avant d'€tre é&vaporée sous vide. Le sirop est
repris par du chloroforme puis concentré & 1l'évaporateur rotatif

d 100°C. Cette opération est répétée une dizaine de fois. Cette
codistillation sous vide permet d'éliminer 1l'excés d'alcool benzyli-
qQue. Le sirop est précipité par de 1'éther de pétrole puis placé v
au froid pour parachever la prééipitation. Aprés essorage, le produit
est dissous dans du chloroforme. Aprés évaporation sous vide, le
sirop obtenu est dissous dans un peu d'éther et 1l'on ajoute 3 cette
solution de 1l'éther de pétrole. On obtient le produit désiré sous
forme de cristaux blancs qui sont essorés sur verre fritté, On laisse

sécher plusieurs heures.

Remarque : Parfois, le produit cristallise 3 température ambiante

avant 1l'addition d'éther de pétrole.

. La pureté des produits a été vérifiée en chromatographie sur
Suche Mince,

o) Dérivé de la sérine :
\n

F = 83 - guo¢ [a]%s = + 5,59 (CHCl3,c 4)

Valeurs théoriques : voir le tableau II, page S.

Rdt = 73 3 87 p. 100.
B) Dérivé de la thréonine :
Rdt = 55 p. 100, Valeurs théoriques : F = 63-64°C pour le DL :

~ BERGEL et WADE (408).

Remargue : L'élimination de 1l'excés d'alcgol benzylique est primordi-
ale, En effet, celui-ci pourrait donner des produits secondaires
du type 0O-benzyl galactoside dans la réaction de condensation avec

1'acétobromogalactose.
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c) Conclusions
L'ester benzylique des N-benzyloxycarbonyl~L-hydroxy-amino-
a
cldes se prépare d partir des N—benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-amlno-ac1desavec
d
® trés bons rendements (notamment dans le cas du derlve de la sérine), et

8!
btient dans un état de pureté trés satisfaisant.

¢ . I
)§XE£§g§e du tétra-O-acétyl-2,3,4,6 B~D-galactopyrannoside de l'ester

ESEEz;igue du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino-acide

1) Principe

La synthése des glycosides est effectuée, comme nous l'avons
enti:eCedemment, par la réaction de condensation, dite de KOENIGS et KNORR,
W ose acéto-halogéné et un groupe alcoolique porté par un autre
b *Mposg dont les autres fonctions, susceptibles de réagir, ont été preala-'
- :Ent PPOtegees. Dans le cas particulier de nos recherches, la synthése
® réalisée en condensant le bromo-1 désoxy-1 tétra-O-acétyl-2,3,4,6
aJJlfalactopyrannose avec l'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-
~dclde. Ceci est illustré par la figure 4 (page 49). La ‘réaction de
rldensatlon s'accompagne d'ine inversion de WALDEN au niveau de la fonction
yeosldlque La synthése d'un B-glycoside sera donc effectuee d partir du
Bblve @-bromé (ou chloré) et celle d'un a-glycoside 3 partir du dérivé

oM (o chloré). Elle nece551te, en outre, l'emploi de catalyseur (voir

Dag 23).

2) Méthode

Nog s Plusieurs procédés de synthdse du O-séryl B-D-galactopyran-
d
X ® ont §t8 décrits ; KUM et ROSEMAN (409) ; DEREVITSKAYA, VAFINA et

E

Tkoy (410) : RUDE et MEYER-DELIUS (411).

V“T Nous avons appliqué le mode opératoire de DEREVITSKAYA,

Vang Aet KOCHETKOV (412) en améliorant la méthode par la modification sui-
e .

an;.  OR utilise 1'ester benzylique du N—benzyloxycarbonyl L-hydroxy-

o-
a
¢ide ay lijeu de l'ester méthylique. On évite ainsi la saponification
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e

] ‘
: /C—O-CHz—Cng,
O'—ClH—CH\ | |
R NH_E—O-CHQ—CGHS'
0 .
OAc
O
\ CHQOAc "
OA. R NH,
| | \‘
OAc
9
C-OH
7
O-CH-CH
I|2 \NHz
Figure 4

Schéma de 1a synthése du galactoside de B-hydroxy-amino-acide

L R=H : sérine R=CH3 : thréonine
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qQui provoque une importante B-ellmlnatlon (v01r page85 ) car la debenzy—

latlon s'effectue par hydrogenatlon catalytique.

_ L'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino?
acide est condensé avec le bromo-l désoxy-i tétra-0-acétyl-2,3,4,6 o-D-
galactopyrannése dans lé benzdne bouillant en présénce de carbonate d'argént
comme catalyseur. Au fur et 3 mesure que le benzéne distille, on ajoute du
Solvant pour laisser le volume du mélange réactionnel constant. A la fin |
de la réaction, le mélange est filtré sur verre fritté ét le filtrat est

concentré.

Dans un ballon de 250 ml; 10 mmoles d'ester benzyiique de
N*benzyloxycar*bonyl L-hydroxy-amino-acide (3,29 g Z-Ser-0Bzl ; 3,43 g
Z~Thr-0Bzl) et 5,52 g de carbonate d'argent (20 mmoles) (%) dans 60 ml de
benzane sec (%x), est porté 3 ébullition avec une'distillation lente,
‘Pendant toute la durée de la condensation le ballon réactionnel sera placé
4 1'obscurité car les sels d'argent sont sensibles 3 la lumidre. Afin
Eviter des surchauffes, le ballon sera placé dans un bain d'huile de

Paraffine.

\

Lorsque éO,ml de benzéne ont distillé, 8,82 g de bromo-1
tétr’a—o-acétyl-2,3,l+,6 a-D-galactopyrannose (21,5 mmoles) dans 100 ml de
benzéne anhydre sont additionnés et l'on continue & distiller le benzéne.
L'addition de solvant est prolongée jusqu'a ce que le volume de distillat
SOit de 350 & 450 ml, le volume du mélange réactionnel étant de 50-60 ml.

Les additions de solvant se font par fractions de 20 ml environ. La conden-
Sation demande une dizaine d'heures. Le mélange est ensuite filtré sur
Verre ‘fritté afin d'éliminer le catalyseur. Le filtrat est conceutré 3 1'éva-

Porateur rotatif.

N —

(%) Le carbonate d'argent utilisé dans les réactions de condensation de
KOENIGS et KNORR est préparé de fagon extemporanée, 3 l'obscurité,
suivant le procédé de WOLFROM et LINEBACK (voir Appendlce pagel2i ),

(**) Le benzéne utilisé est purifié suivant la methode décrite dans
l'Appendlce (page 124),



Le sirop obtenu contient du tétra-O-acétyl-2,3,4,6 B-D-
galactobyrénnoside de l'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl-L-hydroxy-
amino-acide, ainsi que de l'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl-L-
hydroxy-amino-acide et du bromo-1 désoxy-1 tétra-O-acétyl-2,3,4,6 a-D-

8alactopyrannose n'ayant pas réagi.

Afin d'isoler le produif de condensation du mélange réaction-
Nel, DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (413) chromatographient ce sirop
Sur colonne d'alumine, la phase fixe étant du benzéne et 1'élution étant
réalisée par de 1'éther de pétrole puis du benzéne puis de l'ether Nous
- 3vons également essayé d'isoler le produit de condensation par chromato-
graphie sur colonne d'alumine en 1'éluant par un gradient d'ethanol dans le
benZene. L'analyse des différentes fractions aprés concentratlon et hydrolyse
D€ nous' a pas permis d'observer des résultats satisfaisants. Aussi, la

Purification sera-t-elle réalisée sur le produit final (voir page 54),

3) Résultats- Conclusions

Une détermination approximative par électrophorése aprés éli-
mlnatlon des groupements protecteurs permet d"' esperer un rendement de l'ordre
% 50 p, 100.

\ . . .

L'application du procédé de DEREVITSKAYA, VAFINA et
~ KOCHETKOV (414) modifié par l'utilisation de l'ester benzylique du N-benzyl-
oxyCanonyl L-hydroxy-amino-acide, nous a permis de réaliser la synthése
dy tétra-0- -acétyl-2,3,4,6 B- D-galactopyrann031de de l'ester benzylique
dy N‘benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino-acide dans un état de pureté suffi-
Sant pour pféparer, d partir de ce composé, le B-D-galactopyrannoside de

1
L hydroxy-amino-acide.

D - . .
) Passage au B-D-galactoside de 1'hydroxy-amino-acide

Le passage du tétra-0-acétyl-2,3,4,6 B—D-galactopyrannoside.
de L'ester benzylique du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino-acide au
B~

D“galactopyrannosn.de de 1'hydroxy-amino-acide nécessite deux étapes

(VOlp la figure page 49).
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' 1) La débenzylation et la N-débenzyloxycarbonylation de
1'acide aminé qui sont réalisées simultanément par hydrogénation catalyti-
Qque, '

2) La 0-désacétylation de la fraction glucidique qui est
effectuée par saponification sans provoquer de rupture de liaisons
O‘glycosidiques car le groupement carboxylique et le groupement aminé de la

sérine sont libres (voir page 85),

1°) N-débenzyloxycarbonylation et débenzylation de l'acide

o2
amine

o) Principe : Nous avons appliqué le procédé décrit
par JONES et al. (415), dérivant de celui de SMITH et BERGMANN (u416),
de N-débenzyloxycarbonylation et de débenzylation simultanées par

réduction catalysée par le charbon palladié.

B) Technique : 250 mg d'ester benzylique du N—benzyle

oxycarbonyl amino-acide O-peracétyl glycoside sont dissous dans 4 ml
" d'un mélange d'éthanol et d'acétate d'éthyle (4:1) (v:v). 200 mg

de charbon palladié 3 5 p. 100 MERCK sont introduité dans la solution

qui est ensuite acidifide par l'addition de 1 ml d'acide acétique

glacial. Le mélange est agité pendant 24 3 48 heures sous une faible

pression d'hydrogéne (quelques cm de mercure) puis le catalyseur

est éliminé par filtration. Le filtrat, auquel on ajoute les solu-

tions éthanoliques provenant du lavage du charbon, est concentré

. & siccité sous pression réduite, 3 la température du laboratoire.

Nota : Le procédé de JONES avait été décrit par les auteurs pour
effectuer la N-débenzyloxycarbonylation et la O-désacétylation
simultanée des composés. Cette derniére &tait incompléte et s'achevait
au cours de la déméthylation du carbonyle de l'amino-acide par
saponification, mais cette derniére entrailnait naturellement, la
rupture de nombreuses liaisons glycosidiques par B-€limination et

une baisse importante du rendement.

Remarque : Le charbon palladié, étant le catalyseur, peut &tre utili-
sé en quantité beaucoup plus faible. Par exemple, 8 g du sirop obte-
nu aprds condensation (voir page. 50), dissous dans 50 ml EtOH/AcOEt
(4=1) sont traités par 300 mg de charbon palladié 3 5 p. 100.



b) Résultats - Conclusions

Nous avons tenté d'isoler le tétra-O-acétyl-2,3,4,6 B~D-
&alactopyrannoside de 1'hydroxy-amino-acide, du mélange réactionnel, aprés
~Cette hydrogénation. Malheureusement,.le procédé de purification, par préci-
Pitation sélective des différents constituants du mélange, n'est pas inté-
Tessant car il ne conduit pas 3 un produit pur. De plus, le nombre élevé
de Mmanipulations, entraine une diminution du rendement en ppoduit de .
SYnthdse, La désacétylation sera donc réalisée directement sur le sirop

Obteny aprés hydrogénation catalytique."

2°) Désacétylation

a) Principe : La saponification des fonctions O-
acétylées peut €tre spécifiquement réalisée essentiellement de deux

maniéres (voir page 31).

- par la soude dilude 0,1 N 3 20°C pendant 30 & 60 m, la purifica-
tion de 1l'hydrolysat étant ensuite effectuée par un passage sur

échangeur de cations (Dowex 50 x 8 § forme acide).

- par le méthanolate de sodium, 3 0-4° C, pendant 15 d 24 h, les
ions sodium étant ensuite éliminés par un passage sur échangeur de

cations (Dowex 50 x 8 ; forme acide).

Dans les deux cas, les solutions d'é€lution des
résines par une solution ammoniacale 3 5 p. 100 (v:v) sont é&vaporées

P4

sous vide & siccité.

B) Technique : 50 mg de substance acétylée (poudre
ou sirop) sont dissous dans 1 ml de méthanol anhydre. On ajoute
65 ul de méthanolate de sodium 0,4 N (voir Appendice page 124), La -
fiole est laissée 24 h & 4°C, Les ions sodium sont ensuite éliminés
par un paésage sur échangeur de cations (Dowex 50 x 8 ; forme acide)
La colonne est ensuite éluée premiérement par de l'eau distillée.

On obtient un éluat contenant la fraction neutre (essentiellement
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du galactose). Le volume d'eau pour 1'élution doit repfésenter 3‘§

4 fois le volume de la colonne. Deuxiémement, la colonne est éluée

par une solution ammoniacale & 5 p. 100 (v:v). Celle-ci va déplacér
les amines fixées sur la colonne (galactoside de 1l'hydroxy-amino-

acide et hydroxy-amino-acide) ( fraction basique). Les éluats sont

concentrés sous pression réduite puis sont &tudiés électrophoré-

tiquement.

b) Résultats- Conclu51ons .

Les resultats sont illustrés par la figure 5 (page 55).
fractlon neutre contient essentlellement du galactose. Par contre .
la fraction ba31que contenant le B—D-galactos;de de 1l'hydroxy-amino-
acide est encore trés riche en acide aminé libre. Une purification
supplémentaire s'impose ; elle sera réalisée sur gel de dextranne

de type Sephadex G-10,

E) Purification du B8-D-galactoside d'hydroxy-amino-acide par filtration
Sur Sephadex G-10.

A\
Nous avons vu précédemment que les tentatives de purification
du Produit de synthése, soit par chromatographle sur colonne d'alumine,
Solt Par précipitation sélective, n'apportaient pas un résultat satisfaisant.
Produit est donc purifié apres élimination des groupements protecteurs,
'est-a- -dire aprés débenzyloxycarbonylation et débenzylation ﬁar hydrogéna-
ton Catalythue ainsi qu' apres désacétylation par le méthanolate de sodium.
Pres cette derniére opération, la fraction contenant le produit de synthése
" contient plus de galactose libre, celui-ci se trouvant dans la fraction
"Sutre obtenue par élution 3 1l'eau distillée de la résine &changeuse de
'QatiOHS de type Dowex 50x8. Le produit de synthése est donc souillé par
aClde aminé hydroxylé, et c'est celui-ci que nous nous proposons d'ellml-
iep Par filtration sur tamis moléculaire. Les masses moleculalres du O-séryl.
D‘galactoslde et de la sérine étant respectivement 267 et 105, et celles
4 O‘thréonyl-B—D—galactoside et de la thréoniné étant respectivement 281, et

1 . .
Lo, Seul le gel de type Sephadex G-10 nous permettait d'espérer une sépara-

ti
R de ces deux produits.
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\S:,\~ A B . Gal A
4 [] -

Wy |
"Ydrine a 1p.1000 " Oxalate d- aniline

Figure 5
Elec o .
Q N :
5%8_ Phordge 3 pH 2,4 de 1'éluat de la colonne échangeuse de cations (Dowex

f . -~ ” Pl [ P4 3
Orme acide) apreés désacétylation par le méthanolate de sodium.

A': fraction neutre (galactose)
B, fraction basique (B-D-galactoside de l'hydroxy-amiqo-acide et

hydroxy-amino-acide).
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1) Mode opératoire

: Le Sephadex G-10 est un gel de dextranne jouant le rdle

U"un tamis moléculaire. Un mélange de produits de masses moléculaires diffé-
Yentes est injecté en haut d'une colonne de ce gel. La colonne est ensuite
€luge par de l'eau distillée. Les différents composants du_ﬁélange sont élués

d N ] . .
ANs’ 1'ordre inverse de leur masse moléculaire.

. y _ o
100 mg du mélange B-D-galactoside de 1l'hydroxy-amino-acide

®t acide aminé hydroxylé dans 3 ml d'eau distillée sont injectds & 1'aide
?'une seringue en haut d'une colonne (1x120 cm) de Sephadex G-10. La
°lonne est ensuite éluée par de l'eau distilléde et 1'éluat est récupéré dans
®S tubes i essais, par fractions de 1 ml. '
_ Le repérage des produits, conteﬁant une fonction amine
Prinaire libre, est réalisée par une réaction spécifique grdce au révélateur
la ninhydrine alop. 1000, Lorsque les tubes contenant le produit sont | |

i s [ 34 rd 2 e [ z . p
dentlfles, une étude électrophorétique permet de préciser la nature des
“omposés.

2) Résultats

Le B-D-galactoside est élué avant 1'hydroxy-aﬁino-acide, ce-
Pendant il y a un chevauchement des pics. Ce résultat est illustré, pour le
s 4y composé de la sérine, par la figure 6 (page 57). Les fractions conte-
lant uniﬁuement du B-D-galactoside sont rassemblées et évaporées sous vide
Slceits, ILe produit refuse de éristalliser aussi, est-il lyophilisé. Les
fhactiOns contenant le produit de synthése ainsi que de 1'hydroxy-amino-acide

30 . -
Ut concentrées sous vide et recyclées sur la méme colonne de Sephadex G-10,
3) Conclusions

Le B-D-galactoside de l'hydroxy-amino-acide est obtenu dans
Stat ‘de puretd trds satisfaisant. L'inconvénient de la purification sur
Phadex g-10 est que la quantité de produit injecté doit &tre faible

0
U permettre wne séparation convenable."
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~_Electrophorése pH24 _400V _ 4h.
+

o UOO0.00000:;
20000 o0

Q

\
D-O_A (;hromatographle sur Séphadex G-10
/"\
/ \
\
. , .
Gal-O-Ser ,’ Ser N
\ \\\- -
\‘.
Figure 6
Ups s
?lflcation

du 0-séryl B-D-galactoside par filtration sur Sephadex G-10.
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F)£E§age du galactose et de l'hydroxy-amino-acide dans le B-D-galactoside

de 1'hydroxy-amino-acide

Ce dosage a pour but de montrer que notre produit contient

e molécule d'acide aminé hydroxylé par molécule de galactose.

1) Dosage du galactose

On utilise la méthode & l'orcinol sulfurique de TILLMANS et
PHILIPPI (417) modifiée par RIMINGTON (418) dont le pr1nc1pe consiste 3
Condenser 1'orcinol avec un dérivé du furfural provenant de la dégradation
des oses par l'acide sulfurlque. Le produit obtenu absorbe & 510 nm et la
transmittance est inversement proportionnelle 3 la concentration en oses

b) Materlel et méthode

On utilise wne solutlon d'orcinol dans 1'acide sulfurlque
3 30 p. 100 ainsi que de l'acide sulfurique 3 60 p. 100.

On ajoute a1 ml de solution (contenant au maximum 400 ug
Uoses totaux) 2 ml de la solution d'orcinol et 15 ml d'acide sulfurique
2 60 pP. 100, On.mélange\énergiquement d 1'aide d'un agitateur aplati. Les
tubes sont ensuite mis au bain-marie 3 80°C + 2°C pendant 20 mm exactement.
IlS'Sont ensuite refroidis sous courant d'eau puis placés 45 mn & l'obscuri-
®. La lecture sera faite au spectrométre 3 420 nm ainsi qu'd 510 nm. Les
dosages seront faits en triple, en les comparant d une solution témoin conte-

fant 200 ug de galactose par ml de solution.

Le résultat obtenu est excellent ; il correspond exactement

U pg p
u Pesultat théorique déterminé par le calcul.

2) Dosage de 1l'hydroxy-amino-acide

Elle consiste 3 comparer la densité de taches sur un électro-
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Phorégramme. Cette méthode est trds simple, peu cofiteuse et de plus, fournit

des résultats'satisfaisants.

L'hydroxy-amino-acide est 1ibéré de son B-galactoside par
e hydrolyse par l'acide chlorhydrique 2 N au bain-marie bouillant.pendant
2 heures (voir cinétique d'hydrolyse acide page 67). Le produit>d'hydrolyse
€St passé sur une résine échangeuse d'anions, de type Duolite A-102 D, dans
le but de retenir les ions chlorure qui provoqueraient des phénoménes de
trainées sur 1'électrophorégramme. La colonne de résine est éluée par de
l'eau désionisée et 1'éluat est évaporé 3 siccité 3 1'évaporateur rotatif.
le résidu sec est repris par une quantité d'eau connue et des fractions de
Cette solution, de volume calculés préalablement, sont déposées sur 1'élec-
trophorégramme, ainsi que des témoins d'hydroxy-amino-acide 3 différentes
Concentrations. L'électrophordse est réalisée sur papier Arches 304 & pH 2,4
SOus 400 v pendant 4 h, La révélation est effectuée par pulvérisation d'une
Solution de ninhydrine 3 1 p. 1000. Le résultat obtenu est trds voisin du

Tesultat théorique.

Une quantité connue de B-galactoside d'hydroxy-amino-acide est
diSSOute dans une solution titrée de norleucine dans 1l'eau. Le tout est .
hydr‘Olysé par l'acide chlorhydrique. Aprés concentration, le produit est
Injects dans 1l'auto-analyseur d'amino-acides. Par intégration des pics de
Serine ou de thréonine, ét de norleucine, on en déduit la quantité d'hydroxy—

anj . . 5 s
_mlno-a01de. Celle-ci correspond d ce que l'on attendait.
3) Conclusions

Par dosage du galactose et de l'hydroxy-amino-acide, nous avons
Montrg que notre produit contient une mole d'acide aminé pour une mole de
galactose, ce qui correspond au O-séryl B8-D-galactoside et au O-thréonyl

8-
D‘getlactoside.
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G) Critdres de pureté

Nous ne sommes pas parvenu 3 cristalliser notre produit,
3ussi 1'avons-nous lyophilisé. Les méthodes utilisées pour s'assurer de la

Puretg gy B-D-galactoside sont les suivantes :

1) Electrophorése

Les électrophordses ont été effectudes dans des cuves "en
toj . ‘ . . Zos
°lt", sur du papier d'Arches 304, avec une solution aqueuse d'acide acétique

Ly de pH 2,4; sous une tension de 10 V/cm pendant 4 heures.

La révélation des électrophorégrammes a été effectuée 3 1l'aide

deg 2 . . '
~S reactifs suivants :

- Réactif 3 la ninhydrine & 1 p., 1000, spécifique des fonctions
amines primaires,

- Réactif & l'oxalate d'aniline, spécifique des oses.

Notre produit donne ure tache unique et de ce fait semble pur.
o .
US avons obtenu les rapports de migration suivants :

\

Poyy, H- . .
Se?(O-Gal)foH : Rser 0,68 RThr

0,71

0
Poup H-~Thr(0-Gal)-0H : R

0,62 ; R

Thr ser 0,59

D
U HeThp-OH : R __ = 0,95
! ser

2) Chromatographie sur papier

q Les chromatogrammes ont été effectués sur papier Whatman n® 1

an

\ S les systémes-solvants de PARTRIDGE (419) ; n-butanol/acide acétique/eau
1'1:5) et de JERMYN et ISHERWOOD (420) : pyridine/acétate d'éthyle/eau
:2;2)
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Les résultats sont illustrés par les figures 7 et 8

(pages 62 et 63) et précisés dans le Tableau IV (page 64).

La vitesse de migration du glycoside est toujours inférieure

q Celle de chacun des deux constituants, l'ose et l'hydroxy-amino-acide.

3) Chromatographie automatique sur colonne de résines

échangeuses de cations

Le O-séryl B-D-galactoside donne un pic unique 3 l'auto-
a9aleeur d'amino-acides. Celui-ci passe en té€te de diagramme. Sa position
®St repérée en additionnant les témoins sérine et norleucine. Le résultat

Obteny est illustré par la figure 9 (page 65).

H) Nature de 1'anomérie

" La synthése de KOENIGS et KNORR favorise la formation de
B‘glycosides (voir page 27). En comparant le pouvoir rotatoire de notre
Produit respectivement avec le pouvoir rotatoire du méthyl-B-D-galactoside
ot Celui du méthyl a-D-galactoside, nous en déduisons que notre composé

d ~ -~ . [ . .
- % Synthdse posséde une liaison B-glycosidique.

La recherche de l'anomérie de notre galactopyrannoside
n'
3 porté que sur le dérivé de la sérine. Elle a été effectuée par action
de
S osidases spécifiques : l'a-D-galactosidase du Fénugrec, d'une part, et

1 . .
2 8- ~D-galactosidase d'dspergillus niger, d'autre part (%x).

Les conditions expérimentales sont les suivantes : l'enzyme et
¢ O‘Séryl D-galactoside sont dissous dans un tampon citrate (acide citrique
O M/citrate trisodique 0,02 M) de pH 4,4 ; la solution est maintenue 3
o Pendant 48 h. Le galactose libéré est dosé par la méthode reductlmetrl-

Ve ay feppicyanure de PARK et JOHNSON (421). ‘
\

* . ) i . : P4
R Nous exprimons nos remerciements 3 Monsieur S. BOUQUELET qui a effectué
Cette &tude enzymatique.
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nBuOH / AcOH / Eau (4:1:5)

24 heures

9
|
1

|;-Ré'velateu' a la ninhydrine | '~ Révélateur a | oxalate d” aniline
r' \

hTh':l: .
] Nine
~;0::é_"'y|-fi-D-galactoside-
.=Galh'90nyl- B -D -galactoside

Actose

Figure 7

Chromatographie sur papier du O-séryl B-D-galactosidc et du

O-thréonyl B-D-galactoside.
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Pyr /AcOEt [ Eau (1:2:2)
11 houres

1:Sérine

2, Thréonine |
3:0-séryl-B-D-galactoside
4:0-thréonyl- B -D -galactoside

Révélateur & la ninhydrine

Figure 8

Chromatographie sur papier du O-séryl B-D-galactoside

et du O-thréonyl B-D-galactoside



6u.

TABLEAU IV
C°mportemer_1t chromatographique des B-D-galactosides de la sérine
et de la thréonine -
Systémeé-solvants
Composés A (%) B (xx)

\ RE RSer_' RThr RE ' RSer R’I'h.r*
s

‘he 0,20 1 0,77 | - 0,33 1 0,83
0\ F4

N . . .

Sige T+ 8-D-galacto- 0,08 0,40 0,31 0,28 0,85 0,76
Thre | .

Tean ¢ .
. Oine 0,26 1,30 1 0,37 1,12 1

0

\th " . .

tosi-g:%yl B-D-galac- 0,12 0,60 0,46 0,32 0,97 0,86

q
Q 0,21 1,05 0,81 0,52 1,58 1,41
(%)

. .
(g dutano1/acide acétique/eau (4:1:5)

PYridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2).

\\




°D“QUe

G."O-Ser

Ser

65.

nlLeu

C .
hbomatographie d l'auto-analyseur Technicon du O-séryl B-D-galactoside.

Figure 9

Témoins sérine et norleucine.
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La B-D-galactosidase coupe 70 p. 100 de la liaison O-glycosi-

dique de notre produit dans les conditions expérimentales énoncées ci-dessus.

Cette étude enzymatique confirme le fait que la synfhése de
KOENTGS et KNORR favorise la formation de B- gly0081des. Notre produit est
done qy 0—seryl B-D- galactopyrann031de.

I) Conclusions . ,

La réaction de condensation de KOENIGS et KNORR appliquée
3 bromo-1 desoxy-l tétra-0-acétyl-2,3,4,6 a-D-galactopyrannose et d l'ester
benzYllque du N-benzyloxycarbonyl L-hydroxy-amino-acide, suivie d'une
hydPOgenatlon catalytique et d'une O-désacétylation par le méthanolate de
Sodium’ fournit le B-D-galactopyrannoside de 1l'hydroxy-amino-acide dont la
Purification est réalisée par filtration sur gel de Sephadex G-10. On obtient
de Cette maniére, un composé électrophorétiquement et chromatogréphiquement

h N z 0] °
®Mogéne dont les caractéristiques sont les suivantes :

- I1 est composé de galactose et d'hydroxy-amino-acide en

proportion équimolaire,

- Il est hydrolysé par la B-galactosidase en D-galactose

\
et en sérine, ou thréonine.
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I - ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES DU O-SERYL B-D-GALACTOSIDE ET DE
QELQUES-UNS DE SES DERIVES

Nous avons limité notre &tude des caractéristiques du
0~sePYl B-D-galactoside aux seules propriétés dont la connaissance devalt
Prmettre de résoudre 1'énigme posée par la nature de la liaison ose-a01de
Ming dans certaines glycoprotéines. Aussi, &tudierons-nous, outre le

“mportement électrophorétique et chromatographique (voir page 60).
P q p

1% La stabilité vis-3-vis de 1'acide chlorhydrlque de la liaison glycos1d1-
Que

€ de manidre 3 prévoir l'existence de O-séryl B-D-galactoside dans les

glycoprotldes.

) Le comportement de la liaison glycosidique du galactoside vis-a-vis

® la soude afin de préciser la stabilité d'une telle liaison.

A . .
) é&l&gp de 1l'acide chlorhydrique

\
Nous avons étudié la stabilité du O-séryl B- D -galactoside,
Unsy qQue celle de ses dérivés N-dinitrophénylé et N-acétylé, dans l'acide
‘thPhYdrlque 1 N, pendant des temps variant de 5 & 90 mn. Notre but
“tait de vérifier si, dans les conditions d'hydrolyse (par HC1l 1 N, & 100°C,
Ibndaﬁt 80 mn) de glycoprotéines, l'on pouvait retrouver un composé de ce
Ype, Il s'agissait donc d'étudier la stabilité vis-d-vis de l'acide chlo-
?hdeique de la liaison glycosidique du B-D-galactoside de la sérine et de

Ce .
Ttaing de ses dérivés.

1) Préparation de la N-dinitro-2,4 phényl-0-(8-D-galacto-

pyrannosyl)-L-sérine

Nous avons utilisé la méthode generale ‘de SANGER (422) en
di
flant 1a technique de purification.
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o) Principe : La N-dinitro-2,4 phényl-O-(B-D-galacto-
pyrannosyl)-L-sérine est préparée par action du dinitro-2,4 fluoro-
benzéne dans de l'éthanol sur le O-séryl B-D-galactopyrannoside dans

une solution aqueuse de bicarbonate de sodium.

B) Technique : 12 mg de O-séryl B-D-galactopyrannoside
sont dissous dans 2,5 ml d'eau contenant 250mg de bicarbonate de
sodium. A cette solution sont ajoptés 5 ml d'une solution éthanolique
de dinitro-2,4 fluorobenzéne 3 5 p. 100 (v:v), et le mélange est
agité pendant 4 h., & 1'cbscurité et & température ambiante. On
ajoute aiors d nouveau 250 mg de Bicarbonate de sodium et 5 ml dé la
solution é&thanolique de dinitrofluorobenzéne. La réaction est prolon-
gbe pendant 24 h. Le mélange réactionnel, auquel est ajouté 1'éthanol
de ringage, est centrifugé 10 m 3 4500 t/m. Le surnageant est
concentré 3 siccité 3 1'évaporateur rotatif et le résidu obtenu est
repris par de 1'eau distillée. Aprés extraction d 1l'éther éthylique,

la phase aqueuse est évaporée 3 siccité.

b) Résultats- Conclusions
La N-dinitro-2,4 phényl-0-(B-D-galactopyrannosyl)-L- sérine
t obtenue sous forme de cristaux jaunes. La pureté de notre prodult a été
udlee en chromatographie sur couche mince de KIESELGEL et KIESELGUR en
tlllSant le systéme-solvant : acétate d'éthyle/méthanol (1:1). L'obtention

qr
We seule tache nous conduit 3 croire que notre produit est pur.

En chromatographle sur papier Whatman n° 1, dans le systéme-
So
lvant de PARTRIDGE (423) : n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5), apres
deVeloppement de 19 h., les vitesses de migration par rapport au front

u .
SOlvant (Rf) sont les suivants :

(hlaFtose‘: 0,17 ; L-sérine : 0,15 ; O-séryl g-D-galactoside : 0,07
\dinitro—2,4 phényl-L-sérine : 0,79 ; N-dinitro-2,4 phényl-O-(B-D-galactosyl)-
“Serine : 0,u47. ' '

Les dérivés dinitrophénylés sont jaunes et ne nece881tent

dg
on
€ pas de révélation.
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'2) Préparation de la N-acétyl-O-(B-D-galactopyrannosyl)-

L-sérine

Nous avons utilisé la méthode de N-acétylation de ROSEMAN
St al, (sou). | |

o) Principe : La N-acétyl-O{B-D-galactopyrannosyl)-
L-sérine est préparée par action de l'anhydride acétique sur le
0-séryl B-D-galactopyrannoside dans une solution aqueuse de bicarbo-

nate de sodium.

B) Technique : A 9 mg de 0-séryl B-D-galactopyranno-
side dans 3 ml d'eau sont additionnés 5 ml d'une solution aqueuse
de bicarbonate de sodium 31 p. 100. A cette solution sont éjéutés
60 ul d'anhydride acétique et la réaction est menée 24 h. & 20°C sous

agitation.

La solution réactionnelle est ensuite purifiée sur une
colonne (1x10.cm) de résine échangeuse de cations (Dowex 50x8
forme acide). L'éluat (élution par 40 ml d'eau) est concentré &
3-4 ml puis‘lyophilisé.<

\
b) Résultats - Conclusions

La N-acétyl-0-(B-D-galactopyrannosyl)-L-sérine est obtenue

8o ,
us.forme de poudre blanche, trés soluble dans l'eau.

La pureté de notre produit a été étudiée en chromatographie

Sup .
Papier Whatman n° 1.

En utilisant le systeme -solvant de PARTRIDGE (u425) :
butanol/ac1de acétique/eau (4:1:5), aprés un développement de 19 h. et par
elatlon par le réactif 3 l'acide periodique-benzidine (%) nous obtenons
Papport de migration (Rf) pour la N-acétyl-O-(B-D-galactopyrannosyl)-L-

eblne qui est sensiblement égal 3 celui obtenu pour le galactose et la

Seb .
‘e, Le galactoside de la serlge~etant mqlns organophile que son dérivé

N\

a . . . . .

Rtyls, migre moins que ce dernier, ce qui est bien le cas, cependant le
Praig o :
(s bline reste entier. B .

) Vo
h Voir 1'appendice (page 124).



' Afin de résoudre ce probléme, nous avonsvéhangé de systéme-A,
lvant, En utilisant le systéme-solvant de JERMYN et ISHERWOOD (426) :
. Wridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2), aprds un développement de 11 h., nous

v ‘ . . .
O0s obtenu les rapports de migration suivants :

L\ A . P .

Seérine 0,33 ; D-galactose : 0,52 ; O-séryl B-D-galactoside : 0,27 ;
N\ Ll

3céty1-0-( B-D-galactosyl)-L-sérine : 0,38.

L'absence de révélation du galactoside de la N—acétyl'sérine
Rar 1e réactif 3 la ninhydrine 3 1 p. 1000, nous porte & croire que la
“8cétylation est quantitative. En outre, 1'absence de tache aprés utilisation
dur‘éatc‘cif 3 1'oxalate d'aniline nous montre qu'il n'y a pas eu de coupure
¢ la liaison 0O-glycosidique. Enfin, l'action du réactif § l'acide periodique-

PR PN
"2idine, ne révéle qu'une seule tache.
Ces différents résultats nous permettent de conclure que

cetYla‘clon est compléte, et que le produit obtenu est pur. Ces resultats

Y {llustrés par la figure 10 (page 71).

3) Action de l'acide chlorhydrique sur le O-séryl BR-D-

palactosidé et sur ses dérivés N-dinitrophénylé et N-acétyléd

\

Une solution de 10 yM de O-séryl g- D-galact081de ou d'un de
del"lVes N-substitué, dans 20 ml d'acide chlorhydrique 1 N, est répartie
auE:actlons de 2 ml dans des tubes 3 essais. Ces tubes sont maintenus a 100°C
in-marie bouillant. A des intervalles de temps échelonnés entre 5 et 90 mn,

A tubeg sont prélevés un 3 un. La réaction est "gelée" en plongeant le tube
Ssais dans la glace. L'acide chlorhydrlque est soigneusement neutralisé par

: Solution de soude normale contenant 5 p. 100 de borohydrure de potassium.

gﬂQ::?hyd#ure réduit le galactose, libéré lors de l'hydrolyse acide, en

q -1tol., un dosage_é l'orcinol (voir page 58 ) permet de connaltre la

Htg ge galactose non 1ibéré par l'hydrolyse chlorhydrique.
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\ '

Pyr/AcOEt[H,0 (1:2:2)

. P T P T P

&

llg .

qb Ninhydrine | Oxalate
*Nzidine | a 1p.1000 d’aniline
BD

{ Galactomde de la L. Sérine

[3 erIne ‘

b ‘Galactoside de la N_ acetyl L Serme
Nalactose

%%% Figure 10

Ogx
"aphie sur papler des produits (P) de N- acetylatlon du O-séryl
g-D- galact051de
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b) Résultats T

’

' Nous avons tracé les courbes : concentration en galactose en
£ . j ‘
Oction du temps d'hydrolyse. Les résultats que nous avons obtenus sont

Ulustrés par la figure 11 (page 73).

Pour le dérivé N-acétylé, au-deld de 15 minutes, le résultat
ot . P - 5 . 2 s
€St plus interprétable, peut-&tre 3 cause de 1'interférence des ions

h°Pates .

L'ordre de la réaction d'hydrolyse a été déterminé par la
™thode des vitesses.
v =k (A)"
N .
vV représente la vitesse de la réaction,
k la constante de vitesse,

. 1'ordre de la réaction.

log v = log k + n log (A).

La vitesse est calculée en prenant, pour différents.temps,'
latangente d la courbe : concentration en galactose en fonction du temps
d'hydr‘olyse. On trace ensuite la courbe log v = f [}og (A}]. On obtient
e drojte de pente n et d'ordonnée & l'origine log k. |

Nous trouvons n = 1,13 et k = 107> M st pour le O-séryl
8\D‘gé}lactoside (sin=1,%k= u,e.lo'“ s_l). Quant 3 son dérivé N-dinitro-

Phépy,q 2 - -
hQQYle, nous obtenons n = 1 et k = 6,7.10 gL,

De ces valeurs, nous pouvons en déduire le temps de .Jemi-réac-
ty .
o . - . .
N, c'est-d-dire le temps nécessaire pour que le produit soit hydrolysé 3 -

% P. 100.

2 __ Pt -
n-1
o

t
k(n-1) A
0 G172 p ' P
représente le temps de demi-réaction,
~k la constante de vitesse,
n 1l'ordre global de la réaction,

A, 1la concentration initiale en galactose.
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Oncentration
a“ galactose
" micromoles

.M | | | .\\\\\\\;\\¢

+ H-Ser(OGal)-OH
e DNP-Ser(OGal)-OH
A Ac-Ser(OGal)-OH

\ .
temps
d'hydrolyse
—— en minutes
0\\\\\“-f* + + ' — : >
15 30 45 60 75 90
Figure 11

Wgy,
&Dthue d'hydrolyse, par l'acide chlorhydrique normal, du O-séryl

8lactoside et de ses dérivés N-dinitrophénylé et N-acétylé.
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. : Log 2
P Lo s . :
' une péaction du premier ordre tl/2 =

Les valeurs obtenues correspondent aux valeurs expérimentéles

W 1ton peut.déduire des courbes précédentes (page 73 ).

~D~8alactoside de la L-sérine tl/2 = 25 m

1/2

-
D‘galactoside de la N-dinitro-2,4 phényl L-sérine t = 17 mn

1/2

~D‘galactoside de la N-acétyl L-sérine t = 14 m

Bt : .
‘JKE.Sipétigge grace 3 1'auto-analyseur d'amino-acides

% Des résultats analogues 3 ceux que nous avions trouvés précé-
SMnent ont pu Stre obtenus grdce 3 l'auto-analyseur d'amino-acides. Dans des
s 3 hémolyse, on.introduit 100 pg de B- D-galactos1de dissous dans 200 ul
aclde chlorhydrique 1 N. Ces tubes sont places dans un bain-marie bouillant
s Prélevés wn 3 un & des intervalles de ‘temps &chelonnés entre 10 et 60m.
dlagrammes obtenus montrent une diminution du pic correspondant au galac-

*Side et une augmentatlon de sérine au cours du temps. Le pic correspondant

Y
heo"seryl B-D-galactoside a complétement disparu aprés une hydrolyse d'une
Ure

[3 '\‘

‘©) Conclusions
Dans les conditions d'hydrolyse de glycoprotéines, la liaison
*osidique du 0-séryl B-D-galactoside est entidrement rompue aprés une
d
VAPOlySe d'une heure. Ce résultat avait déjd été obtenu par DEREVITSKAYA,
Ivg et KOCHETKOV (427) ainsi que par KUM et ROSEMAN (428)

% La présence de substituants attracteurs d'électrons sur 1'azote

2 Sérine rend plus fragile la liaison O-glycosidique en milieu acide.

Au contraire, dans le cas de glycosides d'osamines, la liaison
Cogtqe ; . . . .
4 Sldique est stable en milieu acide. Ceci provient du fait que le proton

&mma fonetion amine, par un effet protecteur vis-3-vis de la llalson gluco-
ldlque stabilise cette derniére. Cet effet s ajoute d celui de la fonction

iy
& ® de 1'amino-acide comme 1'a démontré 'SPIRO (429) ainsi que DEREVITSKAYA

'& (430) et MHONSTGNY (431).
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B)éggibn de la soude

Les O-glycosides de composés hyroxylés en 8 d'un carbonyle
n Pl Pd ) . . P4
® sont dégradés par la soude que si ce dernier est bloqué : MONTREUIL,
"WSIGNY et BUGHET (432).

Pour vérifier cette hypothése, nous avons étudié l'action de la
Soud
e 3

1) sur le O-séryl B-D-galactoside et

2) sur l'ester méthylique de ce dernier, ainsi que sur des
amides de celui-ci, dont nous nous préposons de décrire la
préparation avant d'exposer les résultats que nous avons

obtenus par action de la soude sur la série de composés.

1) Préparation de B-D-galactosides de la sérinamide

a) Principe

Dans un premier temps, le O-séryl B-D-galactoside est esterlfle
eele methanol anhydre en présence de chlorure de thionyle, selon le procede
Tal de SOKOLOVSKY, SADEH et PATCHORNIK (u433) dans les conditions decrltes

™ Blcuey (434) et MONSIGNY (435).

Le mécanisme de la réaction est le suivant :

0
S + 2 CH,OH > 0« s::j >+ 2 ma
Cl OCH3
buis
0
. __— OCH - | 0
§ © % 4 2HOOC - R ———3 2 R—CZ + H,S0
T~ ocn ~ 2°%3
OCH . , OCH
3 . 3
i\ L'amidation est réalisée dans un second temps par l'action, sur

e .
h%s *s de 1'ammoniac en solution méthanolique (%)ou de labutylamine (%) que

a K3 » Pl [ P ] ]
Vons choisie préférentiellement 3 1'éthylamine trop volatile.

Ek)\
Vo s '
kb Appendice technique (pagel2s).
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.

a) Estérification : 20 mg de O-séryl B-D-galactoside
sont mis en suspension dans 10 ml de méthanol anhydre., A la solution
refroidie & - 20°C, on ajoute goutte d goutte 0,5 ml de chlorure de
thionyle préalablement refroidi & -20°C., La réaction, qui est exother-
mique, éléve la température. Le mélange est maintenu 3 la température
ambiante pendant 24 h sous agitation constante. Il'est ensuite concen-
tré sous vide 3 la température du laboratoire, 3 l'abri de toute

trace d'eau.

B) Amidation : Le résidu est traité, SOlt par 10 ml de
méthanol anhydre saturé en ammoniac, pendant 24 h. 3 la température
du laboratoire ; soit par O,4 ml de n-butylamine 3 la température
ambiante pehdant une semaine. Les solutions sont ensuite évaporées
d siccité. L'élimination de 1l'excds de butylamine sera réalisée par

des distillations répétées en présence de méthanol anhydre.

c) B.e.ét_lltézé

o) Estérification : Lors de l'estérification, ily a
formation d'acide thorhydrique provenant de l'action du chlorure
de thionyle sur le méthanol (voir page 75). Cet acide chlorhydrique
est en concentration trés faible mais lors de l'évaporation d siccité,
cette ‘concentration augmente et n'est plué négligeablé. On a alors
wne hydrolyse partielle de la liaison O-glycosidique (voir page67).
Cette hydrolyse acide fournit de l'ester méthylique de la sérine. Ceci
a été montré grice a une analyse électrophorétique (pH 2,4 3 10 V/cm

pendant 4 h).

L'estérification du O-séryl B-D-galactoside par la méthode
de SOKOLOVSKY et al., fournit un produit secondaire que nous avons
“identifié 3 1l'ester méthylique de la sérine en comparant sa migration
&lectrophorétique et.chromatographique, ainsi que son comportement
a l'éuto—analyseur Technicon, 8 ceux de l'ester méthylique de la sérine
Que nous avons synthétisé. Ces résultats sont illustrés par les

figures 12 et 13 (pages 77 et 78).
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)

- -

by 3

.“'h:’ P~0-Galactoside

N
t‘!\. " Sster sérine)~ p —D —Qalactoside
\,“M"“‘“ de la sérine

Mhydrine 1%o

\
Qllo phorese d pH 2,4 de 1' esterlflcatlon, par le méthanol en présence de

Figure 12

¢ de thionyle, du O-séryl B- D- -galactoside et de la sérine.




Gal-0
|
Ser (OCH,) Ser (OCH

\ - o

n Leu

3)

Ser

0\

Estérification du O-séryl-p-b-galactoslde. Témoins:Ser et nlLeu

\\

k\ X | Figure 13
0
Ehant s
Phie 3 1'auto-analyseur Technicon des produits de l'estérification du
0-séryl B-D-galactoside. '

Témoins sérine et norleucine.
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Nous remarquerons que si la sérine et le O-séryl
'B-D-galactoside donnent une coloration rose-violette avec le réactif
d lahnirhydrine & 1 p., 1000, l'ester méthylique de la sérine donne une .

coloration brundtre qui vire au violet aprés quelques heures.

B) Amidation : L'amidation étant réalisée sur un mélan-
ge deideux produits (ester méthyliqué de la sérine et ester méthylique
de la O-B-D-galactosyl L-sérine), nous obtenons les deux amides corres-
pondants. L'amide de la sérine donne une coloration jaundtre avec le
réactif 3 la ninhydrine & 1 p, 1000 mais cette coloration passe au

violet aprés quelques heures.

Les comportements électrophorétiques, chromatographiques
et d 1l'Auto-analyseur Technicon sont illustrés par les figures 14, 15
et 16 (pages 80, 81 et 82). En électrophorése (pH 2,4 ; 10 V/cm

~

pendant 4 h), l'ester et l'amide ont sensiblement la méme migration.
La distinction entre ces deux produits est également difficile a
faire sur les diagrammes de 1l'Auto-analyseur Technicon. Aussi, préfé-

rera-t-on utiliser la chromatographie sur papier.

Les rapports de migration des différents produits sont
précisés dans le Tableau V (page 83). Ils peuvent 8tre résumés de la -

maniére suivante :

- En électrophorése : les amides possédent une vitesse

de migration cationique supérieure 3 celle des esters correspondants,
cependant, la différence est trés faible surtout avec l'amide obtenu
avec l'ammoniac. Les différents composés de la sérine migrent plus

rapidement que leurs homologues contenant du galactose.,

- En chromatographie sur papier : la vitesse de migra-

tion de l'ester méthylique est comprise entre celle de l'amide pri-

~maire et celle du butylamide.
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PH 2 4

)
Lo
2y
3
{

~s'6ryl - P -D-Galactoside
‘fln. . '
:0‘(m6th’| ester sérine)— g-D —Galactoside

:0‘(buty| amide sérine) - pr-Galactoslde

Figure 14

Electrophorése 3 pH 2,4 de l'amidation par la n-butylamine

de 1l'ester méthylique du O-séryl B-D-galactoside.
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nBuOH / AcOH [ Eau (4:1:5).

24 heures
~
T + + + + *

:sor ) @ .

ch(co_mz) : ) @

‘sﬁ(c O .

O~
\NH. OCH’) ‘ '@
LN

o W e 0®

Ch

Révélateur & la ninhydrine

Figure 15
b 2 . ) N . 2 . 2
®Matographie sur papier des esters méthyliques et des amides, dérivés

‘de la sérine et du O-séryl B-D-galactoside
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Gl'—? o Ser(NHy)
Ser(NHyp) , 1 n

" nleu

N

Am :
ldation du O-séryl-p-D-galactoside. Témoin: nLeu

\n

Figure 16

v ‘ ' '
9mat0graphie d 1'auto-analyseur Technicon des produits de 1l'amidation

B
'ammoniac du 0-séryl B-D-galactoside. Témoin norleucine,
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TABLEAU V

%Dt ] : P POE) K . 28 2 » 2.
3 de migration électrophorétique et chromatographique de dérivés de la sérine

S~

et du O-séryl B-D-galactoside

' Electrophorése Chromatographie
\\\\-_- Composés ‘ Arches 304 Whatman n°l.
pH 2,4 10 V/cm Systéme-solvant
Noms ‘ Abréviations # e Rgrine %:??{2;02/H20
\\\‘~\___ T sérine
' H-Ser-OH 1 ‘ 1.
by %alaCtOside : H-Ser(0Gal)-OH 0,66 0,37
l . .
g, We de 1a sérine H-Ser-OMe 2,33 3,00
3 Séps .
r =D- - .
. Ine) B-D-galac- | y_qo(0Gal)-OMe 1,40 1,23
q o2 :
88me
ty *Pine H-Ser-NH, 2,140 . o1,m1
érine) g-p- -
¢) B-D-galac H-Ser(0Gal)-NH, 1,60 . 0,54
de .
Ly, ‘2 sérine | H-ser-NH-C,H, 2,44 3,58
"!iklde sér‘ine) 8-D- )
H-Ser(0Gal)NHC H 4 1,78 . 2,63
\ \
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2) Action de la soude sur le B-D-galacfdside de la sérine

.

P4

et sur son dérivé estérifié et amidé.

. 10 mg de O-séryl B-D-galactoside, ou de son dérivé estérifié
% amidé, sont dissous dans 5 ml d'une solution de norleucine 0,5 mM dans
l'eau, 5 ml d'une solution aqueuse 0,2 N en soude et 0,6 N eﬁ borohydrure

de sodium sont ajoutés. La solution finale est donc O,1 N en soude et 0,3 N
0 borohydrure. Le mélange est maintenu 3 la température du laboratoire.

Des fractions de 1 ml sont prélevées d des temps différents et on leur ajoute
2 ml d'acide chlorhydrique 5,6 N. Ce dernier provoque une effervescence en
Peagissant sur 1l'excds de borohydrure. Les tubes, contenant ces fractions,’

Sont ensuite scellés sous vide puis placés au bain-marie bouillant pendant

b,

Les hydrolysats sont évaporés & siccité sous vide puis analy-

Ses d 1'Auto-analyseur Technicon.

b) Résultats'

Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants :

1) le B-D-galactoside de la sérine est stable en milieu
Ucalin, La sérine de départ est retrouvée intégralement aprés 1l'hydrolyse
dcide ; 11 n'y a donc pas de B-élimination. Cette étude aAégalemenf été faite -
Sang hydrolyser le produit aprés l'action de la soude, afin de s'assurer qu'il

' ~ . é
'y avait pas une hydrolyse due aux conditions alcalines. Aprés avoir soigneu-

Sement peytralisé la soude par de l'acide chlorhydrique, le produit est étudiéd .

2 1'auto-analyseur Technicon. De cette étude complémentaire, nous ‘tirons la

“onclusion suivante : 20 p. 100 de O-séryl B-D- -galactoside sont détruits apres‘

We action de 2 jours. La destructlon atteint 40 p. 100 aprés 2 semaines
¢ dction 3 la température ambiante. Il s'agit d'une hydrolyse et non de

BuZys & .
€limination.

2) Au contraire, l'ester méthylique de ce glycoside est’
Sensible 3 1'action combinée de la soude et du borohydrure de sodium et la
*Wture de 1a liaison glycosidique s'accompagne de la formation de galactifol
°t de 1a destruction de la sérine. Le pourcentage de B-élimination atteint

1s P. 100 aprés une action de 4 jours. Ce résultat est en accord avec ceux de
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DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (u436). Enleffet, il y a compétition entre
la coupure de la liaison glycosidique et 1'hydrolyse de l'ester. Dans nos
®nditions expérimentales (pH > 11), 1'hydrolyse est plus rapide que la
B-8limination d'od une formation de 0-séryl B-D-galactoside qui ne subit

Pas 1a g-8limination. Mmilieu légérement alcalin (pH 8), la vitesse de la
®action de B-élimination est plus grande que celle de l'hydrolyse de l'ester
I)EREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (437). De plus, ces auteurs travaillérent
SUr des dérivés de la sérine N-substitués (benzyloxycarbonylé) et montrérent
e 13 substitution du groupement aminé a une grande influence sur la stabi-

Uté de 1a 1iaison glycosidique.

3) Le butylamide du O- seryl B-D-galactopyrannoside, comme
lester méthylique correspondant, subit la B-élimination lorsqu il est placé
® milieu alcalin. Le pourcentage de B-élimination atteint 10 p. 100 aprés
e action de 2 jours. DEREVITSKAYA et al. ont montré que le méthylamide du
0~"Sér'ﬁll g-D-galactopyrannoside n'est pas dégradé aprés 24 h 3 pH 11 et 3 37°C,

En associant nos résultats 3 ceux de DEREVITSKAYA et al., nous
Pouvons conclure que le pourcentage de dégradation par 8-&limination, des
galactopyranndsides de la sérine augmente dans l'ordre : acide < méthylamide <
*Ster méthylique < bﬁtylamide. De plus, les dérivés du galactose sont plus

N
tables en milieu alcalin que ceux du glucose,

c) Mécanisme de la 'B-Elimination” (%)
La grande labilité, en milieu alcalin, des glycosides de
e
“Mposés B-hydroxy- carbonyles est bien connue depuis les travaux de KUHN et
L
O (440) et A'ISBELL (u4l) et l'on sait depuis longtemps, que les composes

ulvants réduisent 3 chaud la liqueur de Fehling.

_ - CH,
(1) ' 0
Gle -0 -CH - CH,- C - OCH,

CH3 0

(11y T 0\
Gle -0 -CH - CH,- C - NH - C/H,

e

( ,
*) ¥01P la revue générale de BALLOU (438), ainsi que la thése de MONSIGNY
439). .
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.0

(1 . ” I
1I) Tétra-acétyl-Gle-0-CH,-CH,-C-CH,

On sait aussi que l'hydrolyse de la liaison glycosidique
s'accompagne d'une désaturation de l'aglyconé par un processus dit de
"B‘élimination"; Par exemple, le traitement du compoéé III par une solution
méthanolique de méthoxyde de baryum 0,003 M 3 la température ordinaire

fournit qu glucose et la méthylvinylcétone

Dans_les mémes conditions expérimentales, le céto-3 butanol-l lui-méme

Vest pas modifié. La "B-élimination" implique donc la substitution de 1'hydro-
Hle gy composé B-hydroxycarbonylé par un composé électrophile. En outre,
Suivant ceptains auteurs (HARBON, HERMAN-BOUSSIER et CLAUSER (4&2) HARTLEY
St JEVONS (u43)), et particulidrement dans le cas de llalsons osidiques de la
“érine et de la thréonine, lorsque le groupement carbonylé fait partie d'une
fonction carboxylique, célle-ci doit &tre bloquée. Cette hypothdse a été |
"rifige par MONTREUIL, MONSIGNY et BUCHET (44t).

La rupture, par la soude, des liaisons O-glycosidiques des

8\hS'dr*oxy amino-acides dont le groupement carboxylique est bloqué s'explique
Pap Une double induction électrophile. Elle peut E€tre decomposee en plusieurs
tapeS que nous avons illustrées dans la figure 17 (page 87). Le mécanisme
Peut €tre expliqué de la fagon suivante : la substitution d'une fonction
hydpoxylée, placée en position B d'un carbonyle ('"B-hydroxyle'"), par un
QomPOSé'qui rend électrophile l'oxygéne de liaison -comme, par exemple,
o Peste "glycosyl"- induit la délocalisation du doublet ¢ et provoque l'appa—
ltlOn d'une charge positive partlelle sur le carbone qui la porte. Quand,
9 °utre, le milieu est basique, les cations alcalins induisent une délocali-
“ation du doublet = de la fonction carbonyle qui s'énolise et dont le
'abb°ne se charge électropositivement. L'ionisation des carbones "g" et

abbonyle" provoque un appel d'électrons de 1'hydrogéne du carbone "a"

PS celui-ci. Cette délocalisation se traduit par l'élimination du proton

t par 1'apparition d'un carbanion. Finalement, la molécule se stabilise _

by Zons s ¢ ned ) 2
 une série de délocalisations d'électrons ; transfert des électrons du
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- HO Na+
“Qﬂs 'R1 H <O
ide— 0O —< CH— c“c R3
R?
| R1 OJNa
Glycoside— O—<CH—C C R® H,0
. \ . | R2 |
|
ﬂyc O
°S|d 53
e— O Na™ CH=C—C—R
Lok
Figure 17

Mé ] 2 2 . 3 .
canisme général de la "B-élimination"
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“rbanjon sur le carbone B avec formation d'une liaison m, avec rupture
®ncomitante de la liaison C-0 et 1ibération, sous la forme d'un aniomn, du
groupement éle ctrophile (d'un glycosyloxy-anion, dans le cas part iculier

e noys avons choisi).

d) Conclusion
Le groupement carboxylique de la sérine et de la threonme
glycosmee doit €tre bloqué pour que s'exerce l'action de la soude sur la
llalson glucideamino-acide : MONTREUIL, MONSIGNY et BUCHET (445). Ce résultat
*lginal présente un intérét fondamental dans 1l'étude de la nature de la
iaiSon glycanne-protide. En effet, si le groupement carboxylique de 1'hydroxy-
amirlo-acide O-conjugué au glucide est libre, une grave cause d'erreur d'inter-
Dbétation d'un résultat négatif de 1l'action de la soude peut &tre commise.
l'ev1ter, les glycoprotides renfermant des B-hydroxy-amino-acides doivent’
tbe Systématiquement amidés avant de faire agir la soude, de manidre 3 _
.hloquel‘ le groupement carboxylique éventuellement libre d'un hydroxy-amino-

a .
®lde 0-conjugué 3 un glycanne.
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SYNTHESE DE PEPTIDES ET DE GALACTOSIDES DE PEPTIDES

(3 suivre)

e, Lors de 1'étude de l'action de l'acide chlorhydrlque (page 67 )
N la soude (page 7 ) sur le O-séryl B-D-galactoside et sur certains de
Q%tblves, nous avons mis en évidence l'influence primordiale des substi-
*“todes fonctions amine et acide de la sérine, que ce soit au niveau de la
N amine ou 3 celui du groupement carboxylique,

| Wes Par exemple, en milieu alcalin i pH 11, les B-D-glucopyran- -
\ de 1a N-benzyloxycarbonyl-L-sérine et du méthylamide de la L-sérine
. oy Pas dégradés aprds 24 h & 37°C. Par contre, le B-D-glucopyrannoside
L hYIamlde de la N-benzyloxycarbonyl-L-sérine, dans les mémes conditions

gbade 3 95 p. 100 : DEREVITSKAYA et al. (416).

Q&tb ' Le but des travaux que nous avons menés jusqu'ici étant d'étudier
q“ it de la liaison O-glycosidique dans les glycoprotéines, il devenait
WQ Ssant de synthétiser des galactosides de peptldes afin de posséder des

"y ° dont la structure se rapprochait de celle de glycoprotéines. Nous nous
%sfons donc de synthétiser des B-D-galactopyrannosides de la L-sérine en

q%l tant les fonctionsamine et acide de cette derniére par des résidus
s aminés, '

Dans une premiére partie, nous exposerons les résultats que nous
Ob . IN ° . P .

\%n tenys 3 propos de la synthése de peptides de la L-sérine, puis dans une
e . re . . -~ [

hhi Partje 3 suivre, nous décrirons la synthése des galactosides de ces

* ainsi que leur stabilité en milieu acide et basique.
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. -
‘\Eﬁ?ﬁfﬁ? DE PEPTIDES DE LA L-SERINE

Pour alléger cet exposé, nous avons désigné les amino-acides

hl:speptldes par les abrev1at10ns proposees par SCHWYSER (447) ; les
S €lémentaires dérivés des amino-acides sont représentés par les trois
% i?ﬁs lettres du nom qui les désigne ; pour représenter la formule
Wﬁippee de l'amino-acide écrite en commengant par l'extrémité azotée, il
d'ajouter 3 gauche 1le symbole H et & droite OH. Dans le cas d'un

O~ * . 2 ~ 4
Acide trifonctionnel la fonction portée par la chaine latérale ne sera

8
m‘mnthnnee sauf si elle est subtituée par un groupement qui flgurera alors

Pe
Parenthases.

tirg D'autres abréviations proposées par la Commission de Nomencla-
fy TUpac-1uB (448) seront utlllsees pour désigner des groupements divers,

eaCtlfs ou des solvants.

%% ‘ Lorsque dans l'ecrlture d'un acide aminé ne flgure aucun
1 ‘

0
€, 11 s'agit toujours ‘de 1'isomére L.

“Ala- résidu L-alanyle -NH-CH(CH,)-CO-
fo- acétyle CH4-CO-

§“~ butyle  CHg-CH,-CH, ~CH,-

Sa1- benzyle CGHS_CH2-

DCC; dicyclohexy;carbodiimide C6Hll-N=C=.N-C6Hll
Dy dicyclohexylamine C6Hll -NH- CGHll
D diméthylformamide  H-CO-N(CH,),
. §thyle CH,-CH,-

"By~ résidu glycyle -NH-CH,-CO-

te- méthyle CH,-

Yps- o-nitrophénylsulfényle NO,- C6H4 -8-

Ser- résidu L-séryle -NH-CH(CH2-OH)-CO-
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TEA . .  triéthylamine (C Hg) N
THFE tétrahydrofuranne ?—CHQ—CH2-CH2:SH2
z- benzyloxycarbonyle CgH -CH,-0-CO-

Les peptides que nous avons synthétisés devant €tre condensés
Rr 14 suite avec l'acétobromogalactose, sont protégés du cdté N terminal
Pa
* le groupement benzyloxycarbonyle et, du ¢oté C termlnal, sous la forme

¢
(ester benzylique car ces deux substituants présentent de nombreux avantages
“Voip page 11).

Afin de mettre plus facilement en évidence l'influencé de
ubstitUants de la sérine, nous avons engagé dans une liaison peptidique
ot 54 fonction amine, soit sa fonction acide, soit les deux ensemble’ ;

Plus, nous avons utilisé deux amino-acides différents dans le but de

Q09 ¢ P P
Clliter les &tudes ultérieures.

‘La glycine et l'alanine ont été retenues pour ‘diverses raisons:
miélr'tﬂnent, ces amino-acides sont abondants dans les mucines ainsi que dans
gly00prote1nes d'erythrocytes ; deuxilmement, les polyméres & base de
lyclne, alanine et sérine ont des structures connues, et de ce fait, il etalt
teDeSsant de mener une étude comparée de ces polyméres et de ces mémes
mp°SeS possédant des sucres liés aux hydroxyles de la sérine par des

{
Alsong O-glycosidiques.

' l Pour ces ralsons, nous avons été amené finalement 3 choisir

S troig peptides suivants

Z-Ser-Gly-0Bzl
Z-Ala-Ser-OBzl

Z-Ala-Ser-Gly-0Bzl
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4) 2-Ser-G1y-0B21

1) Principe .

La N-benzyloxycarbonyl L-sérine et l'ester benzylique de la
Elycine sont couplés par la méthode 3 la carbodiimide de SHEEHAN et al.
qu’ 450) et KHORANA (451) (voir la figure 18, page 93), l'eéter benzylique
% 1a glycine étant préparé au sein du mélange réactionnel par action de 1la
nﬁéthylamine sur le tosylate de l'ester benzylique de la glycine, ceci est

Wlustrg par la flgure 19,(page 94).

2) Mode opératoire

a) Préparation de CH,-CH, -SO,H,H-Gly OBzl

: Nous avons utilisé la méthode de ZERVAS, WINITZ et GREENSTEIN
(usgy Dans un ballon de 500 ml sont introduits : 18,8 g de glycine (0,25 mokﬁ
q?’s g d'acide p-toluéne sulfonique monohydraté (0,255 mole) préalablement
“che 3 d 1'étuve sous v1de, 100 ml d'alcool benzylique et 50 ml de benzéne. Le

lange est chauffé a3 reflux. L'eau formée lors de 1' esterlflcatlon ainsi
e 1'eau provenant de l'ac1de p-toluéne sulfonlque est ellmlnee azéotro-
'plquement avec le benzéne gridce 3 un DEAN et STARK. La solution devient
llmplde aprés 3 h de distillation. Quand 1l'eau (=9 ml) ne distille plus
("7 h), on lalsse le mélange réactionnel se refroidir 3 la température du
lab°rat01re puls on le filtre. Au filtrat sont additionnés 250 ml de benzéne
puls 400 ml d'éther sec et l'ensemble est placé une nuit & + 4°C. Le
sylate de 1l'ester benzyllque de glycine qui cristallise est filtré, lavé
ee de. 1'éther anhydre puis recristallisé dans du THF chaud. On obtlent

6
Ygan prodult blanc cristallisé en aiguilles (R4t : 82 p. 100).

F: 131 - 133°C xﬁgi 3020, 1600, 1500 ("

iy

X 35 (C0,Bz1), 1180, 1040, 1015. (S0,7), 810 (Ar Tosyl), 725 (Ar Bzl),
3

%5, 1525, 1430, 1420, 1375, 1255, 1125, 1060, 910, 685 cm -

132-134°C : ZERVAS et al. (453)
132°C : CROFTS et al. (usu)

L 1 -”» .
térature : Rdt : 84 p. 100 F
Rdt : 83 p. 100 F
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- CHRCO-OH
ONzc'Qq O

\ NH-)

X-NH-CHR'-C-0-C

& N0
\ ll\lH -CHR?*-CO-Y

X-NH- CHR'
\~c NH-O

/ e

NH-CHR'-CO-NH-CHR-CO-Y  ()-NH-cO-NH<)

NH,-CHR2>-CO-Y

X~

Figure 18
Mécanisme de la synthdse de liaison peptidique par la méthode 3 1la

dicyclohexylcarbodiimide.



’ gu'

Ser B ‘ _' Gly

~ oH TosOHH- OBzl
) ' TEA,DCCI
OBzl
.Ala ' - Ser-
TosOHH——OBzl
“4_oH HCI,H—— OBz!
.| TEA,DCCI .
Z

Figure 19

Spe o
88ma de la synthése de Z-Ser-Gly-OBzl et Z-Ala-Ser-OBzl.
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&E@gggg : Le tosylate de l'ester benzylique de la glycine peut &tre recris-

tallisé dans lfisoprbpanol chaud.

4H,H-Gly-0Bz1 (0,02
™le) dans 80 ml d'acétonitrile refroidie & - 15°C sont ajoutés 2,8 ml de

A une suspension de 6,8 g de CH C H -S0

TEA (0 »02 mole). Aprés 20 mn d'agitation, sont ajoutés 4,8 g de Z-Ser-OH
(0,02 mole) et 100 ml d'acétonitrile. Une solution de 4,2 g de DCCI (O 02
Mole) dans 20 ml d'acétonitrile est ensuite additionnée au mélange reactlon-
"el., On laisse alors remonter lentement la température 3 température ambiante
Puis on filtre. Le filtrat est concentré 3 moitié a 1'évaporateur rotatif,
Placé une nuit & + 4°C, et la dicyclohexyl-urée qui prec1p1te d nouveau, est
llmlnee par filtration. Le filtrat, évaporé 3 siccité, fournit un sirop qui
St dissous dans 50 ml d'ethanol absolu. Aprés 1/4 h dans un bain de glace,
v Sster benzylique de N-benzyloxycarbonyl sérylglycine (4,8 g) cristallise.
Rat : 62 p. 100).

25

= - [o]
F = 109 - 110°C [a] o

- 12,2° (c = 1,4 ; CHCla) _

KB *
xmai @ 3380, 3360, (NH), 1745 (CO,Bzl), 1685, 1655, 1645 (amide I), 1550,

1525 (amide II), 735, 635 (Ar), 1460 1410, 1390, 1360, 1265, 1230, 1215,

s, 1085, ‘1065, 1030, 980, 780, 755, 725 cm T.

Ana) : 386,L4L
yse : CoH,0cN, (M : 386,u44)
Calc. % 62,16 5,75 24,84 7,25
tr. C 61,50 B 5. 99 O o4, 54 Nog,on

Pap dosage de la sérine et de la glycine 3 l'auto-analyseur d'amino-acides,

Roys obtenons Ser/Gly = 0,92.



96.

Remargues': FOLSCH (457) qui a synthétisé ce composé mais en utilisant

la DL-sérine, remarque que la méthode 3 la carbodiimide fournit de meilleurs

Ysultats que celle 3 1l'azide ou & l'4mhydride mixte.

Nous avons également synthetlse Z-Ser-Gly-OBzl dans le THF, mais
le rendement est légérement plus faible que celui obtenu en utilisant
Vacétonitrile. - De plus, comme l'ont montré ZAHN et DIEHL (u458), lors des
SYnthdses 3 la DCCI, la Z-Ser-OH se transforme partiellement en N (N-benzyl-
°kycarbonylséryl)-N,N'-dicyclohexylurée si 1'on ne travaille pas en présence
¢ acétonitrile, ce dernier accélérant fortement la formatlon de 1la llalson

pePtldlque.

Littérature : par la méthode 3 1l'azide : FRUTON (455), Rdt : 45 p. 100
' F = 102°C

par la méthode 3 la dicyclohexylcarbodiimide :
THEODOROPOULOS et GAZOPOULOS (456), Rdt : 71 p. 100
F = 105 - 106°C

8) Z2-Ala-Ser-0Bzl
\
1) Principe

La N-benzyloxycarbonyl L-alanine et l'ester benzylique de la
L‘Sér’ine sont cogplés par la méthode 4 la dicyclohexyl carbodiimide ; l'ester .
benzYlique de la L-sérine étant obtenu 7n sttu par action de la triéthylamine
Sur 1e chlorhydrate de l'ester benzylique de la L-sérine, lui-méme obtenu
Partir du tosylate correspondant. Ceci est illustré par la figure 19,

(Pageqyy,

2) Mode Qpératoife

Nous avons utlllse la méthode de BERGMANN et ZERVAS (459).
Une solution de 8,9 g de L- alanlne (0,1 mole) dans 25 ml de soude 4 N (0,1
rnole) est refroidie a 0®C pulS traitée pendant une heure par 17 g de chloro-
formlate de benzyle (0,1 mole) et 25 ml de soude 4 N divisés en 5 parties

gales et ajoutés alternatlvement L' agltatlon est malntenue pendant 2 h

3
e puis 2 h & 20°C. Le chloroformiate qui n'a pas réagi est ellmlne
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Par filtration sur papier humide, et le filtrat est acidifié jusqu'd pH 3
Par HC1 concentré. L'huile qui précipite cristallise en aiguilles, aprés
Quelques minutes, et par reprécipitation, dans 1'éther de pétrole, du produit

dissous dans 1'éther, on obtient 17 g de produit blanc. (Rdt : 76 p. 100).
F = 84°C (1ittérature : 84°C)

KBp
Xmax : 3330(NH), 1695 .(amide I), 1535 {amide I1I1), 1455, 1375 (CHS),u
745, 695 (Ar), 1290, 1275, 1250, 1075, 1030, 1020, 780, 730 cm T.

Dans un premier temps, nous avons préparé le tosyléte de
Vesten benzylique de la L-sérine, selon le procédé expérimental de EBLSCH
(460), En effet, l'estérification se fait avec de bons rendements quand
Vamino- acide est rendu soluble dans 1l'alcool benzylique en formant un sel

de 1'acide benzénesulfonique : MILLER et WAELSCH (u461).

8,4 g d'acide p-toluéne sulfonique monohydraté (0,044 mole)
Préalablement séché sous vide, sont dissous dans un mélange de 20 ml d'alcool
benzylique et 75 ml de\tétrachlorure de carbone. 4,2 g de L-sérine (0,040
™le) sont ajoutés 3 cette solution qui est. distillée lentement. Lorsque
Veay ne distille plus ( 7 - 8 h), le mélahge réactionnel est refroidi 3
- température ambiante puis filtré. Le filtrat, auquel sont additionnés
200 300 ml d'éther sec, est place une nuit & + 4°C. L'huile qui précipite,
leStalllse aprés trituration prolongée. Le produit blanc ainsi obtenu est

Hltrg puis lavé abondamment avec de 1'éther de pétrole.

Le produit de la réaction est souvent difficile 3 cristalliser
Cause de la présence de produits secondaires obtenus par exemple par

Obenzylation : ZAHN et DIEHL (462).

Une recristallisation par 1'isopropanol-éther, n'améne pas la
publflcatlon attendue ; aussi, le tosylate est transformé en chlorhydrate,

Produit beaucoup plus facile 3 purifier.
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A A une solution de 3,7 g de tosylate de l'ester benzylique ,
de la L-sérine (0,01 mole) dans 20 ml de chloroforme, refroidie i 0°C, sont
Ajoutés goutte é goutte et sous agitation, 1,96 ml de dicyclohexylamine
(0,01 mole). '

'Par addition de 100 ml d'éther anhydre, le tosylate de
diCyclohexylamine formé précipite sous forme d'huile qui ne tarde pas &
QI‘ista'lliser*, puis est éliminé par filtration et lavé avec de l'éther anhydre.
Ay filtrat, refroidi 3 0°C, sont ajoutes goutte a goutte et sous agitation '

0,021 mole d'une solution HCl/Et 0. Le chlorhydrate précipite immédiatement
Sous forme de cristaux blancs qui sont filtrés et lavés par de 1l'éther
Whydre, 2,2 g. Rdt = 95 p. 100 (3 partir du tosylate). Une recristallisa-
tion dans l'1sopropanol chaud, fournit 1,9 g de HC1l,H- Ser-Ole (Rdt = 82 p.100

3 Partir du tosylate correspondant).

25
= - o] [ - o] = .
F =177 179°C [a 546 4,3 (C' b4 3 CHSOH)

KBy | | | |
*max : 3050, 1600, 1505 (NH3+), 1755 (C0,Bzl), 740, 695 (Ar), 3350, 2720,
2525, 2425, 1470, 1400, 1370, 1340, 1295, 1245, 1230, 1160, 1130,
1095, 1035, 975, 940 cm T,

halyse : C)oH1,04NCL (M = 231,70)

e

e, § 51,83 6,10 20,72 - 6,0% 15,30
T ¢ H .0 N O

: 52,14 6,35 20,42 6,20 15,083

thtérature : FOLSCH (463) : Rdt : 74 p. 100, F = 172-174°C

[aJ gl = - 4,1° (c = 4,4 3 CH30H) (Trouvé : --;,7°)
LOSSE et AUGUSTIN (u64) : [a go = - 4,19° (c = 4,53 3 CHéOH).

&3@2232 ¢ Pour préparer H Ser—Ole partir du tosylate correspondant,
Sy et DIEHL, ainsi que FOLSCH utilisent la TEA. Nous avons préféré utiliser
¥ Dewg qui, avec l'acide p- toluene sulfonique, donme un sel d'ammonium

Chy
istallisant spontanément, ce qui n'est pas le cas lorsque l'on utilise la
A.
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A une suspension de 2,315 g de HCl,H-Ser-OBzl (0,01 moie)
s 50 m1 ge chlorure de méthyléne, refroidie 3 0°C, sont ajoutés goutte
égOutte sous agitation magnétique 1,4 ml de TEA (0,01 mole). 2,23 g de
Z‘Ala-OH (0,01 mole) sont alors additionnés au mélange réactionnel ; la
*mpérature de celui-ci étant portée & - 10°C, on ajoute 2,1 g de DCCI
(0,1 mole) dissous dans 10 .ml de chlorure de méthyléne. La température de la
.&action est maintenue 10 h & - 5°C, puis est laissée remonter lentemeﬁt
Q2 h) 3 températureAémbiante. Le mélange réactionnel est filtré, et le

fu
Utrat est 1avé successivement par HC1 1 N, H O, NaHCO, & 5 p. 100, H2O,

2 3

8 > ~ 2 2 20N . P .

t finalement, aprés séchage sur Na,S0,, évaporé a sec sous pression réduite.
Produit, dissous dans un minimum d'acétate d'éthyle chaud, est reprécipité

Rr de 1'éther de pétrole : 2,95 g (R4t : 74 p. 100).

Pios o 126°C [a} 236 = - 0,3° (g = 1,1 ; CHCL,)

1By

my ¢ 3455 (OH), 3400, 3320 (NH), 3060, 3025, 730, 695(Ar), 2940,
1455, 1380 (CH,), 1740 (CO,Bzl), 1705, 1660 (amide I), 1540 (amide
II), 1410, 1360, 1325, 1290, 1260, 1230, 1210, 1190, 1130, 1080,

1045, 1030, 985, 790, 780 em L.

AnalYSe t o CpHp 0eN, (M = 400,47)
Q .
Ue, g 62,98 6,05 23,97 7,00
T, c , H 0 N

’ 63,32 - 6,30 23,45 7,18
b

) s . .

r dosage de 1'alanine et de la sérine 3 l'auto-analyseur d'amino-acides,
0 .

U8 obtenons Ala/Ser = 1,09.

0)
Z-Ala-Ser-Gly-0Bzl

1) Principe

La N-benzyloxycarbonyl L-alanine et l'ester benzylique'de la

L\ & . o .
prl glycine sont couplés par la méthode a la dicyclohexylcarbodiimide 3
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leSter benzyllque de la L-sérine gly01ne etant engendré in situ par

%tion de 1la triéthylamine sur le chlorhydrate correspondant. Le chlorhydrate
& 1lester benzylique de la L-séryl glycine a été obtenu par action de
l'acide'chlor*hydrique sur l'ester benzylique de la (N-o-nitrophénylsulfényl?
séI’yl)-glycine synthétisé lui-méme en couplant le N-o-nitrophénylsulfényl
sépinate de'dicyclohexylammonium avec le tosylate de l'ester benzylique de la

Bycine, Ceci est illustré par la figure 20 (page 101).

2) Mode opératoire

" Nous avons utilisé la méthode de ZERVAS, BOROVAS et GAZIS
(4 '

65), en employant deux fois plus de soude, comme nous 1l'a inspiré la
Pblication de WUNSCH et FONTANA (466).

Une suspension de 2,1 g de L-sérine (0,02 mole) dans
uIl_mélange de 10 ml d'eau et 25 ml de dioxanne est traitée, 3 température
?miante, pendant 20 mn par 4,2 g de chlorure de nitro-2 benzénesulfényle
m‘022 mole) dans 10 ml de dioxanne et 22 ml de soude 2 N (0,044 mole), divi-
%s en 10 parties égales et'ajoutés alternativement. L'agitation est maintenue
0 Minutes, puis le mélange réactionnel est acidifié jusqu'a pH.3 par H,S0,
N sous agitation. La ;blution est ensuite extraite trois fois par de '
aCetate d'éthyle. La phase organique est ensuite lavée p1u31eurs fois a
'eay jusqu'd ce que la phase aqueuse devienne neutre au rouge congo, puis
st séchée sur Na2SOL+ A la solution refroidie a 0®C sont ajoutés goutte &
goutte sous agitation 4 ml de DCHA (0,02 mole). Le produit qui cristallise
st £11tré aprés 1 h 3 0°C, et lavé avec de l'acétate d'éthyle. On obtient

'3 g ge produit jawe serin. (Rdt = 80 p. 100) F : 173-175°C

25 |
Q = - [ = .
[ sug = - 109°,u (c =1 ; DMF)
2
[“] DS. = - 80,4° (c =1, DMF)
)\KBI’

May ¢ 3400 (OH) 3270, 1550 (NH), 3000, 1590 (NH +), 2930, 2855 1445 (CH2),
1630 (SN), 1510, 1335, 850 (NO ), 735 (Ar) 1570, 1305, 1070,
1025, 785, 650 cm l.
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a S |
‘ Ser Gly
Nps—1+—OHDCHA TosOHH—1—OB:lI
DCCI .
Nps OB:zl|
I\OH HCIH Hel OBzl
|
’ .
TEA,DCCI
- N OBzl
Figure 20

Schéma de la synthdse de Z-Ala-Ser-Gly-OBzl
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Littérature : ZERVAS et HAMALIDIS (467) : Rdt : 61 p. 100 F = 171-173°C
[°JD .= =89 (c =13 DMF)

Eemargue : en utilisant les conditions décrites par ZERVAS, BOROVAS et
GAzZ1S (468), il y a formation de di-o-nitrophényldisulfure avec un rendement
Uenviron 20 p. 100, par réaction secondaire du chlorure de nitro-2 benzéne-

sulfényle, ce qui explique la baisse de rendement en Nps-Ser-OH,DCHA.

b) Préparation de CH,-C.H -SO.H,H-Gly-OBzl

. A \ne solution de 13,17 g de Nps-Ser-OH,DCHA (0,03 mole)
110,11 g de CH,-CyH, -SOH,H-Gly-0Bz1 (0,03 mole) dans 150 ml de CHCL,,
Yefrojdie 3 - 10°C, sont ajoutés 6,3 g de DCCI (0,03 moie)._La solution est
%gitée pendant 2 h & 0°C, puis une nuit & tembérature ambiante. Le mélange
I‘éaCtiom"x.el est filtré et le précipifé de dicyclohexylurée est lavé par de
Vacétate d'éthyle, jusdu'é ce qu'il devienne blanc (10 3 20 lavages).

Yans 1e filtrat précipite le tosylate de DCHA qui est éliminé par filtration.
e noyveau filtrat est évaporé d sec sous pression réduite puis est repris

Par de 1'acétate d'éthyle bouillant, filtré et concentré de nouveau d siccité.
dpreg recristallisation dans 1'isopropanol on obtient 10,7 g de produit

Ja .
une. (Rdt : 88 p. 100). [a] 25 . _ 44,10 (o = 2 5 DNF)

D
P = 135-1400¢C [a} 25 = 4,50 . (c = 2 ; DMF)
, 546

\Br . .

max 3565 (OH), 3300, 3280 (NH), 1730 (CO,Bzl), 1650 (amide 1), 1560
(amide II), 1515, 1335, 850 (NO,), 730 (Ar), 3070, 1595, 1450,
1430, 1395, 1365, 1305, 1250, 1215, 1135, 1100, 1055, 10u0, 1020,
940, 910, 785, 760, 670 em L.

ATlal : . =

yse : CjoH 0N.S (M = u05,u41)
Calc. % 53,32 4,73 : 10,37 7,90
C , H N S

Tr. 53,85 5,27 - 10,17 8,03
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Par dosage de la sérine et de la glycine 31 1'auto-analyseur d'amino-acides,

Mous obtenons Ser/Gly = 0,91.

On dissout i0,13 g de Nps-Ser-Gly-0OBzl (0,025 mole) dans
7S ml de méthylcellosolve (CHS-O-CH2-CH2—OH) chaud. A cette solution est
YYouté un mélange de 250 ml d'acétate d'éthyle et 250 ml d'éther anhydre
Puis, sous agitation, 0,074 mole d'acide chibrhydrique dissous dans de
Uéther anhydre. Le mélange réactionnel est agité vigoureusement 30 mn
j“Squ'é ce que le surnageant devienne limpide. Le produit est filtré et lavé
Plusieurs fois avec de 1'éther anhydre. On obtient 6,U6 g de chibrhydrate

Sous forme de cristaux blancs (Rdt : 90 p. 100).

F= 136 - 1380¢C [“,]gis = +20,5° (c =1 3 DMF)
25
[a_]Na = + 18,0° (c =1 3 DMF)
KBy ’ + .
max 3290 (NH), 3110, 1485 (NH,"), 1735 (CO,Bz1), 1690 (amide 1),
1590 (amide II), 750, 695 (Ar), 1470, 1455, 1415, 1390, 1360, 1235,
1140, 1020, 1010, 715 cm T,
Anay . -
yse : C ,H -0,N,CL (M = 288,76)
Qle, % 49,91 5,95 22,16 9,70 12,28
. - c H 0 N c1
r. L9,ul 6,12 22,25 9,81 12,07

A une suspension de 5,77 g de HCl,H-Ser-Gly-OBzl (0,02 mole)
| e 1 N ¢ 2 .
MWs 100 ml de CHCla, refroidie & 0°C, sont ajoutés goutte 3 goutte sous
a". r e 2 2 3
8ltation magnétique 2,8 ml de TEA (0,02 mole). Lorsque le mélange réactionnel
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®st devenu limpide, 4,46 g de Z~Ala-OH (0,02 mole) sont additionnés puis 1la
température de la solution est portée & - 10°C. On ajoute alors 4,2 g de

DCCI (0,02 mole) et 1'agitation est maintenue 6 h 4 0°C puis une nuit a
tempéprature ambiante. Le mélange réactionnel est concentré 3 siccité sous
Pression réduite puis repris par un mélange eau/méthanol (4:1) & ébullition
Sous réfrigérant ascendant. (La dicyclohexylurée est insoluble dans ces
conditions). En filtrant chaud sur verre fritté n® 4, on élimine l'uréine,

®t dans le filtrat cristallise instantanément le tripeptide. (Le chlorhydrate

de triéthylamine restant en solution),

En général, le précipité de dicyclohexylurée contient encore
dy peptide ; aussi, on le reprend plusieurs fois par le mélange eau/méthanol
(4:1) bouillant et l'on s'assure que le précipité ne contient plus de
Pptide au moyen d'un spectre infrarouge. Les différentes fractions contenant
le peptide sont rassemblées (5,19 g). Par recristallisation dans le méthanol,
M obtient 4,74% g de N-benzyloxycarbonyl L-alanyl L-séryl glycinate de benzyle
(Rdt : 52 p. 100). |

P2 156 - 1570¢C [a 20, = +52° (c=2,1; DHF)
[a]f’lz = + 4,3° (¢ =2,1; DMF)
\\

K

Xmax : 3335, 3300, 3280 (NH), 1740 (CO,Bzl), 1695, 1640 (amide I),
1535 (amide II), 740, 695 (Ar), 1455, 1440, 1410, 1350, 1255,
1215,. 1135, 1065, 1030, 950, 750 em L.

fngy . -

yse : C23H27O7N3 (M = 457,53)

Cale, 4 60,37 5,96 24,48 9,19

. c H 0 N

2, 60, bl 6,03 24,38 9,22

P 2 s . -~
W dosage de l'alanine, de la sérine et de la glycine a l'auto-analyseur

1. .
¢ Amino-acides; nous obtenons : Ser/Gly = 0,91 et Ala/Gly = 1,08.
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D) Conclusion

_ Nous avons synthétisé trois peptides de la sérine dans le
but ge 1es condenser avec l'acétobromogalactose afin d'étudier quelques
Propriétés de glycopeptides. Seul Z-Ser-Gly-OBzl avait été synthétisé par

1
d dutres auteurs.

&E@gggg : La sérine étant 1'un des a amino-acides qui se racémise le plus
facilement (DAFT et COGHILL (469)), les synthdses de peptides seront faites

dans 1e sens C terminal + N terminal.
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CONCLUSION

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de l'ensem-
ble ge nos recherches sur les B-D-galactopyrannosides d'hydroxy-amino-acide -
\

Sont les suivantes :

1) Nous avons mis au point des procédés de synthése de glycosides dont
Certains n'avaient pas encore été réalisés jusqu'd présent. Il s'agit des
Composés suivants, dont nous avons, en outre, précisé les comportements

Chromatographiques et électrophorétiques :

le O-séryl B-D-galactopyrannoside
le O-thréonyl B-D-galactopyrannoside
la N-dinitro 2,4 phényl-0-(B-D-galactopyrannosyl) L-sérine
la N-acétyl-0-(B-D-galactopyrannosyl) L-sérine

. 1'ester méthylique du O-séryl B-D-galactopyrannoside
1l'amide du O-séryl B-D-galactopyrannoside
le butylamide du O-séryl B-D-galactopyrannoside.

Seule 1a préparation du O-séryl g-D-galactopyrannoside avait été décrite par
Kum et ROSEMAN (470), DEREVITSKAYA, VAFINA et KOCHETKOV (471) et RUDE et
YEYER-DELIUS (472).
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2) Nous avons étudié l'action de 1'acide chlorhydrique sur le O-séryl
B-D-galactoside, ainsi que sur ses dérivés N-dinitrophénylé et N-acétylé,
dans les conditions habituellement appliquées pour effectuer 1l'hydrolyse
Partielle de glycoprotides dans le but d'obtenir le glucide et 1'amino-

dcide impliqués dans la liaison glycanne-protéine j; HC1 1 N & 100°C pendant
53 90 m. Nous avons, de cette maniéré, démontré que la liaison O-galactosyl
e 1a sérine est peu stable : l'hydrolyse est sensiblement totale aprés une
heure ; et que le O-séryl B-D-galactoside ne peut &tre présent dans les

hYdrolysats partiels de glycoprotides.

3) Nous avons &tudié l'action de la soude sur le O-séryl B-D-galactoside
®t montré que celle-ci hydrolyse lentement le produit de synthése pour fournir

du galactose et de la sérine.

%) Nous confirmons que la rupture, par la soude, d'une liaison O-glycosidique
d'hydroxy-amino-acide, par un mécanisme de "B-élimination", ne peut s'effec-
ter qu'd la condition que le groupement carboxylique de cet acide aminé
Soit bloqué, soit par conjugaison peptidique "naturelle" avec un autre amino-
cide, soit par estérification ou amidation "artificielle". Cette information
8St capitale afin d'éviter des causes d'erreur dans 1'interprétation des
"sultats de l'action de la soude sur les glycoprotides. Cependant, il est

4 noter que notre ﬁroduit est beaucoup plus stable, en milieu alcalin,

We son homologue de la glucosamine. En effet, le N-acétyl-glucosaminide

¢ 1a sérinamide est détruit rapidement par "g-g1limination" : BUCHET

(473), MONSIGNY (474) et WERRIES et BUDDECKE (475).

%) Nous avons mis au point des procédés de synthése de peptides dont certains
U'avajent pas encore été réalisés jusqu'd présent. Il s'agit des composés

Suivants

N-benzyloxycarbonyl-séryl-glycinate de benzyle
N-benzyloxycarbonyl-alanyl-sérinate de benzyle

N-benzyloxycarbonyl-alanyl-séryl-glycinate de benzyle

Seule 1a préparation du N-benzyloxycarbonyl-séryl-glycinate de benzyle avait
®t€ décrite par FRUTON (476) et THEODOROPOULOS et GAZOPOULOS (477).
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6) Nous nous proposons de synthétiser les glycopeptides suivants :

H-Ser-Gly-CH

Galactosyl

H~Ala-Ser-CH

Galactosyl———-——J

H-Ala-Ser-Gly-CH

Galactosyl——I

afin de définir l'influence de lasubstitution des groupements aminés et
Carboxyliques de la sérine par des amino-acides. En se plagant dans les
tonditions rencontrées lors de 1l'étude des glycoprotides, nous pourrons mettre
A point des méthodes précises d'identification et de dosage de telles

liaisons dans les glycoprotides.

Dans un second temps, nous préparerons des glycopeptides dont
la partie peptidique est plus importante, ceci dans le but de connaltre
1'influence des groupements glycanniques sur la conformation des chalnes
Peptidiques.
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APPENDICE TECHNIQUE

L:_EBEPARATION OU PURIFICATION DES SOLVANTS ET DES MATIERES PREMIERES

A)Ether sans peroxyde

1 litre d‘ethep est maintenu & 1'ébullition & reflux en présence
% 100 g de chlorure stanneux, pendant 60 mn. Il est ensuite distillé, recueilli

%t conservé dans des flacons de verre brun, sur du sulfate ferreux.

) M&thanol anhydre

Le méthanol employé dans les réactions d'estérification (p.75 )

‘_est déshydraté de la maniére suivante :

1 litre de méthanol est chauffé a reflux, pendant 4 h, en présence
de 50 g de tournure de magnésium, puis distillé en atmosphére anhydre et
» ®nservé dans des flacons bouchés.

9! Pyridine séche

La pyridine est chauffée 3 reflux, pendans 4 h, sur de la baryte
- Whydre, Elle est ensuite distillée en atmosphere anhydre et conservée sur

- W fate de calcium anhydre.
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D Toludne pur

Le toluéne commercial est purifié de la fagon suivante : un mélange
% toludne (1000 ml) et d'acide sulfurique pur R.P. (100 ml) est agité a
20°C, pendant 24 h. Aprés décantation, la phase organique est distillée sur
hlorure d'aluminium (50 3z). Le distillat est lavé une fois avec 500 ml d'une
“lution aqueuse de carbonate de sodium 320 g p. 100 ml, puis cinq fois avec
0 m1 d'eau distillée. Enfin, le toludne est débarrassé de 1'eau par filtra-
Hon sur papier Whatman n® 3 et est conservé sur chlorure de calcium sec.

Uest redistillé avant emploi.

) Benzéne anhydre

Le benzéne commercial est purifié selon la technique de PICHAT et
WEMENT (1). I1 est d'abord agité, pendant quelques minutes, avec le cinquiéme
% son volume d'wne solution obtenue en dissolvant 50 g d'oxyde mercurique
laune dans 1 litre d'une solution diluée d'acide sulfurique (200 ml d'acide

i%lfurique p. 1000 ml d'eau). La phase benzénique est ensuite distillée.

) Carbonate d'argent .

Le carbonate d'argent utilisé dans les réactions de condensation de
KENIGS et KNORR (p. 23) est préparé extemporanément, 3 l'obscurité, suivant

8 procédé de WOLFROM et LINEBACK (2) :

Une solution de 16 g de carbonate de sodium anhydre pur R.P. dans

718 ml d'eau distillée est ajoutée goutte 3 goutte, sous agitation constante

jé une solution de 80 g de nitrate d'argent pur R.P. dans 200 ml d'eau distillée
"Qn verse ensuite, en trois fractions, dans le mélange, une solution de 10 g

¢ bicarbonate de sodium pur R.P. dans 125 ml d'eau distillée. Le précipité
j§une'de carbonate d'argent est recueilli par filtration sur verre fritté

" 4 et lavé 12 A 15 fois 3 l'eau distillée, en prenant soin de le remettre

_ thaque fois en suspension homogdne. I1 est enfin lavé deux fois 3 1'éther et

%€ché sous vide, en présence de chlorure de calcium anhydre 3 l'abri de la

lunisre. Rendement : 60 3 65 g.
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") M&thanol ammoniacal

Le passage d'un ester 4 un amide (p.75) est réalisé dans une solu-
on méthanolique d'ammoniac préparée en faisant barbotter dans du méthanol
Yhydre de l'ammoniac obtenu par action d'une solution de soude sur une
“lution saturée de sulfate d'ammonium et séché sur une colonne d'oxyde de

‘faleium, de chaux sodée et de sulfate de calcium.

1) Butylamine anhydre

-~

La n-butylamine est chauffée 3 reflux, pendant plusieurs jours,
Yr ges pastilles de potasse. La potasse est renouvelée de temps en temps. La
“butylamine est ensuite distillée en atmosphire anhydre et conservée dans un

flacon bien bouché 3 - 20°cC.

) Solution d'acide bromhydrique dans l'acide acétique glacial

La synthése de dérivés acétobromés est réalisée en faisant agir une
%olution d'acide acétique glacial saturée en acide bromhydrique sur le dérivé

\\

Peracétylé (p. 39).

On fait barbotter dans un mélange acide acétique/anhydride acétique
(95:5) (viv) de l'acide bromhydrique obtenu par l'action du brome sur de la
®traline (tétrahydronaphtaléne) et séché sur colonne de sulfate de calcium. -
lasaturation est d'abord réalisée i la température du laboratoire afin d'éviter

2 solidification de 1'acide acétique. La saturation est achevée a 0°C.

: J) Méthanolate de sodium

Le méthanolate de sodium utilisé dans les réactions de O-désacétyla-
Yon (p.53 ) est-préparé en dissolvant des copeaux de sodium dans du méthanol
Whydre. La solution est ensuite titrée en retour par acidimétrie et ajustée

1 O,4 N par addition de méthanol anhydre.
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Il - TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES ET ELECTROPHORETIQUES

A) Chromatographie sur couche mince

1) Préparation des plaques

A 30 g de silicagel G (MERCK), on ajoute 55 ml d'eau et 10 ml d'éthanol
absolu. La suspension obtenue est agitée énergiquement pendant 3 minutes, puis
est coulée, 3 1'aide d'un étaleur (DESAGA), sur des plaques de verre préala- -
blement lavées 3 1'eau distillde et essuydes avec du papier filtre. Les
Plaques ainsi préparées sont utilisables aprés élimination de l'excd@s de solvant
(eau et alcool) soitvpar séchage 3 20°C pendant 24 h, soit par séchage 3 100°C
Pendant 30 mn.

2) Systémes-solvants

La chromatographie est effectuée dans des cuves en verre a base
rectangulaire (8x22 cm) contenant 100 ml de l'un des systémes-solvants spéci-

fiques de chacune des applications suivantes :
) \

- Benzéne/méthanol/chloroforme (85:8:7)
- Ether de pétrole (60-80°)/acétate d'éthyle (3:2)

- n-butanol/acide acétique/pyridine/eau (15:3:10:2)
(EHRHARDT et CRAMER) (3).
- Ether de pétrole (60-80°)/acétate d'éthyle (3:2).

- Benzéne/méthanol/chloroforme (85:8:7).

3) Révélations

a) Réactif général : Tous les composés organiques d'un chromatogramme

Sur couche mince de silice, peuvent &tre révélés par pulvérisation d'une
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solution aqueuse d'acide sulfurique 3 5 p. 100 (v:v), suivie d'un chauffage
4 120°C, pendant 0,5 ki ou & 100°C pendant 2 ou 3 h.

pour révéler les fonctions esters le procédé de TATE et BISHOP (4) :

Les chromatogrammes en couche mince sont d'abord imprégnés d'un réactif
obtenu en mélangeant, d parties égales, une solution aqueuse de chlorhydrate
d'hydroxylamine 3 10 g/100 ml et une solution de soude 5N. Aprés un séjour
de 10 mn & 100-110°C, les hydroxamates formés sont mis en évidence, sous la
forme de taches noir-violacé, par pulvérisation d'une solution obtenue
en mélangeant 6 ml d'acide chlorhydrique concentré et 45 ml d'une solution
ferrique (nitrate ferrique a 9 H,0 : 40 g, eau distillée : 600 ml, acide
acétique glacial : 400 ml).

B) Chromatographie et électrophorése sur papier

Les composés hydrophiles ont été analysés par chromatographie descen-
dante sur papier WHATMAN n® 1 ou par électrophorése en cuve en toit sur
papier ARCHES 304. °

1) Systémes-solvants

- Phase supérieure du systéme-solvant biphasique de PARTRIDGE (5)

n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5).

- Phase supérieure du systéme-solvant biphasique de JERMYN et ISHERWOOD
(6) : pyridine/acétate d'éthyle/eau (1:2:2).

2) Solution-tampon

Nous avons utilisé le systéme tampon suivant :

pH 2,4 : acide acétique/eau (6:94).

3) Révélation

Le réactif (solution 3 1lg de ninhydrine dans 990 ml de n-butanol
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et 10 ml d'acide acétique) est finement pulvérisé sur le support chromato-
graphique (papier ou couche mince) ou électrophorétique qui est ensuite
maintenu & 100°C pendant 5 & 15 mn. L'emplacement des composés aminés est

marqué par l'apparition de taches rouge-violacé.

Cette coloration est instable et pour conserver les chromatogrammes
ou les électrophorégrammes, on pulvérise le réactif de KAWERAU (7) obtenu
en mélangeant 1 ml de solution aqueuse saturée de nitrate cuivrique, 0,2 ml
d'acide nitrique & 10 p. 100 dans l'eau, et 500 ml d'éthanol absolu ; les
taches rouge - violacé virent au rouge brique, par formation d'oxyde cuivreux,

inaltérable.

Les chromatogrammes ou électrophorégrammes sont imprégnés du

réactif obtenu en mélangeant :

- 2 vol. d'une solution éthanolique d'aniline & 2 p. 100 (v:v),
- 3 vol. d'une solution aqueuse d'acide oxalique & 25 p. 1000 (p:v),
et chauffés 3 1'étude d 105°C pendant 2 3 20 mn. '

Les oses donnent des colorations spécifiques, brunes dans le cas
des aldohexoses et des N-acétyl-osamines, roses dans le cas des pentoses

(PARTRIDGE) (8).

Les oses, aprés chromatographie ou électrophorése, sont révélés
selon le procédé de MONTGOMERY et WU (9). Le papier est trempé, rapidement,
dans une solution acétonique d'acide periodique fralchement préparée (107 mg
de métaperiodate de sodium + 1 ml AcOH glacial + 5 ml H)O + 94 ml d'acétone).
Aprés cinq minutes exactement de séchage 3 la température de la picce, le
papier est trempé dans une solution préparée de fagon extemporanée de benzidine

dans 1l'acétone (0,15 g p. 100 ml). L'emplacement des a-glycols est révélé

par une tache blanche sur un fond uniformément bleu.
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