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ABSTRACT

3-Acetamido-3-deory-4,5 6,7-d1-O-1sopropylidene-p-gl) cero-D-galacto-heptose
diethyl dithioacetal was transformed into 3-acetamido-3-deoxy-4,5 6,7-di-O-1sopro-
pyhidene-2-O-methyl-aldehy do-p-gl) cero-p-galacro-heptose after O-methylation fol-
lowed by desulfuration A Wittig reaction with an excess of [ethoxy(ethoaycarbonyl)-
methyleneltriphenylphosphorane 1n the presence of benzoic acid gave a muxture of
ethyl 5-acetamido-3 5-dideoxy-2-O-ethyl-6,7 8,9-di-O-1sopropyhdene-4-O-methyl-p-
gl cero-p-galacro-non-2-enonate (23 %) and the p-ghcero-pD-talo (22%) 1somer An
ethovymercuration—-demercuration reaction, followed by acid hydrolysis, converted
the former into ethyl 34-O-methyl-/V-acetylneuraminate and the latter into the C-4
stereoisomer 4-O-Methyl-AN-acetylneuraminic acid was then obtamned 1n crystalline
form and 1ts structure ascertained by mass spectrometry and 'H- and '’*C-nuclear
magnetic resonance

SOMMAIRE

Le 3-acetamido-3-desoay-4,5 6,7-di- O-1sopropyhdene-bp-g/} cero-p-galacto-
heptose diethyl-dithioacetal est transforme en 3-acetamido-3-désoxy-4,5 6,7-di-O-
isopropylidene-2-O-methyl-aldehy do-b-gly céro-pD-galacto-heptose par O-methylation
puis desulfuration Une reaction de Wittig avec un exces d [ethoxy(€thoxycarbonyl)-
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méthyléneltriphénylphosphorane en présence d’acide benzoique conduit a un mélange
de 3-acétanudo-3,5-didésoxy-2-0-€thyl-6,7 8,9-di~- O-1sopropylidéne-4- O-méthyl-D-
gly céro-p-galacto-non-2-énonate d’ethyle (23 %) et de son isomére D-glycéro-D-talo
(22%) Une réaction d’éthonymercuration-démercuration suivie d’une hydrolyse
acide est effectuée sur ces deux 1soméres Le premier est transfoimé en ester éthylique
de l'acide 4-O-méthyl-N-acetylneuraminique, le second en steréoisomeére en C-4 de
ce dernier L’acide 4-O-méthyl-N-acétylneuraminique est ensuite obtenu a 1'état
cristallin et sa structure confirmée par spectrométrie de masse et résonance magnétique
nucldaire-'H et -13C

INTRODUCTION

Plusieurs méthodes d accés aux acides 3-désovy-aldulosoniques peuvent a prior:
€tre adaptees a la synthese de 'acide 4-O-methyl-N-acetylneuraminique Si l'on
choisit le 2-acétamido-2-désony-3,4 5,6-di-O-1sopropylidene-aldéhy do-pD-mannose?
comme aldehyde de depart, la classique methode de Kuhn et Baschang™ ne conduit pas
aun résultats obtenus lorsque cet aldehyde est condensé avec le sel de potassium du
di(rert-butyl)oxaloacétate, aucun allongement de chaine ne se produt et le seul dérivé
1sole est un produit d’élimination le 2-acetamido-2,3-didesoxy-5,6-0-1sopropylidéne-
x-D-ér1 thi o-hex-2-énofuranose® Une adaptation des techmiques de Kuhn ez al ° et de
Regna et de Caldwell® necessiterait la synthése d’intermediaires trop élaborés Nous
avons finalement eu recours a la methode de Mirzayanova ef af 7 en utilisant comme
produit de départ le 3-acetanido-3-desony-4,3 6,7-d1-O-1sopropylidéne-p-g/3 céro-n-
galacro-heptose diethyl-dithioacetal (1) dont une synthése a ete publiee récemment?
Une reaction similaire a et€ recemment effectuée pour réahser une synthése de P’acide
3-deso\y-p-manno-octulosonique ¥

RESULTATS ET DISCUSSION

Le 3-acetamido-3-desony-4,3 6,7-di- O-1sopropylidene-p-gl) cero-p-galacto-
heptose diethyl-dithioacetal” (1) est methyle a 0° a 'aide d 1odure de méthyle dans
le N.N-dimethylformamide en presence de baryte et d hydrovyde de baryum octa-
hydrate® Dans ces conditions aucune alkylation sur les atomes de soufre ou d’azote
n’est observée et ’éther monométhylique 2 est 1sole a P’etat cristallin avec un rende-
ment denviron 80 % Sa désulfuration dans les conditions classiques donne quantita-
tivement en 30 mun l'aldehyde amorphe 3 caractéris€é par une semi-carbazone
cristalline 4

Le chlorure d [éthoxy(ethoxycarbonyl)méthyl]jtriphénylphosphonium (5) — qui
servira a former I’ylide 6 nécessaire a la construction de fa molécule — a été préparé
par Engelhardt e a/ '°, puis Mirzayanova ef al *' La méthode de ces derniers a été
reprise, le 2-chloro-2-éthoxyacetate d’ethyle ayant eté obtenu avec un excellent
rendement par action'? du pentachlorure de phosphore sur le 2,2-diéthoxyacétate
d’ethyle!?® Lorsque la réaction de Wittig entre le phosphorane 6 et I aldéhyde 3 est
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effectuée selon Mirzayanova et al 7, la condensation reste trés mcomplete, méme
aprés un temps prolonge de réaction L’ylide 6 peut étre considéré comme modere-
ment stabilise, la possibilite de delocalisation par i1ésonance de la charge negative
etant en partie compensée par la présence d’un groupement éthoxy Nous pouvons
donc attendre de cet ylide particulier une reactivite relativement faible, inferieure a
celle d'un ylide du phosphore non stabilise du type (alkowyméthyiene)tripheny'-
phosphorane Cependant nous avons pu obtenir une condensation satisfaisante en
faisant agir un exces (5 equiv) d’vhide 6 sur | a'dehyde 3 pendant 2 h a 70°, I'ylide
Iui-méme étant forme au prealable, a 0° De plus, I addition d acide benzoique
augmente tres sensiblement le rendement en produits de condensation Ce genre de
catalyse. introduit par Ruchardt er a/ '*, permet une condensation entre un
alkylidénenhosphorane stabilise et une cetone et est certainement dé a une protonation
du groupement carbonyvle Dans les conditions optimales ainsi defintes. Ia composition
du milieu reactionnel (c ¢ m avec le melange ether dusopropyhique-acetone, 31 v/v)
n est néanmoins pas simple, six composes (A a F par ordre de Ry decroissants) étant
présents Le composé B (30%) cristallin. a éte identific avec le produit de condensa-
tion 7 attendu L analyse élementaire ainsi que les donnees spectrales (i r et rmn ),
sont en accord avec une telle structure Lors de la réaction de Wittig et surtout en
présence d'acide benzoique, une mversion partielle de configuration au niveau de
I’atome de carbone voisin du groupement carbonyle peut se produire’” La reaction
peut ains: condwre a quatre 1someres (configuration Z ou £ au miveau de la double
liaison, a laquelle s ajoute la configuration R ou S au nneau de C-4) La configuration
au niveau de C-4 de 7 a ete déterminee sans ambiguité apres deprotect.on, comme nous
le verrons plus loin La configuration autour de la double hiaison, dont la connaissance
ne présente que peu d'intérét dans le cadre de ce travail, n’a pas ete deteiminee Le
composé C (21 %), egalement cristallin, a ete 1dentifie de la méme fagon avec 8§,
1someére du composé précedent, 1l a la configuration b-gl) céro-D-talo et resulte d une
mversion de configuration au niveau de C-4 Son spectre 1 + est pratiquement super-
posable a celur de 7 Quelques différences apparaissent dans le spectre de rmin, en
particulier pour les deplacements chimiques des deus protons ethylemiques et allyliques
(H-3 et H-4) Des ethers énoliques du type 7 et 8 ont été facilement hydrolyses par
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Mirzayanova er al a I'aide d'une solution saturce d acide perchlorique dans de
I ether ethylique Placé dans ces conditions, 1 enol 7 donne un melange tres complexe
non analysable En presence de resine acide ou d acide acetique aqueux, le dernve
mono-isopropylidene 9 a été forme€ selectivement, comme ce fut le cas avec le 3-
acétamido-3-désoxy-4,5 6,7-di1-O-1sopropyhidene-p-g/i c¢ér o-D-galacto-heptose diethyl-
dithroacétal? L action de | acide trifluoroacetique aqueux'® conduit immédiatement
a | enol €ther 10 Devant les difficultes d hydrolyse de 1’ether enolique 7 en milien
acide, ce compose a ete sounus i une ethoxyvmercuration-demercuration selon une
techmque voisine de celle proposee par Ingls ef a/ '7 L’éthoxymercuration (acétate
mercurique et ethanol) n est effective qu'en présence d’une quantité catalytique
d acide perchlorique La presence du groupement éthoxycarbonyle rend en effet assez
difficile la formation de I"ion mercurimmum ntermediaire, qui ne se fait que grace a
I"excellent catalyseur électrophile qu’est le perchlorate mercurique C'est d’ailleurs
ce groupement éthoxycarbonyle qui est vraisemblablement responsable de la resistance
particuliere de l’ether énolique 7 a 1’hydrolyse acide Le composé 11 est, sans
caractérisation détaillée, aussitdt hydrolysé par de P’acide trifluoroacetique aqueux,
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conduisant a ester ethyhique de 'acide 4-O-méthyl-N-acétylneuranunique (13) 1solé
sous forme cristalline Un traitement alcalin suivi d’une purification sur une colonne
de résine Dowex 1 sous forme form:ate hivre finalement ’acide 4-O-methyl-N-acétyl-
neuraminique cherche (14) a 1 etat cristallin D’une fagon simulaire, ’ether enolique 8
est transformé en composé 15 crstallin apres éthoxymercuration—demercuration
suivie d'un traitement a 1"acide trifluorcacetique L acide 4-O-méthyl-N-acetyl-
neuranunique donne une forte reaction avec le reactif periodate-thiobarbiturate, dans
les conditions decrites par Warren'® Le coefficient d’extinction molatre a 349 nm
du colorant forme est superieur a celul de I’acide N-acetylneuraminique, les spectres
d’absorption étant identiques™

Etude stiucturale de 13, 14 et 157> — Il a ete récemment montré par Kamerling
et al 12 que la spectrometrie de masse de derivé O-triméthylsilylés d acides sialiques
substitués fournissait les informations necessarres a la determination du type et de la
posttion des substituants Les sept fragments caracteristiques (A~G) obtenus 1c1 sont
indiques dans le Tableau I D apres les resultats de ce tableau et en se rapportant au
travail de Kamerhing ¢z a/ '” 1l est evident que les trois composés 13, 14 et 15 sont
methyles sur le groupement hydrovyle en C-4 Les deux stereoisomeres 13 et 15
presentent les mémes fragmentations

La chiralite du C-4 des tiois composes 13 14 et 15 dont | etablissement non
ambigu est capital dans le cadre de cette etude, est facilement deduite de la resonance
magnetuque protonique (90,220 et 300 MHz) Dans le cas de 13 et 14 les valeurs
trouvees (220 MHz) pour les constantes de couplage des trois protons H-3 H-3" et
H-4 (J5;5 13,0Hz J3 4 11,0Hz et J; ;, 48 Hz) sont compatibles avec une con-
figuration p au niveau de C~} (Schema I) Les constantes de couplage J, 5 (90 Hz)
et J5 ¢ (10 4 Hz) indiquent une conformation 2C5 du cycle pyrannique Dans le cas de
15 les valeurs trouvees (300 MHz) (/5 ;5 15,0 Hz, J; , 3,2 Hz et J5 4 2,0 Hz) sont
compatibles avec une configuration L de C-4 De plus, alors que les spectres de 13 et 14
sont en faveur de la presence de pratiquement un seul anomere dans la solution, le
spectre de 15 (300 M Hz) suggére la presence des deux anomeres dans un 1apport | |
Une evphication reside dans la forte interaction 1,3-dianale (du type O//O) presente
dans ce cas dans ’anomere f3, qui conduit a sa destabilisation au profit de | anomere x
ayant un groupement hydroayle anomére equatoral

*1 4 mesure des coefficients d’extinction a ete realisee dans le laboratoire du Professeur R Schuer
(Kiel Allemagne de I’'Ouest) Le mecamisme de formation de la coloration sera commente dwns un
prochain article (J M Beau et R Schauer)

**Cette partie du travail a ete effectuée par J P Kamerhinget J F G Vliegenthart
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Reste a déterminer I’anoménie de ’acide 4- O-méthyl-N-acétylneuraminique et
de son ester éthylique. Les études de '*C-n mr montrent>°~22 que le déplacement
chimique de C-2 n’est pas caractéristique d’une des deux formes anomériques de
Pacide sialique Par contre, I’allure des cing signaux situés vers 70 p p m semble

TABLEAU I

FRAGMENTS CARACTERISTIQUES A—G EN SPECTROMETRIE DE MASSE UTILISES POUR
L IDENTIFICATION D’ACIDES 4-0-METHY L-N-ACETYLNEURAMINIQUES

Compose® Fragments®

A B C D E F G
NeuAc® 668 624 478 298 317 205 173
13 624 (—44) 566 (—358) 431 (—44) 312(+14) 273 (—41) 205 () 115 (—58)
14 610 (—38) 566 (—58) 420 (—58) 298 (0) 259 (—358) 205 (0) 115 (—53)
15 624 (—44) 566 (—358) 434 (—44) 312 (+14) 273 (—44) 205 (O 115 (—53)

“Pour la spectrometrie de masse 13 et 15 sont trimethy Isily Iés selon Kamerling et al 192, le compose 14
est transforme en son ester methylique puis trimethylsilyle ?Entre parentheses figurent les increments

par rapport aux valeurs de NeuAc “Valeurs empruntees a Kamerling er al '° NeuAc = Acide
N-acetylneuraminique

He O i fovie~0
7 3 / Hsy
Q e o ;
Hy - .
Schéma 1

-
I e
N

Fig 1 Correlation des spectres de r m n -13C (voir Tableau II) de 'acide N-acétylneuraminique (1)
de I'acide 4-O-methyl-N-acetylneuramimque (2) et du 4-O-methyl-N-acetylneuraminate d’ethyle (3)
Les numéros au sommet des lignes correspondent aux atomes de carbone 1-9 de 1
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typique?? des anomeéres « et B, auss: bien dans le méthanol-d, que dans I’eau-d, Les
déplacements chimiques des signaux’3C de 13 et 14 sont donnés dans le Tableau IT
Ils ont €té calculés par rapport 4 une référence externe de tétraméthylsilane Les
valeurs trouvées pour ’acide N-acétylneuraminique sont identiques i celles publiés
par Bhattacharjee et a/ ! La Figure 1 montre la grande similitude de la région
70 p p m dans le cas des deux dérivés 13 et 14 et de ’acide N-acétylneuraminique, qui
existe en solution sous la forme B, seul un pic a été déplacé de 9 p pm vers les
champs faibles II s’agit de C-4, le remplacement d’un groupement hydroxyle par un
groupement méthoxyle donnant lieu 2 un tel déplacement?# Les signaux de C-3 et C-5
sont respectivement déplacés vers les champs forts d’environ 3,5ppm et22ppm
Ces données confirment la substitution en C-4 et sont en faveur de I’anomérie f atten-
due pour 13 et 14 en solution aqueuse

TABLEAU II

DONNEES® DE R M N -'3C DE DIFFERENTS DERIVES DE L’ACIDE N-ACETYLNEURAMINIQUE DANS
L’EAU LOURDE

Deplacement chinmigue Acide N-acety Ineuranumque
Nen subst Derwe 4-O-methyl Ester etih hque du deriLe
4-O-methy !

C-1 174,3 174,4 i71,8
C-2 96,4 96,2 96,2
C-3 400 36,5 36,4
Cc-4 678 76 8 76 8
C-5 53,2 51,0 51,1
C-6 71,3 70,7 70,8
C-7 69 4 68 8 689
C-8 71,6 71,2 71,3
Cc-9 64,3 63,9 63,9
OMe 57,1 57,1
CH;3;NAc 233 237 228
Cc=0 176 O 1754 1755
CH;,-CH- 13,9
CH;-CH, 643

aDeplacements chimiques(J) indiqués en p p m par rapport au tetramethylsilane (standard externe)

Finalement, une comparaison entre les spectres de dichroisme circulaire des
esters éthyliques 13 et 15 et les spectres 1ssus de 1'acide N-acetylneuraminique et de
dérivés permet de détermuner sans ambiguite que I3 possede la configuration de
I’acide sialique Cette étude sera presentée dans une prochaine publication

PARTIE EXPERIMENTALE

Conditions générales — Voir ref 2 De plus, les spectres de masse (70 eV) ont
été enregistrés sur un spectrométre AEI-MS-902, les spectres der m n -'H a 220 MHz
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sur un spectrométre Varian HR-220 et & 300 MHz sur un spectromeétre Varian
HR-300 (T N O Laboratoire cential, Delft, Bays-Bas) Les spectres de rmn -3¢
sont obtenus sur un spectrométre Varian XL-100-15 FT (25,16 MHz) Les spectres de
dichroisme circulaire sont mesurés avec un spectropolarimétre JASCO modeéle 40 A
(Department de Pharmacologie, Université de Kiel) en employant une cellule en
quartz ayant un chemin optique de 0,1 cm Les ellipucités moléculaires (0)
(deg cm™* M~ !) sont calculées selon Adlet ef a/ *® Les chromatographies en phase
gazeuse (c p g) ont été effectuees au moyen d un chromatographe Girdel (Modele
3000) mun: d’un detecteur 4 1omsation de flamme et en utilisant une colonne en verre
Pyrex de 3,40 m de 4% de OV-17 sur Gas-Chrom Q (80-100 mesh), avec un pro-
gramme de 2° par min de 200° a 230°

3-Aeéranudo-3-désovy-4 5 6,7-di-O-1soprop) lidéne-2-0O-metin [-D-glycéro-D-
galacto-heprose diétly I-dithioacéral (2) — Le 3-acetanudo-3-désony-4 56,7-d1-O-
1sopropylidene-D-g/j cer o-D-galacto-heptose diethyl-dithioacetal (1, 588 mg) est dissous
dans du N N-diméthylformamde anhydre (13 ml). la solution étant agitee durant
2,5h a 0° en présence de baryte (5,1 g) et d’hvdroavde de baryum octahydraté
(1,28 g) De l'iodure de méthyle (0,17 ml) est ajoute et I'agitation est maintenue
pendant 2,5h & 0° Le mihieu reactionnel est dilue avec du chloroforme (30 mli), les
sels sont essorés et lavés avec du chloroforme L evaporation du filtrat donne un
residu sirupeux colore Une chromatographie sur une colonne de gel de silice (30 g)
a l'aide de benzene-acetate d ethyle (1 1 contenant 0 1 % de triethylamine) donne 2
(545 mg, 90%), cristallisé dans de I’ether de petrole (40-60°) (476 mg, 78,5%)
pf 66-66,5-, [7]3° —6,3 (¢ 3 33, chloroforme) 1,3 3320 (NH), 1660 (Amude I),
1520 cm™ ! (Anude Ii)

Anal Cale pour C,oH;;NOS, € 5319 H 8,26 N,310 S, 14,19 Trouve
C,53,37, H, 818 N, 320 S, 1422

3-Acetanudo-3-deso\y -4 5 6 7-di-O-1soproprlrdene-2-0O-methy [-aldehvdo-D-
elvcero-p-galacto-fieptose (3) — Une solution de 2 (828 mg) d.uns le melange acetone-
33 ml)-eau (3,3 ml) est vigoureusement agitee pendant 30 mmn a temperature
ambiante en presence d oxyvde mercurique jaune (2,8 g) et de chlorute mercurique
(2,8 2) Les sels sont essores, laves avec de | acetone et le filtrat evapore Le residu est
chromatographié sur une colonne de gel de silice (18 g) a 1 aide du melange ethei—
dacetone (13 1, v/v, contenant 0,1 % de triethylamine), donnant ’aldehyde 3 (613 mg
97 %) sous forme d’un sirop incelore [7]5° —36° (¢ 3 09 tetiuchlorure de carbone)
Vhuet3480 (NH), 1745 (C=0), 1695 (Anude I), 1510 cm™ ! (Amude 1)

Une analyse elementaire satisfaisante n a pu étre obtenue pour cet aldehyde
hyvgroscopique qu: est caracterisé par la semi-carbazone cristalline decrite ci-dessous

Semu-carbazone du 3-acéranmido-3-désovxy -4,5 6,7-di-O-1sopropy lidene-2-0 -
metin I-p-glycero-p-galacto-fieptose (4) — Une solution de 'aldehyde 3 (89 mg) dans
de I'ethanol absolu (4 ml) contenant deux gouttes de pyridine et du chlorhydrate de
semi-carbazide (30 mg) est chauffée a 45° pendant 15 min Le milieu reactionnel est
chromatographie, apres réduction du volume, sur une colonne de gel de silice (4 g) a
1"aide de chloroforme—methanol (9 1, v/v, contenant 0,1 %5 de triethylamine), on isole
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le dérive 4 (87 mg, 85 %) qui cristallise dans le melange ether-éther de pétrole (40-60°)
(79,3 mg, 76 %), p £ 124-134° (fusion étalée et pateuse), [«]3° +46° (¢ 0,40, méthanol),
voor 3530 (NH,), 3300-3240 (NH), 1700 (C=N), 1670-1650 (Armude I), 1650 (Amide
II de NHAC), 1590 (Amide II de CONH,)

Anal Calc pour C,,H;,N,0O, 05H.O C, 49,63, H, 7,59, N, 13,62 Trouve
C, 49,70 H, 7,53, N, 13,72

Chlorure d [ethoy (éthoxycarbony!)methyllti iphénylphosphonium (5) — Le
2-chloro-2-ethoxyacetate d ethyle!? (3,65 g) est ajouté goutte a goutte a une solution
de triphenylphosphine (8,6 g) dans du tetrahydrofuranne anhydre (33 ml), Ia reaction
etant effectuee selon Mirzayanova ¢ al !'! Le sel de phosphonium 5 est ains1 obtenu
(7,95g 84%), pf 132-135°, 1Dt 1755 (ester), 1695, 750, 715 et 680 cm™* (Ph),
het ' p £ 127-1297

Anal Calc pour C,,H,,CIO;P C,6721,H,611 ClI, 8,27, P, 7,22 Trouvé
C, 67,02, H,6,19 Cl §55.P 721

Réaction de Wiung entie | aldehvde 3 et le phosphorane 6 — Une solution
1,437t d ethoxyde de sodium (42,7 ml, 61 mmol) est ajoutee a 0° et dans une atmos-
pheie d azote 4 une solution agitee de chloruie de phosphonium 5 (26,2 ¢ 61 mmol)
dans de I ethanol anhydre (40 ml) Apres 15 min, une solution de I'aldehyde 3 (4,2 g,
122 mmol prealablement desseche par plusieurs evaporations d une solution
benzenique) et d acide benzoique (400 mg) dans de I’ethanol anhydre (40 ml) est
ajoutee goutte a goutte durant 15 min le milieu reactionnel étant maintenu a 70°
Apres 3 h d agitation a cette temperature et evaporation des solvants, le residu est
extrait a 1 aide d un melange cther-ether de pétrole (40-60°) (7 3, v/v, 200 nd) La
phase organique est filtree afin d’eliminer [ ovyde de triphénylphosphine et le solvant
est evapore Une chromatographie du residu sur couche mince de gel de silice (ether
dusopropyhique~acetone 3 1, v/v) montre la presence de six composes A B,C D E
et F (par ordre de R; decroissants) lls sont separes apres plusieurs chromatographies
sur colonne de gel de silice a | aide du melange ether dusopropylique-acetone
(3 1 v/v, contenant 0 | %% de triethylamine)

J- Acetamudo-3 3-didesovr- 2-O-eth 1-6,7 8,9-di-O-1soprop) hidene-4 -O-metiy [-D-
glycero-p-galacto-non-2-enonate d ethyle (7) (produir B) — Les fractions pures de la
chromatogiaphie (1,70 g 29 4Y%.) sont cristallisees de 1'éther de petrole (40-60°)
(135g 23%) pf 109-110° [x]y° +45° (¢ 0,85, chloroforme) 155 3480 (NH),
1735 (ester}, 1690 (Anude I) 1630 (enol ether) et 1510cm™! (Amude ID, rmn
(chloroforme-d) o 126-1,42 (18 H, C-Me), 2,02 (3 H s, Ac) 3,40 (3 H, s, OMe),
475(1 H,dd J3;,9Hz Jys1 Hz H-4) 597(1l H NH) 6,13(1 H,d, J5 ,9 Hz H-3
ethylenique) le reste du spectre n a pas ete analyse, 1l comprend un massif complexe
entre 3 90 et 4,80

4nal Calc pour C,-H3-NO, C 57,50, H, 8,12, N 3,05 Trouvé C, 57,72
H §24 N 324

S-Acetamido-3 5-dideson) -2-O-etly 1-6 7 8,9-di-O-150pr opviidene- 4-O-methy I-p-
glycero-p-talo-non-2-enonate d ethyle (8) (produrt C) — Les tractions pures de la
chromatographie (1,25 g 21 6 %) sont cristallisees de éther—ether de petrole (40-60°)
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pf 89-94° (fusion piateuse), [«]2° +17° (¢ 2,05, chloroforme), viS 3480 (INH),
1735 (ester), 1685 (Amude 1) et 1510cm™! (Amude II), rmn (chloroforme-d)
§1,27-1,43 (18 H, C-Me), 2,02 3 H, s, Ac), 3.38 (3H, s, OMe), 459 (1 H, dd,
Js 1+ 9 Hz, J, 5 3 Hz, H-4), 6,05 (1 H, d, Jyu,n 5 8 Hz, NH), 6,45 (1 H, d, J; , 9 Hz,
H-3 éthylénique), le reste du spectre n’a pas été analysé

Anal Calc pour C,,H;,NO, C, 57,50, H, 8,12, N, 3,05 Trouvé C, 57,55,
H, 8,06, N, 3,09

Le composé D (100 mg, 1,7%) n’a pas eté ident:ifié Le composé E (850 mg,
20%) est identifié i 1’aldéhyde de départ (3) 11 est issu principalement de la décom-
position, lors de la chromatographie sur colonne, du composé A qui n’a pu ainsi étre
1s0lé Le produit F est de 1’ovyde de triphénylphosphine, qui n’a pas été totalement
éliminé lors du traitement

5-Acétamido- 3,5 -didésony -2-0O-éthy [-6,7-O -i1sopropy déne -4 - O -méthyl-p-
glycero-D-galacto-non-2-énonate d étiy le (9) — Une solution de 7 (38,8 mg) dans le
mélange p-dioxanne (2 ml)-eau (1 ml) est agitée pendant 3 h & température ambiante
en présence de resine Dowex 50 W (X-4, 20-50 mesh, H*, ~ 1,3 g de resine humide)
La resine est essorée et le filtrat evapore Le résidu (31 mg) est chromatographié sur
une colonne de gel de silice (3 g) a I"aide de benzéne-acétone (1 1, v/v, contenant
0,1% de triéthylamine), donnant 9 (27 mg, 71 %), cristallisé de I’éther éthylique
(23,7 mg, 67%), p f 148-149°, [«]3° +30° (c 0,74, méthano!), Nu! 3620-3400 (OH),
3350 (NH), 1735 (ester), 1665 (Amide I et énol-€ther) et 1555 cm™ ! (Amude II)

Anal Calc pour C,,H;3;NOy C, 5440, H, 7,93, N, 3,34 Trouvé C, 54,28,
H, 7,96, N, 3,25

5-Acétanudo-3,5-didesoxy-2-O-éthrI-4-O-methy I-D-glycéro-D- galacto-non-2-
énonate d’étiny le (10) — Le dénive di-O-i1sopropylidene 7 (71 mg) est dissous dans le
melange acide trifluoroacetique—eau (9 1, v/v, I ml) et la solution est immeédiatement
évaporée sous vide Les traces d’acide sont eliminées par de nombreuses additions
d’eau, survies d’évaporation Le résidu chromatographie sur une colonne de gel de
silice (4 g) a 'aide de chloroforme-méthanol (9 1, v/v). donne 10 (36,7 mg, 63%) qu1
crstallise de I'acétate d ethyle (21,2 mg, 50°%) p f 135,5-136,5°, [x]3° —8,5° (¢ 0,55,
methanol-eau, 4 I, v/v) 1329 3320 (large bande, OH et NH) 1735 (ester), 1650
(Amude I, enol éther) et 1565 cm™ ! (Amide 1)

Anal Calc pour C,;H,,NO, C, 50,65 H, 7,70, N, 3,69 Trouvé C, 50,59,
H, 7,79, N, 3,79

4-O-Méthy I-N-acety Ineuranunate d éthyle (13) — A une solution de 7 (550 mg)
dans de I’éthanol absolu (5 ml) a —15° est ajoutée une solution éthanolique (25 ml)
d’acétate mercurique (400 mg) contenant une quantité catalytique d’acide per-
chlorique (0,4 ml d’une solution éthanolique d’acide perchlorique a 0,6%) Apres
3 h a 0%, le milieu réactionnel est refroidi & —20° Une solution aqueuse M d’hydroxyde
de sodium (3,6 ml) et une solution aqueuse 0,17M de borohydrure de sodium (3,6 ml)
sont ajoutees Au bout de 10 mun, le milieu réactionnel est neutralisé (pH 7) a Paide
d’acide acetique & 4% (environ 7 ml), filtré et évapore Le résidu est dissous dans du
chloroforme, et la sclution obtenue est lavée avec de I’eau, séchée (MgSO,) et le
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solvant évapore Le diéthylacétal du S-acétamudo-3,5-didésorny-6,7 8,9-di-O-1s0-
propylidéne-4- O-méthyl-D-glycéro-p-galucto-2-nonulosonate d’éthyle (11) est ainsi
obtenu sous forme d’un sirop mncolore (590 mg, 97,5 %), viie 3300 (NH), 1740 (ester),
1640 (Armude I), 1530 cm ™ ! (Amude II) Ce composé n’est pas caractérisé plus avant et
est aussitdt dissous dans un mélange acide trifluoroacétique—eau (9 1, v/v, 10 ml), les
solvants étant évaporés au bout de 30 min Les traces d’acide sont eliminees par
plusieurs additions d’eau suivies d’évaporations, la solution aqueuse finale etant
neutralisée jusqu’a pH 4 au moyen de résine Dowex 1 (X-2, 20-50 mesh, OH™) La
résine est ensuite essorée et le filtrat évapore, donnant un résidu solide blanc (278 mg,
66 %) qui est cristallisé de eau—éthanol-éther éthylique, donnant ’ester 13 (160 mg,
38% par rapport a4 7), pf 198-201°, [¢]3° —21° (c 0,36, eau), rmn-'H (DO,
90 MHz) 51,503 H, t, J 7.5 Hz, CH5CH,), 2,00 (1 H, dd, J; ; 13 Hz, J; 4 11 Hz,
H-3), 2,20 (3 H, s, Ac), 2,65 (1 H, dd, J5 3 13 Hz, J3.4 4,8 Hz, H’-3), 3,50 3G H, s,
OMe), 4,40 (q, CH;-CH,-0), le reste du spectre n’a pas ¢té analysé rmn -3¢
(D,O) voir Tableau I, d ¢ [entre parenthéses figurent les valeurs des ellipticités
moléculaires (J) 1073 ala longueur d’onde consideree] + 186 (0), 197.5(+3 7. mav ),
205 (= 3,15), 220 (epaule, +2 65), 250 (+0,3) nm [spectres pris en solution aqueuse
(0,54 107 3v) a la temperature ambiante]

Anal Calc pour C,;,H,sNO, C, 4786, H, 7,17, N 3,99, O, 40,98 Trouve
C, 47,47, H, 7,12, N, 4,05, O, 41 22

Apreés triméthylsilylation®>, un pic unique est obtenu enc p g, ty . 1,20

Acide 4-O-méthvI-N-acéty neuranumque (14) — A A partn de la 16sme basique
avant serti @ la préparation de 13 (Loir ci-dessus) La resine Dowex I (X-2) est lavée
avec de | eau puis avec une solution 0,3v d’acide formique (300 ml) L’evaporation
des eluants donne un résidu (108 mg) qui est purifie par chromatographie (colonne
22x0,9 cm) de resine Dowex | (X-8 100-200 mesh, HCO;') avec elution par une
solution 0,1y d acide formique (100 ml) L’évaporation des fractions positives au test
de Warren'® donne 14 a I’état pur (69,3 mg) il est cristallisé de 1sopropanol-eau
(27,2 mg) noircissement a partir de 160°, pas de fusion nette, [«5° —28,4° (¢ 0,25,
eau), rmn-'H (D,0, 90 MHz) §1,85 (1 H, dd, J;; 13 Hz J;, 1l Hz, H-3),
2,10 (3 H, s, Ac), 2,55 (1 H, dd, J3 3 13 Hz, J5 ; 4,8 Hz, H'-3), 345 (3 H, s, OMe)
spectrede r m n -'*C (D,0) voir Tableau II,d ¢ 187 (—3,4), 191,5(0), 195 (épaule,
+2,9). 203 (+4,7, max) nm

Anal Calc pour C,,H, NOg C, 44,58, H, 6,59, N, 4,33 Trouve C, 44,38,
H, 6,77, N, 4,44

Aprés triméthylsilylation”? et injection immédiate, un pic unique est obtenu en
CP &> Theuic 1,13

Ce composé est positif au reactif periodate-thiobarbiturate, les conditions de
la réaction étant essentiellement celles décrites par Warren'®, avec extraction finale
du colorant avec de la cyclohexanone Pour 100 ul d une solution a doser d acide
4-O-methyl-N-acétylneuraminique, nous utiisons 20 ul d’une solution d acide
periodique (H3;PO,, 75ml, H,O, 25ml, H;IOq, 5,7g), 200 ul d’une solution
d’arsénite de sodum (5 g d’arsénite de sodium et 100 ml d’une solution 0,5\ de
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sulfate de sodium) et 200 ul d’une solution d’acide thiobarbiturique (0,9 g d’acide
thiobarbiturique dans 100 ml d’une solution 0,5M de sulfate de sodium) Le colorant
est extrait avec 500 pl de cyclohexanone A 549 nm, le coefficient d’absorption
molaire est égal a 74 000 Dans les mémes conditions, I’acide N-acétylneuraminique
donne &£ 52 000

B A paitir de 11 — Le dérivé di-O-1sopropyhidéne 11 (80 mg) est dissous dans
le melange acide trifluoroacétique-eau (9 1, v/v, 1 ml), la solution étant immédiate-
ment évaporée Les traces d’acide sont éliminées par plusieurs additions d’eau suivies
d’évaporations Le résidu est traité pendant 20 min avec une solution 0,lM
d’hydroxyde de sodium (5 ml), & température ambiante Le muheu reactionnel est
neutralisé avec un exces de résine Dowex 50 W (X-4, 50-100 mesh, H™), la resine est
essoree et lavée avec de 1 eau Le filtrat est évapo1é et le résidu (45 mg) est purifié par
chromatographie a l'aide d une colonne (17x0,9 cm) de resme Dowex 1 (X-§,
100-200 mesh, HCOJ) et elution a 1'aide d'un gradient hinéarre d acide formique
(de 0,1 a 0 5y) Les fractions donnant un test positif a la réaction de Warren'® sont
rassemblées et évaporees. donnant 14 (13 mg, 25,5%), 1dentique au derivé prépare
par la methode A

5-Acétamido-3 5-didesoy 1-O-meth I-D-glycero-p-talo-2-nonulosonate  d ethy le
(I15) — Le compose 8 (635 mg) est traite comme decrit pour la préparation de 15
Aprés ethoxymercuration-demercuration, le diethylacétal du 5-acetamido-3,5-di-
desoxy-6,7 8,9-di- O-1sopropyhidene - 4 - O -methyl-p-g/) cero-p-ralo- 2-nonulosonate
d ethyle (12) est obtenu sous forme d un sirop incolore (640 mg 92%), rmn
(chloroforme-d) & 1,22-1,45 (21 H. m, C-Me), 1,98 (3 H, s, Ac), 2,18 (2 H, d,
J3 4 6,5Hz, H-3 et H-3"), 3,30 (3 H, s OMe), 3,40-3,68 (6 H, m, O-CH,CH-).
4,50(1 H,0,J, s 3Hz, Js ¢ THz, Jayy u s 9 Hz, H-5), 5,72 (1 H, d, NH) Ce compose
n’a pas ete caracterise plus avant et est aussitét hydrolysé pendant 10 min avec le
melange acide trifluoroacetique—eau (9 1, v/v 10 ml) a temperature ambiante La
solution est evaporee, les traces d acide etant elinunees par plusieurs additions d eau
puis de melange eau-methanol-toluéne, suivies d évaporations puis finalement par
neutralisaticn a 0° a I'aide de resine Dowex 1-X 8 (20-50 mesh, CO3™) La resine est
essoree. lavée avec de 1 eau et le filtrat évapore Le résidu (348 mg) est purifie par
chromatographie sur une colonne de gel de silice (13 g) a "'aide de chloroforme-
éthanol (6 1,v/v), donnant | ester 15 (100 mg, 24 5 %), cristallise dans acetate d ethyle-
éther. p f 112,5-113,5°, suiv1 d’une resolidification et d’une nouvelle fusion a 158-
160° [«]3° —103° (¢ 0,17, eau) Le spectre de r m n a été enregistré a 300 MHz dans
I'eau lourde sans reference interne La partie a haut champ montre un dedoublement
des signauxn OMe Ac. H-3, H’-3 et CH;—CH,, on en deduit la présence des deux
anomeres x et f en solution aqueuse, J3 3 150Hz, J; 4 3,2Hz, J; ;20Hz D¢
; 185(—31,2), 203 (0), 212 (+8 2, max) nm

Anal Cale pour C,,H,;NO, C, 47,86, H, 7,17, N, 3,99 Trouve C, 47,91,
H, 7,16, N, 4 07

Apres triméthylsilylation?>, le produit est homogene encp g, tyoac 1 20
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