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SYNTHESE DES SUBSTANCES DE GROUPE
SANGUIN—IXt

UNE SYNTHESE DU
2-0a-L-FUCOPYRANOSYL)-3-O{a->-GALACTOPYRANOSYL)->-GALACTOSE,
LE DETERMINANT ANTIGENIQUE DU GROUPE SANGUIN B

J. C. JACQUINET et P. SINA®
ERA. No. 739 Synthise Osidique, Laboratoire de Biochimie Structwrale, U.E.R. de Sciences Fomdameotales et
Appliquées, 45045 Oriéans Cédex, France

{Received in France 7 June 1978)

Rioumi e trissccharide 2-O-{(a-L-fucopyranosyl)-3-O-{a-D-galactopyrsacsyl}-D-galaciose 3 &é synthétisé de
facon stérbospécifique par emploi de la méthode & limidate. L'alyl-3-O-benzoyl4 -
topyranoside est d"abord a-L-fucosyié i I'side du 1-O-(N-méthyl)}acétimidy}-2.3 4-tri-O-beazyl-S-L-fucopyrancee.
Apris O-débeazoylation, le dérivé obtonu est a-D-galactosylé par le 1-O-{N-méthyl)-acitimidyl-2,3 4.6-tétra-O-
beazyl-8-D-galactopyranoee. umwmmmamarmwmum

i jom catalytique conduit su déterminant antigésique du grospe ssagwin B. Le
groupement allyle peuat également dtre séiectivement transformé ea growpemsent hydroxyéthyle.

Abstract—The trissccharide 2-0-(a-L-fucopyranosyi)-3-O-(a-D-galactopyrancsyl)-0-galactose has bees :ymhwned
sterooepecifically uning the imidate procedure. Allyl 3-0-beazoyl-4,6-O-bearylidene-5-0-galactopyrasoside was

a-L-fucosylated by 1-O<{N-methyll-acetimidyl-2.3 4-tri-O-benryl-8-L-fucopyrancee then, after Odabeuwyhmn.
a-D-galactosyinted by 1-O-{N-methyl)}ecetimidy! 2.3446-tetrs-O-bearyl-8-D-galactopyrancee. The resulting tri-

’ catalytic hydrogenolysis gave
the B blood-group smtigenic determinast. The allyl group was also seiectively transformed isto hydroxyethyl growp.

Nous avons décrit en 1977 une nouvelle technique de
synmhcdcdmhndall-c&.qmmpropom
désormais d'sppeler la méthode & I'imidate.’ Etant doané
notre intérét dans la préparstion des déterminants anti-
mtmmreohaowchmhqmduwm
de groupes sanguins humains, Papplication de cette
mihsymmﬁmdnmm
du titre nous est apparuc comme un bon test de son
efficacité. Une préparation & haut rendement de ce com-
posé présente en outre un grand intérdt pratique:
I'obtention ukérieure d'immunosbeorbants permettant
!’uboapnonséhcmed‘mmapcub-n La déter-
mmdumumdudommdem
'eﬂecmcll'ndedeaérum-md‘m humaine.
C’mmwmeﬂmhd&msm
mammm:d(mm.nm
utilisé chaque année en France plusieurs milliers de litres
d'antisérum anti-D. Pour que Ia spécificité de ce réactif,
d'origine humaine, soit dirigée umiquement coetre I'anti-
gtoe D, il est nécessaire d’sbsorber les anticorps naturels

tPartic VIIL. R&. 10. Ce travail a Démdficié de I'aide de
subvestions de I'lastitut National de kn Sameé et de ta Rocherche
Médicale (CRL 76.1.120.1.), de ln Caissc Régionalc d'Assarasce
Maladic dv Centre et de la Délégation Géndrale A Ia Rocherche
M?M ot Technique (Costrats ASCO NO. 75.7.1364 ot
%

3%

anti-A ou anti-B, initialement peésents dans ces sérums,
sur des globules rouges A ou B de groupe Rhésus néga-
tif. Plusieurs milliers de litres de sang du groupe B
Rhésus adgatif sont utilisés & cet effet. Ceci représente
non seulement des manipulations de trés gros volumes,
mais surtout utilise ua sang relativement rare (fréquence
du groupe B Rbésus négatif: 12% de Ia population). Par
fixation sur un support solide de notre dérivé syn-
thétique, nous pouvoas créer un modile artificiel des
globules B Rhésus négatif.
LeuwchndeBlétésymhémémhmm
fois avec un rendement modeste,” ensuite amélioré,’ par
lmmddenempbnmhmahodedemw
Iumbmmc Cet antigine a ensuite & fixé sur des
billes de verre.?

RESULTATS ET BOSCUMEON

L'intermédiaire cié de ta synthdse est 'allyl - 3 - O -
beazoyl - 46 - O - beazylidine - 8 - D - galacto-
pyraacside §. Par équilibration en milieu akcalin, il con-
duit am bemzoate 7. Ainsi les glycosylations successives
des hydroxyles en C-2 et C-3 sont réalisables dans un
ordre quoiconque. Le choix du groupement allyle comme
protectour de ['hydroxyle asomére permet de b soo-
phauméhﬂnmwﬁndc:yﬁhhem&mm)
trisaccharide Bbre; sa transformation conduit 3 un dérivé
ﬂnﬂewmm

allyl-8-D-galactopyranoside®” a é1é préparé en s'in-
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HO o -

spirant de la technique décrite par Schroeder ef al® 1l est
transformé en  allyl-4,6-O-beazylidine-S-D-galac-
topyranoside 2 par action de l'aldéhyde beazoigue en
whcmdechkxmedem.Unebenmyhﬁontl'ﬁde
de N conduit sélectivement avec un
bon rendement (85%) & 'allyl - 3 - O - beazoyt - 46- O -
beazylidéne - 8 - D - galactopyranoside 6. Une telle
sélectivité a déjh &1& observée par Chittenden® sur des
dérivés voising. La localisation de la fonction ester en
C-3 est confirmée par le déplacement chimique du proton

(Megi=cncy O
Ro no
o) —— no )

il R« PRy 12: R+ POy
Me-M4CO-Me , AGy0
/-")\ o,
Y RO A O\s,..
Tamis moléculare 44 e
13: R s PO

La méthode a I'imidate’ a alors ét6 appliquée & I'a-L-
fucosylation stéréospécifique de I'alcool 6. Le 1 - O - (N
- méthyl) - acétimidyl - 234 -tri- O - beazyl- 8- L -
Mmml”wwlhwm
et & I'sbri de IMomidité avec I'alcool 6 dans le
nmmahneeapt&ooed'aade p-tolnhudfonme
Lallyl-3-0O-beazoyl-2-0-(234-tri- O - beazyl -
a - L - fucopyranosyl) - 4,6 - O - beazyhidéoe - § - D- galac-
ynnoude’eumnobwnuavecmexedleatm-
dement (91%). Le déplacement chimique du protoa H-3
(aslo)mqueeutepwmwbenmyléeath
condensation ne s'est pas accompegnée d'use migration
de I'ester. Le proton H-2, doat I'hydroxyle correspon-
dntutdyeosyié sort A champ plus &evé (8 4.10). Une
(méthylate de sodium) coaduit A I'alcool

10 cristallin. La méthode & l'imidate a mainteaant &é

2: Rl N

Oy
4: ReR's Ac

3: ReR’'s

& Raf's MO

& RaM, s PCO

7: RaPhCO, N H

: R aPhO , R o O CisOy
RaMOh , o Hinp

: R aPHOR , K o O QoM
: R aPWOg , RN o Ofg-OQOAe

s 83 3 3

appliquée A 1'a-D-galactosylation de cet
alcool 10 Par actioa du chiorure de diméthylchlorofor-

mimisium,'" le 2,34,6 - tétra - O - beazyl - a - D - galac-
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topyranose 11'* est aisément transformé (rendement
93%) en chlorure de 2,3.4,6-tétra-O-beazyl-a-D-galac-
mpynmyku"wmmmdeu
chlorure est agitée 3 h température ambiante en
présence de N-méthylacétamide, d'oxyde d'argent, de
diisopropyléthylamise et de tamis moléculaire 4 A en
poudre, le | - O - (N - methyl) - acétimidyl - 2,3.4,6 -
tétra - O - benzyl - 8 - D - galactopyranose 13 est obtenu
stéréospécifiquement (rendement 92%). Cet imidate est
ensuite condensé avec 'alcool 10 & la température am-
biante et & I'abri de Ihumidité, dans le nitrométhane en
présence d'acide p-tolutnesulfonique, cooduisant au
trisaccharide protégé cristallin 14, avec un rendement de
84%.

Deans une autre approche du trisaccharide 14, I'allyl-2-
O-benzoyl4,6-O-benzylidéae- ide 72

B-D-galactopyranoside
&é utitisé comme produit de départ. II est obtenu par

équilibration du beazoate 6 ea milieu alcalin. Cet alcool 7
est condensé avec 'imidate 13 A |s température ambiante
et & l'abri de Ibumidité, dans le mitrométhane en
présence d'acide onique. L'allyl - 2 - O -
beazoyl - 3 -0 - (2,34,6 - tétra O - beazyl - a - D -
galactopyranosyl) - 46 - O - beazyliddoe - 8 - D -
galactopyranoside 29 est obtenu avec un boo rendemeat
(86%). Une débenzoylation (méthylate de sodium) coo-
dlmil‘dcoolmsnllmll@‘%)Avmdemwmh
synthécc ce composé a été successivement désallylé*
puis hM catalytiquement, le disaccharide
connu*''*  3-O<{a-D-galactopyramosyl)-D-galactose 23
&ant obtenu sous forme d'une poudre amorpbe. Il a été
caractérisé par un S-peracétate cristallin 24 dost les
propriétés physiques (p.f. et pouvoir rotatoire) sont trés
voisines de celles décrites par Morgan et O'Neill.” L'al-
cool 21 a alors &é stéréospécifiquement a-L-fucosylé A
I'aide de l'imidate 8 dans les cooditions décrites ci-
dessus, conduisant an trisaccharide protégé 14 identique
ieeluiobwnupréeédement.

L’obtention d'un composé tel que 14
avec un rendement trés élevé coestitue un exemple par-
ticulidrement frappant de I'eficacité de la méthode &
I'imidate.

B: R Miap)

I® Rs Ac

Ea vue de préperer le trisaccharide 16, le compoeé 14
wdéuﬂyléil‘:idzd'mnﬁm-urmeydcdc
potassium dans le diméthysulfoxyde suivi d'une
bydmlyudowcll'adcdechlomcmacm\qoeu
d'oxyde mercurique.’* Le dérivé 1S obtemu est hydro-
géoolysé dams I'acide acétique giacial en présence de
pelladium sur charbom i 10% doesant le trisaccharide
cherché 16 avec un readement pratiquement quantitatif.
umwmaeemwmam

ptuuieuxetl)tm Iladephnétém

on Ph
MeNO; , TsOH
78— RO
)
HeNO, , Ts OM 20: R« POHp, N5 PCO, K*s Oip-Ot=Oty
14 20h R MOB K H R, Of-CHaCMy
e 22: R MO, K H K Hlp)
n -]
)
on

23: R M (l.',

24 R Ac

TET Vel 33, Ne. 3—F
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25:R=PhCH2,R'-H

26: Rz PhCHy , R : Ac

PARTIE EXPERIMENTALE

Méthodes générales. Les points de fusion sont mesurés dans
un tube capillaire au moyen d'un appareil Bichi et ne sont pas
corrigés. Les pouvoirs rotatoires optiques sont déterminés a 20°
au moyen d'un polarimétre Perkin-Elmer (Modele 141). Les
spectres infra-rouge sont enregistrés sur un spectrophotométre
Jouan-Jasco IRA-1, les spectres de résonance magnétique
nucléaire 4 laide d'un spectrométre Perkin-Elmer R-32
(90 MHz). Les déplacements chimiques () sont mesurés par
rapport au tétraméthylsilane pris comme référence interne ou
externe (s, singulet; d, doublet; dd, doublet de doublets; m
multiplet.) Les protons de I'unité D-galactopyranose non réduc-
trice sont affectés d’un indice prime, ceux de I'unité L-fucopy-
ranose d’un indice seconde. Les chromatographies en phase
gazeuse sont effectuées au moyen d'un chromatographe Girdel
(Modéle 3000) muni d’un détecteur 2 ionisation de flamme en
utilisant une colonne en verre Pyrex de 3.40 m contenant 4% de
OV-17 sur Gas Chrom Q (80-100 mesh) avec un programme de
10° par min de 150 a 300°. Le gaz porteur est de I'azote sous une
pression de 1.5 bars & 150°, avec un débitede 20 ml/min. Les
temps de rétention (tg) sont exprimés par rapport i I’hexa-O-
(triméthylsilyl)}-myo-inositol pris comme référence. L’home-
généité des composés préparés est contrélée par chromato-
graphie sur des plaques d'aluminium recouvertes de gel de silice
Merck HF 254 (épaisseur 0.25 mm) et révélées par vaporisation
d'une solution alcoolique a 50% d’acide suifurique et chauffage
au moyen d'un épiradiateur. Les chromatographies sur colonne
sont effectuées avec du gel de silice Merck (0.063-0.200 mm). Les
analyses élémentaires ont été effectuées par le Service Central de
Microanalyse du Centre National de la Recherche Scientifique.

Allyl-B-p-galactopyranoside 1. Un mélange d’alcool allylique
(25 ml) et de 1,2-dichloroéthane (80 ml) est agité a tempémture
ambiante, 3 I'abri de 'humidité, en présence d’oxyde mercurique
jaune (6 g) de bromure mercurique finement broyé (0.4g) et de
sulfate de calcium anhydre (10g). Aprés 30 min, le bromure de
2,3,4,6-tétra-0-acétyl-a -D-galactopyranosyle (12 g) est ajouté en
une seule fois et 'agitation est maintenue pendant 12h. Le
mélange réactionnel est alors filtré (verre fritté, porosité No. 5,
avec lit de Célite 535) et le filtrat est évaporé a sec. Le résidu est
dissous dans du chloroforme (200 ml) et la solution obtenue est
lavée avec une solution aqueuse a 10% d’iodure de potassium,
avec de l'eau, séchée (chlorure de calcium) et évaporée. Le sirop
obtenu est désacétylé (méthylate de sodium dans le méthanol).

Aprés le traitement habituel, le résidu est cristallisé dans
I'éthanol pour donner 1 (5.20g, 81%); F 103-104°% litt>” F
102-103°, F 103-104°, F 102-103°.

Allyl - 46 - O - benzylidéne - B - D - galactopyranoside
2. Le composé 1 (5.96 g) est agité a I'abri de la lumiére pendant
15h a la température ambiante en présence d’aldéhyde ben-
zoique (80 ml) et de chlorure de zinc (5.5 g, fondu et pulvérisé).
La solution obtenue est alors versée lentement sous forte agita-
tion dans I"éther diisopropylique (300 ml). Le précipité obtenu est
essoré, rincé avec de I'éther et recristallisé dans I'éthanol pour
donner 2 (6.92g. 82%); F 178-17%: {a}p—7° (¢ 1, pyridine);
RMN (diméthylsulfoxyde-ds): & 7.40 (SH. m, Ph), 4.95 et 4.85
(2H, OH); Calc. pour C,¢H20s, H,0: C, 58.88: H, 6.79. Tr.: C,
58.94; H, 6.47%.

Allyl - 23 - di - O - benzyl - 4,6 - O - benzylidéne - B - D -
galactopyranoside 3. Le composé 2 (1.85g, 6 mM) est dissous
dans du N N-diméthylformamide (20 ml) et de !'hydrure de
sodium (432 mg, 18 mM) est ajouté par petites portions. Aprés
arrét du dégagement d'hydrogene, du bromure de benzyle
(1.54 ml, 13 mM) est ajouté goutte a goutte. Le milieu réactionnel
est agité 2h a la température ambiante et I'excés d’hydrure est
alors détruit par addition de méthanol (10 ml) et I'agitation est
poursuivie pendant 2 h. Le mélange réactionnel est dilué avec du
chloroforme (80 ml) et la phase organique est lavée avec une
solution saturée de chlorure de sodium, avec de l'eau, séchée
(chlorure de calcium) et évaporée. Le résidu est cristallisé dans
un mélange éther-hexane pour donner 3 (2.481g, 92%); F 126~
127°; {a}p + 2% (c 1, chloroforme); RMN (chloroforme-d): 8 7.40
(15H, m, Ph), 445 (1H, d. J,,8Hz, H,), 4.08 (1H, dd, J;.3.5Hz,
Jas1Hz, Hy), 3.88 (1H. dd. J,;9Hz, H,), 3.56 (1H, dd. H,), 3.26
(1H, m, Hy); Calc. pour C3H3,04: C, 73.75; H, 6.60. Tr.: C, 73.86:
H, 6.61%.

Allyl - 23 - di - O - acetyl - 4,6 - O - benzylidéne - B - D-
galactopyranoside 4. Le composé 2 (100 mg) est acétylé (anhy-
dride acétique-pyridine) & la température ambiante pendant 3 h.
Le traitement habituel conduit a un résidu qui est cristallisé dans
un mélange acétate d'éthyle-éther-pentane pour donner 4
(112 mg, 88%); F 94-95°. {a}p+56° (c 1, chloroforme); RMN
(chloroforme-d): § 7.45 (SH, m, Ph), 5.44 (1H, dd, J,;10Hz, H,).
4.96 (1H, dd, J; 3Hz, H,). 4.54 (1H, d, J, .8Hz, H)), 2.03 (6H, s,
OAc); Cale. pour C3H04: C, 61.22; H, 6.16. Tr.: C, 61.31; H.
6.12%.

Allyl - 23 - di - O - benzoyl - 4,6 - O - benzylidéne - B - D -
galactopyranoside 5. Une benzoylation du composé 2 (100 mg)
dans la pyridine conduit a un résidu qui est cristallisé deux fois
dans un mélange acétate d’éthyle-éther pour donner § (152 mg,
91%). F 164-165°; {a}p + 141° (c 1, chloroforme); RMN (chloro-
forme-d): & 7.42 (11H, m. Ph), 5.92 (1H, dd, J.;10Hz, H,), 5.38
(1H, dd, J;.4Hz, H,), 4.80 (1H. d, J,,8Hz, H,). 4.48 (1H, dd,
Jus1 Hz, Hy); Calc. pour C3H,,04: C, 69.76; H, 5.46. Tr.: 69.57;
H, 5.60%.

Allyl -3 - O - benzoyl - 46 - O - benzylidéne - B - > -
galactopyranoside 6. Une solution de chlorure de benzoyle
(457 mg) dans du chioroforme anhydre (2 ml) est ajoutée en une
seule fois a une solution d'imidazole (443 mg) dans du chloro-
forme anhydre (Sml). Aprés 10 min a 5°, le chlorhydrate d'im-
idazole est essoré et le filtrat est ajouté i une suspension du
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deux fois dans ua mélangs acétate d'éthyle-éther powr doamer 6
(1.136 g, 83%); F 172-17"; {e}p + 83° (c 1, chioroforme); RMN
(chioroforme-d): 8 745 (BH, m, Ph), 5.16 (IH, dd, J,,9.5H2,
11.3.5H2, Hy), 2.70 (1H, OH); Cakc. powr CnH3Oy: C, 66.98; H,
$£7. Tr.: C, 67.01; H, 5.75%.

Allyl -2 -0 - benzoyl - 45 - O - benxylidine - p - » -
golactopyranoside 1. Une solution aquewse de sowde 0.05 N
(50 mi) est ajoutée on wne sewie fois & une solution du benroate 6
(1.5 ) dans I'ascftone (15 mi). Apris 2min A 0°, le mélange est
extrait avec du chioroforme (4 x 20 mi). Los phases organiques
soat lavées avec de ['can, séchées (CaCly), filtrées ¢t évaporées.
Le résidu est chrometographié sur use colonse de gel de silice
(80 g). L'&ution par le mélange acétate d'éthyle-bexane (1:1, viv)
domse, par ordre d'éution le beazoste 6, cristaliisant dans wn
mélange acitate d"Gthylo-bther (782 mg, 52%); F 1T2-173, ot Je
boazoste 7, cristaliisant dans ua mélange acétate d'éthylo-éther
(661 mg. 44%); F 144-145°; {a)p + 10° (c 1, chioroforme); RMN
(chioroforme-d): 8 745 (§H, m, Ph), S. 40 (1H, dd, J, ,8H2, J, ,10Hz,
Ha), 268 (1H, OH); Cak. powr CH»0y: C,66.98; H, $.87. Tr.: C,
67.04; H, 6.03.

Allyl -3-0 - benzoyl - 45 - O - benzylidine -2-0 - (234 - tri -
O - berzyl - a - L - fucopyranosyl) - B - b - gelectopyrenoside
9. Une solution du bemzoate 6 (619mg. 1. SmM) dams le
nitrométhane (20 mi) est agitée peadant 3b 4 la température
ambiante sous comramt d'azote sec ¢t em présence de tamis
mobéculaire 4 A pulvérisé (1 g). L'imidate 8" (1.2, 2.5 mM) et
l'mwommmouu.znmmm
et lagitation est maintesse poadant 20h. Apris addition de
triéthylamine (1 ml), le mélange réactionnel est Gitré et le fitrat
évaporé. Le résidu est chromatographié sur use coloane de gel
de silice (150 g). L'éution par e mélange hexane-acétate d'éthyle
(5:2v/v) domse le disaccharide 9 A I'état pur, sous forme d'un
sitop qu'il n'a pas é¢ possible de cristalliser (1.131g, 91%,
{a)p +13° (¢ 1, chloroforme); RMN (chloroforme-d): 8 7.30 (204,
m, Ph), 540 (1H, dd, J,512Hz, J, AHZ, Hy), $.19(1H, d, ] - 4HL,
HY), .13 (3H, d, ) THz, CMe); Cak. pour CoHs;0,,: C. T2.44; H,
6.32. Tr.: C, 72.66; H, 6.32%.

Aliyl -46-0 - benzyliding -2-0-(234 -t -0 - benzyl - a -
L - fucopyramosyl) - 8 - D - gelectopyrenoside 10. Le dis-
moumoww(manhu

méthanol) pendant 1 h & la température ambisnte. Le milien
mmmm'mmm versé dans
un mélange ean-glace (100 mi) et extrait avec du chiorolorme.
Les phases organiques soat lavées avec de ', séchées
(chiorwre de calcium) et évaporées. Le résidu ~. cristallisé dans
un mélange acétate d'éthyle-éther-hexane pour doaner 10
(847 mg, 94%); F 166-167"; {a)p - 58" (c 1, chioroforme); RMN
(chloroforme-d): 8 7.40 (20H, m, Ph), 5.25 (IH. d, ] . A4Hz2, H?),
1.12 3H. d. ] THz, CMe); Cak. pour C,HyO: C, 71.52; H,
6.67. Tr.: C, 71.68; H, 6.62%.
lO(anthyl)eclﬁnHyllJMt&nObaxylp
- pgelactopyrenose 13. Unc solutioa de N,N-diméthytfor-
mmm(omd)amhmam
(4 ml) est ajoutée rapidement & une suspeasion de

pestachiorure
de phosphore (1.04 g) dans le tétrachiorure de carboae (10 mi). Le .

métange réactionse] est agité 10 min et le précipité blasc formé
st essoré et ajousé le plus rapidement possible A une sodution de
2,3 4 6-36trs-O-bearyl-a -D-galactopyraaces'™” 11 (1.08¢g, 2 mM)
daas le dichlorométhane (20 mi). Apris agitation peadant 1S min A
la température ambinate, ic mélange réactionset ost dileé avec du
dichiorométhane (50 mi). La solution obtesuc est lavée avec de
I'can, séchée (chiorure de calcium) ot évaporée. Le chiorure do
ZJAmo-buzyl-a 12 est obtomu sows
forme d'wun sirop imcolore (1.041g, 93%); {a)p+151° (c 2.8,
beaztoe); Hn"(a).,n‘r(czml

Une solutioa de N-méthylacétamide (160 mg, 2.2 mM) dans ¢
benzdne est agitée & I'sbri de la lamidve ot s0us courant d'azote
sec ea préseocs d'oxyde d' (1.15g, S M, frafchemont
préparé) et de tamis moléculaire 4 A pulvérisé (1g) pesdant Sh

k 0

h température ambiante. Le chiorwre 12 (1.04g, 1.85 mM) et
I"éthyiditsopropytamine (0.260g. 2 mM) sont alors ajousés et le
mélange réactionnel est haissé 20h dans ces coaditions. Apris
fitration (verre fritté, porosité a° S, it d'slumine mestre activité 1)
et lavage des solides avec ua mélange beazino-éther (100ml, 1:1,
viv, costenant 0.1% de trifthylamine), le filtrat est évaporé 4 sec
powr domaer I'imidate 13 sous forme d'wa sirop qu'il u's pas éié
possible de cristalliser (1028 ¢g, 92%): {ajp+25° (c 1, chioro-
forme); RMN (chioroforme-d): 8 7.30 (20H, m, Ph), 5.82 (I1H. d,
J),8Hz, H,), 2.95 (OH. 5. N-Me), 1.4 (3H, 3, CMe); IR (nujol):
Peas 1710cm™! (C=N); Cakc. pour CyHyNOy: C, 74.60; H, 6.94;
N,2.75. Tr.: C, 74.68; H, 691: N, 2.10%.

Allyl -46-0 - benzylidine -2-0-(234-1ri-O - bemzyl - a -
L - fucopyranosyl) - 3 -0 - Q346 - tétra - O - bemzyl -a -D -
:dcdopymoryl) B - D - galactopyranoside 14. Une solstion

du disaccharide 10 (600 mg, 0.825 mM) et de 'imidate 13 (900 mg.
1.5 mM) dans le nitrométhane anhydre (15 mi) est agitée sous
couraat d"azote sec e préseace de tasis moléculaire 4 A pul-
vérisé (1g) peadant 3 b i la température ambiante. Une solution
d'acide p-toludeesuifonique anbydre (150 mg, 0.8 mM) dans le
nitrométhane anhydre (Sml) est alors ajoutée et I'agitation est
mainteaue 48 h dans ces conditions. Apris addition de triéthyl-
amise (1 mi) et dilution avec du chioroforme (100 mi), les solides
sont essorés et Je fitrat est évaporé. Le résidu est repris daas du
chioroforme (S0 mi), la solwtion est lavée avec une solution
aqueuse & ¥% d'hydrogéeocarboaate de sodium, avec de ['esn,
séchée (cMorure de calcium) et évaporée. Le résidu est chroma-
tographié sur une coloane de gel de silice (80 g). L'éution par le
mélange hexanc-acétate d'éthyle (5:2, viv) permet de recwedllir be
trisaccharide 34 & I"état pur, cristaliisant dans wn mélange éthenol-
esu (19:1, viv) et recristallisé dans un mélange éther-bexane
(965 mg. 84%); F 117-118; {a}p+ 2 (c 1. chloroforme); RMN
(chloroforme-d): 8 7.25 (40H, m, Ph), 5.60 (1H. d, J 2. SHz) 5.38
(1H, 4, ] 3H2). 1.18 (3H, d. CMe, J TH2); Cak. pour CnHgO:s:
C,74.13; H, 6.62. Tr.: C, 14.22; H, 6.64%.

46 -0 - benryliding -2-0-234-tri-O-bemzyl -a -1 -
fucopyranosyl) - 3 - O - (2346 - tétra - O - benzyl - @ - D -
galactopyranosyl) - D - galactopyranose 18. Une solution du
trisaccharide 14 (312mg, 0.2S mM) dans le diméthylsulfoxyde
(10 o) est agitée & 100%, sous courant d'azote sec, en préseace de
tert-butylate de potassium (224 mg. 2mM) pendant 2h. Apris
refroidissement le mélange réactionnel est versé dans une solu-
mnghcéellﬂdecﬂamd‘muexmnmm

:2, viv) permet de recucillir le trisac-
chande réducteur 18 sous forme d'un sirop qu'il n's pas &é
possible de cristalliser (248 mg, 82%); {a}p + 30° (c 1, méthanol-
can, 19:1, viv), pas de mutarotation; RMN (chloroforme-d): 8
7.30 (40H, m, Ph), 5.0 (1H, d, J 3H2), 5.37 (1H, 4. J 2.5Hz), 1.00
(3H, d, ] THz, CMe); Calc. pour CHwOs: C, 73.61; H, 6.51. Tr.:
C. 73.90; H, 6.58%.

2-0-(a-L - fucopyremosyl) - 3 - O - (a - D - gelec-
topyranosyl) - D - galectose 16. Le tnisaccharide 15 (480 mg) est

éé possible de cristalliser (106 mg, 96%); F 135-138° (décom-
position); {a)p+35° (c |, ess-méthancl, 19:1, viv) pas de
sotarotation; RMN (D,O): & 5.88 (d. J 3, SHz), $.72 (d, J 3Hz),
562 (d. ] 3Hz), 1.70 (d. ] THz, CMe); ha préscoce d'une faible
quantité ¢'anomibre 8 (20% caviron) est indiqué par um dédou-
blemenat du signal 4 1.70; bitr.? {a)p + 35.1° (c 1.1, eam); Calc. pour
CiginO)s: C, 44.26; H, 6.61. Tr.: C, 4.29; H. 671%.

Aprds réduction au borokydrure de sodium et per(timéthyl-
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silyhation,"” le dérivé obtenu est homogéne en chromatographie
en phase gazeuse. tg 2.34.

146-Tri-0O-acétyl -2-0-Q234-tri-0-acétyl -a-1L-
fucopyranosyl) - 3 - O - (2346 - tétra - O - acétyl - a - D -
galactopyranosyl) - a - D - galactopyranose 17. Le trisaccharide
16 (65 mg) est acétylé (anhydride acétique-pyridine) pendant 2 h
a 0° puis 18h a la température ambiante. Aprés évaporation a
sec, le résidu est chromatographié sur une colonne de gel de
silice (10g). L'élution par le mélange 1,2-dichloroéthane-acétone
(9:1, v/v) permet de recueiltir le peracétate 17, cristallisant dans
un mélange éther-éthanol (66 mg, 55%); F 215-216°; {a}p+51° (¢
1, chloroforme); RMN (chloroforme-d): & 6.40 (1H, d, J, ,3.5Hz,
H)). 5.62 (1H, d. ] 4Hz), 2.30, 2.26, 2.24, 2.10, 2.08, 2.02, 1.99 et
1.90 (30H, 8s, OAc), 1.08 (3H, d. J 6.5Hz, CMe); Calc. pour
CigH:0x5: C. 50.22; H, 5.77. Tr.: C, 50.14: H, 5.81%.

2 - Hydroxyéthyl - 4.6 - O - benzylidene -2 -0 -(2,34-tri -0 -
benzyl - a - L - fucopyranosyl) -3- 0 - (2,3,4.6 - tétra - O - benzyl
- & - D - galactopyranosyl) - B - D - galactopyranose 18. Une
solution du trisaccharide 14 (312 mg. 0.25 mM) dans le mélange
dioxanne-eau (3:1, v/v, 16 ml) est agitée pendant 1h i la tem-
pérature ambiante en présence de tétroxyde d’osmium'® (2.5 mg,
10 mM). Du periodate de sodium finement pulvérisé (112 mg,
0.525 mM) est alors ajouté par petites portions et I'agitation est
maintenue pendant 4h. Du borohydrure de sodium (50 mg) est
alors ajouté et, aprés 10 min, le mélange réactionnel est évaporé.
Le résidu est dissous dans du chloroforme (100 ml), la phase
organique est lavée avec une solution aqueuse a 10% de sulfite de
sodium, avec une solution aqueuse saturée de chlorure d’am-
monium, avec de I'eau, séchée (chiorure de calcium) et évaporée.
Le résidu est dissous 4 nouveau dans un mélange dioxanne-eau
(16ml, 3:1, v/v) et agité en présence de periodate de sodium
(52 mg). Aprés 3 h, du borohydrure de sodium (50 mg) est ajouté
et I'agitation est maintenue 10 min. Le mélange réactionnel est
traité comme précédemment et le résidu est chromatographié sur
une colonne de gel de silice (20g). L'élution par le mélange
acétate d’éthyle-hexane (3: 1, v/v) donne le dérivé 18, cristallisant
dans un mélange acétate d’éthyle-hexane (247 mg, 79%); F 84-85°;
{a}o—6°(c 1, chloroforme); RMN (chloroforme-d): & 7.30 (40H, m,
Ph), 5.46 (1H, d, J 3Hz), 5.33 (1H, d, J 2.5Hz), 1.16 (3H, d, ) THz,
CMe); Calc. pour C1¢Hg,046: C,72.94; H,6.60. Tr.: 72.69; H, 6.60%.

2 - Acétoxyéthyl - 4,6 - O - benzylidéne -2 -0 -(234-1tri -0 -
benzyl - a - L - fucopyranosyl) -3 - O - (2,3,4,6 - tétra - O - benzyl
- & - D - galactopyranosyl) - B - D - galactopyranoside 19. Le
composé 18 (60 mg) est acétylé (anhydride acétique-pyridine)
pendant 20 h  la température ambiante. Aprés évaporation a sec,
le résidu est cristallisé deux fois dans un mélange éther-hexane
pour donner 19 (54 mg, 87%); F 116-117°; {a}p + 14° (c 1. chloro-
forme); RMN (chloroforme-d): 8 7.30 (40H, m, Ph), 5.62 (1H. d, )
2.5Hz). 5.38 (1H, d, J 3Hz), 1.97 (3H, d. J 6.5Hz, CMe); Caic.
pour C5;HgO1o: C, 72.43; H, 6.55. Tr.: C, 72.48; H, 6.61%.

Allyl -2 - O - benzoyl - 4,6 - O - bertzylidéne -3 - 0 - (2,3,4,6 -
tétra - O - benzyl - a - D - galactopyranosyl) - B - D - galac-
topyranoside 20. Une solution du benzoate 7 (285 mg, 0.66 mM)
et de I'imidate 13 (596 mg, 1 mM) dans le nitrométhane (10 ml) est
agitée pendant 3h & la température ambiante sous courant
d'azote sec en présence de tamis moléculaire 4 A pulvénisé (1 g).
Une solution d'acide p-toluénesulfonique anhydre (115 mg,
0.66 mM) dans le nitrométhane (2 ml) est ajoutée et I'agitation est
maintenue pendant 24h. De la triéthylamine (0.5ml) et du
chioroforme (50 ml) sont ajoutés, les solides sont essorés et le
filtrat est lavé avéc une solution aqueuse & 5% d’hydro-
génocarbonate de sodium, avec de I'eau, séché (chiorure de
calcium) et évaporé. Le résidu est chromatographié sur une
colonne de gel de silice (40 g). L'élution par le mélange hexane-
acétate d'éthyle (2:1, v/v) permet de recueillir le disaccharide 20
a I'état pur, sous forme d'un sirop qu'il n’a pas été possible de
cristalliser (594 mg, 94%). {a}p+80° (¢ 1, chloroforme); RMN
(chloroforme-d): & 7.35 (28H, m, Ph), 5.71 (1H, dd, J;310Hz, H,),
5.14 (1H, d. J»3.5Hz, Hj) 4.62 (1H, d, J, ,8Hz, H,); Calc. pour
CsoHs40,y: C, 73.21; H, 6.25. Tr.: C, 73.06; H, 6.02%.

Allyl - 4,6 - O - benzylidéne -3 - O - (23,46 - tétra - O - benzyl
- a - D - galactopyranosyl) - B - D - galactopyranoside 21. Le
disaccharide 20 (500 mg) est débenzoylé (méthylate de sodium
dans le méthanol) pendant 30 min a la température ambiante. Le

mélange réactionnel est traité de la méme maniére que pour le
composé 10. Le résidu est cristallisé dans un mélange méthanol-
eau (19:1, v/v) pour donner 21 (417 mg, 94%); F 150-151°;
{a}p +44° (c 1, chloroforme); RMN (chloroforme-d): 8 7.35 (25H,
m, Ph), 5.21 (1H, d. J, ,4Hz, H}), 2.85 (1H, d, J 3Hz, OH): Calc.
pour CsHs40y: C, 72.27; H, 6.55. Tr.: C, 72.46. H, 6.52%.

Trisaccharide 14 (& partir du composé 21). Une solution du
disaccharide 21 (275 mg, 0.33 mM) et de I'imidate 10 (325 mg,
0.66 mM) dans le nitrométhane (12 ml) est agitée pendant 3h i la
température ambiante, sous courant d'azote sec en présence de
tamis moléculaire 4 A pulvérisé (0.5g). Une solution d’acide
p-toluénesulfonique anhydre (60mg, 0.04mM) dans le
nitrométhane (5 ml) est ajoutée et I'agitation est maintenue pen-
dant 48 h. De la triéthylamine (1 ml) est ajoutée et le mélange
réactionnel est traité de la maniére décrite pour le composé 14
Le résidu est chromatographié sur une colonne de gel de silice
(45 g). L'élution par le mélange hexane-acétate d'éthyle (5:2, v/v)
permet de recueillir le composé 14, cristallisant dans un mélange
éthanol-eau (19:1, v/v), (370 mg, 89%); F 115-116°; {a}p+2° (¢ 1,
chloroforme). '

4,6 - O - Benzylidéne -3 -0 - (23,4,6 - tétra - O - benzyl - a -D
- galactopyranosyl) - » - galactopyranose 22. Une solution du
composé 21 (334 mg, 0.4 mM) dans le diméthylsulfoxyde (10 ml)
est agitée pendant 1h a 100° sous courant d'azote sec en
présence de ferf-butylate de potassium (250 mg, 2mM). Le
mélange réactionnel est traité de la maniére décrite pour le
composé 15. Le résidu est dissous dans un mélange acétone-eau
(9:1, vlv, 20 ml) et agité pendant 15min i la température am-
biante en présence d'oxyde mercurique jaune (216 mg) et de
chlorure mercurique (135 mg). Aprés le traitement habituel, le
résidu est chromatographié sur une colonne de gel de silice (15 g).
L’élution par le mélange acétate d'éthyle-hexane (2:1, v/v) per-
met de recueiller le composé réducteur 22, cristallisant dans un
mélange éthanol-eau (281 mg, 88%); F 154-155° {a}p+ 114° (¢
0.5, méthanol-eau, 19:1, v/v), pas de mutarotation; Calc. pour
CHs0,): C, 71.37: H. 6.37. Tr.: C, 71.35; H, 6.34%.

3 -0 - (a - D- Galactopyranosyl) - D - galatose 23. Le
composé 22 (220 mg) est hydrogénolysé pendant 24 h dans I'acide
acétique glacial (10 ml) en présence de palladium sur charbon a
10% (200 mg). Le catalyseur est essoré et le filtrat est évaporé.
Le résidu, trituré dans I'éthanol absolu, donne le disaccharide 23
sous forme d’une poudre blanche qu'il n'a pas été possible de
cristalliser (90 mg, 94%); F 103-106° (décomposition); {a}p + 155°
(¢ 0.5, eau) pas de mutarotation; RMN (D,0): & 5.84 (d,
1,,2.5Hz, H-a), 5.69 (d, J - 23Hz, H}): 5.15 (d. J,,7Hz, H,-B); le
rapport a : 8 est de ordre de 1; litt.*'*'¢ {a}p + 155° (c 0.3, eau);
{a}p + 184° (¢ 1.25, eau): {a}p+ 155° (eau).

Aprés réduction au borohydrure de sodium et per (triméthyl-
silylation,”” le dérivé obtenu est homogéne en chromatographie
en phase gazeuse, ti 1.80.

1,246 - Tétra - O - acétyl -3-0-(234,6 - tétra - O - acétyl -
a - D - galactopyranosyl) - B - D - galactopyranose 24. Le
composé 23 (65mg) est acétylé (pyridine-anhydride acétique)
pendant 2h a 0°, puis 10h a la température ambiante. Aprés
évaporation, le résidu est chromatographié sur une colonne de
gel de silice (10g). L'élution par le mélange 1,2-dichloroéthane-
acétone (23:2, v/v) permet de recueillir le peracétate 24 cristal-
lisant dans I'éthanol (54 mg, 42%); F 96-97° (ramollissement),
157-158° (fusion); {a}p+107.5° (c 1. chioroforme); RMN
(chloroforme-d): § 5.66 (1H, d. J,,8.5Hz, H)), 2.18, 2.14, 2.13,
2.06, 2.04, 1.94 (24H, 6s, OAc); litt."* F 157.5-158.5% {a}p + 110.2°
(¢ 0.5, chloroforme).

2 - Hydroxyéthyl - 2,3 - di - O - benzyl - 4,6 - O - benzylidéne -
B - D - galactopyranoside 25. Une solution du composé 3
(400 mg, 0.82 mM) dans le mélange dioxanne-eau (3:1, v/v, 16 ml)
est agitée pendant 20 min i la température ambiante en présence
de tétroxyde d'osmium (5 mg). Du périodate de sodium (370 mg,
1.72 mM) est alors ajouté par petites portions. Aprés 24 h, du
borohydrude de sodium (50 mg) est ajouté et I’agitation est main-
tenue pendant 10 min. Le mélange réactionnel est évaporé et
repris par du chloroforme. La phase organique est lavée avec une
solution aqueuse a 10% de sulfite de sodium, avec de I'eau,
séchée (sulfate de sodium) et évaporée. Le résidu est dissous
dans le mélange dioxanne-eau (3:1, v/v, 16 ml) et agité pendant
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2b i b température ambiante co préscoce de périodate de
sodium (107 mg, 0.5 mM). Du borohydrure de sodimm (50 mg) est
ajousé et I'agitation est maintenoe peadant 10 min. Le mélange
réacticanel est évaporé et tnité comme précédemmest Le
résidu est cristallisé dans un mélange hexame-acttste d'éthyle
pour doomer 25 (317mg. $1%). F 127-128°; {a}p+35°* (c |,
chioroforme); RMN (chioroforme-d): 8 7.45 (1SH, m, Ph), 4.44
(IH, d. J,;7.5Hz, H)), 3.56 (IH, dd, J;,9Hz2. J, JHz, H,y), 3.30
(1H, Hy), 2.70 (1H, OH); Cak. pour C»HyO4: C, 70.71; H, 6.55.
Tr.: 70.88; H, 6.59%.

2- Acltoxylthpl -23 - di - O - bemzyl - 4,6 - O - benrytidine - B
- D - gelectopyranoside 2. um:s(ssq)mm
(amhydride acétique-pyridise)peadant 3b i la température am-
biaste. Le mélange réactionae] est évaporé & sec et e résidu est
cristallisé dans un mélange bexane-acétate d'éthyle pour dosner
26 (53 mg, 90%); F 121-122°; {a}p + 28° (c 1, chioroforme); RMN
(chioroforme-d): 8 7.44 (15H, m, Ph), 4.42 (1H, d, J,,8Hz, H,),
355 (1H, dd, J,,9Hz, J, 35Hz, H,), 3.28 (1H, H,), 1.97 3H., s,
OAc); Cak. powr Cy HyOy: C, 69.65; H, 6.4). Tr.: C, 69.74; H,
6.44%.
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