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Somraaire

Les carbohydrates sont des composés importants au niveau biologique.
De nombreux analogues contenant un hétéroatome autre que I'oxygéene sur le
cycle hémiacétallique existent dans la nature et ont fait I'objet de nombreuses

synthéses dans de nombreux groupes de recherche depuis prés de 40 ans.

Cependant les hétéroatomes présents sur le cycle hémiacétallique sont
essentiellement les atomes d'azote et de soufre et il existe peu de
carbohydrates contenant la liaison carbone-phosphore. Quant aux analogues
concernant le remplacement du carbone anomérique par un hétéroatome, ils
sont trés peu nombreux. Nous avons synthétisé un nouveau type d'analogue :
les phostones. Les phostones sont des analogues de carbohydrates ou le
carbone anomérique est remplacé par un atome de phosphore pentacovalent.

Nous avons synthétisé différents analogues dans quatre projets.

Notre premier projet concerne la synthése des L-fucophostones, des
analogues du L-fucose. Plusieurs oligosaccharides présents a la surface des
cellules contiennent une unité L-fucose. Ces oligosaccharides sont aussi
communs 3 de nombreux cancers dont ceux du foie, de Fovaire et du sein. La
modification de son carbone anomérique pourrait mener a une activité
inhibitrice sur les enzymes concernées par le L-fucose tel que les fucosidases
et les fucosyltransférases. Nous avons utilisé le L-fucose comme produit de

départ afin de conserver au maximum sa stéréochimie.

Quant aux  N-acétyl-D-glucosaminophostone et N-acétyl-D-
mannosaminophostone, elles sont des analogues des N-acétyl-D-glucosamine
et N-acétyl-D-mannosamine. Ces saccharides sont des composants essentiels

de nombreuses glycoprotéines. Ces glycoprotéines sont une classe de produits



naturels jouant un rble crucial dans les phénoménes de reconnaissance
moléculaire. Nous avons pu effectuer pour la premiére fois la reaction
d’Abramov sur une oxime, ce qui a généré les phosphonates cycliques avec

une fonction alkoxy amine en a du phosphore.

Le troisieme projet concerne le phosphoramidon qui est un puissant
inhibiteur d’'une métalloprotéase a zinc jouant un rble particulierement
important au niveau des cellules endothéliales, 'enzyme de conversion de
I'endothéline (ECE). Cette enzyme est impliquée dans la régulation du flux
sanguin et son déréglement est reconnu comme un important facteur
déclenchant dans de nombreuses maladies. L'analogue en phostone du
phosphoramidon modifie la structure du phosphoramidon en incorporant la
fonction phosphonamide & lintérieur du L-rhamnose et en supprimant la

fonction acide phosphonique.

En dépit des progrés considérables faits dans la compréhension du
mécanisme d’action et de la biologie du virus de la grippe, celui-ci continue
d’étre la plus importante cause de mortalité au niveau des maladies
respiratoires. Le mécanisme unique de propagation du virus de la grippe a
permis aux chercheurs d’'identifier un certain nombre de cibles potentielles dont
I'hémagglutinine et la neuraminidase, les deux glycoprotéines de surface les
plus importantes impliquées dans la propagation du virus. L'activité
enzymatique des neuraminidases repose sur la coupure du lien 02,3 entre
I'acide sialique et le carbohydrate auquel il est lié. Dans ce dernier projet, nous
avons synthétisé les sialophostones, des analogues de lacide sialique ou
Paction de I'acide carboxylique et de I'hydroxyle anomérique est remplacé par

un acide phosphonique.



1.

TABLE DES MATIERES

27577103 12111 < VRO R s <O SRR 11 V) i
LiE10 068 fIgUIES... cin . caiiionissbibiten, aros e smimen mas soaiiissve s s §EEH st i oA s i
LiSte (S SN IMIAS ..o eeiiv i cereeerereeeeaaeeeeeesaaaaasesreraeersrasstsstansseseesaaaaasnnreannnesessassseens Vi
T e ot e o) s 1 AN PR v s S S P SR It - T Xi
Liste des abréviations et des définitions ......cccovevvvreerccciieccvsnrcn, xii

RO BT G MBS .oiiveisieesereresessesassmneeseaesaeasesbssesessesessasatseseeessassanrneesssesssssasassnns XV

PARTIE THEORIQUE
INTRODU CTION . .ot tisercrsracrnrmsesssnassranrasentasnsssenssssnssssssasssrnsnsensnss 1
g [ V1070 LB o 412)  EU L e S M=o S PR SR St LSS RN 2

1.2 Analogues de carbohydrates possédant un hétéroatome & la place de

I'oxygeéne sur le cycle hémiacétallique...........ocnine 2
1.2 IITETOCUGTION o1vverneribisbsiniomesasiasmosisonssaiass otidiss iims snmms 49 homiraswoesimanns s pos Shos' o medoi a8 4b47 2
1.2.2 Carbohydrate possédant un atome d’azote ..... 3
1.2.3 Carbohydrate possédant un atome de soufre.........ccevncininniinininnn, 5
1.2.4 Carbohydrate possédant un atome de phosphore...........coccvnniienns 6

1.3 Modification du carbone anomérique par un atome de phosphore............ 9.
R J  F 11 0 Yo (0T [ ¢ TP OSSPSR TPTI TS 9
1.3.2 Remplacement du carbone par un atome de phosphore..................... 10

1.3.2.1 Les premiers analogues ..........cocovunirniecnscsennmnnmsssssnissms s 10
1.3.2.2 Les PhOSIONES......cccvvevemmiriiceniiin e 12
18 ODTIOHUSIONY tain i b1 st e omm s ek st sms 63 nemsna sahabes b nss i ips uatabhn satus 481840 Swo seuisiBf s rmbons 14

1.5 RETEIOINCES ..evveieeevvereereresestesssesssessseessassssssessssaseessssasessssssessesassessassvanssannssasnssssssnss 156



2. SYNTHESE DES L-FUCOPHOSTONES ......cccceviesnmmmrerciisecnssnnns 18

e T BT CRRCE s smniineas s Ay ssinibe s d e e M h i amsi Easab b s 19
2.2 L8 NICOBIREEE.. . .. . o cmaniiospimmsswrrvompsammmss oy s saseesasgan s s s Ao RRTIITAS 20
2.3 Les fuCOSYRIanSfErases ....c.cuiveverrrrcerr e 21
2.4 Quelgues analogues du L-fuCOSE.........cccrirniinnninnsce s 22
2.4.1 Inhibiteurs sans atome de phosphore .........cccvmniiennninineenne 22
2.4.2 Inhibiteurs avec atome de phosSphore ..., w2l
2,5 TraVEIDE FEAIISBS .. .. :axesipssimsshomnsiimsmse s secamnsanss so83w a8 s xgsen sy LSS g immsnes mapscs 26
B TR O U RN c . g st s s e G0 - M A G e T v 26
2.5:2 REtroBYnEiBBS.. .ai. ah. contiswmsinsssrms e - dimtsteortasies ot i ok sosaim o aswassdaguns 26
A e BSOSO UL R —— 27
2.5.3.1 Synthése du 3,4-di-O-benzyl-L-fucal.........covmeninnninicnnns 27
2.5.3.2 Synthése des phosphonates ... 29
2.5.3.3 Synthése des produits finauX.........oeeiiennriinniincncee 31

BB R OTMEIIBION 5:..cvsa1 oo emmss w8 e« 2SN g s | Ot 587 s s s s 35
2. T Y BIBIMEES vesieum s s om st UM e = S £ AR Ao BV i B oV 35

3. SYNTHESE DES ACIDES PHOSPHONIQUES DE LA N-ACETYL-
D-GLUCOSAMINOPHOSTONE ET DE LA N-ACETYL-D-

MANNOSAMINOPHOSTONE.......ccccovirnimieirniieni s s sesnsnunes 41
R I L2 {07 (9703 (o] o T OO EOOI P OPP 42
3.2 Importance biologique des N-Acétyles glucosamine et mannosamine ...43

3.2.1 Les N-acétylglucosaminyltransférases..........ccovveviiesscnnnne U—— 43
3.2.2 Les N-acétylhexosaminidases.........cconmmrninnncnnesnnns, 44
3.2.3 Les NEUAC aldoIases.......correcerecmnmnnnnisessiis s ssssssssassssssssssssssasanas 44

3.3 Quelques analogues de la N-Acétyl-D-glucosamine et de la N-Acétyl-D-
18T L1810 1= 11011 1= TP PPIOUP PR 45



3.3.1 Analogues de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-

B M TN TS o b e 5 4 o 6y i s i s B i s s i 46

3.3.2 Analogues de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-

mannosaming aveC PhOSPNOIE ........ocecvrieiiirenrree s 47
3.4 La synthése de la N-acétyl-D-glucosaminophostone et de la N-acétyl-D-

T AR SR YO OB OIS 1. oo cuiiins aod s ks s anissaitns b e s s s e e o i i 49
oL I iR POTIGUICIT s copssommeins oo 10145302004 T 0538 EE 54 TS5 {04 P ot s w55 49
3.4.2 Retrosynthese........cocvvevveernncnn R e sermesasss s T G 49
ik B I BB o it R v T L e R e T s il e D1

3.4.3.1 Synthése des phosphonates cycliques .......ccccceiiiiciiinicninnns 51
3.4.3.2 FoNctionnaliSation.........ccccevvviiininnnnsnince s 63
3.4.3.3 Synthese des acides et déprotection ... 55

3.5 CONCIUSION ...ttt sb e a s b 58

BB B GO IETIBOE : wssivrarervasesiymya vty Ay s EpsouTs (oML nbsombumamsinus et s s iaes A sy A1 8 58

4. SYNTHESE D’'UN ANALOGUE EN PHOSTONE DU

PHOSPHORAMIDON.. ...ttt renrensasracssrasrnssns s s ressassansassansnasans 65
Y I P BTN o i iy AW e s i « e T ey g A i 1 66
4.7 Pattle DIOLOGIUE ... sussoiiinsmssinisgioes s st iiaisii s mssss suiden sms s s h i emtisads ivais oo 67

4.2.1 INTrOAUCHION ...ttt s 67
4.2.2 Les endothélines ... 68
H.2.2,1 IRrOTIUICHON o iovsiebiimiuinnisisibocomians s ssiaishHMInATio e s i aiigon s nF 68
4.2.2.2 Identification et caractérisation .........c..cccocicniiinninnnnsecnneen 69
4.2, 2.3 DO YNBSS cilitisaynyarviinns snaticocsuidil bt ivmmas snas poaquhs ILAEs i oesomsbesva itsanmbiia T
4.2.2.4 Effets biologiques des endothélines...........ccooemenninincccnen. 72
4.2.2.5 CONCIUSION.....c.cieerirrererinrriererectse s sr s s n s en s s 74
4.2.3 Lo INNIDIMOUINS con. .o e ccnsssaryiss s grigrasses s eones siomssshint vawasyssps s o081 8 hana s seailns oo 74
4.2 31 InVRaIORION v s st istsiimmiig dmis s eSS T bdess dndA v s cwass 74

4.2.3.2 Design des inhibiteurs de FECE.........ccoooiiiininvnnneicns 74



4.2.3.2.1 En se basant sur les inhibiteurs de NEP et ECA..................... 75

4.2.3.2.2 Par recherche systématique .........ccocoovrrcviiincninncnnicinnne, 76
4.2.3.2.3 En se basant sur la structure du phosphoramidon................. 77
428 CONGIUSION . v, .coomiiiinins smsanss dnisavessssmmnt S P #yenss smons smannannass dibh soudbondrggasses 1abiE 78
- VORTEUER TOTAMIBE . oiseivvsioschioms o nimsb s sds 483 44 oo i A 79
4.3.1 INtrodUCHION ...ceviiee et s s s 79
@8 PO BYITINEEE . s aestialisahinvs adasssomed s bisiaand o SR bl bt e sl 80
A3 OVININIBSG ..o sinnnnisiimasion s §5mmsiamm s sicon. im0 TSN w e rmr v i owy AmApRIA R s s 81
4.3.3.1 Synthése de la L-rhamnophostone .........cocmucicirienseinesnnnes 81
4.3.3.2 Synthése du dipeptide .........c.mmimmmsies s 84
4.3.3.3 Couplage entre la L-rhamnophostone et le dipeptide .................. 85
4,393 3.1 |t O iriiiserarmrrpansioms s55hakamsans ot e mobivindabaamgurs o st svemins s soavem i 85
4.3.3.3.2 Revue des différentes méthodes disponibles...........ccccceuee. 86
4.3.3.3.2.1 Couplage a partir d’'acide phosphonique ..........c.c.cecoeee. 86
4.3.3.3.2.1.1 Par la réaction de MIitSUNObU........cceiiiiiiininini 86
4.3.3.3.2.1.2 Par utilisation du BOP-Cl........cccoiiiiiien 87
4.3.3.3.2.1.3 Par utilisation du BOP ou du PyBOP ........c.oooviiiiiiiiiiiee 88
4.3.3.3.2.1.4 Couplage a partir du chlorure d’acide phosphonique.................. 89
4.3.3.3.2.2 Synthése du chlorure d’'acide phosphonique................. 90
4.3.3.3.2.2.1 Utilisation du pentachlorure de phosphore .............cccooeeeiiiiin 90
4.3.3.3.2.2.2 Utilisation du tétrachlorure de carbone................ccccocooniiiniennen. 90
4.3.3.3.2.2.3 Utilisation du tris(2,4,6-tribromophénoxy)-dichlorophosphorane.91
4.3.3.3.2.2.4 Utilisation du dichlorotriphénylphosphorane...........c.....ccooevieee. 91
4.3.3.3.2.2.5 Utilisation du chlorure de thionyle..........coccvciennnniiniiennnian, 92
4.3.3.3.2.2.6 Utilisation du chlorure d’'oxalyle .......cccccvviiivimmmiiiincnnn e 92
4.3.3.3.2.2.7 Utilisation d’additifs lors de la réaction de couplage..................... 93
4.3.3.3.2.2.7.1 ELNTMS oo 93
4.3.3.3.2.2.7.2 Par transestérification des p-nitrophényle phosphonates....94
4.3.3.3.2.2.7.3 HOBT et HOAT ....ccevi ittt e 95
4.3.8.3.2.2.7.4 EtgN oo 96
4.3.3.3.2.2.7.5 Tetrazole....cocvvcuiriririrririniesi it s 97

4.3.3.3.3 Couplage et déprotection finals ... 97

4.3.3.3.4 Séparation et déprotection finales.........c.coveviiiiiinnnncnns 100



4.3.3.4 Tests biologiqUuESs ... 101

B34 OIS DN oo i il oA it AL b b i on i A VAT o 102
A 0L OTOTOITCES . cuicoriavismssiisesaions ans ¥ owh e ifon sa sstoa st 456358 )3 BOUSH B cusminn o Gl nspapi s semgs 102
5. SYNTHESE DES SIALOPHOSTONES........ccceerimimrmremrenesensssnnns 112
BT I O ot 1w 50 i i w4 S s V¥ v BN 113
5.2 Partie: Bl Ol O Qi copesstsesssswmise s s mmpzsemasions duspies syt ssmssanppwiomps s iospesrestmss sosszsusmmis 113
5.2.1 MECANISME AU VITUS ....oveeeeeecremsesesseesssesssessssssesssssssssssssssessssessssssasssseses ..115
5.2.1.1 L’hémagglutining........cooocreammrecnrerrercsesessse s 115
5.2.1.2 1.85 NoUTGMNEIHASEE iwwirveermaps s commerunmssssassosann s qirsssonm s sppasisesmmreasam inz 116
B 2 1D R ONYO S IO T, vu wrnsas bomsi s s st smsiem e Sk S s ope ML ek v 118
5.2.2 Les Inhibiteurs de neuraminidases.........ccoemrinnininnniennenninnnees 119
5.2.2.1 INtrOdUCHION ...t s 119
5.2.2.2 Modification de 'hydroxyle situé sur le carbone 4 du Neu5Ac2en121
5.2.2.3 Modification de la chaine du NeubAc2en..........cccceeivrericninnees 122
5.2.2.4 Modification de la double liaison du NeuS5Ac2en...........ccccceneees 124
5.2.2.5 Modification de I'acide carboxylique du Neu5Ac2en.................. 126
5.2.2.6 Proposition d’'un nouvel inhibiteur de neuraminidase................ 127
5.2.:3 CONCIUBION...covuecevrrormremvmmesmies sesronastanssfsmttessesmsmssnsss strbisnvmannerapyh ssssosams - smmsss 128
B8 Travaty TOaNBBS ... couyisivn s o it s aiiisonsbos o526 s s i 6o bV b 129
BB ] | A UIGEIGY v v i smes s ooy st snmns s5msvghF g £ PSS i mab s 129
5.3.2 RetrOSYNthESEe.....ccoucoireereirccerie ettt 130
B33 SYNMNBSE ..t ccvaisiiniai ihisserasarns - iiaiaveinrobasinobid 883 ves acim ik ot bmnia R AT a8 131
5.3.3.1 Synthése du 5-acétamido-4,7,8,9-tetra-O-acétyl-2,3,5-tridésoxy-
D-glycéro-D-galacto-non-2-énopyranosate de méthyle ... 131
5.3.3.2 Incorporation du phosphore ..., 132
5.3.3.3 Cyclisation intramol@culaire..........cccocoevvvecneninerennncsccnsiennnnnianiens 135
5.3.3.4 Désoxygénation et déprotections.......c.eveennniinnininniien, 139

5.3.4 Tests biologIiQUES........cccvmrimmiiiniirs s 143



R R 07 a1 e L 11= | Pt P AR s v el 144
5 O P I RS ot s o taa et b ST 0 AR SR oy L0 b i et e 144

PARTIE EXPERIMENTALE

6. NOTES GENERALES SUR LA PARTIE EXPERIMENTALE........ 152
6.1 Instrumentation.......c.cccevvvrecenrccnnennne mmmns s menens s FTS U TR e SA A v SRR | omises 153
B2 ChrOMAtOgraIINIE i, iisianss i dins cumminsessbiiisdscinsasissmsarmhinn sasmesssamdne s Bhns s sast 1854749 ...154

6.2.1 Chromatographie Sur COIONNE ..........cecoiiiinnminni s 154
6.2.2 Chromatographie sur couche mincCe.........coverinninncnnnesi 154
B3 LoS rOVOIATGUIS .. ccicomivncnsisuns e bosivosinn it <2t abbnnsansad o4 a0 M ibsssms Semesvs sfasnsi s btinn 154
6.3.1 Lumiére ultraviolette.........cccoveeenerniiinici 185
6.3.2 Molybdate d'ammonium en solution aqUeUSE...........c.coverniiniiiennnes 155
6.4 Purification des SOIVANES ...t 155
6.5 NOMENCIATUIE ....eevverrrererrreecrerieeresesereesn e asse e sasan s s st e 156
8.8 ONBTBITBE i icrc couesyaimnhiipenss soans samnbibnns snesns s L pinoe o3 b bl waniianios 13 oiae - oo i o 157

7 : PARTIE EXPERIMENTALE DU CHAPITRE 2
Synthése des L-fucophostones

1,2,3,4-Tetra-O-acétyl-L-fucose : 2.16 ..., 159
Bromure de 2,3,4-tri-O-acétyl-L-fucopyranosyle : 217 160
3,4-Di-O-acétyl-L-fucal : 2.18.........coiiiinncc e 161
I {7 Tor= | A~ 2 1 OO PP I 162
3,4-Di-O-benzyl-L-fucal : 2.20..........criiiierninisnne s 163

2,3-Di-O-benzyl-5-désoxy-1-diméthylphosphonyl-4-O-formyl-L-fucose
2.21

et 2,3-di-O-benzyl-5-désoxy-1-diméthylphosphonyl-4-O-formyl-

LARIORE DR i siomsenst it s s sty B 5o i T AR R84 e s e A T80 164

4,5-Di-O-benzyl-6-méthyl-L-galacto-(2 R)-méthoxy-1,2x9-
oxaphosphorinan-2-



one 2.23 et 4,5-di-O-benzyl-6-méthyl-L-galacto-(2S)-méthoxy

-1,22.5-0XaphoSPhOriNAN-2-0N8 2.24........ocoueeerrerereerenisresssssessssssseessssanenes 168

4,5-Di-O-benzyl-6-méthyl-L-talo-(2R)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-
2-one

2.25 et 4,5-di-O-benzyl-6-méthyl-L-talo-(2S)-méthoxy-1,25-
oxaphosphorinan-

T B 1y vwi s i S5 P RS i T b g g S B R AT e A S 170

4,5-Di- O-benzyl-6-méthyl-L-galacto-(2 R)-hydroxy-1,245-
oxaphosphorinan-

DA DURT aiaiaisiiv oty st s i NS eiawy b IV 5o 35 v SN S M 173

3,4,5-Tri-O-acétyl-8-méthyl-L-galacto-(2R)-hydroxy-1,215-
oxaphosphorinan-

20N Z.2B.......ens rerrttrsisesaonsarmmresi shebhe s msana pibehss e sewassisscion s Ay phppi Y as e sk i 01 0d 175

L-Fuco-(2R)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one : 2.3..........ccoceen. 176

L-Fuco-(28)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one : 2.4 ........c......... 178

L-Fuco-(2R)-hydroxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one : 2.2..........c.ccoue.. 179

8 : PARTIE EXPERIMENTALE DU CHAPITRE 3
Synthése des acides phosphoniques de |Ia N-acétyl-D-
glucosaminophostone et de la N-acétyl-D-mannosaminophostone

2,3,5-Tri-O-benzyl-1-benzyloxime-D-arabinose : 3.21 ..., 181

4,5-Di-O-benzyl-3-benzyloxyamino-3-désoxy-6-benzyloxymeéthyl-D-
gluco-

(2R/S)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one (3.22 et 3.23) et

4,5-di- O-benzyl-3-benzyloxyamino-3-désoxy-6-benzyloxyméthyl-D-
manno-

(2R/S)-méthoxy-1 ,21.9-oxaphosphorinan-2-one (3.24 et 3.25)............ 182

3-N-Acétyl-4,5-di-O-benzyl-3-benzyloxyamino-3-désoxy-6-
benzyloxyméthyl-D-

gluco-(2 R/S)-méthoxy-1 .215-oxaphosphorinan-2-one (3.26 et 3.27) et

3-N-acétyl-4,5-di-O-benzyl-3-benzyloxyamino-3-désoxy-6-
benzyloxyméthyl-D-

manno-(2R/S)-méthoxy-1 ,2)9-oxaphosphorinan-2-one (3.28 et 3.29)183

3-N-Acétyl-4,5-di-O-benzyl-3-benzyloxyamino-3-désoxy-6-
benzyloxyméthyl-D-



gluco-(2R)-hydroxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one 3.30 et 3-N-acétyl-
4,5-di-O-
benzyl-3-benzyloxyamino-3-désoxy-6-benzyloxyméthyl-D-manno-(2R)-

hydroxy-
1,215-0xaphosphorinan-2-0ne 3.81.......cccevereeeririecrinsssseesssiesssessesees 188
3-N-Acétyl-3-désoxy-D-gluco-(2 S)-hydroxy-1,215-oxaphosphorinan-2-
BITIE Y Bt it com st 5 s 4 e A B0 4 VB M 01 i b B S o L84 193
3-N-Acétyl-3-désoxy-D-manno-(2S)-hydroxy-1,218-oxaphosphorinan-2-
DT Bl cocambinibiisins sibon omimi s St s i SR NN B G LS LR v v 194

9 : PARTIE EXPERIMENTALE DU CHAPITRE 4
Synthése d’un analogue en phostone du phosphoramidon

1,2,3,4-Tetra-0-acétyl-L-rhamnose : 4.7........cvnvirininnnnnnnennnnnnens 196
3,4-Di-O-acétyl-L-rhamnal : 4.9.....ccoocoiiiin 197
2,3-Di-O-acétyl-5-désoxy-1-diméthylphosphonyl-4- O-formyl-L-lyxose
4.10
et 2,3-di-O-acétyl-5-désoxy-1-diméthylphosphonyl-4- O-formyl-L-xylose
BT T v it cston amm ok b yyo s -oE sl Ev sy pe MR e e « 325 e o 6 A VR 197
2,3,4-Tri- O-acétyl-L-rhamno-(2 R/S)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-2-

one
4.12a,b et 2,3,4-tri-O-acétyl-L-talo-(2 R/S)-méthoxy-1,215-
oxaphosphorinan-
20N .18, B, . i sissasshiiliibuomsss s nmiditoisus msni (NS st niaisamsns vy 199
2,3,4-Tri-O-acétyl-L-rhamno-(2S)-hydroxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one
4.14 et 2,3,4-tri-O-acétyl-L-talo-(2S)-hydroxy-1,215-oxaphosphorinan-
2ol 1= 3 S T PO PO 200
N-[(Phénylméthoxy)carbonyl]-L-leucine : 4.16........ccoocceviiniiniiiinnns 202
Monohydrochlorure de L-tryptophanoate de méthyle : 4.17 .................. 203
N-[N-[(Phénylméthoxy)carbonyl}-L-leucyl]-L-tryptophanoate de méthyle
BoAB . e i oo seiusdasahibe s seses o o s s ek AR AMT e 1 s 92 T 204
N-[N-[(Phénylméthoxy)carbonyl]-L-leucyl]-L-tryptophane : 4.19........... 205
2,3,4-Tri-O-acétyl-L-talo-(2S)-(Leu-Trp-OMe)-1,215-oxaphosphinan-2-
one

4.20 et 2,3,4-tri-O-acétyl-L-talo-(2S)-(Leu-Trp-OMe)-1,215-
oxaphosphinan-2-one 4.271 ... 208



L-rhamno-(2S)-(Leu-Trp-ONa)-1,215-oxaphosphinan-2-one : 4.5........ 210
L-talo-(2S)-(Leu-Trp-ONa)-1,215-oxaphosphinan-2-one : 4.22............ 212

10 : PARTIE EXPERIMENTALE DU CHAPITRE 5
Synthése des sialophostones

5-Acétamido-2,4,7,8,9-penta-O-acétyl-3,5-didésoxy-D-glycéro-D-galacto-
2-nonulopyranosate de méthyle: 5.5......cviiiiiinininnncnne 213
5-Acétamido-4,7,8,9-tetra- O-acétyl-2,3,5-tridésoxy-D-glycéro-D-galacto-
non-2-énopyranosate de méthyle : 5.7.....cccovninicnrnnnveninnennnns ...214
5-Acétamido-2,6-anhydro-2,3,5-tridésoxy-D-glycéro-D-galacto-non-2-
énonate de méthyle : 5.8.........cccinniin 216
5-Acétamido-4,7,8,9-tetra- O-benzyl-3,5-didésoxy-D-glycéro-D-galacto
non-2-énonate de méthyle 5.9-1 et 5-acétamido-4,7,8,9-tetra-O-benzyl-
3,5-didésoxy-D-glycéro-D-galacto-non-2-énonate de benzyle 5.9-2..217
3-Acétamido-2,5,6,7-tetra-O-benzyl-2-désoxy-4-O-(méthyloxalate)-1-
diméthylphosphonyl-D-erythro-L-manno-heptitol 5.11 et 3-acétamido-
2,5,6,7-tetra-O-benzyl-2-désoxy-4-O-(méthyloxalate)-1-
diméthylphosphonyl-D-erythro-L-gluco-heptitol 5.12........cocvinniinnnne. 219
5-Acétamido-4,7,8,9-tetra-O-benzyl-3,5-didésoxy-D-glycéro-D-galacto-
NON-2-BNE-1-0l : 5.1 n s sa s ns s s 222
5-Acétamido-4,7,8,9-tetra-O-benzyl-3,5-didésoxy-D-glycéro-D-galacto-
NON=2=BTIE & BT cicicineiinas vivinisetsesssmmmismrseitinss s souon iy st snrassssatsshamiarpans 1R am seas 223
5-Acétamido-4-O-benzyl-5-désoxy-6-(1'S,2’S,3'-tribenzyloxypropyl)-L-
manno-(2R/S)-méthoxy-1,2x9-oxaphosphorinan-2-one 5.16 et 5.17 225
5-Acétamido-4-O-benzyl-5-désoxy-6-(1'S,2'S,3'-tribenzyloxypropyl)-L-
quco—(2R/S)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one 5.18 et 5.19 .227
5-Acétamido-4-O-benzyl-5-désoxy-6-(1'S,2’S,3'-tribenzyloxypropyl)-L-

lyxo-(2R)-méthoxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one 5.20 ........c..cconecuueee. 228
5-Acétamido-4-O-benzyl-5-désoxy-6-(1'S,2’ S,3'-tribenzyloxypropyl)-L-
lyxo-(2S)-méthoxy-1 ,219-oxaphosphorinan-2-one 5.21 .........cceuuweneens 230
5-Acétamido-5-désoxy-6-(1’S,2' S,3'-trinydroxypropyl)-L-lyxo-(2R)-
méthoxy-1,215-0xaphosphorinan-2-0ne 5.3 .......cccceimmeessesssssennns 232
5-Acétamido-5-désoxy-6-(1'S,2’ S, 3 -trihydroxypropyl)-L-lyxo-(25)-
méthoxy-1,21.5-0xaphosphorinan-2-0n 5.4 ..........essssssssenss 233

5-Acétamido-4-O-benzyl-5-désoxy-6-(1'S,2’ S,3'-tribenzyloxypropyl)-L-



lyxo-(2R)-hydroxy-1,215-oxaphosphorinan-2-one 5.22...............ccc........ 234
5-Acétamido-5-désoxy-6-(1'S,2’'S,3'-trihydroxypropyl)-L-lyxo-(2R)-
hydroxy-1 ,215-oxaphosphorinan-2-one R S = 117y M o 235

ANNEXE A : Données cristallographiques du composé 2.28



1 J. LI
Rhetae
CEJ/[ j Njw/'l“ ..\nLO SI-03
I (0] S/

S
Exa e 142 8051
Mol. Wit - 1125 41564

- } S A
i s - T

N
Exa B Ao 35101
Mol. Wt - 1127.39184

,sl o HHO ~ OMe
OT“‘. NJKEN\H/\ /u/, [N N
. ' RN
o ] " 0s | ‘L Sl-05
lNH " .,,n,N\)L,rI N\L .
MeO Zon © O g

S
Bt e 1581 47
Mol, Wt.- 1217.46640



ANNEXE A : Données cristallographiques du composé 2.28



Liste des figures

Figure 1.1. Quelques exemples d’analogues de saccharides.........ccccceevecercernnnns 2
Figure 1.2. Structure de 1a NOJINMYCINE........ccccviiiciierecrr e 3
Figure 1.3. Quelques analogues SOUITES........ccccrrecrirrrrer s reeccrrerers s 5
Figure 1.4. Le D-Glucose et quelques 5-désoxy analogues..........ccccoovvmiisiinnnncne 8
Figure 1.5. Quelques analogues ayant un atome de phosphore ............cc........ 10
Figure 2.1. Structure du L-fUCOSE......cccccemrerirecrirc s 19
Figure 2.2. Structure des L-fucophostones proposees.........covvecimnncrncinsnnnns 19
Figure 2.3. Quelques inhibiteurs de fucosidase et de fucosyltransférase .......... 23
Figure 2.4. Quelques inhibiteurs de fucosidase et de fucosyltransférase .......... 24
Figure 2.5. Le L-fucose et ses phostones........ccniiiiinnsncnss 26
Figure 2.6. Rayons X de I'acide phosphonique 2.28.............cccccvvnncnnennnee 31

Figure 3.1. Structures de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-
(0 T o Lo o= 111 = T PP 42

Figure 3.2. Structures des analogues proposés de la GicNAc et de



v

Y 2T 013 Vo T 42

Figure 3.3. Quelques analogues sans phosphore........c.iienniinnccinens 46

Figure 3.4. Structures des N-acétyl-D-glucosamine 1-phosphate et

N-acétyl-D-mannosamine 1-phosphate........ccvvmnnniiiiini s 47
Figure 3.5. Structures des analogues avec phosphore ..., 48
Figure 4.1. Structure du phosphoramidon.........cceeveeiininnnncs 66
Figure 4.2. Structure chimique de I'endothéling-1. ... 70
Figure 4.3. Structure chimique de Fendothéline-2..........ccoovvcinnniniinnnn 70
Figure 4.4. Structure chimique de I'endothéline-3.........ccovnnnncnniiiinnn, 71
Figure 4.5. Quelques inhibiteurs dECE et de NEP........cconiiin 75
Figure 4.6. Structure d’'un acide hydroxamique inhibiteur d'ECE..........c..ccc..c.. 76
Figure 4.7. Molécules obtenues par SCreening.........cococneneinnsicninns 76

Figure 4.8. Quelques inhibiteurs basés sur la structure du phosphoramidon...78

Figure 4.9. Structure du phosphoramidon et de son analogue phostone.......... 79
Figure 4.10. Structures du BOP et du PYyBOP. ... 88
Figure 4.11.Structures du HOBT et HOAT ... 95
Figure 5.1. Structures de l'acide sialique et de son analogue...........ccccocovveunenne 113

Figure 5.2. Structure de 'adamantine et de la rimantading .............ccoecouiieien. 114



Figure 5.3. Structure de la neuraminidase. .........cccoccvveeerrnrenrrcenirsiennnesereeseeerenes 117
Figure 5.4. Structure de l'acide sialique. ... 118
Figure 5.5. Résultats de la recherche systématique .........ccccocvervinrccciccinnnncnnnns 119
Figure:5.6. SIruchire U NBUBAGCZEN s smuussssysssnsisstonsiisis ssisns s 56363 asasikmmursesoums 120
Figure 5.7. Structure du ZanamiVir. .........ceeriiceermnennecense s 122
Figure 5.8. Inhibiteurs contenant une chaine lipophile ............cccoonninnnnnnens ..124
Figure 5.9. Produits de départ pouvant mimer I'acide sialique.........ccccecevvevereene 124
Figure 5.10. Structures du NeuSAc, ePANA et aPANA...........ccinninineeienn 126
Figure 5.11. Autres exemples d'inhibiteurs. ..., 127

Figure 5.12. Structures de I'acide sialique et des phostones proposées......... 129



Liste des Schémas

Schéma 1.1. Synthese de la nojirimycine 1.3........cccoocviiniincini 4
Schéma 1.2. Synthése d’'analogues azotés de P'arabinose...........ccoocineiicineacnne 4
Schéma 1.3. Synthése de I'analogue SoUfré 1.5.......ccoovinncnnnce 5
Schéma 1.4. Synthése du 5-thio-D-glucose (1.7).......ccormvnirceeicnnncinne . 6
Schéma 1.5. Synthése d’un analogue avec phosphore.........c.ccoeiiinccinins 7
Schéma 1.6. Synthése améliorée d’un analogue avec phosphore....................... 7
Schéma 1.7. Synthése du 5-éthylphosphinyl-5-désoxy-D-glucose .........c.ccoueunee. 9
Schéma 1.8. Premiére synthése de Paulsen........nnniciennisinnn 11
Schéma 1.9. Deuxiéme synthése de Paulsen........ i, 11
Schéma 1.10. Autres synthéses d’analogues...........ccverermimimnsiensseccisnnnne 12
Schéma 1.11. Synthése de Drueckhammer ..., 13
Schéma 1.12. Synthése d’Hanessian.........c.conencreecinnninnnencsiiees 13
Schéma 1.13. Synthése de Weller...........ccomiiciccins 14
Schéma 2.1. Action de la fuCOSIAase.......cuvrnirinicniienn s 20
Schéma 2.2. Action de la fucosyltransférase FUCT V... 21

Schéma 2.3. Retrosynthése de la fucophoStone. ... 27



Schéma 2.4. Choix du produit de départ.........cccovimniniininn s 27
Sehéma 2.5: SYnthese du L-TUCEI — i aubsivveiiudiin i e isnad i e sastassdasminearnansndinis 28
Schéma 2.6. Changement de groupes protecteurs......c.nineeinnncnnnns 28
Schéma 2.7. Synthése des phosphonates 2.21 et 2.22...........cccoiiceneicnns 29
Schéma 2.8. Cyclisation intramoléCulaire ..........coeveeniennnniinccn 30
Schéma 2.9. Synthése de l'acide 2.28 ..., s e
Schéma 2.10. Estérification de I'acide phosphonique 2.27...........coccovinnnnen. 32
Schéma 2.11. Synthése de la L-fucophostone 2.2 ... 32
Schéma 2.12. Synthése des produits finaux 2.3 et 2.4......ccovinrniiiinnns 33
Schéma 2.13. L'effet anisotropique ........c.ccccvmenimnncmniessnes s 34
Schéma 3.1. Les 6 types de GICNAC.........ccvniinnincsn e 43
Schéma 3.2. Mécanisme présumé de la N-acétylglucosaminidase...............c.... 44
Schéma 3.3. Synthése enzymatique de I'acide sialique..........ccvinnininnna 45
Schéma 3.4. Premiére synthé€se envisageée..........cormmencnsnsimcnnnennnss 49

Schéma 3.5. Retrosynthése des acides phosphoniques des N-acétyl-D-

glucosamino- et mannosaminOPhOSTONE. ... 51
Schéma 3.6. Chiron commun aux deux phostones ..., 51
Schéma 3.7. Synthése des phosphonates Cycliques...........uvnmmniiniinininnenes 52

Schéma 3.8. Deux voies pour accéder a I'amide........ccouviineeiincninniniienennn 54



Schéma 3.9. Acétylation des dérivés O-benzyloxy amine..........ccceeeivninninninnens 56
Schéma 3.10. Synthése des acides phosphoniques 3.30 et 3.31.................... 56
Schéma 3.11. Estérification des acides 3.30 et 3.31 ... 57
Schéma 3.12. Obtention des produits finaux 3.3 et 3.4.......cccconeiiinniinnncnnn, 58
Schéma 4.1. Incorporation de la fonction phostone ... e 87
Schéma 4.2. Production de peptides vasoactifs dans la paroi vasculaire ......... 68
Schéma 4.3. Représentation du précurseur de I'endothéling-1............ccoouinen. 72
Schéma 4.4. Représentation des précurseurs des endothéline-2 et 3............... 72
Schéma 4.5. RetrosyntheSe.........covcveiiiniinie s 80
Schéma 4.6. Synthése du L-rhamnal 4.9..........cccnennriinnnnn 81
Schéma 4.7. Synthése des phosphonates.........cmnrniecnn, 82
Schéma 4.8. Synthése des acides phosphoniqUEs ... 83
Schéma 4.9. Préparation des peptides.........cunmciniins 84
Schéma 4.10. Synthése du dipeptide 4.19......cons 85
Schéma 4.11. Couplage a partir de 'acide phosphonique............cevnniinnicnnns 86
Schéma 4.12. Synthése de phosphonates par la réaction de Mitsunobu.......... 87
Schéma 4.13. Mécanisme du couplage avec BOP-Cl ... 87
Schéma 4.14. Réactivité du BOP...........cccommmncnse 89

Schéma 4.15. Couplage a partir du chlorure d’acide phosphonique ................. 89



Schéma 4.16. Utilisation du PCly ..o 90
Schéma 4.17. Action du tétrachlorure de carbone.........cccceveeenmrnnnercsrsenesesenenns 91
Schéma 4.18. Utilisation du BDCP ... 91
Schéma 4.19. Action du dichlorotriphénylphosphorane...........cccccoeevcinnininnnnns 92
Schéma 4.20. Action du chlorure de thionyle ..........ccvirnccnccncen 92
Schéma 4.21. Synthése du chlorure d’acide phosphonique ........cccoenneene s I
Schéma 4.22. Utilisation du ELNTMS ... 94
Schéma 4.23. Transestérification avec [es PNP.........cccncvninccniinnine, 94
Schéma 4.24. Utilisation du HOBT ..o 96
Schéma 4.25. Formation du sel d’ammonium ..., 96

Schéma 4.26.Utilisation du 1H-tetrazole pour la synthése de phosphonates

IMUXEEE oo comee prsacsmasnasmnnssvssssswsg i tat sbi £ d5gses ssspamrasanass suve Comet 14 bassan voyry s gt AR S0 b anmdans 97
Schéma 4.27. Couplage entre les phostones et le dipeptide.......ccevvvnriennnn. 98
Schéma 4.28. Réaction de CoUpIage.......cccomriniiinniniiininen s 100
Schéma 4.29. Déprotection finale......c.coeeverrrrnincinnn s 101
Schéma 5.1. Action de 'hémaggiutining ... 115
Schéma 5.2. Coupure du lien 0 2,3 .....ccereerereereerncinmnsss s 118
Schéma 5.3. Action de la neuraminidase........ccooreerminminsnnnnssssesen 120

Schéma 5.4. Modification de 'hydroxyle en 4 du NeuSAc2en...........c.ccccounnenee 121



Schéma 5.5. Modification de la chaine du NeuSAc2en.......coceivicvciiinccincnnnns 123
Schéma 5.6. Variation de la position de la double ligison ... 124
Schéma 5.7. Phostone basée sur la structure de 'ePANA ... 128
Schéma 5.8. Retrosynth@Sse.......ccovrvinrnnncnc s 130
Schéma 5.9. Stéréochimie conservée au MaximuUmM.......ccoevvimmesmneesnenns 131
Schéma 5.10. Synthése du NeUSAC2eN..........ccvnnrcinns e a1
Schéma 5.11. Changement de groupe protecteur..........couvrinniniiecnnnncncnn 133
Schéma 5.12. Synthése des phosphonates acychiques.........ciiieeniinnn 134
Schéma 5.13. Plan initial de fin de synthese ... 135
Schéma 5.14. Désoxygénation par la méthode de Dolan et MacMillan........... 136
Schéma 5.15. Compétition lors de la désoxygénation........c.ccvvevniniiennns 136

Schéma 5.16. Changement de I'oxalate de méthyle pour un groupement

BGEIVIE oociiiiiuditi oo ainngfss 45w s ew s i B i o i e s oy B 137
Schéma 5.17. Synthése du composé 5.14 ..., 137
Schéma 5.18. Pas de réaction d’Abramov avec le composé 5.14 ................... 138
Schéma 5.19. Cyclisation inframoléculaire............ovevmniin.. 138

Schéma 5.20. Désoxygénation radicalaire par la méthode de Barton et
MECOMBIE i iiim driasiisbaiinionsssaeminisamesiassis FoMbaEsssnrsan astdmisin io§adS 0 ynsms sssinbnne SENNRFFER S0 139
Schéma 5.21. Désoxygénation des phostones.........ovcniiinnnnnininnnnnnen: 140

Schéma 5.22. Déprotection finale......c.ceveciicinieesninen e, 140



Schéma 5.23. Effet anisotropique sur les composés 5.3 et 5.4..........ccounnee. 141

Schéma 5.24. Synthése de I'acide phosphonique........cceoviiiiinencicncinncee, 143

Liste des tableaux

Tableau 2.1. Déplacements chimiques des composés 2.3 et2.4................ .....34
Tableau 4.1. Activités vasoCoNnSIriCHiVES. ... 72
Tableau 4.2. MEthOUJES ESSAYEES .....ccverireerieveerereriretsess e 97

Tableau 5.1. Déplacements chimiques des composés 5.3 et 5.4................... 141



Liste des abréviations et des définitions

[a]B

b

ul

Ac
ACE
ADMS
APTS
Arg
Bn

Bz
ccm

cm

DBU
DCC
DCM
dd
DIEA
DMAP
DMF
ECE
éq
ET-1
ET-2
ET-3
FAB+
FucT
GlcNAc

Pouvoir rotatoire a la raie du sodium (589 nm)

Déplacement chimique en ppm
Microlitre

Acétyle

Angiotensin Converting Enzyme
Dihydrobis(2-méthoxyéthoxy) aluminate de sodium
Acide para-toluene sulfonique
Arginine

Benzyle

Benzoyle

Chromatographie sur couche mince
Centimétre

Doublet
Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-ene
1,3-Dicyclohexylcarbodiimide
Dichlorométhane

Doublet de doublets

Amine de diisopropyle et d'éthyle
DiMéthylAminoPyridine
Diméthylformamide

Endothéline Converting Enzyme
Equivalent

Endothéline-1

Endothéline-2

Endothéline-3

"Fast Atom Bombardment (cationique)”
Fucosyltransférase
N-acétyl-D-glucosamine



GlcNAcT
Glu
GNAse
g

h.

HA
HOBT

Leu
litt.

ManNAc
Me

mg

min.

mL

mm

mm. Hg
mmol
NA

NEP
NeubAc
NOE

P.f.

pH

ppm

Ph

q

RMN 1H
RMN 13C

N-acétyl-D-glucosaminyltransférase
Glutidine
N-acétylhexosaminidase
Gramme

Heure

Hémagglutinine
1-Hydroxybenzotriazole
Large

Leucine

Littérature

Multiplet
N-acétyl-D-mannosamine
Méthyle

Milligramme

Minute

Millilitre

Millimetre

Millimétre de mercure
Millimole

Neuraminidase

Neutral EndoPeptidase
Acide sialique

Nuclear Overhauser Effect
Point de fusion

Potentiel hydrogene
Partie par million
Phényle

Quadruplet

Résonance magnétique nucléaire du proton

Résonance magnétique nucléaire du carbone



RMN 31P

sat.

THF

TMSBr
Trp

Résonance magnétique nucléaire du phosphore
Singulet

Saturé/ée

Triplet

Tétrahydrofurane

Bromure de triméthyle silyle

Tryptophane

Xiv



1. INTRODUCTION



1.1 Introduction

Les saccharides sont des molécules essentielles dans de nombreux
processus biologiques. Les saccharides les plus communs possédent un
oxygeéne sur le cycle hémiacétallique, ainsi que des fonctions hydroxyles. I
existe des composés ou Foxygene du cycle hémiacétallique est substitué par
un autre atome comme I'atome de soufre ou d'azote. Il n'existe cependant pas
dans la nature d’analogues ayant un atome de phosphore sur le cycle.

1.2 Analogues de carbohydrates possédant un hétéroatome
a la place de I'oxygéne sur le cycle hémiacétallique

1.2.1 Introduction

Depuis plusieurs dizaines d'années la synthése d'analogues de
saccharides a suscité 'intérét de nombreux groupes de recherches. On peut
citer par exemple quelques saccharides amino ou thio comme le 2-acétamido-
2-désoxy-a-D-glucose (1.1)' et le 7-(5-S-méthyl-5-thio-p-D-ribosyl)-adénine
(vitamine L, 1.2)?; le premier est présent dans plusieurs polysaccharides de

mammiféres et dans certaines protéines alors que le dernier est un facteur

nécessaire dans le processus de la lactation.
NHo
N S
N
¢ f)
OH MeS 0 N N

OH
AcHN OHOH

1.1 1.2

Figure 1.1. Quelques exemples d’'analogues de saccharides



Les modifications apportées aux saccharides ne se sont pas cantonnées
aux fonctions hydroxyles situées sur le cycle. Elles sont aussi effectuées a
Fintérieur du cycle hémiacétalligue en substituant notamment FPatome
d'oxygéne par d’autres atomes. Un des plus connus est l'antibiotique
nojirimycine (5-amino-5-désoxy-D-glucopyranose, 1.3) ou l'atome d’oxygéne

est remplacé par un atome d’azote.®

OH
HO NH
HO
OH ~OH

1.3

Figure 1.2. Structure de la nojirimycine

1.2.2 Carbohydrates possédant un atome d’azote

La substitution de l'atome doxygéne par latome dazote a
considérablement accru le pouvoir inhibiteur de ces analogues vis-a-vis
notamment des glycosidases.* Leur emploi s’est rapidement généralisé et est
actuellement utilisé dans le traitement du diabéte,® du cancer® et comme agent

antiviral dans le traitement du virus d'immunodéficience (VIH).”

La nojirimycine 1.3 fut le premier saccharide 5-aminé a étre decouvert
dans la nature. Ses effets antibiotiques particulierement puissants en ont

stimulé la synthése (Schéma 1.1).
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Schéma 1.1. Synthése de la nojirimycine 1.3

Les analogues azotés n'existent pas seulement sous la forme
pyranosique. Le professeur Nicotra et son équipe ont synthétisé des analogues
azotés sous forme furanosique, comme les dérivés azotés de I'arabinose 1.4
(Schéma 1.2).2

BnO OOBn BnO OOBn
' oH RNHz 1 NHR R'MgX BnO OH
> BnO R

BnO BnO

Schéma 1.2. Synthése d'analogues azotés de I'arabinose



1.2.3 Carbohydrates possédant un atome de souf'e

L'introduction de I'atome de soufre dans le cycle hémiacétallique se fait
par substitution nucléophile d’'un groupement tosyle par un dérivé nucléophile
soufré. Cette réaction donne accés au composé 5-thio furanose® qui, par

extension du cycle, nous conduit au 5-thio pyranose 1.5 (Schéma 1.3).

TsO 08 HS OCH)
1. BnSNa H* Hgo
o 2. Na-NH3 o

o 6~

Schéma 1.3. Synthése de l'analogue soufré 1.5

S

Tout comme les analogues azotés, la substitution de I'atome d’oxygeéne
du cycle hémiacétallique, cette fois-ci par un atome de soufre, a augmente le
pouvoir inhibiteur. Parmi les composés les plus actifs, on peut citer la 4'-thio-
toyokamycine (1.6),'® 5-thio-D-glucose (1.7)"" et le 5-thio-L-rhamnose

(représenté sous sa forme tetraacétylée (1.8)' (Figure 1.3).

CN NHz
20
HO— ¢ N N/)

OH OAc
Hglo’é:& "&%ﬁié‘
OHOH oH °H AcOppc
1.6 1.7 1.8

Figure 1.3. Quelques analogues soufrés



Vu Fimportance du D-glucose comme composant essentiel de nombreux
polysaccharides, la synthése du 5-thio-D-glucose (1.7) est trés intéressante
(Schéma 1.4).

AcO

AcS E\}C
AcO" MeOH, H* S
et e i
OH

0L B OH
O (@)

oI

Schéma 1.4. Synthése du 5-thio-D-glucose (1.7)

1.2.4 Carbohydrates possédant un atome de phosphore

Les saccharides possédant un atome de phosphore sont largement
répandus dans la nature. On peut citer par exemple les phosphono lipides,™ la
phosphomycine™ et la phosphinothricine.” De nombreux groupes de

recherches se sont intéressés a ce genre de molécules.

Whistlet et Wang furent les premiers chercheurs a proposer la synthése
d’un analogue de saccharide possédant un atome de phosphore dans le cycle

hémiacétallique (Schéma 1.5).'



0
]
| O(E;z EtO~p O(B)z EtPH O(B)z
P(OEt); EtO LiAlH,
o o) 02 @)
o>< o>< o><
MeOH
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Et OBz
P EtPH— 5
OBz OH +
HO OH

OH Ratio 1 : 1 OH

Schéma 1.5. Synthése d’'un analogue avec phosphore

Une nouvelle synthése donnant exclusivement I'analogue possédant
atome de phosphore dans le cycle hémiacétallique fut proposée par Inokawa
(Schéma 1.6)."" Elle se veut une amélioration de la synthése de Whistlet et

Wang ou le produit désiré n'est obtenu qu’'a 50%.

Me Me Me

Me TsHNHN —OMe OMe

> 7\ —— W Ll
Ph o
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0 APTS o) 0 o
O >< o) 0
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TsHNN

-————————

O

Me

'q:
o
o

OMe YOH
HO

Schéma 1.6. Synthése améliorée d'un analogue avec phosphore



Comme nous l'avons déja évoqué, les analogues du D-glucose ou I'on a
substitué 'atome d’oxygéne du cycle hémiacétallique par un atome de soufre
ou d’azote, ont donné des activités biologiques intéressantes. La nojirimycine
(5-amino-5-désoxy-D-glucose) est un antibiotique ayant de nombreuses
activités antibactériennes et le 5-thio-5-désoxy-D-glucose est un puissant
inhibiteur du transport du glucose dans la membrane et développe des activités

antitumorales (Figure 1.4).

OH OHgp

Vi
) P~ Et
H%&\\ HQ(&A&

OoH OH oH OH

D-glucose 5-éthylphosphinyle-
5-désoxy-D-glucose

OH OH OH OH

5-amino-5-désoxy-D-glucose  5-thio-5-désoxy-D-glucose
Figure 1.4. Le D-Glucose et quelques 5-désoxy analogues
En 1985, Inokawa proposa la premiére synthése d’'un analogue du D-

glucose avec un atome de phosphore sur le cycle hémiacétallique, le 5-
éthylphosphinyl-5-désoxy-D-glucose.'
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g =
MGO\P,H Et” I 2. Hy, Pd/C Et”

1. TrCl, Pyridine
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OH
4
HOS P~ Et
OH OH

Schéma 1.7. Synthése du 5-éthylphosphinyl-5-désoxy-D-glucose

Ces produits ne montrérent aucune activité antibactérienne ou antivirale.
Cependant malgré les efforts de quelques groupes de recherches, ce genre

d’analogues est resté rare.

1.3 Modification du carbone anomérique par un atome de
phosphore

1.3.1 Introduction

Comme nous venons de I'évoquer, la majorité des modifications sur le
cycle hémiacétallique se sont faites en remplagcant I'atome d’'oxygéene par
d'autres atomes. En complément a ces modifications, nous nous sommes
intéressés a la synthése de différents analogues dont le carbone anomérique

serait modifié par un atome de phosphore pentacovalent.
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1.3.2 Remplacement du carbone anomérique par un atome de

phosphore chez certains carbohydrates

1.3.2.1 Les premiers analogues

Des molécules ressemblant a des saccharides possédant un atome de
phosphore a la place du carbone anomérique ont déja été etudiées par
quelques groupes de recherches. On peut ainsi retrouver dans la littérature les
synthéses des 2-oxo-1,2-oxophospholanes et des phospholénes (Figure 1.5)."°

2-ox0-1,2-oxaphospholane

RO o

RO
v O
o=r’ 7 o=r’ 7

2-oxo-1,2-oxaphospholéne-3  o-méthyléne y-phostone
Figure 1.5. Quelques analogues ayant un atome de phosphore

L'intérét de ces molécules vient du fait qu'elles sont des analogues en
phosphore de lactones. L'intérét biologique de ce type de composés est déja

reconnu notamment comme inhibiteur de la cholinestérase.®

C’est Paulsen®' qui proposa la premiére synthése d’'un analogue de
saccharide possédant un atome de phosphore a la place du carbone
anomérique. C'est par la réaction de Wittig sur un dérivé aldéhydique d'un
saccharide en utilisant le phosphonate de diphényle triphényl
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phosphoranylideneméthane qu’il a obtenu un phosphonate oléfinique cyclique
(Schéma 1.8).

T o
PhH o0 o
P/

R 10% .
PhaP=CH-P(O)(OPh)a wwn

Schéma 1.8. Premiére synthése de Paulsen

Paulsen et ses collaborateurs proposérent une nouvelle synthese® de
ce genre d’analogues en utilisant la réaction d'Abramov sur un dérivé du
mannofuranose (Schéma 1.9). lls obtinrent, aprés tosylation du produit obtenu,
un composé cristallin qui montra pour la premiére fois que le composé
phosphorylé pouvait adopter une conformation chaise comme son analogue

OoxXygéné.

HPO(OM 0 O
H (OMe)2 >( O!-b

MeONa o) :
55%

Schéma 1.9. Deuxieme synthese de Paulsen

Paulsen ne fut pas le seul a s'intéresser a ces analogues. Stachel®® et
Benezra® proposeérent eux aussi des synthéses (Schéma 1.10). C'est d’ailleurs
Benezra qui inventa le nom phostone, en contractant les mots phosphore et

lactone.
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Synthése de Stachel

R R
R40,C ’/ 3 HO _ 3
R4 40 F{1 //O
Ry, ©  “OR oh A
& Rz Rz O OR
Synthése de Benezra
CHQBI’ 21
=t +RRC=0 —— ,
P,OMe
o’ OMe OMe

Schéma 1.10. Autres synthéses d’analogues

1.3.2.2 Les phostones

Récemment la synthése d’analogues de saccharides dont le carbone
anomérique a été remplacé par un atome de phosphore pentacovalent
(phostone) a recu un regain d'intérét. Notre groupe de recherches ainsi que

quelques autres se sont intéressés a la synthése de divers analogues.

Drueckhammer® a synthétisé des analogues des saccharides D-glucose
et D-mannose. En partant du D-glucal et aprés une coupure oxydante du double
lien, il a obtenu un mélange de quatre isoméres correspondants, deux D-
glucophostones et deux D-mannophostones (isomeres au niveau du
phosphore) en employant la réaction d’Abramov en milieu acide (Schéma
1.11).
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OBn

0OBn
_CHO
BnO O  1.0s0y4 cat., NalO4, H,O/Et0 BnO 0]
BnO = BnO PO(OMe)g

2. P(OMe)z, AcOH
75%

o, | MeONa
75%| MeOH
OBn OBn
& H

BnO O\ BnO O\

BnO p’/o + BnO p’/o

o, 5
HO OMe OMe

D-Glucophostones D-Mannophostones

Schéma 1.11. Synthése de Drueckhammer

Au méme moment, le professeur Hanessian® complétait la synthése des
D-glucophostones et D-mannophostones par la réaction d’Abramov mais cette
fois-ci en milieu basique (Schéma 1.12). Le produit de départ utilisé est le
2,3,5-tri-O-benzyl-D-arabinose et permit d’accéder aux quatre isoméres désirés.

OBn OBn
BnO C)OBn é(‘)ng
J BnO 0 BnO “
OH HPO(OBnN),, DBU Bno P’O n gno \P”O
s %, %
Toluene HO OBn OBn

BnO 78%
, , D-Glucophostones D-Mannophostones
2,3,5-tri-O-benzyl-D-arabinose

Schéma 1.12. Synthése d’Hanessian

Weiler” s'est inspiré de la synthése de Drueckhammer pour synthétiser
les analogues du lyxose et du xylose. Au lieu d’utiliser le D-glucal, il utilisa le D-

xylal (Schéma 1.13).
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.CHO

BnO O 1.0s0y4 cat., NalQ4, HoO/Et,0 BnO 0
Bno& SHO% PO(OME)Q

2. P(OMe)3, AcOH
OH
75%

MeONa

O,
75% MeOH

HO
Analogues du Lyxose Bn%m’O\FpO
2%

OMe

o)
Analogues du Xylose Bn%m\péo

kN
HO OMe

Schéma 1.13. Synthese de Weiler

1.4 Conclusion

Nous venons de résumer une partie de la littérature concernant les
analogues de saccharides contenant un hétéroatome sur le cycle
hémiacétallique. Nous avons remarqué que les analogues possédant un atome
de phosphore sont peu nombreux et sont essentiellement situés sur le carbone
5 du cycle. Nous proposons la synthése de plusieurs phostones, des
analogues de saccharides dont le carbone anomérique est remplacé par un
atome de phosphore pentacovalent. Nous synthétiserons des L-fucophostones,
la N-acétyl-D-glucosaminophostone et la N-acétyl-D-manno-saminophostone
sous la forme d'acide phosphonique, un analogue en phostone du

phosphoramidon et des sialophostones.
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2.1 Introduction

Plusieurs oligosaccharides présents a la surface des cellules
contiennent une unité L-fucose 2.1 (Figure 2.1). Ces oligosaccharides sont
aussi communs a de nombreux cancers' dont ceux du foie,” de I'ovaire® et du

sein.*

OH

O

Ho OH
2.1

Figure 2.1. Structure du L-fucose

Nous nous proposons de synthétiser les L-fucophostones 2.2, 2.3 et
2.4, des analogues du L-fucose ou le carbone anomérique est remplace par un
atome de phosphore pentacovalent (Figure 2.2). Cette modification pourrait
mener & une activité inhibitrice sur les enzymes concernées par le L-fucose tel

que les fucosidases et les fucosyltransferases.

Ho OH Ho OH Ho OH
2

O
2.2 3 2.4

Figure 2.2. Structure des L-fucophostones proposées
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2.2 Les fucosidases

Les fucosidases sont des enzymes effectuant 'hydrolyse du lien reliant
le L-fucose au reste des polysaccharides. L'absence ou le manque relatif de
ces enzymes entrainent de graves problemes de santé dont le plus important
est la «fucosidosis», maladie entrainant la démence et la perte de la force

musculaire.®

Schéma 2.1. Action de la fucosidase

Les différentes recherches effectuées sur le mécanisme de ces enzymes
montrent que celui-ci passerait par un ion oxocarbénium 2.5 (Schéma 2.1). La
structure de cet intermédiaire servira de point de départ a I'élaboration de

nombreux inhibiteurs de L-fucosidase.
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2.3 Les fucosyltransférases

Les fucosyltransférases (FucT) sont des enzymes catalysant le transfert
du L-fucose, venant de la guanosine diphosphate B-L-fucose (Fuc-GDP), vers
un glycosyle accepteur pour former un lien a1/2, 0-1,3/4 ou a-1,6.° Cing o-1,3-
fucosyltransferases ont été repertoriées sur les chromosomes humains parmi
lesquelles la o-1,3-fucosyltransferase V (FucT V) (Schéma 2.2).”

HO on
HO
Me 0o e O\GDP Ol OH
Me 8]
HO _OH

o-1,3 fucosyl transferase NHAc

. 0 .

OH &X, o 2
HO ' g RO o\’%ﬁf\

RO OWORI =

+ GDP

R = H ou NeuAca-2 R = NeuAca-2 (Sialyl Lewis X), 2.6
R =H (Lewis X), 2.7

Schéma 2.2. Action de la fucosyltransférase FucT V

Cette enzyme est d'un trés grand intérét biologique ainsi il a été
démontré qu'elle était responsable de la production du sialyl Lewis X 2.6,° un
ligand de la E-selectine impliqguée dans le processus inflammatoire et dans le
développement de tumeurs.® Cette enzyme synthétise également le Lewis X,
= N g
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2.4 Quelques analogues du L-fucose

Le L-fucose est un composant important qui intervient dans de nombreux
processus biologiques. Le fait d'inhiber les enzymes impliquant ce saccharide,
les fucosidases et les fucosyltransférases, a non seulement un potentiel
thérapeutique mais permet aussi de mieux comprendre certains phénomenes
biologiques et leurs mécanismes ou le L-fucose est impliqué. De plus, ces
inhibiteurs connus sont la plupart du temps actifs envers les deux types
d’enzymes.” Nous verrons quelques analogues de ces enzymes, nous les
avons séparés en deux catégories : des inhibiteurs avec atome de phosphore
et des inhibiteurs sans atome de phosphore.

2.4.1 Inhibiteurs sans atome de phosphore

Les inhibiteurs de fucosidase et de fucosyltransférase sont tres exigeants
du point de vue stéréochimique. En effet, pour avoir de bonnes activités
biologiques les chercheurs ont remarqué que leur marge de manoeuvre était
bien faible car dés que I'on modifie la stéréochimie des carbones 2 a 4 (ou sont
situés les 3 hydroxyles) [Factivité biologique décroit rapidement.” Les
chercheurs ont donc décidé de faire leur modification sur le cycle
hémiacétallique en substituant d’autres atomes a l'atome d'oxygéene (Figure
2.3).
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OH H
M ]
OH Me N OH
Ho OH HO OH
2.1 2.8
OH
NH
Ho OH 1o OH
2.9 2.10

Figure 2.3. Quelques inhibiteurs de fucosidase et de fucosyltransférase

En se basant sur la nojirimycine'? (5-amino-5-désoxy-D-glucopyranose),
un inhibiteur trés puissant, les chercheurs ont remplacé Fatome d’oxygene du
cycle hémiacétallique par un atome d’azote donnant notamment le composé
2.8, la désoxyfuconojirimycine qui est un inhibiteur de la «-1,3-
fucosyltransférase.” Cet atome d'azote est protoné dans le site actif de
enzyme, le cation résultant ressemble ainsi & l'ion oxocarbénium 2.5 en terme
de polarité. D’autres auteurs ont aussi pensé a cette modification en décalant
cette substitution vers le carbone 1 pour donner le composé 2.9 qui est un
inhibiteur de fucosidase o (Ki = 6.4 yM).™ Mais I'atome d’azote n'est cependant
pas le seul atome & substituer 'atome d’oxygéne sur le cycle hemiacétallique,
'atome de soufre donne aussi des résultats intéressants, le composé 2.10 en
est un exemple, c’est un inhibiteur de fucosidase o (K; = 0.77 mM)."™
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2.4.2 Inhibiteurs avec atome de phosphore

L'importance biologique des glycosyles phosphates, agissant comme
glycosyles donneurs,”® régulateurs métaboliques’” ou comme composant
d’oligosaccharides,’”® a stimulé la synthése de nombreux analogues en

phosphate du L-fucose 2.1 (Figure 2.4).

O—POsH
OH 32
8] s
Me?\Z‘)JH MGWOH
HO OH HO OH
2.1 2.11
0, PMeqy O, Ph OH
P P
Mg OH Ma OH
HO OH HO OH
2.12 2.13 PO3zH;
POsH
Me 0 OH sH2  Ms 8] OH
HO OH HO OH
214 2.15

Figure 2.4. Quelques inhibiteurs de fucosidase et de fucosyltransférase

En se basant sur les résultats obtenus avec le composé 2.10, les
auteurs ont voulu augmenter son potentiel d’inhibition en y incorporant un
phosphate, donnant ainsi le composé 2.11."° Les tests biologiques effectués
sur lo-L-fucosidase bovine ont démontré une amelioration dé l'activité
inhibitrice (K, de 33 uM pour 2.11 contre 770 uM pour 2.10).
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Les modifications sur le cycle hémiacétallique, sur le carbone 5, par un
atome de phosphore de degré d'oxydation V ont notamment mené a la
synthése de nombreux analogues dont les composés 2.12%° et 2.13.7
Malheureusement, cette substitution n’a pas amené les activités inhibitrices

escomptées.

Si on substitue l'alcool anomérique du carbone 1 par un atome de
carbone, la géométrie de la molécule n'est pas affectée mais la liaison
oxygéne-phosphore devient une liaison carbone-phosphore donc beaucoup
plus difficile & briser par les enzymes. De plus, le L-fucose-1-phosphate est un
élément primordial dans la synthése de glycoprotéines aux effets
pharmacologiques particulierement importants comme le sialyl Lewis X ou
Lewis X. Les analogues 2.14% et 2.15% sont donc des inhibiteurs de

fucosyltransférases, enzymes impliquées dans ces biosynthéses.
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2.5 Travaux réalisés

2.5.1 Introduction

On se propose de synthétiser des analogues du L-fucose 2.1 sous la
forme de phostones ou I'on aura remplacé le carbone anomérique par un
atome de phosphore de degré d’oxydation V. On synthétisera 3 analogues : un
acide phosphonique 2.2 et deux phosphonates (de configuration p 2.3 et «
2.4) (Figure 2.5). :

OH o
MeﬁifoJH Meﬁgz%"_PH
Ho OH Ho OH
2.1 2.2
(0] OMe

|
o- P~ O’P§
Me o OMe Meﬁ\[ o
Ho OH Ho OH

2.3 24

Figure 2.5. Le L-fucose et ses phostones

2.5.2 Retrosyntheése

L’incorporation du phosphore dans le cycle hémiacétallique se fait par
cyclisation intramoléculaire sur le phosphonate, il substituera ainsi le carbone 1
qui sera éliminé sous forme de formyle. Ce phosphonate sera obtenu a partir
du L-fucal dont on aura fait une ouverture oxydative et ou le carbone 2 sera le
lieu de synthése du phosphonate. Quant au L-fucal, il sera obtenu par diverses

réactions effectuées sur le L-fucose (Schéma 2.3).
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o _CHO
Me7 0 -P=~0H :> Meﬁ%’ OH |_—_>
%‘ O BnO OBn

Me?;?} OH
> MeZ07;
AcO OAc it

HO OH
Schéma 2.3. Retrosynthése de la fucophostone.
On va se servir du L-fucose comme produit de départ pour synthétiser les

fucophostones car on ne va modifier que les carbones 1 et 2 pour ainsi

conserver le maximum de la stéréochimie du produit de départ.

5 4 .OH B
sMiﬁgjoJH ——— 6Meﬁgz'a_|0R
OH 2 : 2

HO HO OH

Schéma 2.4. Choix du produit de départ

2.5.3 Synthese

2.5.3.1 Synthése du 3,4-di-O-benzyl-L-fucal

La synthése du L-fucal est connue depuis de nombreuses années et elle
demande un L-fucose polyacétylé 2.16 comme produit de départ. Ainsi notre
synthése commence par I'acétylation du L-fucose par la méthode classique : de
anhydride acétique, une quantité catalytique de DMAP et de la pyridine
(Schéma 2.5).*
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OH OAc
Me7 O AcO,DMAP cat. me7 0O
OH e OAc
Ho OH Pyridine AcO OAc
[+
2.1 i 2.16
80% | HBr / AcOH
o Br
Me = Zn Me7 O Pk
AcOH 50%, -10°C
AcO OAc 73%° AcO OAc
2.18 217

Schéma 2.5. Synthése du L-fucal

Une fois I'acétylation effectuée, on synthétise le dérivé bromé 2.17%
avant d'utiliser de la poudre de zinc en milieu acide pour donner le L-fucal
2.18% (57% sur 3 étapes) (Schéma 2.5).

Ultérieurement dans la synthése, il nous faudra effectuer une cyclisation
intramoléculaire en milieu basique, des conditions expérimentales inadéquates
pour les groupements protecteurs acétyles actuellement présents sur la
molécule. Pour changer ces groupements acétyles du composé 2.18 pour des
benzyles nous donnant le composé 2.20, on commence par la déprotection
des acétyles avec une solution de méthanoate de sodium dans du méthanol
pour donner le composé 2.19 La nouvelle protection des hydroxyles de 2.19
par des groupements benzyles, se fait en utilisant de 'hydrure de sodium et du
bromure de benzyle dans de la DMF (Schéma 2.6).

0 0 0
Mem MeONa Meﬁ\? NaH,BnBr Mem
AcO OAC MeOH HG OH BugNi cat., DMF BnG OBN

92% 90%
2.18 2.19 2.20

Schéma 2.6. Changement de groupes protecteurs
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2.5.3.2 Synthése des phosphonates

Une fois les bons groupements protecteurs mis en place, la suite de la
synthése consiste en lincorporation des phosphonates en lieu et place du
carbone anomérique en brisant le lien situé entre les carbones 1 et 2, pour cela

nous effectuons une ozonolyse (Schéma 2.7).

o-CHO
Me PO(OMe)2
OBn
BnO OH
o 2.21
Mem 1. Og, MeOH, -78°C i
] % _CHO
B0 OBn 2 P(Ol_\i/l;i;;,AcOH Me o oy
2.20 ) OB
BnO “*"pooMe),
2.22

Schéma 2.7. Synthése des phosphonates 2.21 et 2.22

Cette ozonolyse de 2.20 nous donnera un groupement formyle sur le
carbone 1 et une fonction aldéhyde sur le carbone 2. La réaction d’Abramov en
milieu acide® effectuée par la suite nous donne les phosphonates 2.21 et

2.22 (séparables par chromatographie) avec un ratio respectif de 2/3.

La prochaine étape de la synthése est la cyclisation intramoléculaire et
elle se fait en présence de méthanoate de sodium dans du méthanol. Pour
chacun des isoméres 2.21 et 2.22, on obtient 2 phosphonates cycliques
correspondants aux isoméres o et p situés au niveau de 'atome de phosphore
(Schéma 2.8). Il nous reste a déterminer si les phosphonates 2.21 et 2.22
obtenus précédemment nous donnent bien respectivement les L-fucophostones
et L-talophostones.
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CHO

O MeON
ﬁ\| Qh Me%Ha F;QLP\FPMe + Me
Bno OBn B
PO(OMe)» 95% BnO OBn BnO OBn
2.21 2.23 2.24
ve7~0 - CHO 5 Q OMe
95%  BnO OBroy BnO OBnoH
2.22 2.25 2.26

Schéma 2.8. Cyclisation intramoléculaire

L’analyse par RMN des produits obtenus et notamment le couplage entre
le proton H, et H, (la stéréochimie des carbones 3, 4 et 5 étant inchangée
depuis le début de la synthése) nous renseignera sur cette stéréochimie. Le
phosphonate 2.21 nous donne les phosphonates cycliques 2.23 et 2.24 ou le
proton H, (celui situé en « du phosphore) a un déplacement chimique d’environ
4.6 ppm. Il apparait sous la forme d’'un doublet dédoublé avec des constantes
de couplage J;,,; = 8.1 Hz et J,,,, = 10.5 Hz , les protons H, et H; sont donc en
position trans I'un par rapport a I'autre ce qui correspond a la stéréochimie des
L-fucophostones. Inversement, avec le phosphonate 2.22 nous obtenons les
composés 2.25 et 2.26 dont le proton H, apparait sous la forme d’un doublet
dédoublés avec des constantes de couplage J,;, ., = 4.0 Hz et J,;,, = 10.5 Hz |
les protons H, et H, sont donc en position ¢is 'un par rapport a l'autre ce qui
correspond a la stéréochimie des L-talophostones.
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2.6.3.3 Synthése des produits finaux

Pour accéder a l'acide phosphonique, nous utilisons le bromure de
triméthylsilyle?® qui nous donne qu'un seul isomére d’acide phosphonique
2.27 (configuration p) peut importe la configuration des phosphonates de
départ. Cette configuration a été prouvée par l'obtention d'un rayon X du
produit acétylé 2.28 (Figure 2.6).

Figure 2.6. Rayons X de l'acide phosphonique 2.28

L'acide 2.28 est obtenu a partir des phostones 2.23 et/ou 2.24
(Schéma 2.9). La synthése commence par la déprotection des alcools par une
hydrogénation puis est suivie par une acétylation et finit par I'obtention de la
fonction acide par I'utilisation du bromure de triméthysilyle. La cristallisation de
l'acide 2.28 se fait par une évaporation lente du composé dissous dans du

chloroforme.
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0 1. Ha, Pd(OH)2/C cat., MeOH Q
o- P” OMe 2. Ac20, BF3.Et0 - o- P, OH
OH 3. TMSBr, THF OAc
BnO OBn (75%, 3 étapes) AcO OAC
2.23 et/ou 2.24 2.28

Schéma 2.9. Synthése de l'acide 2.28

L’estérification de lacide 2.27 avec une solution éthérée de

diazométhane ne nous redonne que le composé 2.23 (Schéma 2.9).

0]
]
0O- IZ’)\ CHoNo, EtoO/MeOH _ Me O_po\ Me
BnO OB Quantitatif BnG OBN
2.27 2.23

Schéma 2.10. Estérification de I'acide phosphonique 2.27

L’hydrogénation de lacide 2.27 a l'aide d'une quantité catalytique
d’hydroxyde de palladium sur charbon nous donne la L-fucophostone 2.2
(Schéma 2.11).

O
of ; ?:r\l
BnO OBn BnO OBn i BnO OB
2.23 224 2.27

H t.
Quantitatif I\Hﬁggg(o )2/C ca

O

@sz ioH
Ho OH
22

Schéma 2.11. Synthése de la L-fucophostone 2.2



33

De méme pour l'obtention des produits finaux 2.3 et 2.4, nous avons
effectué une hydrogénation sous pression des L-fucophostones 2.23 et 2.24
(Schéma 2.12).

0
il I
Me7~0-P~pMe Ha, Pd(OH),/C Me7~0-P~0OMe
0 0
MeOH
BnO OBn b HO OH
2.23 ° 2.3
(|)Me CI)Me
0-Ps Ho, Pd(OH)o/C 0-P=
o MeOH Me/(:f\-é o
BnO OBn 95% HO OH
2.24 2.4

Schéma 2.12. Synthése des produits finaux 2.3 et 2.4

Dés l'obtention des produits finaux 2.3 et 2.4, nous avons été en
mesure de prouver la stéréochimie sur 'atome de phosphore. Plusieurs
méthodes RMN étaient possibles® : effectuer un effet NOE (Nuclear Overhauser
Effect) sur le groupement méthoxy situé sur Fatome de phosphore ou étudier
I'effet anisotropique di & la liaison P=0. Lors du NOE, nous n’avons pas obtenu
de résultats significatifs susceptibles de prouver la stéréochimie sur 'atome de

phosphore.

Quant & I'effet anisotropique® di a la liaison P=0, il se répercute sur les
protons du cycle qui sont dans le méme plan que la liaison P=O (Schéma 2.13).
Cet effet entraine un déblindage de ces protons.
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P=0, Hy, Hs et Hg sont dans e méme plan

H
6
Hs|Ha CI? (?Me
> -—P\ b OH
Me O/ orPMe MGF;—Q]&\\O
HO OH Ho OH Hs
2.3 . T

P=0 et H3 sont dans le méme plan

Schéma 2.13. L'effet anisotropique

Le découplage proton-proton (COSY) effectué sur chacun des composés
2.3 et 2.4 nous permet d’assigner le déplacement chimique de chacun des
protons du cycle. La comparaison des déplacements chimiques des differents

protons illustre bien I'effet anisotropique (Tableau 2.1).

2.3 (P=0 axiale) 2.4 (P=0 équatoriale)
H; 4.13 ppm H, 4.12 ppm
H, 3.90 ppm H, 3.82 ppm
H; 3.78 ppm H; 3.74 ppm
Hg 4.46 ppm He 4.35 ppm
H, 1.38 ppm H, 1.37 ppm

Tableau 2.1. Déplacements chimiques des composés 2.3 et 2.4

Si le groupement méthoxy est en position équatoriale sur le phosphore
alors la liaison P=0O est en position axiale (composé 2.3), l'effet anisotropique
agit sur les protons H,, H, et H, (Schéma 2.12). Ces protons seront plus
déblindés que dans le cas d’une liaison P=0 équatoriale (composé 2.4). Si on
consulte le tableau 2.1, on s’apercoit qu'effectivement les protons H, (3.90 ppm
contre 3.82 ppm), H, (3.78 ppm contre 3.74 ppm) et H, (4.46 ppm contre 4.35
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ppm) du composé 2.3 sont plus déblindés que ceux du composé 2.4. On a

ainsi la confirmation de la stéréochimie de I'atome de phosphore.

2.6 Conclusion

Nous avons synthétisé trois L-fucophostones sous la forme d'un acide et
de deux phosphonates. Aucun test biologique n'a été effectué sur ces
analogues. Ces composés pourront aussi étre utilisés a la synthese
d’analogues du sialyl Lewis X. Ces travaux ont fait I'objet d’'une publication

scientifique.®’
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3. SYNTHESE DES ACIDES PHOSPHONIQUES DE LA N-
ACETYL-D-GLUCOSAMINOPHOSTONE ET DE LA N-
ACETYL-D-MANNOSAMINOPHOSTONE
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3.1 Introduction

Les saccharides aminés et spécialement les N-acétylés comme la N-
acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) 3.1 ou la N-acétyl-D-mannosamine (ManNAc)
3.2 (Figure 3.1) sont des composants essentiels de nombreuses
glycoprotéines. Ces glycoprotéines sont une classe de produits naturels jouant

un réle crucial dans les phénoménes de reconnaissance moléculaire.’

OH OH
NHAc
HO © HO -0
AcHN “OH OH
3.1 3.2

Figure 3.1. Structures de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-

mannosamine

Nous proposons la synthése d'analogues de ces saccharides en
remplacant le carbone anomérique par un atome de phosphore pentacovalent.

Nous obtiendrons les phostones 3.3 et 3.4 sous la forme dacide

phosphonique.
NHAc
HO 0 HO o)
HO \Péo HO Péo
N\
AcHN OH \OH
3.3 4.4

Figure 3.2. Structures des analogues proposés de la GIcNAc et de la ManNAc
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3.2 Importance biologique des N-Acétyles glucosamine et
mannosamine

Les N-acétyles glucosamines et mannosamines sont des saccharides
impliqués dans de nombreux enzymes comme les N-acétylglucosaminyl-

transférases, les N-acétylhexosaminidases et les NeuAc aldolases.

3.2.1 Les N-acétylglucosaminyltransférases

Les N-acétylglucosaminyltransférases (GIcNAc-T) contrdlent la
glycosylation des N-acétylglucosamines sur le mannose ou d’autres récepteurs
dans de nombreuses glycoprotéines. |l existe six types de GIcNAc répertoriées

chacune agissant a une position distincte (Schéma 3.1).2

HO og
i ——
%o OH OH
o) Q Q o H
Il ——= HO 5 E&A,OH/O%N
Protéine
o~ OH AcHN i jo]/\g

HO
Vi — HO%?J

v —=HO OH~—1I
Schéma 3.1. Les 6 types de GIcNAc

Quelques-unes de ces transférases sont utilisées en synthese. Leurs
grandes régiospécificités font de ces enzymes des outils trés compétitifs dans la
synthése des polysaccharides.’

Les cellules cancéreuses possédent généralement un accroissement
d’activité de la p1->6-N-acétyl-D-glucosamine. Par exemple, une augmentation
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de glycosylation des N-acétylglucosamine et N-acétyl-D-mannosamine a été
remarquée dans de nombreux cancers dont ceux du sein, du colon et de la

peau.* De plus, la progression de la maladie est aussi liée a cette suractivité.®

3.2.2 Les N-acétylhexosaminidases

Les N-acétylglucosaminidases et N-acétylmannosaminidases (GNAses)
sont des enzymes effectuant Fhydrolyse du lien reliant les N-acétyl-D-
glucosamine et N-acétyl-D-mannosamine au reste des polysaccharides
(Schéma 3.2). Cette coupure est effectuée durant la biosynthese des
glycoprotéines et durant le catabolisme des glycolipides.®

Ty
-A/
> o >
A 0 \ A
\H Hﬂo OR \H
4
OH /J:Ha OH
o) o)
Hﬂcfé\x,oa w0 H%\é/’\q,OH
_N_ _O s e _N__O
H \( }L H
O H\
/‘L HBo OR /CL
w0 HiNYO w0
O' CH3
w0

Schéma 3.2. Mécanisme présumé de la N-acétylglucosaminidase

3.2.3 Les NeuAc aldolases
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La NeuAc aldolase’ catalyse la réaction entre le pyruvate et la N-
acétylmannosamine, qui peut étre aussi générée a partir de la N-
acétylglucosamine par épimérisation (Schéma 3.3). Cette réaction produit
I'acide sialique 3.5 qui est un élément essentiel du sialyl Lewis X, un ligand de
la E-selectine impliquée dans le processus inflammatoire et dans le

développement de tumeurs cancéreuses.®

OH
HO 0
HO
AcHN OH
l OH
OH 0 OH
OH
NHAc )LCO - HO
. 2
HO= ) g AcHN X/ 27 ~CoH
NeuAc Aldolase OH
= Hg 3.5

Schéma 3.3. Synthese enzymatique de l'acide sialique

3.3 Quelques analogues de la N-Acétyl-D-glucosamine et
de la N-Acétyl-D-mannosamine

Les N-acétyl-D-glucosamine et N-acétyl-D-mannosamine sont impliqués
dans de nombreux phénoménes biologiques a travers les diverses enzymes
que nous venons d’évoquer. Dans la lutte contre le cancer, l'inhibition de ces
enzymes est un aspect important, c’est ce qui a stimulé la synthése de
nombreux analogues. Afin de mieux les comparer aux phostones que nous
nous proposons de synthétiser, nous avons séparé les analogues en deux
catégories : les analogues sans phosphore et les analogues avec phosphore.
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3.3.1 Analogues de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-
mannosamine

Parmi les nombreux analogues synthétisés ces derniéres années, la
présence d'inhibiteurs azotés est prépondérante. L’état de transition présumé
des glycosidases et des glycosyltransferases comporte une structure a demie-
chaise chargée positivement. En remplagant Fatome d’oxygéne sur cycle
hémiacétallique par un atome d’azote, on suppose que I'amine sera protonee

et que ce cation ressemblera & oxocarbénium en terme de polarité.’

AcHN, OH OH

”,, H
[ ; e HO— N HO— HOH _\hac
N T OH
H
3.6 OH 3.7 3.8
_ OH OH
2-Acétamido-1,4-imino- Nectrisine 1-Acétamido-1,2,5-tridésoxy
1,2,4,-tridésoxy-D-galactol -2 5-imino-D-glucitol
OH OH OH
HO N=N HO HO -
—~N ~N
\f 3.10 3.11
2-Acétamido-1,5-imino- 2-Acétamido-5-amino-

N-Acétyl-D-gluco-tetrazole  1,2,5-tridésoxy-D-glucitol 2,5-didésoxy-D-glucopyranose

OH o)
HO ) OH
HO ]
N S
N
3.12 \( OH NHAc
3.13
CHs
NAG -Thiazoline 2-Acétamido-2-désoxy-
glucolactone

Figure 3.3. Quelques analogues sans phosphore
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Parmi ces analogues azotés, on observe des cycles a cinqg et des cycles
& six. Les analogues comportant un cycle & cing comme les composés 3.6,
3.7" et 3.8' sont censés avoir une structure plus similaire & I'état de transition
que ceux comportant un cycle & 6 comme les composés 3.9, 3.10™ et 3.11."
Cependant si on compare les activités inhibitrices de ces composés, elles sont
similaires (> 1 uM).

La substitution de 'atome d’oxygéne du cycle hémiacétallique n’est pas
la seule modification possible, ainsi I'alcool anomérique est aussi sollicité. Les
composés 3.12 et 3.13" sont des illustrations de cette modification. Leur
activité inhibitrice envers les N-acétylhexosaminidases est comparable a celle
des analogues azotés (> 1 uM).

3.3.2 Analogues de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-
mannosamine avec phosphore

Les phosphates de glycosyles comme le N-acétyl-D-glucosamine 1-
phosphate 3.14 et N-acétyl-D-mannosamine 1-phosphate 3.15 sont impliqués
dans de nombreuses biosynthéses dont celle de l'acide sialique ou encore
dans celle de 'UDP-N-acétyl-2-D-glucosamine (Figure 3.4).

OH OH
NHAc
HO 0 HO -0
HO HO
AcHN
3.14 O ~pO(OR), 315 0-~po(oR),

Figure 3.4. Structures des N-acétyl-D-glucosamine 1-phosphate et N-acétyl-D-
mannosamine 1-phosphate
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Paradoxalement, malgré leur importance biologique il existe peu
d’analogues de ces composés. Nicotra et son équipe ont proposé les premiers
analogues en synthétisant des C-glycosides sous la forme d’acide 3.16 et
3.17' ou d'esters 3.18 et 3.19" (Figure 3.5). A notre connaissance, les
auteurs n'ont cependant pas évalué leur activité inhibitrice.

OH OH
NHAc
HO Q HO -0
HO HO
AcHN
3.16 PO(OH)2

3.17 PO(OH);

OH OH
NHAc
HO 0 HO 0
HO HO
AcHN
PO(OEt), PO(OEt),
3.18

3.19

Figure 3.5. Structures des analogues avec phosphore
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3.4 La synthése de la N-acétyl-D-glucosaminophostone et
de la N-acétyl-D-mannosaminophostone

3.4.1 Introduction

La synthése des D-glucophostones et des D-mannophostones a déja été
effectuée lors de mon travail de maitrise et I'idée pour la synthése des N-acetyl-
D-glucosamino- et mannosaminophostones est cette fois-ci d’introduire une
nouvelle fonctionnalité sur le carbone en o du phosphore, soit Famide NHAc.

3.4.2 Retrosyntheése

La synthése des D-glucophostones et D-mannophostones a déja été
publiée par notre laboratoire.”® Pour la synthése des N-acétyle-D-glucosamino-
et mannosaminophostones, nous avions le choix entre partir des D-
glucophostones et D-mannophostones et fonctionnaliser I'hydroxyle situé sur le
carbone 2 (Schéma 3.4) ou proposer une toute nouvelle voie de synthése. Pour

des raisons d’'intéréts scientifiques, nous avons choisi d'effectuer une nouvelle

synthése.
BnO OOBn OBn
OH HPO(OMe),, DBU oS o
Toluéne BnO Pf
BnO HO OMe
OH OBn
o} BnO 0
H?‘IO 20 R BnO péo
R %
AcHN oH N3 OMe

Schéma 3.4. Premiére synthése envisagée
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La fonction amide N-acétyle provient de I'amine O-benzyloxy. L’idée
principale de notre synthése est d'incorporer 'atome d’'azote avant d’effectuer

la réaction d'Abramov, pour cela nous synthétiserons une oxime.

OH OBn
HO Q = N —>
N\ !
AcHN o BnGHN. oma
BnO OBn
OBn 0.
OH
BnO ==NOBn
BnO

Schéma 3.5. Retrosynthése des acides phosphoniques des N-acétyl-D-

glucosamino- et mannosaminophostone

On peut remarquer que la stéréochimie des N-acétyl-D-glucosamino- et
mannosaminophostones est commune pour les carbones 3, 4 et 5, c’est pour
cette raison que le D-arabinose est choisi comme produit de départ (Schéma
3.6).

Schéma 3.6. Chiron commun aux deux phostones



3.4.3 Synthese

3.4.3.1 Synthése des phosphonates cycliques
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Le produit de départ 3.20 de cette synthese est le D-arabinose dont les

alcools 3, 4 et 5 ont été protégés par des groupements benzyles. La réaction

avec la O-benzyloxy amine®' donne I'oxime 3.21 de fagon quantitative.* Cette

oxime est traitée selon la réaction d’Abramov,?® soit avec du phosphite de

triméthyle dans de I'acide acétique glacial, pour donner un mélange de quatre
phosphonates cycliques 3.22, 3.23, 3.24 et 3.25 (isoméres au niveau du

phosphore et isoméres au niveau du carbone situé en o du phosphore)

(Schéma 3.7).

BnO OBn OBn
ON
OH HCI. HoN-OBn OH
=  BrO
Pyridine / MeOH BnO = NOBn

Quantitatif 3.21
BnO
i . . PO(OMe)5
2,3,5-tri-O-benzyl-p-arabinose 77% | AcOH
3.20
BnO— o3 BnO \ _OM
BnO-\3 BnO ?
BnOHN \ BnOHN \\
3.22 3.23
OBn
NHOBnN NHOBn
BnO "O BnO
BnO BnO \ e
224 “OMe 3.25 “

Schéma 3.7. Synthése des phosphonates cycliques
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Lors de la purification par chromatographie flash sur silice, nous n’avons
pu qu’isoler le composé 3.22, les composés 3.23, 3.24 et 3.25 étant
inséparables. La stéréochimie du composé 3.22, sauf pour latome de
phosphore, est prouvée par RMN, en effet le proton H, situé en o de 'atome de
phosphore est un doublet dédoublé avec des constantes de couplage J,, s =
7.0 Hz et J,;,, = 10.1 Hz , les protons H, et H, sont donc en position trans I'un
par rapport a 'autre ce qui correspond a la stéréochimie des D-glucophostones.
Pour ce qui est de la stéréochimie de I'atome de phosphore, nous ne pouvons
pas encore la prouver (spectres RMN trop complexes, superposition des

signaux).

La réaction d’Abramov est effectuée généralement sur un aldéhyde et
c’est a notre connaissance la premiére fois qu'elle est effectuée sur une oxime.
Il s’en suit une cyclisation intramoléculaire qui nous donne les quatre isomeres
obtenus, ces produits ne sont pas tous séparables par chromatographie sur gel

de silice.

3.4.3.2 Fonctionnalisation

Pour accéder aux produits finaux, il nous faut déprotéger les alcools en
4, 5 et 7 protégés par des groupements benzyles, transformer les
phosphonates en acide phosphonique et modifier la fonction amine O-
benzyloxy en fonction amide NHAc. Le probléme le plus important est bien sar
cette derniére transformation. Elle peut se faire de deux maniéres (Schéma
3.8):
- briser le lien N-O et acétyler (voie 1)
- acétyler et briser le lien N-O (voie 2)
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OBn

OBn
BnO 0

a2
BnOHN OMe e

Schéma 3.8. Deux voies pour accéder a 'amide

Briser un lien N-O peut se faire de nombreuses maniéres, en Voici
qguelgques conditions:
- hydrogénation & 'aide de divers catalyseurs au palladium®
- réduction a Paide d’'amalgames au mercure tels que Mg(Hg)/TiCl,,* Al(Hg) ou
Na(Hg)*
- réduction en utilisant 'hexacarbonyle de molybdéne® Mo(CO),, la poudre de
zinc dans de l'acide acétique glacial,® le trichlorure de titane,®® de Phydrure

d’aluminium et de lithium,*® Fiodure de samarium ...

Pour la voie 1, nous avons essayé plusieurs de ces méthodes mais nous
n‘avons obtenu que de faibles rendements (<10%, avec Sml,, Mo(CO)g,
Zn/AcOH) ou une dégradation (amalgames au mercure, TiCl;). Nous gardons

I'hydrogénation pour la déprotection finale.
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Nous continuerons la synthése par la voie 2 en acétylant d’abord I'amine
O-benzyloxy avant d'effectuer les déprotections. L'acétylation de I'amine O-
benzyloxy des composés 3.22, 3.23, 3.24 et 3.25 se fait en employant le
chlorure d’acétyle comme agent acétylant, 'anhydride acétique étant inefficace
(Schéma 3.9). Cependant le probleme de la séparation du mélange d’isomeres
des composés 3.27, 3.28 et 3.29 par chromatographie sur gel de silice reste

toujours présent.

OBn OBn
BnO &\ i AcCl, DMAP cat. ng) O/S&//‘g 0
BnO p\/’ EtsN, DCM 3 i
BnOHN OMe 75% Bno ~ACOMe
3.22 3.26
OBn OBn
BnO 0 & AcCl, DMAP cat. Bg(n)o 0, .0
BnO o EtsN, DCM 3 ROM
BnOHN ‘OMe 75% BnO™, e
3.23,3.24 et 3.25 3.27,3.28 et 3.29
mélange inséparable mélange inséparable

Schéma 3.9. Acétylation des dérivés O-benzyloxy amine

3.4.3.3 Synthése des acides et déprotection

L’'accés aux acides phosphoniques est obtenu par [utilisation du
bromure de triméthyle silyle® sur le mélange de phosphonates cycliques. A
partir de ce mélange, nous obtenons les deux acides désirés 3.30 et 3.31,
séparables par chromatographie sur gel de silice (Schéma 3.10). L'acide 3.30
peut étre aussi obtenu a partir du composé 3.26 (Schéma 3.10).
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OBn OBn

PTG, e Lo

BnO . BnO \
R THF BnO r=°

BnO(AC)N |
90% nO@oN oH

3.26 3.30
OBn
BnO 0
OBn e Bno \P’/O
5 —_— BnO(AcIN oy
BnO % MSBr
BnO p#0 3.30
. THF
BnO'N. OMe
Ac 90% OBn
3.27, 3.28 et 3.29 - N(Ac)OBn
Bno 'O\ O
mélange inséparable BnO p*
OH
3.31

Schéma 3.10. Synthése des acides phosphoniques 3.30 et 3.31

La stéréochimie des produits 3.30 et 3.31 est prouvée par la RMN a
deux dimensions (corrélation proton-proton et corrélation proton-carbone). La
différence entre les deux produits se situe sur le carbone situé en o du
phosphore ou le proton H, a un déplacement chimique de 5.30 et 5.20 ppm. li
apparait soit sous la forme d’un large triplet (J = 10.4 Hz), soit sous la forme
d’un large doublet (J = 10.4 Hz, la mauvaise résolution laisse supposer une
autre constante de couplage beaucoup plus faible). Sachant que la valeur de la
constante de couplage J,,, est d’environ 10 Hz, la valeur de J ,,,, est soit forte
(10.4 Hz) ou faible. Nous en déduisons que le produit ayant une valeur de
constante de couplage J H,-H, forte est celui o H, et H, sont trans l'un par
rapport & l'autre, ce qui correspond a la stéréochimie du composé 3.30. Par
déduction, le produit ayant une valeur de constante de couplage J ., faible
est celui ol H, et H, sont cis I'un par rapport a l'autre, ce qui correspond a la
stéréochimie du composé 3.31.
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Quant a la stéréochimie de 'atome de phosphore, nous supposons que
la liaison P-OH est équatoriale. Faute de pouvoir cristalliser ces composes,
nous nous sommes fiés aux résultats obtenus lors de nos précédentes
synthéses. Lors de mes ftravaux de maitrise,* la synthése de la D-
glucophostone et de la D-mannophostone avait été effectuée. Nous avions
obtenu les structures rayons X de ces composés, ainsi que celle de la L-
fucophostone (voir Chapitre 2) ou la liaison P-OH était a chaque fois
équatoriale et nous supposons donc que l'orientation reste équatoriale pour les
composés 3.30 et 3.31. L'estérification de ces acides avec du diazométhane

nous redonne respectivement les composés 3.26 et 3.28 (Schéma 3.11).

OBn OBn
BpoS O 0  CHoNp Et:OMeOH  BgO: o
BnO(ACIN oH Quantitatif BnO(ASN OMe
3.30 3.26
OBn OBn
&)OBn N(Ac)OBn
BnO -0 CHsoNo, EtsO/MeOH BnO -O\
el \Pﬁo Quantitatif el P\4 )
\ fati
OH OMe
3.31 3.28

Schéma 3.11. Estérification des acides 3.30 et 3.31

Pour I'obtention des produits finaux, il nous faut déprotéger les alcools et
couper le lien N-O. Cette déprotection se fait simultanément en effectuant une
hydrogénation en présence d’une quantité catalytique de Pd(OH),/C et de Pd/C
(Schéma 3.12).%
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OBn OH

Bﬁr?o/éﬁ‘ o Ho, Pd(OH),/C H%é;(\)\ly o
p* .
3.30 90% 33
OBn il
N(#(\S:)OBn Hs, Pd(OH)./C T
"o\ 2,.0 CHoClo / M HO -Q
p* 5Cl> / MeOH \ 0
“oH HO *
90% OH
3.31 3.4

Schéma 3.12. Obtention des produits finaux 3.3 et 3.4

3.5 Conclusion

Nous avons synthétisé les acides phosphoniques correspondants aux
phostones de la N-acétyl-D-glucosamine et de la N-acétyl-D-mannosamine. Ces
composés pourront étre utilisés a la synthése d'analogues du sialyl Lewis x et
leurs potentiels biologiques devront étre évalués. Ces travaux ont fait I'objet
d’une publication scientifique.*
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