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ABSTRACT

Catalytic fusion of 1,2,34-tetra-O-acetyl-L-fucose with theophylline gave
7-(2,3,4-tr1- O-acetyl-6-deoxy-g-L-galactopyranosyl)theophylline (1) which was de-
acetylated with sodium methoxide to give 7-(6-deoxy-f-L-galactopyranosyl)theo-
phylline (2), further transformed by selective condensation with acetone into 7-(6-
deoxy-3,4-O-isopropylidene-f-L-galactopyranosy)theophylline (3). Oxidation of 3
employing a modified Pfitzner-Moffatt procedure led to 7-(6-deoxy-3,4-O-1sopro-
pylidene-B-L-lyxo-hexopyranosulosyl)theophylline (5) However, treatment of 3 with
dimethyl sulfoxide-acetic anhydride according to the procedure used for deoxy
hexoses gave only the 2’-O-acetyl analog 4 Treatment of 5 with alkali showed it
to be more stable than 2’-ketouridine or 2’-ketocytidine Finally, i vivo biological
assays showed that 7-(6-deoxy-f-L-Iyxo-hexopyranosulosyl)theophylline (7) mnhibits
cellular growth, whereas the nucleoside 2 1s 1nactive before oxidation

SOMMAIRE

La 7-(2,3,4-tr1- O-acétyl-6-déoxy-f-L-galactopyranosyl)théophylline (1) a été
obtenue par fusion catalytique du 1,2,3,4-tétra- O-acétyl-L-fucose avec la théophylline
La désacétylation de 1 par le méthoxyde de sodium a conduit & la 7-(6-désoxy-S-L-
galactopyranosyl)théophylline (2), sur laquelle on a fixé sélectivement un groupe
isopropylidéne pour arriver a la 7-(6-désoxy-3,4-O-1sopropylidéne-f-L-galacto-
pyranosyl)théophyliine (3) L’oxydation du désoxynucléoside protégé 3 par le réactif
de Pfitzner—Moffatt a permus d’obtenir 1a 7-(6-désoxy-3,4-O-1sopropyhidéne-g-L-Iyxo-
hexopyranosulosyl)théophylline (5) aprés modificaiion de la méthode, mas le traite-
ment de ce méme nucléoside 3 avec le mélange diméthyl sulfoxyde—-anhydride acétique,
smvant les conditions établies pour les désoxyhexoses, a conduit uniquement au
2’-0-acétylnucléoside correspondant 4 L’étude de I’action des alcalis sur le composé
5 a montré que ce 2'-cétonucléoside est nettement plus stable que les dérivés de la
céto-uridine et de la cétocytidine Enfin, des essais 1 wvitro ont montré que cette
7-(6-désoxy-p-1-Iyxo-hexopyranosulosyl)théophylline (7) inhibe Ia croissance cellulaire
tandis qu’aucune activité n’a été décelée pour le nucléoside 2 avant I’oxydation

$D5dié au Professeur Jean-Emile Courtois & I’occasion de son 65éme anniversaire

Carbohyd Res , 24 (1972) 2290-234



230 K ANTONAKIS

INTRODUCTION

Des 2'- et 3'-cétonucléosides ont été obtenus par oxydation de pentosyl-pyrimi-
dines et -purines protegées, avec différents systdmes oxydants®~—> Le diméthyl
sulfoxyde activé par le N,N-dicyclohexylcarbodumide et en presence de trifluoracetate
de pyridinium?’ a permis récemment 4 notre laboratore® d’effectuer la premuére
synthése d’une 2’-cetohexosylpurine Jusqu’a present les tentatives d’oxydation de
désoxynucléosides protégés ont échoué en raison d’un rapide clivage de la haison
glycosidique sans que I’on réussisse a détecter les cétones intermédiares® * 6. Par
contre I’étude de I'oxydation des groupes hydroxyles secondaires de désoxyhexosyl-
puiines n’avait pas éte rapportée

Le présent travail décrit la premiére synthése et les proprietes d’une desoxy-
hexosulosylpurine obtenue par oxydation d’une 6’-désoxyhexosylpurine® 11 s’inscrit
en outre dans le cadre d’une étude sur les nucleosides « modifiés» dertvant des
6-désoxyhexoses et constitue une extension de nos travaux sur I’oxydation de desoxy-
hexoses? et de nucléosides d’hexoses®. Le réactif de Pfitzner—Moffatt a eté utilisé
pour cette oxydation mais I'1solement du cétodesoxynucléoside a eté réalise par
distillat.on sous vide pousse du mélange réactionnel et recristallisation Ainsi I'utilisa-
tion de ’acide oxalique pour la destruction de la N,N’-dicyclohexylcarbodumide et
les lavages avec des solutions d’hydrogenocarbonate de sodium ont éte évites

Les propriétés de ce cétodesoxynucleoside ont éte étudiees, spécialement la
formation d’hydrate et I’hydrolyse alcaline et acide Le nouveau cétonucleoside s’est
révelé nettement plus stable que les 2’- et 3’'-cetonucléosides®* en milieu alcalin, et
suffisamment stable en milieu acide pour permetire I’ehmination compléte du groupe
1sopropylidéne sans chvage glycosidique Enfin, les resultats des essais biologiques
ont montré que cette désoxyhexosulosylpurine inhibe la croissance de certaines
cellules 4 la dose de 0,7 mg/ml (cancéreuses KB et normales M 1368), tandis qu’aucune
mhibition n’est observee avec la desoxyhexosylpurine!?

RESULTATS

La 7-(2,3,4-tr1-O-acetyl-6-desoxy-f-L-galactopyranosyl)théophylline (1) a eté
obtenue par fusion catalytique du 1,2,3,4-tétra-O-acetyl-L-fucopyranose avec la
théophylline et en presence du complexe ethere du tr:fluorure de bore comme cata-
lyseur Ce catalyseur a donné de bien meilleurs rendements que 1"10de tandis que
Pacide p-toluénesulfonique a conduit a un melange d’1someres difficilement separables
par chromatographie

La configuration anomérique de 1 a éié€ établie d’apres le spectre r m n mesure
dans du chloroforme-d La forte constante de couplage pour les protons H-1, et H-2,
Jy 2+ 9 Hz, mndique’® que ces protons occupent une position trans-diaxiale Dans le
cas du r-fucose cec: est possible seulement pour ’anomeére S dans la conformation
IC'! Par ailleurs le spectre u v présente une absorption maximum a 275 nm, qui
est identique a celle des 7-(L-rhamnopyranosyl)théophyllines'® et qui indique que la
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substitution se fait en C-7, comme il a toujours été constaté dans le cas des nucléosides
de la théophylline!? 4
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La désacétylation de 1 avec du méthoxyde de sodium dans le méthanol anhydre
a condut a la L-fucosylthéophylline (2) sans que le reste de la molécule soit affecte, ce
qut permit I’1solement de 2 avec des rendements presque quantitatifs Le traitement
de Z avec de I'acétone contenant 1% (v/v) d’acide sulfurique concentré dans les
conditions qui ont été decrites pour le méthyl 3,4- O-1sopropylidéne-B-L-fucopyrano-
side!? a donné la 7-(6-desoxy-3,4- O-1sopropylidéne-f-L-galactopyranosyljthéophyl-
line (3) avec des rendements satisfaisants Dans Je specire rmn le proton H-1
apparait comme un doublet avec une constante J; ;. 6,5 Hz

L’oxydation de ce composé 3 avec le systéme diméthyl sulfoxide~ N,N’-dicyclo-
hexylcarbodumide-pyridine-acide trifluoracétique’ a la température ordinaire nous
a permis d’arriver au cétonucleoside 5 voulu, que nous avons 150lé 2 1’etat cristallin
aprés distillation du mélange réactionnel L’analyse elémentaire et le spectre r m n
ont montré qu’ll s’agissait de la pure forme cétonique et non du gem-diol. Aussiil n’y
a pas dans le spectre 1 r de bande d’absorption caractéristique du groupe hydroxyle,
mais un pic important 4 1745cm™! dit au groupe cétomque Le spectre rmn
indique clairement ’absence du proton H-2' Tandis que pour I’alcool 3 le proton
H-1 apparait comme un doublet & 5,87 p p m avec J,.,. 6,5 Hz, dans le cas du céto-
nucleoside 5 le sighal du proton anomérique est unsingulet 2 6,70 p p m L’étude de
P’hydratation de ce nucléoside cétomque S a pu étre effectuée dans un mélange
acétone—eau par des mesures polarimétriques, comme avec les derivés de la 7-(3-O-
méthyl-B-p-arabino-hexopyranosulosyl)théophylline® L’hydrate 6 a été 1solé aprés
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évaporation des solvants et recristalhisation dans 1’éthanol. Par chauffage sous vide
et 3 105° on a pu réobtenir Ie dérivé cétonique § a I’état pur

Des essais entrepris pour oxyder ce nucléoside 3 avec le mélange diméthyl
sulfoxyde~anhydride acétique ont abouti au dérivé 2’-acétyl 4 et aucune trace de
dérivés cétoniques n’a pu &tre détectée par chromatographie

Le traitement de 8§ avec une solution méthanolique d’hydroxyde de sodium
10mM provoque une trés lente décomposition du cétonucléoside Nous avons pu
montrer par des études chromatographiques (couches minces) que ce composé€ €tait
nettement plus stable que les céto-uridine?® et -cytidine* dans les mémes conditions
Ces derniéres se décomposent rapidement dans la solution méthanohque d’hydroxyde
de sodium 10mM tandis que la fucosulosyithéophylline 5 commence & se décomposer
aprés 5 min de réaction (détection de la théophylhine libre), le temps de demi-réaction
étant d’une heure

L’hydrolyse acide a également éte étudiée chromatographiquement en vue de
détermuner les conditions de ’hydrolyse sélective du groupe isopropylidéne On a
trouvé que 1’acide chlorhydrique 0,1M 4 la température ordinaire provoque I’ehimina-
tion du groupe 1sopropylidéne au bout de 5 h, sans chvage glycosidique, méme aprés
20 h de réaction nous n’avons pas constaté de libération de base Aunsi, le céto-
désoxynucléoside 7 a pu &étre obtenu a I’état cristaliin avec un rendement de 80% a
partir de §

PARTIE EXPFRIMENTALE

Meéthodes générales — Les solutions ont éte évaporées sous vide a une tem-
pérature nférieure 4 50° Les points de fusion ont été mesurés au microscope sur
platine de Leitz et ne sont pas corrigés La chromatographie sur couche mince (ccm )
de gel de silice a été effectuée dans le systéme (A) acétate d’éthyle—pentane 3 1 (v/v),
les produits ont éte détectés par leur absorption dans I’u v ou par pulvérisation avec
une solution d’acide sulfurique (30%) suivie d’un chauffage a2 120° La chromato-
graphie sur papier (¢ p) Whatman N° 1 a été effectuée survant la technique ascendante
dans le systéme (B) (alcool butylique—eau, satur ), les chromatogrammes étant revelés
sous lumiére u v ou par des vapeurs d’1ode Les pouvoirs rotatoires ont €té mesurés
avec un polarmmétre « Quick » de Roussel et Jouan Les spectres 1t ont été mesurés
avec un spectrophotométre Perkin-Elmer Modéle 137 Les spectres rmn ont été
établis en solution dans le chloroforme-d a la fréquence de 60 MHz sur un appareil
Vanian Seules les caractéristiques spectrales significatives pour la détermination de
la structure sont citées; le reste est toujours compatible Les microanalyses elémen-
taires ont été€ réalisées par le Laboratoire Central de Microanalyse du CN R S.

7-(2,3,4-Tr1-O-acétyl-6-désoxy-f-L-galactopyranosyl)théophylline (1) — Le
1,2,3,4-tétra~-O-acétyl-L-fucose® (1,60 g, 48 mmoles) et la théophylline (800 mg,
44 5 mmoles) ont été fondus ensemble & une température de 165° (bain d’huile) Au
mélange on a ajouté 2 ou 3 gouttes du complexe éthéré de tnfluorure de bore et la
fusion a été continuée pendant 10 min, & la température de 165-170°, sous pression
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réduite Le mélange réactionnel a été extrait a I’aide de chloroforme et la solution
chloroformque évaporée Le produit brut a été¢ dissous dans I’acétate d’éthyle et la
solution placée au sommet d’une colonne (2,5 x 50 cm) de gel de silice (Merck, 70—
325 mesh) L’élution a été effectuée avec de 1’acétate d’éthyle par fractions de 3 ml
Les mesures ont été effectuées & 1’aide du polarimétre et des fractions 45 a 80, corres-
pondant au 2° pic, nous avons obtenu une huile, aprés évaporation des solvants La
cristallisation a été effectuée dans une faible quantité d’acétate d’éthyle (2,2 g, 49 %),
pf 238-239°; [«]Z° —20° (¢ 0,1, méthanol, spectre uv : 1222 275nm (g 9 700);
ccm Rg0,5;cp "R 085, rmn . é 5,69 (H-1, doublet, J;., 9,0 Hz)

Anal Calc pour C,H,5sN,O, - C, 50,43; H, 5,54, N, 12,41 Trouvé:C, 50,63,
H, 5,39, N, 12,55

7-(6-Désoxy-B-L-galactopyranosyDthéophylline (2) — Une solution de triacétate
1 (2 g, 44 mmoles) et de méthoxyde de sodium (54 mg, 1 mmole) dans du méthanol
anhydre (100 ml) a été€ agitée pendant 2 h i la température ambiante Aprés neutra-
Iisation a I’aide de résine Amberhite IR 120 (H™), filtration et évaporation des solvants,
le sirop obtenu a été cristallisé dans du méthanol contenant 10% d’eau (1,40 g,
43 mmoles), p f 272-273°, [«]2® —1°(c 0,1, eau), ccm : R:- 0,1, c.p . R 0.46.

Anal., Calc pour C,3N,3N,0¢: C, 47,95, H, 5,52, N, 17,18 Trouvé C, 47,93;
H, 5,49; N, 17,31.

7-(6'-Désoxy-3,4-O-1s0propyhdeéne-fS-L-galactopyranosyDthéophyliine (3) — Une
solution de 2 (3,2 g, 10 mmoles) dans 320 ml d’acétone anhydre contenant 3 ml
d’acide sulfurique conc est agitée pendant 6 h La solution jaune est neutrahisée avec
de I’hydroxyde de sodium M et filtrée. Aprés évaporation du filtrat on ajoute de
I’éthanol et la solution est filtrée & nouveau Une deuxiéme évaporation conduit i
une huile qui cristallise dans 1’éthanol (2,20 g, 6 mmoles), p f 186-187°, [«]2° —30°
(¢ 0,1 méthanol);ccm : R-0,26,cp R 0,8; spectre rmn - J 5,87 (H-1, doublet,
Jyr20 6,5 HZ)

Anal Calc pour C,H.,N,0, C, 5248, H, 6,02; N, 15,32 Trouvé C, 52,75;
H, 6,10, N, 15,85

7-(2-0-Acétyl-6-désoxy -3,4-O-1sopropylidéne - B-1- galactopyranosyDthéophyllme
(4) — Le dérive€ 1sopropylidéne 3 (0,4 g, 1,1 mmoles) a été dissous dans du diméthyl
sulfoxyde (6 ml) et de ’anhydride acétique (4 ml) et maintenu pendant 20h 3 la
température ambiante Les cristaux qui ont apparu pendant cette réaction ont été
filtrés Le filtrat a été évaporé sous vide (5 x 10~ 2 mm/Hg) i 80° et ’huile obtenue a
facilement crnistallis€ dans 1’éthanol (330 mg, 83%) Les cristaux ainsi obtenus
étaient 1dentiques & ceux qui se sont formés spontanement dans le milieu réactionnel
(mémes constantes et mémes spectres, point de fusion de mélange mchangé), p f 238°
(subl 230°); [¢]3® —65° (c 0,1, chloroforme), ccm: Rg 0,48; cp : Re 0,87.

Anal Calc pour CgH,,N,O, C, 5295 H,5,89,N, 13,75 Trouvé - C, 52,97;
H, 5,84; N, 14,07

7-(6-Désoxy-3,4-O-1sopropylidéne-B-1.-lyxo-hexopyranosulosyDthéophylline (5)
— Le dénivé 1sopropyhidéne 3 (0,4 g, 1,1 mmoles) a €té dissous dans du diméthyl
sulfoxyde anhydre (8 ml) contenant de la N,N-dicyclohexylcarbodumide (700 mg,
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3.4 mmoles) et de la pyridine (80 mg, 1 mmole) On a ajoute de I’acide trifluoracétique
(58 mg, 0,5 mmole) et le mélange a été maintenu pendant 22 h a la température
ordinaire Le précipité formé a été alors filtré, lavé avec un peu de dimethyl sulfoxyde
et le filtrat distillé sous un vide poussé de 2 x 10~2 mm/Hg, la temperature du bain
étant de 80° L’hule résiduelle a eté dissoute dans 1’acétate d’éthyle, filtrée et le
solvant évaporé Le sirop ainsi obtenu a cristallise dans I’éthanol (200 mg, 50%),
p f 198-200° (subl 193°), [«]7’ +40° (c 0,1, acétone),ccm Ry 0,39,cp - Rg0,88;
spectrermn . d 6,70 (H-1 singulet)

Anal Calc pour C;sH,oN,Os C, 52,75, H, 5,48, N, 15,38 Trouvé C, 52,72,
H, 5)73; N, 15,35

Les cristaux ainsit obtenus ont été dissous dans I’acétone contenant 10% d’eau
Apres 10 h 2 la température ambiante, on a évapore les solvants sous vide et ’huile
a eté reprise dans de I’éthanol, on a ainsi 1sole ’hydrate 6, p f 201-205°, [«]3? —20°
(¢ 0,1, acétone)

Anal Calc pour CH,,N,0,; C, 50,23, H, 5,78, N, 14,70 Trouvé. C, 50,95;
H, 5,70, N, 15,00

7-(6-Désoxy-B-L-lyxo-hexopyranosulosyDthéophyllme (7) — Dans une solution
de cétonucleoside 5 (0,3 g, 0,79 mmoles) dans du méthanol (10 ml) on ajoute 10 ml
d’acide chlorhydrique 0,1M On laisse a la temperature ambiante pendant 4,5 h,
neutralise avec de la résine Amberlite IR 45 (OH™), filtre et concentre L’huile
résiduelle donne dans du methanol un produit semi-cristallin pur, (0,20 g, 75%), p
262-270°, [aJ3° —30° (¢ 0,1, acétone), ccm R 0,096, cp - Rg 0,56

Anal Calc pour C,3H,sN,O C, 48,15, H, 4,94, N, 17,29 Trouvé C, 48,15,
H, 4,95, N, 17,17
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