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ABSTRACT

Four peracetylated disaccharides '*C-labelled at the C-1’ position and having
«-D-(1'—3), B-D(1'—3), a-D-(1’'—4), and B-b-(1'—4) linkages were prepared starting
from the commercially available p-[1-!3C]glucose. They were studied on the basis of
their 3Ji,c_y coupling constants in relation with the conformation in solution of
oligosaccharides as models for the corresponding polymer. A method of analysis of
the n.m.r. spectra is described and the coupling constants J.,c_,._y given, particularly
the 2J coupling (in the same cycle and with sign determination) and the 3J coupling
{through the glycosidic bond). In that case, the values obtained give experimental
information on the Y angle values. They are compared with the known X-ray data
for similar compounds.

SOMMAIRE

En vue d’utiliser la valeur des constantes 3Jisc_y dans 1’étude de la conforma-
tion en solution d’oligoméres acétylés utilisés comme modéle pour les polyméres
correspondants, quatre disaccharides présentant des liaisons glycosidiques, x-D-
(1'-3), B-D«(1'—3), a-D-(1'—4), B-D-(1’'—>4) ont éié marqués au '3C en C-1’ en
utilisant du p-[1-!3C]glucose commercial. Une méthodologie d’analyse des spectres
r.m.n. observés est décrite. Les valeurs des constantes de couplage Jiscy-_y ont €td
déterminées, en particulier les couplages 2J (dans le méme cycle) avec caractérisation
de leur signe, et 3J (a travers I"atome d’oxygéne de la liaison glycosidique). Dans ce
dernier cas, les valeurs obtenues permettent d’avoir des informations expérimentales
sur les valeurs de I’angle . Elles sont discutées par comparaison aux valeurs connues
de ’angle i déterminées par diffraction des rayons X pour des dérivés voisins.

INTRODUCTION

L’utilisation des valeurs des constantes de couplage mettant en jeu un '*C dans
les problémes de stéréochimie est un domaine actuellement en grande extension, en
particulier par les études réalisées sur des dérivés enrichis en !3C.

Les couplages Jyic_y peuvent étre dans les exemples les plus simples observés
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sur les spectres protons (« satellites '°Cw»), puis par irradiation sélective pour les
couplages plus faibles (« sateilites intenses »), ou par enregistrement des spectres ' *C
non découplés.

A Paide d échantillons sélectivement enrichis en '?C, ce type de couplage peut
étre obtenu dans des molécules beaucoup plus complexes. Le but de cet article est la
synthése et I'étude r.m.n. de disaccharides (et de monosaccharides modéles) enrichis
sur C-1 de la liaison glycosidique en vue de préciser, le mieux possible, les couplages
existant dans le cycle enrichi, et de part et d’autre de la liaison glycosidique. Dans ce
cas, en effet, des couplages 3Jisc_o_c-n a travers la liaison glycosidique peuvent
étre exploités dans un but conformationnel, comme 1'a déja montré Perlin'~> par
étude de dérivés du p-glucose, du maltose et du cellobiose?, ainsi que pour des
dérivés de la cellulose®. L’existence d’une loi de type « Karplus »2:5:6 a d’autre part
été érablie entre les couplages vicinaux 2Jiic_y et les angles diédres intéressant les
deux atomes couplés.

DISCUSSION

Il est difficile, par les techniques classiques de r.m.n. du *>C, en particulier par
la méthode du « Gated Decoupling » d’affecter sans ambiguité les différents coupiages
observés. Clest particulierement le cas des disaccharides pour lesquels des couplages
peuavent exister avec i4 protons a priori. En effet, en dehors des couplages '/ facile-
ment repérables, les autres couplages sont souvent nombreux et relativement petits.
Dans ces conditions, il est malaisé de conclure a I'existence d’un couplage avec un
atome d'hydrogéne particulier du cycle (dans le cas des monosaccharides) et a
Jortiori avec un atome d’hydrogene d’un autre cycle (dans le cas des disaccharides),
surtout si d'autres possibilités de couplage existent. Par contre, la r.m.n. du 'H
appliquée 3 des composés sélectivement enrichis en '3C répond parfaitement 3 cette
quastion.

En régle générale, un échaatillon enrichi en '*C sur un seul site permet la
détermination des constantes de couplage de cet atome de carbone avec les protons ou
les autres atomes de carbone de Ia molécule. En ce qui concerne les couplages Jisc_y
I’analyse toiale du spectre proton doit préalablement étre effectuée. Chacun des
signaux protoniques est alors, au premier ordre, dédoublé par la présence du !3C;
la valeur absolue du couplage se¢ lit directement®. Souvent, cependant, les systémes
couplés observés sont complexes et non du premier ordre. Dans ce cas, une analysze
précise est nécessaire; elle doit en outre permeitre de déterminer les signes relatifs des
couplages (voir des exemples dans la suite), soit par calcul et reconstitution théorique
de spectre, soit, en !'absence d’effets du second ordre, par double irradjation. En
effet, si un !3C est couplé & deux protons A et B couplés entre eux, les signes relatifs

*La r.m.n. a haut champ (a 230 MHz et 2 100 MHz) consuitue a cet egard un meyen d’investigation
eitréimement approprié. A 250 MHz oo aura un meilleur étalement des spectres, ce qui facilite
I"analyse, tandis que !a resolution supérieure 3 100 MH2z permettra une détermination plus précise
des peuts couplages.
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des couplages Jisc_, et Jisc_g peuvent étre obtenus par ces deux procédés. Dans le
cas cu le signe de I'un des couplages est connu (par exemple les couplages 'Jis__y,
toujours positifs), cette détermination est de fait une détermination absolue de signe.

En ce qui concerne les couplages Jiic_13c, le specire est en principe coastitud
d’un pic a intensité trés forte, entouré de « satellites » ' °C das aux molécules z.yant un
!3C (en abondance naturelle) couplé au site enrichi. Ces atomes de carbone p:ésentent
par ailleurs des signaux qui sont dédoublés et pour lesquels les couplages “Jisc_1:c,
de 'ordre de 45 Hz, se déterminent immédiaternent (& condition bien enisndv que
I’écart de déplacement chimique entre les deux atomes de carbone soit suffisant). Les
petits couplages sont souvent plus délicats a préciser car Ia présence d’un pic trés
intense en transformée de Fourier nuit a la résolution expérimentale sur les pics de
faible inteansité. D’autre part, 'information que I’on obtient est fonction du nombre
de points définissant le spectre, donc de la résolution qui v est attachée. Elle est par
conséquent échantillonnée a intervalles réguliers, autremeant dit « quaantifiée » et pour
cette raison toujours entachée d’une certaine imprécision. Cet inconvénient augmente
encore si, compte tenu d’un signal trés intense, on utilise P'accumulation par blocs
qui diminue la résolution théorique. Par contre l'accumulation sur une largeur
spectrale plus faible, 4 condition de ne pas étre génée par le pic trés intense corres-
pondant a I’atome de carbone enrichi, permet d’augmenter la résolution, mais dans
ce cas la durée d’enregistrement du spectre augmente également.

Bien entendu, toute la discussion qui précéde suppose un enrichissement a
100 %, tandis que les échantillons réels ne sont enrichis qu’a 90% eunviron. Dans ces
conditions, les spectres obscrvés sont la superposition pondérée des spectres des
composés enrichis et des spectres des composés non enrichis: ceite contribution des
produits non enrichis s’avére toujours trés utile pour la calibration des déplacements
chimiques des protons ou des atomes de carbone de 'échantillon enrichi compie tenu
des effects de concentration (ou de température) qui rendent trés difficile 1'obtention
de spectres rigourcusement comparables.

RESULTATS

L étude décrite ici se rapporte aux deux dérivés peracétylés des méthyl 2- et
f-D-glucopyranosides (1 ei 2) utilisés comme modéles et & quatre disaccharides
péracétylés présentant des liaisons glycosidiques x- et S-pD-(1'—3) (3 et 4 respective-
ment) ainsi que o- et f-D-(1'—1) (5 et 6 respectivement). Tous cas dérivéssont préparés
a partir de p-[1-!3Clglucose commercial. Les deux méthyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-x-
et B-D-glucopyranosides (1 et 2) ont été synthétisés par des méthodes classiques”*8.
Le B-nigérose octaacétate (3), le B-laminarabiose octaacétate (4), I'z-maltose octa-
acétate (5) et I'z-cecllobiose octaacétate (6) ont été préparés par condensation en
présence de sels de mercure, selon la méthode de Koenigs-Knorr modifiée par
Helferich et Zirner?, et utilisée dans nctre laboratoire!2:1!. Pour les composés 5 et 6.
la méthode de Shapiro ez al.'* pour la glycosylation en C-4 du p-glucose par I'inter-
médiaire du 2,3-di-O-acétyl-1,6-anhydro-D-glucose, a été reprise avec succés'’.
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Pour les deux monosaccharides 1 et 2, I Tableau I donne les constantes de
couplages des différents protons avec C-1. Outre le couplage 'Jiic.y_y.; directement
mesurable sur les satellites protoniques de '*C et caractéristique de la configuration
anomérique '3, on observe des couplagss 2J, 3J et *J. Les signes des couplages ont
ét¢ déterminés dans le cas du couplage 2J avec H-2: cette détermination a été réalisée
par des expériences de double irradiation'* aux fréquences de résonance des satellites
de H-1 dans le cas de 1. Ces expériences montrent que le signe du couplage 2Jiscy_p.2
est de signe opposé au couplage 'Jic_y.,: en effet quand on irradie le signal a bhaut
champ du proton, les raies qui se rassemblent au niveau de H-2 sont les raies situées a
bas champ et inversement. Comme le signe du couplage !Ji:c_y est positif, nous
pouvons en conclure que le signe du couplage 2J est négatif. Dans le cas de 2, le signe

TABLEAU [
CONSTANTES DE COUPLAGE Jiicy (HZ) POUR LES METHYL-2.3,4,6-TETRA-O-ACETYL-0-
ET f-D-GLUCOPYRANOSIDES ENRICHIS (1 ET 2)

Coastantes de couplage Compaosé
1 2

H-1 ("\Jy* 172,5 163,5
H-2 (3 -1,2 —-6,5
H-2 (30 Q0,5 0,7
H-1 (3J) 0 0.5
H-S ¢ 2 2,5
H-OMe (3J) 4.5 4,6

“Signe posilif supposé. ®Signe relatif determiné par rapport a celui du 'J.
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du 2J a été déterminé par calcul de spectre (programme BNC 12 ITRCAL) et
reconstitution théorique de specire. Sclon ce procédé dont nous donaoerons une
illusiration dauns la suite, il suffit d’introduire le signe du couplage au niveau du calcul
pour voir, par comparaison avec le specire expérimental, lequel conavient et rend
compte le mieux possible des effets du second ordre observés. Nous avons ainsi
trouvé —1,2 Hz (par irradiation) pour 1 et —6,5 Hz (par calcul) pour 2. Cctte
différence due a I’anomérie a été également notée par Perlin ef al.> Quant 2u signe
négatif déja trouvé pour des dérivés glucidiques® ou pour d'autres séries'?, il a été
déterminé pour nos dérivés de fagon claire et analogue.

D’une facon générale, on peut constater que I"anomére f est plus favorable a
I’observation de couplage & longue distance (*J) que I"'anomére «. D’autre part,
I"exclusion du couplage direct 'Jisc _y.1» tous les couplages observables dans 2
sont plus grands que les couplages correspondants dans 1. En ce qui concerne les
couplages a travers trois liaisons, on remarque que le couplage *Jic_c_c_y @st
inférieur au couplage 3Ji;c_o_c_y. €€ qui est en opposition avec les observations de
Karabatsos pour une série de dérivés non cycliques'®, mais confirme les résultats de
Perlin et al.?, qui explique les é&carts les plus faibles par I'influence d'un atome
d’oxygéne situé dans le plan du chemin de couplage. Il est vrai que pour ce type de
couplages vicinaux beaucoup de facteurs peuvent intervenir (I'électronégativité, la
présence d’un hétércatome, I’hybridation de I'atome de carbone ['angle diédre, etc.)
et il est difficile de faire apparaitre le paramatre prépondérant, vu le nombre réduit
d’exemples connus. On notera aue dans les deux cas qui nous intéressent, les angles
diédres (C-1-O-C-H-5) et (C-1-C-C-H-3) sont voisins de 60°.

Pour les quatre disaccharides étudiés (Tableau II) on retrouve les valeurs des
couplages 2Jisc.y-_p.o- caractéristiques de I'anomére en C-1°. Elles sont importantes
et de signe négatif dans le cas des dérivés a liaison B, et détectables mais faibles pour
les dérivés a liaison a.

[°8

TABLEAU UII

CONSTANTES DE COUPLAGE J(13¢.1—1" POUR LES DISACCHARIDES OCTAACETATES ENRICHIS
en C-1'3-6°

Composé Liaison Unité réductrice Unité non réductrice
3-’(‘ lc—o-c-m J 4

3 a-D-(1'—+3) 3,7 a3 n.n.c

4 FD(1'—3) 5,5 163,5 -6,9

s a-p-(1'—4) 3,87 176 n.n.©

6 F-b-(1'—4) 5.5 161,3 - 6,5

afEn Hz, a 0.1 Hz prés. ®A I'erclusion des constantes de couplage *J (avec H-2), 3J (avec H-5) et 3J
(avec H-5") dans le cas de 4, *J (avec H-5") dans le cas de 6, tres faibles mais non nulles, toutes les
autres constantes de couplage sont expénmentalement nulles. “Ce symbole désigne une constante
de couplage trés faible en valeur absolue mais non nulle, “Valeur (a 0,2 Hz prés) déterminée par la
technique de doubl: résonance internucléaire (« indor ») du fait de la complexité du signal de H-%
dans 5.
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L’exemple du dérivé du laminarabiose 4 peut étre choisi en illustration pour la
dstermination du signe des constantes de couplage 2J par calcul et reconstitution
théorique de spectre (Fig. 1). Le probléme est réductible 4 un systéme & quatre spins:
C-1’, H-1’, H-2' et H-3'. La suppression du proton H-4’ transforme en doublet le
triplet du proton H-3". Les deux calculs, effectués avec une constante de couplage 2J
positive ou négative, aprés itération, permetient par comparaison avec le spectre
expérimental, au niveau des effets du second ordre, de choisir entre les deux valeurs.
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Fig. 1. Spectres de r.m.n.-'H de 4: spectre expérimental du dérivé non enrichi (Fig. 1a); spectre
expérimental du dérivé enrichi en C-1° (Fig. 1b); spectre thforique (Fig. 1c) pour un systeme sim-
plifi¢ & quatre spins: C-1’, H-1°, H-2" et H-3". Sur la Fig. Ib, !es principaux couplages J1ic_y oat
€1é représentés, en particulier e couplage 2Jisc.y_y-3 & travers la laison glycosidique. Les petits
couplages n'ont pas éLé représentés, mars ils existent dans le cus des protons H-2, H-5Set H-5'. En ce
qu concerne le spactre théorique (Fig. Ic), on notera que H-3°, par absence de couplage avec H-4’,
résonne sous forme d’'un doublet. La concordance entre Ie spectre theorique (Fig. Ic) et le spectre
experimental (Fig. 1b) est trés bonne s1 I'on tient compte du fait que dans le calcul I'enrichissement
concidéré est de 100 %.
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En ce qui concerne le couplage a travers la liaison glycosidique, le premier trait
marquant est la similitude des résultats dans le cas de liaisons (1'—3) et (I’'—4).
Cette ressemblance de comportement a déja été soulignée par différents auteurs!7-19,
du point de vue interactions stériques, conformation de la liaison, potentiel de torsion
ou cartes d’énergie conformationnelle pour des dérivés §-(1°'—3) et S-(1'—4).

Le couplage *Jisc.i—0-_c.o-n.a Que l’'on mesure en r.m.n. est en principe
fonction de I’angle (C-1'-O~C-n-H-n), avec n = 3 ou 4 dans le cas étudié et nommé?°
¢, conformément a la nomenclaiure LU.P.A.C.?! pour "analyse conformationnelle.
On trouve dauos la litiérature une série de valeurs de 1'angle ¥ pour diflérents di-
saccharides cristallisés: 193° pour I¢ f-maltose®?, —13.7° pour ie B-cellobiose??,
15,7° pour le f-cellobiose octaacétate?*, —31,9° pour un f-xylobiose hexaacétate?3-26.
On doit noter a ce sujet que la localisation par cristallographie aux raycens X des
atomes d’hydrogéne est en général mauvaise. C’est pourquoi on est amené a calculer
I’angle ¥ en fonction de la position des atomes de carbone et d’ovygéne en faisant
I"hypothése du « meilleur » tétraédre. On peut plus simplement prendre pour valeur
calculée de ¥ (C-1'-O-C-n-H-n) celle que I’on obtient par I'intermédiaire des angles
di¢dres [C-1'-O-C-n-C-(n — 1)] et [C-1'-O-C-n-C-(n + 1)]. En projection de Newman

C-{n + 1) C-{n-1)

P’angle Y sera déterminé par la bissectrice de I"angle [C-(n +1)-C-n—-C-(n—1)]. Les
différences entre les trois procédés sont faibles mais non nulles; par exemple pour le
B-cellobiose octaacétate on trouve 16,7° par la cristallographie aux rayons X, 15,7°
en faisant I’hypothése du meilleur téiraédre et 15,2° par la méthode de la bissectrice.
Elles mettent en évidence néanmoins la nécessité d’une convention internationale. La
variation de I'angle ¥ dans le cas du p-cellobiose et du f-cellobiose octaacétate
s’explique par la suppression des liaisons hydrogénes intramoléculaires dans un
dérivé disaccharidique acétylé2® et illustre "influence que peuvent jouer des groupes
acétyles sur la conformation. On peut rapprocher la valeur de la constante de couplage
obtenue dans le cas du dérivé 6 (°J 5.5 Hz) avec 1a valeur de I'angle (¥ = 15,7°)
déterminée par Marchessault et coll.2* dans le cas du B-cellobiose octaacétate sous
réserve de la non influencz de la configuration anomérique du C-1 sur la stéréochimie
de Ia liaison f-D-(1'—4) et en supposant identiques les conformations a 1'état solide
et en solution.

Les constantes de couplages Jiic_i3c constituent une autre approche con-
formationnelle possible®”'28, La Fig. 2 montre un agrandissement entre 77 et
55 p.p-m. du spectre '3C dans le cas de 2. L’enrichissement confirme I'attribution des
signaux '3C réalisés sur ce composé (pour C-1 et son voisin immédiat C-2) par
irradiation sélective aux fréquences de résonance des protons?®. Il permet d'autre
part de mesurer la constante de couplage 'Jiic. _13c.2 48,8 Hz. En ce qui concerne la
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Fig. 2. Spectre de r.m.n.-3C avec découplage total des protons de 2 enrichi en C-1. Tous les coupla-
ges J13o_13¢ existant ont ét€ représentés. On potera la présence d’un pic de faible intensité correspon-
dant 1u C-2 non couplé avec un '*C en C-1 (14°%5).

détermination des faibles valeurs des constantes de couplage, les conditions expéri-
mentales effectivement utilisées dans ce cas ne permettent qu'une “iible précision
(intervalles échantillonnés a 1,53 Hz). Les valeurs expérimentales des constantes de
couplage ne peuvent donc étre que: 0. 1,5 Hz, 3,1 Hz, 4,6 Hz, 6,1 Hz.... On voit trés
bien sur la Fig. 2 ces différents cas: 4,6 Hz pour *Jic. _isc3» 3,1 Hz pour
3Jisc—i3c.g» « 2Ero» pour le couplage du C-1 avec I'atome de carbone du groupe
méthoxyle ainsi quavec les autres atomes de carbone. Ces valeurs ne sont par con-
séquent données qu’a titre tout a fait indicatif (3 *1 Hz environ). On peut noter
d’autre part la dépendance vis-a-vis de la configuration anomérique de la valeur du
couplage *Jisc.;_1:c.3- En effet dans le spectre '*C de 1 cette valeur vaut « zéro ».

Dans le cas des disaccharides et en relation avec les problémes de conformation,
les couplages *J éventuellement utilisables (pour avoir une indication sur I’angle
diéde ) sont les couplages *Jc i _o_ca-cia+1) € *Jc.1'—0-Ca—Cn-1)- Cependant
aucune valeur n'a été déterminée dans cette optique pour les dérivés disaccharidiques 4
et 6 étudi€s, bien que leur configuration les prédispose a 'observation de couplage a
longue distance.

L’enrichissement en !3C d’un site particulier dans un disaccharide a été
eflectué dans un but conformationnel: cet enrichissement permet la détermination des
valeurs des constantes de couplage Jisc_y €t Jisg_isc. Ces derniéres par manque de
résultats ne sont utilisables que dans I’identification des sites voisins du site marqué?%.
Comme I’ont montré Perlin et al. dans d'autres exemples?, les couplages 2J.15c_y dans
I'unité D-glucose marquée sur la position | sont significatifs de la configuration
anomérique. Ils valent —1,2 Hz pour les dérivés a (par comparaison au couplage
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1J ~170Hz) et —6,5 Hz pour les dérivés 8 (par comparaison au couplage 'J
~ 160 Hz). Les couplages *Jisc_o-c_y 2 travers la liaison glycosidique semblent les
plus intéressants puisqu’iis reflétent la valeur de I'angle i, un des deux angles di¢dres
conformationnels. La généralisation de ces résultats au cas des polysaccharides est
évidemment envisageable et a déja été tentée*. Il faut cependant tenir compte d’au
moins deux limitations: (a) Sans enrichissement spécifique en ' >C et par la méthode
du « gated decoupling », il est difficile de savoir de fagon certaine avec quel proton un
atome de carbone est couplé. (b) Certains facteurs géométriques différents peuvent
d’autre part influencer les valeurs des constantes de couplage: par exemple, 'angle
Tt (C-1'-0-C-n) peut différer entra un disaccharide et le polysaccharide corres-
pondant>9.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres r.m.n.-'H ont été réalisés a2 100 MHz sur un appareil Varian
HA-100 et 2 250 MHz sur un appareil Cameca. lls ont été effectués sur des solutions
dans I’acétone-d; (1), le benzéne-d,; (2) et le chloroforme-d (3, 4, 5, 6). L’analyse des
spectres 'H des composés non enrichis est connue. Les couplages sont donnés en Hz.
Le signe des couplages a été déterminé par double irradiation (1) et par calcul
théorique de spectre (2, 4, 6) grace & un programme BNC 12 ITRCAL. Le tracé des
spectres théoriques se fait sur un appareil Bruker WP 60. Les spectres r.m.n.-'*C,
pour lesquels on effectue un découplage par bruit du proton, ont été obtenus a
62,86 MHz sur un spectrométre Cameca équipé d’un calculateur ayant 16 K de
mémoire (12 K pour [’accumulation du spectre). Les solvants sont les mémes que
précédemment. Les déplacements chimiques sont donnés en p.p.m. par rappoit a
Me,Si pris comme référence interne. La durée de I'impulsion est de 10 ps (environ
70°) et D'intervalle entre les impulsions de 0.6 s (ce qui correspond au temps
d’acquisition).

Tous les échantillons enmrichis ont &té préparés i partir de p-[1-!*C]glucose
(enrichissement isotopique de 86 %) fabriqué par CEA-France, Service des Molécules
marquées. 1ls sont synthétisés par des méthodes classiques”’*8 en ce qui concerne
1 et 2, et par condensation en présence de sels de Hg sclon la méthode de Koenigs-
Knorr modifiée par Helferich et Zirner® et utilisée dans notre laboratoire'®:'"' pour
les quatre disaccharides acétylés étudiés (3, 4, S, 6). En ce qui concerne S et 6, la
technique de Shapiro et al.!?, par I'intermédiaire du 2,3-di-O-acétyl-1,6-anhydro-
p-glucose, a été reprise’’.
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