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SOMMAIRE

De nouveaux N-1 nucléosides pyrimidiques contenant un ou deux résidus p-p-
hexopyranosyles peracétylés ont été synthétisés. Leurs caractéristiques physiques sont
présentées ainsi que I’analyse conformationnelle par r.m.n.-**C a haute résolution
de ces nuclé€osides déprotégés. Nous avons ainsi distingué les deux rotaméres bloqués
syn et anti du 3-f-p-glucopyranosyluracile et dégagé la conformation privilégiée anti
de I’antibiotique anthelmycine en solution.

ABSTRACT

Several new peracetylated pyrimidine N-1 nucleosides containing one or two
p-D-hexopyranosyl residues have been synthesized and their physical characteristics
are reported. The conformation of these nucleosides has been investigated by high-
resolution **C-n.m.r. analysis after deblocking. It was possible to distinguish between
the syn and anti rotamers of 3-B-p-glucopyranosyluracil, and to establish the
favored anti conformation in solution of the nucleoside disaccharide, antibiotic
anthelmycin.

INTRODUCTION

Afin d’€lucider la structure de I’antibiotique disaccharide nucléosidique anthel-
mycine! (ou hikizimycine) par analyse?* des spectres de r.m.n.-'3C, nous avons
synthétis€ un certain nombre de nucléosides 1-(f-D-hexopyranosyl)-uracile et -cyto-
sine, suivant les méthodes mises au point par Niedballa et Vorbriiggen®*. Nous
voulons décrire ici briévement la synthése et les caractéristiques physiques de ces
nouveaux nucl€osides et nous pencher plus particuli¢rement sur ’analyse conforma-
tionnelle par r.m.n.-'3C de certains d’entre eux.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Les couplages d’une base pyrimidique silylée avec des sucres peracétylés,
effectués dans le 1,2-dichloroéthane en présence de SnCl,, permetient d’obtenir des
N-1-B-nucléosides avec des rendements entre 60 et 90%. Les meilleurs résultats ont
€t€ obtenus en augmentant sensiblement les quantités de base silylée et de catalyseur
par rapport au sucre peracétylé considéré. Les conditions opératoires et les caractéris-
tiques physiques des nouveaux nucléosides obtenus sont respectivement réunies dans
les Tableaux I et II. Lors des couplages de I'uracile silylée avec un hexopyranose
peracétylé, nous avons toujours observé qu’il se formait, 3 c6té du N-1-B-nucléoside
thermodynamiquement stable attendu'!, un N-3-f-nucléoside (caractérisé par son
effet bathochrome a pH 14 dans le spectre u.v.) et cela dans une proportion allant
jusqu’a 259% (Tableau I).

RrR" “ - /4
CH,OAc  HN ROCH; N
, O, >2_ . fo) 2
R N a'o >_N
S d
R R
QAc OAc
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4 R = OBzl,R"= OAc,R"= H 9 R= N3 ,R"= R"= Ac
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Fig. 1. Spectre de r.m.n.-tH (partiel, 250 MH?Z) et attribution des signaux H-1’, -5 et -6 du 3-§-p-
glucopyranosyluracile.

L’étude de ce type de N-3-f-nucléoside, acétylé* ou déprotégé, en r.m.n.-'H
et -13C montre ’existence en solution de deux rotaméres bloqués en position anti (17a)
et syn (17b). Cette observation avait déja été mentionnée par Watanabe ef al.'? a

*L ’¢étude des deux rotaméres est rendue plus complexe par interpénétration des massifs.
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Fig. 2. Spectre de r.m.n.-13C du 3-8-p-glucopyranosyluracile.

1 1

propos du 3-8-p-glucopyranosyl-6-méthyluracile. Le spectre de r.m.n.-*H a 250 MHz
du 3-B-p-glucopyranosyluracile, en solution dans I’eau deutériée, présente un certain
nombre de signaux dédoublés, et en particulier les noyaux H-2' (complexe a § 4,6),
H-1’ et -5 (cinq raies entre 6 5,7 et 5,9). Les irradiations successives de ces diverses
régions, les découplages ainsi obtenus, puis une étude 3 haute temperature 80°)
permettent une analyse de ce spectre d’une complexité inattendue (Fig. 1). A chaque
rotamere syn et anti correspond un syst¢tme AB H-5 et -6 (dd, J 9 Hz) et un proton
anomérique H-1’ (d, J 9 Hz, B-D). Les petits €carts dans les déplacements chimiques
(6 0,3 au maximum) ne s exphquent que par de légéres différences dans ’environne-
ment stérique ou €lectronique des noyaux pour I'une et 'autre forme. Le rapport
quantitatif 3:2 obtenu par intégration semble indiquer que les deux rotaméres “M”
(majoritaire) et “m” (minoritaire) sont pratiquement aussi stables ’'un que P’autre.
Lorsque la barriére de libre rotation est atteinte par chauffage de ’échantillon & 80°,
les massifs correspondant & H-6 et -1’, -5 se réunissent en doublets aisément identi-
fiables tandis que le retour a la température ambiante redonne au spectre sa complexité
initiale. Il est cependant difficile a priori d’attribuer aux signaux “M” et “m” I'une
des conformations plutdt que Iautre. Le spectre de r.m.n.-*3C (Fig. 2) confirme ces
résultats: on obseérve en effet un dédoublement des signaux (“M” et “m”™) pour
chaque atome de carbone C-2, -6, -5 et -1’. Leurs intensités relatives (rapport 3:2)
nous permettent dé constater que les phénomenes de blindage et déblindage sur C-5,
-6 et -1 sorit inversés par rapport a ces mémes effects sur les protons H-5, -6 et -1’
pour le méme rotameére. Lorsque I'échantillon est porté a 80°, on observe la simplifica-
tion du spectre: un seul signal par atome de carbone. - .

Les écarts dans les déplacements chimiques entre les signaux “M” et “m’ sont
deIordre de 2 au maximum. Ces faibles différences renforcent I'idée que les pertur-
bations subies par les noyaux des deux rotameres sont trés voxsmes, mais on ne peut
attribuer les signaux les plus intenses 3 'une plutdt qu’a I'autre des deux formes
possibles. L’accés aux constantes de couplage 3Jc.,_y-,- du spectre de r.m.n.-'3C
du 3-B-p-glucopyranosyluracile 3 haute résolution (gated decoupling) nous permet
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de résoudre le probléme de ces attributions. Schwarcz et Perlin'? ont en effet moniré,
pour des spectres de r.m.n.-!3C a haute résolution, que ’on observe des couplages
vicinaux 3Jy3._,, au travers de liaisons C-C ou C-O et que ceux-ci dépendent de
I’orientation des noyaux considérés, I’'un par rapport a 'autre, comme dans le cas
des protons: a des angles diédres C-H de 60-100° correspondent des petites constantes
d= couplage (0-3 Hz), tandis que des angles de 140-180° donneront des couplages
plus grands (4-5,5 Hz). Lorsque I’atome de carbone considéré est hybridé sp?, les
valeurs de ces constantes sont presque doublées. Lemieux er a/.'*-!> ont étendu ces
observations aux couplages 3J,5_._,, & travers des liaisons C-N. Ces études sur des
constantes J..,_y-,- de nucléosides pyrimidiques B-D-pentofuranosyles ont permis
de dégager la conformation privilégiée anti de I'uridine en solution'*'>. L’écart de
o 2 entre les signaux C-2 “M” (d 154) et C-2 “m™ (4 156) est suffisant pour nous
permettre d’observer les constantes 3Jc.5_y-¢ €t 3Jc-» ;- de chaque rotamére sans
interpénétration des massifs. Par analogie avec les valeurs obtenues par Lemieux
et al.'*'® nous attendons pour chaque forme syn et anti les couplages 3Jc.5_y-¢ €t
3Jc-3_y-1- suivants: C-2 anti, un doublet C-2-H-6 de 8 Hz dédoublé par un couplage
C-2-H-i’ de ~2 Hz; C-2 syn, un méme doublet C-2-H-6 (8 Hz) lui méme dédoublé
par un grand couplage C-2-H-1’ (6-8 Hz) (Fig. 3). C’est effectivement ce que 'on
obtient, bien que la limite de résolution ne nous permette pas d’observer réellement

. o Qo
HO N2 NH HO \ N_ 4
Ho hd Ho

HO
H-1" o HO , 5

H-1

| l c-2
e @ L7
L eHz | H-1" [ BHz ] H-1

|| 2 [ [s'Hz'l | [
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3
Je-2-p-1' = 6 Hz
3

%
c-2-H-6 = 8Hz Veor-ps = 8 Hz

a 3546 Hz c = 3518 Hz
b 3535,5 Hz d = 35092 Hz
m M e = 35018 Hz

Fig. 3. Signal C-2 en haute résolution (gated decoupling) des rotaméres syn et anti du 3-8-p-gluco-
pyranosyluracile.
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les petits couplages <1,5 Hz (Fig. 3). Ces résultats nous conduisent & attribuer les
conformations syn aux signaux “M” et anti aux signaux “m”.

Nous avons appliqué cette méthode au 1-f-D-glucopyranosyluracile. La valeur
de la constante de couplage 3J¢., _y.,- observée (2,7 Hz, Tableau III), trés proche de
celle obtenue par Lemieux ez al.!*!%, nous autorise & choisir une conformation anti
pour ce N-1-f-nucléoside.

Nous ncus sommes ensuite efforcés de déterminer la conformation de I’anti-
biotique anthelmycine® (18) a I’aide de mesures de constantes 3J., _y-;- de nucléosides
disaccharides modeéles tels que le 1-B-lactopyranosyluracile et 1-g-maltopyranosyl-
cytosine*. Les valeurs obtenues pour ces de€rivés ainsi que celles de I’anthelmycine 18
et de 'anthamine 19 sont compatibles avec une conformation anti de la base par
rapport au reste de la molécule (Fig. 4). Les différences observées dans les couplages
3Jc-2—u-¢ de P'uracile (7-8 Hz) et de la cytosine (6-7 Hz) reflétent un écart de cette
derniére par rapport a la planéité'6-17,

PARTIE EXPERIMENTALE

Méthodes générales. — Les points de fusion ont été déterminés a ’aide d’un
microscope & platine chauffante Reichert et ne sont pas corrigés. Les pouvoirs rota-
toires ont ét€ mesurés avec un “Quick polarimeétre” Jouan et Roussel. Les spectres
ultra-violets ont été enregistrés avec un spectrophotométre “Spectronic 505 Bausch
et Lomb. Les spectres r.m.n.-'H ont été enregistrés 3 60 MHz avec un spectrométre
Varian HA 60 pour des solutions dans le chloroforme-d (0, signal du tétraméthyl-
silane en solution) et 4 250 MHz avec un appareil Cameca 250, alors que ceux de
r.m.n.-'>C ont été mesurés avec un spectrométre Bruker WP 60 (15,08 MHz; tétra-
méthylsilane comme référence externe). Les spectres de masse ont été enregistrés sur

TABLEAU III

CONSTANTES DE COUPLAGE OBSERVEES PAR R.M.N.-}3C A HAUTE RESOLUTION

Dérivé 3Jc-2-m-6 (Hz) Jc-2-ma- (Hz)
1-8-np-Arabinofuranosyluracilel4.15 8 24
1-8-p-Glucopyranosyluracile 7,3 2,7
3-8-p-Glucopyranosyluracile syn 7 8

anti 7 3
1-f-Lactopyranosyluracile 7,3 2,7
1-f-Maltopyranosylcytosine 6,4 2,7
Anthelmycine (18) 6,4 2,7
Anthamine (19) 7 2

*Ces mesures n’ont pas été possible pour le 1-f-gentiobiosylcytosine par suite de la flocculation de
Péchantilion dans le solvant utilisé.
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Fig. 4. Signal C-2 en haute résolution (gated decoupling) de I’anthelmycine (18) et de ’anthamine
aa9).

des spectromeétres de masse AEI MS 9 (i.c., gaz protonant isobutane) et AEI MS 50
(i.e.) coupl€ avec un systéme de traitement des données AEI DS 50 (m.s.h.r.). Les
analyses centésimales ont €té effectuées dans le laboratoire de microanalyse du
C.N.R.S. a Gif-sur-Yvette.

Méthode de préparation. — Les per-O-triméthylsilylations de I’'uracile et de la
N4-acétylcytosine sont réalisées suivants les méthodes habituelles!®~2°. La base
pyrimidique (200400 mg) est séchée sous vide sur pentaoxyde de phosphore a une
température supérieure a 100° pendant 24 h. Elle est ensuite mise en suspension dans
de Phexaméthyldisilazane (10-20 mL). On ajoute alors 1-2 % en volume de chlorotri-
méthylsilane. Le mélange est porté a reflux, la base pyrimidique se dissout lentement
et aprés 4 h la solution est refroidie; I'excés d’hexaméthyldisilazane est distillé sous
pression réduite. La base per-O-triméthylsilylée est alors séchée sous courant d’azote
sec (1 h a 60°), puis mise en solution dans un volume donné de 1,2-dichloroéthane sec.
Le rendement de la triméthylsilylation est quantitatif. Les disaccharides utilisés sont
d’origine commerciale, leur peracétylation est effectuée dans un mélange 1:1 (v/v)
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anhydride acétique-pyridine cu dans Panhydride acétique en présence d’acétate de
sodium pour le lactose. Les 3-O-méthyl-D-glucose, 3-0-benzyl-D-glucose et 3-azido-3-
déoxy-D-glucose peracétylés sont obtenus par des méthodes déja décrites®! ™23,

Préparation des nucléosides. — 1-(2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-méthyl-B-p-gluco-
pyranosylDuracile (3), N*-acétyl-1-(2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-méthyl--p-glucopyre:10syl)-
cytosine (7), 1-(2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl)uracile (4), N*-
acétyl-1-(2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-benzyl-B-p-glucopyranosyl)cytosine (8), N*-acétyl-
1-(2,4,6-tri-O-acétyl-3-azido-3-désoxy-p-p-glucopyraaosyl)cytosine (9), I1-(hepta-O-
acétyl-B-lactosyDuracile (5), N*-acétyl-1-(hepta-O-acétyl-B-maltosyl)cytosine (11) et
N*-acétyl-1-(hepta-O-acétyl-B-gentibiosyl)cytosine (12). Tous ces nucléosides ont été
synthétisés suivant les méthodes de Niedballa et Vorbriiggen®-*. A la solution de
base pyrimidique silylée (dans le 1,2-dichloroéthane) est ajoutée sous courant d’azote
ie sucre peracétylé cristallin et sec: aprés quelques minutes, lorsque la solution est
limpide, on introduit le catalyseur frais. Les rapports quantitatifs base triméthyl-
silylée 4 sucre peracétylé et tétrachlorure d’étain a sucre peracétylé sont indiqués pour
chaque couplagz dans le Tableau I. Le ballon est hermétiquement fermé et la solution
est laissée 4 température ambiante sous agitation. La réaction est suivie par c.c.m.,
ce qui permet de rajouter un pz2u de catalyseur si celle-ci semble incompléte. Le chauf-
fage a 60° de la solution en fin de manipulation permet de réarranger ou de détruire
les O-nucléosides instables qui se seraient formés. Le milieu réactionnel refroidi est
ensuite versé dans une solution d’eau glacée (100 mL), saturée en hydrogénacarbonate
de sodium. On agite vigoureusement pour précipiter I’hydroxyde d’étain qui est filtré
sur Célite. La phase organique est récupérée, lavée, puis séchée (sulfate de sodium)
et évaporée sous pression réduite. Les nucléosides obtenus sont chromatographiés si
nécessaires (acétate d’éthyle~hexane) et cristallisés dans un mélange 2-propanol-eau.
Les caractéristiques physiques des nucléosides 3-5, 7-9, 11 et 12 sont réunies dans le
Tableau II.

3-(2,3,4,6-Tétra-O-acéryl-B-p-glucopyranosyl)uracile (13). — Ce N-3-nucléo-
side est obtenu comme produit secondaire du couplage du b-glucopyranose peracétate
avec l'uracile triméthylsilylée; p.f. 111°, [«]3® —5° (¢ 1,5, chloroforme); AEOY 293
nm (pH 14); r.m.n.-*H: § 7,3 (dd, H-6), 5,9 (m, H-5 et -1’); s.m. (i.c.): m/z443 (MH™),
331 (ion oxonium), 113 (B + 2H).

Anal. Cale. pour C,gH,,N,0,,: C, 48,87; H, 5,01; N, 6,33; O, 39,78. Trouvé:
C, 48,60; H, 5,11; N, 6,40; O, 39,89.

1-(3-O-benzyl-4,6-O-benzylidéne-B-pD-glucopyranosyluracile (14). — L’alcoyla-
tion de ce nucléoside est obtenue par la méthode classique?-2®, Le dérivé 4 désacétylé
(400 mg) est mis en solution dans le benzaldéhyde distillé (10 mL). On ajoute alors
du chiorure de zinc refondu (400 mg) et on laisse sous agitation pendant 48 h a
température ambiante. La solution est ensuite versée dans I’eau (20 mL) et aprés
une vigoureuse agitation la phase organique décantée est soigneusement récupérée,
lavée deux fois, puis évaporée partiellement sous pression réduite (<50°). On reprend
alors le sirop obtenu par de I’éther dans lequel 14 cristallise. Il est filtré sur verre
fritté et lavé abondamment avec de ’éther puis recristallisé (300 mg, 60 %), p.f. 251°,



CONFORMATION DE L’ANTHELMYCINE 29

[«]J3® +21° (c i,5, chloroforme); s.m. (i.e.): mfz 452 (M%) 346 (M*+ —106), 328
(Mt —106 — 18), 235 (MT —106 — 111), 111 (B + 2H), 91.

Anal. Calc. pour C,,H, ,N,0,:C, 63,71; H, 5.35; N, 6,19; O, 24,75; poids mol.,
452,1583. Trouvé C, 63,50; H, 5,41; N, 6,28; O, 24,81; poids mol., 452,1583 (s.m.h.r.,
M*).

T (3-O-Benzyl-4,6-O-benzylidéne-2-O-méthyl-B-p-glucopyranosyl)-3-méthylura-
cile (15). — Le composé 14 est méthylé par de I'iodure de méthyle dans un mélange
de N,N-diméthylformamide et d’oxolane en présence d’hydrure de sodium?’. On
obtient 15 sous forme amorphe (90%); AE'9M 258 nm; s.m. (i.e.): mfz 480 (M*),
3890 (M* —91), 374 (M*+ —106), 354 (ion oxonium), 127 (B + 2H).

3-Méthyl-1-(3,4,6-tri-O-acétyl-2-O-méthyl-f-D-glucopyranosylyuracile (16). —
Le nucléoside 15 est hydrolysé?*'2*, puis hydrogénolysé en présence de palladium sur
charbon (10%) et & pression atmosphérique®?. Le produit ainsi obtenu est acétylé
directement et cristallise dans le 2-propanol (150 mg, 60%), p.f. 77°, [«]3% +13,6°
(c 1,5, chloroforme); s.m. (i.e.): m/z 429 (MH™%), 337 (M* —60 — 31), 301 (ion
oxonium), 129 (B + 2H); r.m.n.-'H: § 7,28 (d, J 9 Hz, H-6), 5,83 (dd, / 9 Hz. H-5,
-1, 5,25 (q, H-3", -5), 4,15 (m, H-2', -3, -6°), 3,4 (bs, NMe et OMe), 2,06 (bs, OAc).

Anal. Cale. pour C,,H,,N,0,,: C, 50,46; H, 5,65; N, 6,54; O, 37,35. Trouvé:
C, 50,62; H, 5,42; N, 6,44; O, 37,52. Poids mol. calc. pour C,gH,sN,O,,: 429,1537.
Trouvé (s.m.h.r.): 429,1523 (MH¥).

O-Désacétylation. — Les nucléosides 2, 5, 11-13 ont été déprotégés dans le
méthanol anhydre en présence d’une quantité catalytique de méthanolate de sodium
(0,2M); lorsque la réaction est compléte (3—4 h), le milieu réactionnel est neutralisé
par l'introduction de résine Amberlite 50 (H™). Les filtrats sont ensuite évaporés
sous pression réduite (50°). Les produits ainsi obtenus ont été utilisés tels quels pour
leur étude de r.m.n.-'3C 3 haute résolution dans de I’eau deutéride.
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