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UNITES HEXOPYRANOSYLES: APPLICATION A LA CONFORMATION DE 
L’ANTHELMYCINE 
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Instirut de Chimie des Subsrances NaturelIes, CN.R.S_, F-91 I90 Gif-sur- Yverre (France) 

(Rgu le 28 aoQt 1980; accept6 sous forme modifike le 28 avril 1981) 

SOhiMAIRE 

De nouveaux N-l nucleosides pyrimidiques contenant un ou deux residus B-D- 

hexopyranosyles peracetyles ont 6th synthetises. Leurs caracteristiques physiques sont 
presentees ainsi que l’analyse conformationnelle par r.m.n.-‘3C a haute resolution 
de ces nucleosides deproteges. Nous avons ainsi distingue les deux rotamtres bloques 
syn et anti du 3-/3-o-glucopyranosyluracile et dtgage la conformation privilegiee mzti 

de l’antibiotique anthelmycine en solution. 

ABSTRACT 

Several new peracetylated pyrimidine N-l nucleosides containing one or two 
fl-D-hexopyranosyl residues have been synthesized and their physical characteristics 
are reported. The conformation of these nucleosides has been investigated by high- 
resolution 13C-n.m.r. analysis after deblocking. It was possible to distinguish between 
the syn and azzti rotamers of 3-p-o-glucopyranosyluracil, and to establish the 
favored anti conformation in solution of the nucleoside disaccharide, antibiotic 
anthelmycin. 

INTRODUCTION 

Afin d’Clucider la structure de l’antibiotique disaccharide nucleosidique anthel- 
mycine’ (ou hikizimycine) par analyse’ des spectres de r.m_n.-‘3C, nous avons 
synthCtisC un certain nombre de nucleosides I-(P-D-hexopyranosyl)-uracile et -cyto- 
sine, suivant les methodes mises au point par Niedballa et Vorbriiggen3*4. Nous 
voulons decrire ici brievement la synthese et les caracteristiques physiques de ces 
nouveaux nucldosides et nous pencher plus particuliirement sur l’analyse conforma- 

tionnelle par r.m.n.-i3C de certains d’entre eux. 
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RJLWLTATS m DBCUSSION 

Les couplages dune base pyrimidique silylCe avec des sucres perac&ylCs, 
effectuCs dans le 1,Zdichloroe’thane en prgsence de SnCl,, petmettent d’ohtenir des 

N-1-,!I-nucEosides avec des rendemenrs entre 60 et 90%. Les meilleurs r&ultats ont 
t&5 obtenus en augmentant sensiblement les quantids de base silylee et de catalyseur 

par rapport au sucre peracetylt considCr&Les conditions opkatoires et les caracteris- 

tiques physiques des nouveaux nuclCosides obtenus sont respectivement reunies dans 
les Tableaux I et IL Lors des couplages de l’uracile silylee avec un bexopyranose 
perac&yE, nous avons toujours observe qu’il se formait, a cot6 du N-I-&nuclCoside 
thermodynamiquement stable attendu”, un N-3-,!?-nucltoside (caracterise par son 
effet bathocbrome a pH 14 dans le spectre u-v.) et cela dans une proportion allant 

jusqu’g 25 % (Tableau I)_ 

OAc 
Y 

‘I R = R = OAc_R‘= ” 

ZR= R’=OAc.R==H 

3 R = OMe,R’= OAc,R-=H 

4 R = 0BzI.R = OAc,R-= k, 

5 R = OAc,R’= 2,3.4,6-tArcl-o-a=el- 

-~-D-9alaCtOpyr~nosyloxy,R'= H 

6 R= 

7 R= 

6 R= 

9 R= 

,0R = 

11 R= 

12 R = 

‘OAc 

OAc.R’= R-= Ac 

OMe.R’= R-= AC 

OBzl.R’= RI= AC 

N3.R’A R== Ac 

O&z, R’ = 2,3.4,6-titra-O-oc.&Yl- 

-B-D-golactopymoosyl, R” = AC 

OAc,R’= 2,3&i-t&a-.0-a&tyl- 

--Q-D-glucopyranosyl. R”= AC 

* 0Ac.R’ = Ac,R*= 2,3.4,6-tetra-O- 

-aietYI-~-D-gfucopyronosyl 

OAc 

14 I? p R’= H,R’= Bzl IS 

15 R = d= Me,R-= Bz, 

HOCH, 

Ho~QoH 

OH 

170 anti 17bsyn _ 
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H-1’M 
H-l’m 

. . 

irradiation 
totale .A de n-5 

irradiation 

m 

: : 
. . 

A . . Rdgion 

H-6 (M&m) 

-*-j ‘: y- 
M 

L 
7:3 I 

b:I15 k_ 

irradiations 
partielles 

H-V&H-Sm 

I I I I 1 
6 5,* 5,6 

H-I’M 
: . 
* . 

irradiation 

Fig. 1. Speetre de r.m.n.-1H (partiel, 250 MHz) et attribution des signaux H-l’, -5 et -6 du 3-/?-D- 

glucopyranosyluraciIe. 

L’ctude de ce type de N-3-/3-nuclCoside, acCtylC* ou dCprotCgb, en r-m-n.-‘H 

et -13C montre I’existence en solution de deux rotameres bloquCs en position anri (17a) 
et syn (17b). Cette observation avait d&ja CtC mentionnte par Watanabe et al.” B 

l L’&ude des deux rotamtres est rendue plus complexe par I’interph&ration des massifs. 
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Fig. 2. Spectre de r.m_n_-W du 3-B-o-glucopyranosyluracile. 

propos du 3-P-D-glucopyranosyl-6-mCthyluracile_ Le spectre de r.m.n.-‘H 2 250 MHz 
du 3-/I-D-glucopyranosyiuracile, en solution dans l’eau deut&iCe, prksente un certain 

nombre de signaux dCdoublCs, et en particulier les noyaux H-2’ (complexe 5 6 4,6), 
H-l ’ et -5 (cinq raies entre 6 5,7 et 5,9). Les irradiations successives de ces diverses 
r&ions, les dkouplages ainsi obtenus, puis une etude a haute temperature (SO”) 
permettent une analyse de ce spectre d’une complexit inattendue (Fig. 1). A chaque 
rotamere SJVZ et anti correspond un systkme AB H-5 et -6 (dd, J 9 Hz) et un proton 
anomkique H-l’ (d, J 9 Hz, p-D)- Les petits &arts dans les deplacements chimiques 
(6 0,3 au ma&nmm)S ne s’exfiliquent que par de leg&es differences dans I’environne- 
ment sterique ou Clectronique des noyaux pour l’une et l’autre forme. Le rapport 
quantitatif 3 :2 obtenu par intggration semble indiquer que les deux rotameres “M” 
(majoritaire) et “m” (minoritaire) sont pratiquement aussi stables l’un que l’autre. 
Lorsque la barrike de li6re rotation est atteinte par chauffage de l’khantillon a go”, 
les massifs correspondant B H-6 et -1 ‘, -5 se r6unissent en doublets ais&ment identi- 
fiables tandis que le retour a la temperature ambiante redonne au spectre sa complexit& 
initiale. I1 est cependant difficile a priori d’attribuer aux signaux “M” et “m” I’une 
des conformations &rtot que l’autre, Le spectre de r.m.n.-13C (Fig. 2) confirme ces 
r&hats: on observe err effet un dedoublement des signaux (“M” et “m”) pour 
chaque atome de carbone C-2, -6, -5 et -1’. Leurs intensitCs relatives (rapport 3 :2) 
nous permettent de constater que les phknomenes de blindage et dcblindage sur C-5, 
-6 et -1’ sont inverses’ par rapport 5 ces mCmes effects sur les protons H-5, -6 -et -1’ 
pour Ie mCme rotamke. Lorsque l’echantillon est portC a 80 O, on observe la simplifica- 
tion du spectre: un seul signal par atome de carbone. . _ - 

Les &arts dans les d~placements chimiques entre les signaux “M”et “m” sont 
de I’ordre de 6 2 au maximum. Ces faibles d_iff&ences renforcent l’idke que les pertur- 
bations subies par les noyaux des deux rotamikes sent t&s voismes, mais on ne peut 
attribuer les sighaux les plus intenses a l’une plut& qu’a l’autre des deux formes 
possibles. L’acces ‘aux constantes de coupIage 3JC-z_H_r, du spectre de -r.m.n.Y13C 
du 3-&~+.tcopyranosyluracile ?I haute rkolution (gated decoupling) nous permet 
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de resoudre le probleme dc ces attributions. Schwartz et Perlin’3 ont en effet montre, 
pour des spectres de r.m.n_- 13C & haute resolution, que l’on observe des couplages 

_ . 
vrcmaux 3J13c_H au travers de liaisons C-C ou C-O et que ceux-ci dependent de 
l’orientation des noyaux consider&, I’un par rapport a I’autre, comme dans le cas 

des protons: a des angles diedres C-I-I de 60-100”correspondent des petitesconstantes 
de couplage (O-3 Hz), tandis que des angles de 140-1SO” donnwont des couplages 
plus grands (4-5,5 Hz). Lorsque l’atome de carbone considere est hybrid6 sp’, les 
valeurs de ces constantes sont presque doublees. Lemieux ef ~l.~~-” ont etendu ces 
observations aux couplages 3 J1 3 C_-H 5 travers des liaisons C-N. Ces etudes sur des 
constantes 3JC_z_-H_lp de nucleosides pyrimidiques P-D-pentofuranosyles ont permis 

de degager la conformation privilegiee mzti de I’uridine en solution’4*‘5. L&art de 
d 2 entre les signaux C-2 “M” (6 154) et C-2 “m” (6 156) est suffisant pour nous 
permettre d’observer les constantes 3JC-2_-H-6 et 3JC-r_-H_l. de chaque rotamere sans 

interpenetration des massifs. Par analogie avec les valeurs obtenues par Lemieux 
et al.‘4*‘5 now attendons pour chaque forme SJX et anti les couplages 3J,_,_r,_6 et 

3J‘-z-~r-1’ suivants: C-2 anti, un doublet C-2-H-6 de 8 Hz dedouble par un couplage 
C-2-H-i ’ de -2 Hz; C-2 sy”, un mCme doublet C-2-H-6 (8 Hz) lui mCme dCdoublC 

par un grand couplage C-2-H-l’ (6-8 Hz) (Fig. 3). C’est effectivement ce que l’on 

obtient, bien que la limite de resolution ne nous permette pas d’observer reellement 

anti 
SYn 

3Jc_2-H_,J = 2 HZ 

3JC-2-~-s = 8 Hz 

3J~-r-~-i = 6 Hz 

‘J ~-a-,.,-s = 8 Hz 

a 3546 Hz c = 3518 HZ 

b 3535.5 Hz d= 35092 HZ 

n-l M e = 3501.8 Hz 

Fig. 3. Signal C-2 en haute r&solution (gated decoupling) des rotameres SJVI et anti du 3-p-D-gluco- 
pyranosyhraciie. 
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les petits couplages < 1,5 Hz (Fig. 3). Ces resultats nous conduisent B attribuer les 
conformations syn aux signaux “M” et anti aux signaux “m”. 

Nous avons applique cette methode au I-/3-o-ghrcopyranosyluracile. La valeur 
de la constante de couplage 3Jc-a_H-I. observee (2,7 Hz, Tableau HI), t&s proche de 
celle obtenue par Lemieux et a1.14*15, nous autorise a choisir une conformation anti 
pour ce N-l+nuclCoside. 

Nous nous sommes ensuite efforces de determiner la conformation de I’anti- 
biotique anthelmycine’ (IS) B l’aide de mesures de constantes 3Jc_2_H-1. de nucleosides 
disaccharides modeles tels que le I-j?-lactopyranosyluracile et l-~-maltopyranosyl- 
cytosine*. Les valeurs obtenues pour ces derives ainsi que celles de I’antheImycine 18 
et de I’anthamine 19 sont compatibles avec une conformation anti de Ia base par 
rapport au reste de la molCcule (Fig. 4) Les differences observees dans les couplages 
3Jc_2_ H_6 de I’uracile (7-8 Hz) et de la cytosine (6-7 Hz) refletent un Ccart de cette 
demiere par rapport a la plane&9 6*1 ‘_ 

PARTIE JZPJ?RIMENTALE 

M&odes g&z&ales. - Les points de fusion ont CtC determines a l’aide dun 
microscope a platine chauffante Reichert et ne sont pas corriges. Les pouvoirs rota- 
toires ont Cte mesures avec un “Quick polarimetre” Jouan et Roussel. Les spectres 
ultra-violets ont CtC enregistres avec un spectrophotomttre “Spectronic 505” Bausch 
et Lomb. Les spectres r_m.n.-‘H ont CtC enregistres a 60 MHz avec un spectrometre 
Varian HA 60 pour des solutions dans Ie chloroforme-d (0, signal du tetramethyl- 
silane en solution) et a 250 MHz avec un appareil Cameca 250, alors que ceux de 
r.m n -13C . . ont CtC mesures avec un spectromttre Bruker WP 60 (15,08 MHz; tetra- 
methylsilane comme reference externe). Les spectres de masse ont CtC enregistres sur 

TABLEAU III 

CONSTANTES DE COUPLAGE ORSERtiES PAR R-M-N.-=c A HAUTE R&SOLUTION 

D&iv6 3_rc-a-a-s (H.1 3Jc-a-~-1* (Hz) 

l-8-D-Arabinofuranosy~~cile1~.15 8 2,4 
I-B-D-Glucopyranosyluraciie 773 2,7 
3-&D-Giucopyranosyhracile syn 7 8 

anti 7 3 
I-B_lactopyranosyluracacile 7*3 2.7 
I-&MaItopyranosylcytosine 64 2,7 
Authehnycine (18) 64 2,7 
Anthamine (19) 7 2 

*Ces mesures n’ont pas Ctk possible pour le l+gentiobiosylcytosine par suite de la flocculation de 
I’&hantillon dans Ie solvant utilik 
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CHZOH 

I 
HOCH 

I 
HOCH 

I 
HCOH 

CH;OH 

I 
HOCH 

I 
HOCH 

I 
HCOH 

I 
HCOH 

I 
HOeH 

W&-&N~NH2 

H-l’ 0 

a= 24032 HZ 

b = 2400.5 Hz 

C= 2396.6 HZ 

d = 2394 Hz 

O= 2406 HZ 

b= 2404 HZ 

C = 2399.6 Hz 

d = 2397.5 Hz 

19 
3J~- 2 -H 

Fig. 4. SignaI C-2 en haute r&solution (gated decoupling) de i’anthelmycine (18) et de l’anthamine 
(19). 

des spectromktres de masse AEI MS 9 (i-c., gaz protonant isobutane) et AEI MS 50 
(i.e.) couplC avec un systkme de traitement des don&es AEI DS 50 (m.s.h.r.). Les 
analyses cent&males ont Ctt5 effectukes dans le laboratoire de microanalyse du 
C.N.R.S. B Gif-sur-Yvette. 

Mgthode de prkparation. - Les per-0-trimtthylsilylations de l’uracile et de la 
N4-ac&ylcytosine sont r6alisCes suivants les mithodes habituelles’ * -‘O. La base 
pyrimidique (200-400 mg) est s6chCe sous vide sur pentaoxyde de phosphore & une 

temperature supkrieure ti 100” pendant 24 h. Elle est ensuite mise en suspension dans 
de l’hexamCthyldisilazane (10-20 mL). On ajoute alors l-2 % en volume de chlorotri- 
mkthylsilane. Le melange est portC B reflux, la base pyrimidique se dissout lentement 
et aprk 4 h la solution est refroidie; I’excks d’hexamkthyldisilazane est distill& sous 
pression reduite. La base per-O-trimCthylsilylCe est alors sCchte sous courant d’azote 
set (1 h B 60 “), puis mise en solution dans un volume don& de 1,2-dichloroCthane sec. 
Le rendement de la trimCthylsilylation est quantitatif. Les disaccharides utilisCs sont 
ci’origine cornmerciale, leur peracktylation est effect&e dans un melange 1: 1 (v/v) 
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anhydride acetique-pyridine ou dans l’anhydride acetique en presence da&ate de 
sodium pour Ie lactose. Les 3-O-methyl-D-glucose, 3-O-benzyl-D-glucose et 3-azido-3- 
deoxy-D-ghrcose peracetyles sont obtenus par des methodes deja dCcrites21-23. 

Preparatiozz des zzucleosides. - I-(2,4,6-tri-0-ac&yI-3-0-methyl-P-D-gluco- 
pyranosyt)uracile (3), N4-ace’tyI-I-(2,4,6-tri-O-ac~tyl-3-O-nzPt/zyl-~-D-gZucopyra~zosyl)- 
cytosine (7), I-(2,4,6-tri-O-acPt~~i-3-O-be~z~yl-~-D-glucopyra~zosyl)z~raciIe (4), N4- 

ace’tyZ-I-(2,4,6-tri-O-ac~ty/-3-O-betz~~~f-~-D-gIz~copyranosyl)c~~tosine (S), N4-acCtyZ- 

1-(2,4,6-tri-O-ace’tyI-3-arido-3-d~soxy-B_u-gtz~copyra~zosyl)cytos~ze (9), I-(lzepta-O- 

a&t_&j?-Iactosyl)zzracile (5), N”-ac~tyI-I-(Izepta-O-ac~tyI-~-~zaItos~~f)cytosirte (11) et 
N’-ac~tyi-i-(/lepta-O-ac~tyi-~-ge~ztibiosyl)c~~tosine (12). Tous ces nucleosides ont CtC 
synthetids suivant les methodes de Niedballa et Vorbrtiggen3*4. A la solution de 
base pyrimidique si!ylCe (dans le 1,2-dichloroethane) est ajoutee sous courant d’azote 
ie sucre peracetyle cristallin et set; apres quelques minutes, lorsque la solution est 
limpide, on introduit le cats!yseur frais. Les rapports quantitatifs base trimtthyl- 
silylee a sucre peracetyle et tetrachlorure detain Zt sucre peracCtyIC sont indiques pour 
chaque couplage dans le Tableau i. Le ballon est hermQiquement fermt et la solution 
est laissee B temperature ambiante sous agitation. La reaction est suivie par c.c.m., 
ce qui permet de rajouter un p-u de catalyseur si celle-ci semble incomplete. Le chauf- 
fage 8 60” de la solution en fin de manipulation permet de rearranger ou de detruire 
les O-nucleosides instables qui se seraient form&. Le milieu reactionnel refroidi est 
ensuite verse dans une solution d’eau glacee (100 mL), saturee en hydrogenocarbonate 
de sodium. On agite vigoureusement pour precipiter l’hydroxyde detain qui est filtre 
sur Ceiite. La phase organique est recuperee, IavCe, puis sCchCe (sulfate de sodium) 
et &vapor&e sous pression reduite_ Les nucleosides obtenus sont chromatographies si 
necessaires (acetate d’ethyle-hexane) et cristallisCs dans un melange 2-propanol-eau. 
Les caracteristiques physiques des nucleosides 3-5, 7-9, 11 et 12 sont reunies dans le 
Tableau II. 

3-(2,3,4,6-T~tra-O-acttyi-P-D-glucop~lranosyi)zfraciie (13). - Ce N-3-nucleo- 
side est obtenu comme produit secondaire du couplage du D-giucopyranose peracetate 
avec l’uracile trimCthylsilylCe; p.f_ 111 O, [u]F -5” (c 1,5, chloroforme); AEzH 293 
nm @H 14); r.m.n.-‘H: 6 7,3 (dd, H-6), 5,9 ( m, H-5 et -1’); s-m. (ix_): m/2443 (MHt), 

331 (ion oxonium), 113 (B + 2H). 
Anal. Calc. pour C,,H,,N,O,,: C, 48,87; H, 5,Ol; N, 6,33; 0, 39,78. Trouvk: 

C, 48,60; H, $11; N, 6,40; 0, 39,89. 
I-(3-O-be~zzyZ-4,6-O-beizzylid~ne-~-D-glucopyranosyl)uraci~e (14) - L’alcoyla- 

tion de ce nucieoside est obtenue par la methode classique25B26. Le derive 4 desacetyle 
(400 mg) est mis en solution dans le benzaldehyde distille (10 mL). On ajoute alors 

du chlorure de zinc refondu (400 mg) et on laisse sous agitation pendant 48 h Q 
temperature ambiante. La solution est ensuite versCe dans l’eau (20 mL) et apres 

une vigoureuse agitation la phase organique dCcantCe est soigneusement r&cup&&e, 
la&e deux fois, puis evaporee partiellement sous pression reduite (-c 50 “)_ On reprend 

alors le sirop obtenu par de Ether dans lequel 14 cristallise. If est filtre sur verre 

frittC et lave abondamment avec de l’ether puis recristaUisC (300 mg, 60 %), p.f_ 251 O, 
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E( 26 +21” (c i 5 chloroforme); s-m. (i.e.): nz/~ 452 (Mt) 346 (M? -106), 328 

;k -106 - ,8;,‘235 (M+ . -106 - ill), 11 I (B + 2H), 91. 

AzzaL Calc. pour C,,H,,N,O,: C, 63,71; H, 5.35; N, 6,19; 0,24,75; poids mol., 
452,1583. TrouvC C, 63,50; H, $41; N, 6,28; 0, 24,Sl; poids mol., 452,1583 (s.m.h.r., 

Mf)- 
I-(3-O-BenxyL4,6-O-benrylid&~e-2-Q-m dtJtyl-P-D-gIlrcop~,t-~l~zos_~l~)-S -n~&Jzyhru- 

tile (15). - Le composk 14 est mCthylC par de I’iodure de mCthyle dans un melange 

de N,N-dimCthylformamide et d’oxolane en presence d’hydrure de sodiumz7. On 

obtient 15 sous forme amorphe (90%); I_EAzH 258 nm; sm. (i.e.): m/z 450 (Mt), 
389 (Mt -91), 374 (M? --106), 354 (ion oxonium), 127 (B + 2H). 

3-MCtJzyi-l-(3,4,6-tr-i-O-ncCtyl-2-O-zzzdtl~y~-~-~-gI~~copy~-~zzos~~l)lrmcile (16). - 

Le nuclCoside 15 est hydrolysC231’a, puis hydrogknolyd en prksence de palladium sur 
charbon (10%) et B pression atmosphCrique23. Le produit ainsi obtenu est acttylC 
directement et cristaliise dans le 2-propanol (I 50 mg, 60 %), p-f. 77 O, [x]$” + 13,6 o 

(c 1,5, chloroforme); s-m. (i.e.): nz/r 429 (MH+), 337 (M?’ -60 - 31), 301 (ion 

oxonium), 129 (B + 2H); r.m.n.-‘H: S 7,28 (d, J 9 Hz, H-6), 5,83 (dd, J 9 Hz. H-5, 

-l’), 5,25 (q, H-3’, -5), 4,15 (m, H-2’, -3’, -6’), 3,4 (bs, NMe et OMe), 2,06 (bs, OAc). 

AnnI. Calc. pour C,,H,,N,O,,: C, 50,46; H, 5,65; N, 6,54; 0, 37,35. Trouvk: 

C, 50,62; H, 5,42; N, 6,44; 0, 37,52. Poids mol. talc. pour C,,H2,N,0,,: 429,1537. 
TrouvC (s.m.h.r_): 429,1523 (MH+). 

0-D&ace’tylatio,z. - Les nuclkosides 2, 5, 11-13 ont CtC dCprotCgCs dans le 

methanol anhydre en prksence d’une quantite catalytique de mtthanolate de sodium 

(0,2h1); lorsque la reaction est compltte (3-4 h), le milieu rkactionnel est neutralist 

par I’introduction de @sine Amberlite 50 (H+). Les filtrats sont ensuite kvapor6 
sous pression rkduite (50”). Les produits ainsi obtenus ont CtC utilisis tels quels pour 

leur Ctude de r.m.n.-‘3C B haute rkolution dans de I’eau deutkite. 
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