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Identification, caractérisation,

et détermination de structure

des nucléosides

L'élucidation de la structure des nucléosides naturels et de leurs
analogues joue un role important dans les différents domaines de la
chimie et de la biologie, en particulier lors d’études comparées sur les
propri¢tés thérapeutiques d'analogues nuclcosidiques de synthése,
mais également dans la délermination de la nature de certains
nucléosides modiliés, par exemple de ceux isolés a partir des acides
ribonucléiques de transfert.

A Theure actuelle, lidentification dans un hydrolysat d’acide nucléi-
que des divers nucléosides traditionnels est aisément réalisée par
comparaison des spectres ultra-violet ainsi que des carictéristiques
de migrations chromatographigue et électrophorétique dans diffe-
rents systémes. Par contre, le probléme est plus compliqué lorsqu’un
nouveau composé est rencontré ; dans ce dernier cas, il est nécessaire
non seulement de caractériser le nucléoside inconnu (c’est-a-dire de
déterminer la nature de la base hétérocyclique et du sucre), mais
également de préciser sa structure (c’est-a-dire de lui assigner, sans
ambiguité, son site de glycosylation ainsi que sa configuration
anomérique).

La caractérisation des nucléosides obtenus par synthése étant
habituellement résolue de fagon formelle par la connaissance des
composés de départ, elle ne sera pas abordée ici; en revanche, nous
allons étudier plus en détail les différentes méthodes employées pour
la détermination des structures nucléosidiques.

I. Site de glycosylation

Comme nous l'avons vu, les différentes approches de synthéses par
glycosylation, en raison de leur manque de régiosélectivité, ne
permettent pas toujours de préciser a priori le site d’attache du sucre
sur la base hétérocyclique.

I.1. Initialement, la résolution de ce probléme fut abordée & 'aide de
méthodes chimiques. Le site de glycosylation était par exemple
déduit des études comparatives des produits de réaction avec des
agents spécifiques (acide nitreux, halogénure de méthyle), soit du
nucléoside, soit de I'aglycone seul, ce dernier étant isolé aprés
élimination du sucre par hydrolyse douce ; plusieurs fausses attribu-
tions résultérent de tels procédés, en particulier dans la série des
dérivés ribosylés de Pacide urique (140). Des méthodes de dégrada-
tion appliquées aux nucléosides s’avérérent cependant plus fia-
bles (141).

1.2. Actuellement, la détermination du site de substitution sur la
base hétérocyclique est réalisée grice a I'examen des propriétés
physiques des composés étudiés. La technique usuelle consiste a
comparer le spectre UV du nucléoside avec celui de la base méthylée
correspondante, car il a été montré, ¢u'en régle générale, le remplace-
ment d’un groupe alkyle par un résidu sucre n’introduit que peu de
différence dans I'absorption UV (142); par exemple, les réactions de
ribosylation en série s-triazolo[1,5-a]pyrimidinone-7 94, aglycone
pour lequel il existe trois sites possibles de fixation, a savoir les
atomes d’azote N,, N3, N, conduisent aux deux ribosides 95 et 96
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(143); ainsi, par comparaison de leur spectre UV avec ceux des
dérivés méthylés correspondants 97 et 98 (143, 144) il a été montré
(143) que la substitution ribofuranose est située sur 'atome d’azote
N; pour 96 et N, pour 95 (Figure 32). Ilest & noter toutefois que dans
cette série I'éventnalité d'une ribosylation sur I'atome d'azote N, ne
peut pas &tre formellement écartée a partir des seules données UV.
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Figure 32.

I.3.1La comparaison des spectres de résonance magnétique nucléai-
re du proton permet également de déterminer dans certains cas, le site
de glycosylation ; il a en effet ét¢ montré qu’un substituant glycosylé
provoque au niveau des protons portés par un carbone adjacent un

Tableau I. Résonance magnétique nucléaire.

94 95 96 97 98

H, 8,30s 8,28 s 9,10s 8,30s 891s
H; 8,07d 8424 7,98d 8,15d 8,05d

Solvant : DMSO-dg; s = singulet; d = doublet (143b).

effet comparable 4 celui d’un groupement méthyle (145); ainsi, dans
exemple precedemment cite, le déplacement chimique du proton H,
est du méme ordre de grandeur aussi bien pour le dérivé Ny méthylé
98 que pour le nucléoside correspondant 96, alors que le déplace-
ment chimique du proton Hg n'est pas affecté par ces substituants
(Tableau I).

I.4. Enfinrutilisation de la résonance magnétique nucléaire du 13C
représente un autre moyen de détermination du site d’alkylation ou
de ribosylation pour des hétérocycles azotés a cing ou six chainons
(146) aussi bien que pour des systémes plus complexes (147); dans ce
cas 'attribution repose sur 'examen des variations de déplacement
chimique des carbones situés en o ou en f de la substitution quand
I'espeéce neutre est comparée a la forme anionique ; en effet, lorsque le
nucléoside est comparé i I'anion de la base on constate un important
blindage pour les atomes de carbone en 2 de la substitution (¢e qui est
expliqué par une diminution de la foree de la linison N — C_), el un
faible deblindage pour les carbones en [ (résultant d'une polarisation
de charge): ainsi dans la série s-triazolo[ 1,5-a]pyrimidinone-7,
Péventualite d’une ribosylation en N, peut étre définilivement
¢cartée en raison du blindage observé pour les carbones C et C, des
deux nucléosides 96 et 95 obtenus : de plus, dans le cas de l'isomére 95
nous remarguons une variation négligeable pour le déplacement
chimique du carbone C, par rapport 4 'anion 99, alors que les
carbones C,, et Cy sont déplacés vers les champs forts ; ceci impligue
donc une substitution sur I'ntome dazote N, attribution confirmée
par le déplacement chimique négatif de 'atome de carbone C,, situé
en [ par contre, le nucléoside 96 présentant un déplacement
chimigue vers les champs forts pour ses atomes de carbone C, ¢t C,,
ces derniers sont en % de la substitution et 96 peut étre identihé
comme étant le B-p-ribofuranosyl-3 s-triazolo-[1,5-a pyrimidinone-
7 (Tableau II).

Tableau II. Comparaison des déplacements chimiques du
13C en série s-triazolo [1,5-a] pyrimidinone-7 (147b).

C, c, C, C, Ce

99 160,1 1583 1525 1541 972

95 1554 1431 15,6 1389 1002

A8 9995  +47  +152 + 09 +152 —30
96 156,8 1496 1408 1533 1040

A3 9996 + 33 + 87 +11,7 + 08 —68

II. Configuration anomérique

Sa détermination constitue un des problémes fondamentaux de la
chimie des nucléosides. Si, comme nous I'avons déja vu, les nucléosi-
des d'origine naturelle possédent tous, & de rares exceptions prés, la
configuration B, les méthodes usuelles de synthése par glycosylation,
et plus rarement les méthodes dites de synthése totale, conduisent
trés souvent a des mélanges anomériques. Afin de déterminer la
configuration au niveau de 'atome de carbone anomére, plusieurs
approches ont €té proposées, certaines d’entre elles n’étant applica-

bles que dans le cas o I'on dispose des deux anoméres ; ce sont ces
derniéres que nous allons tout d’abord examiner

IL1. Lexistence d'une relation anomérique entre deux composés
peut étre déduite & partir de la similitude présentée par leurs spectres
UV de plus, pour les nucléosides 2', 3" diol-cis une preuve supplé-
mentaire réside dans leur oxydation par 'acide périodique, suivie
d’une réduction par le borohydrure de sodium des dialdéhydes
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Figure 33.
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intermédiaires (Figure 33); dans ces conditions, deux nucléosides
anomeéres doivent conduire a une paire d’alcools énantioméres, de
pouvoir rotatoires égaux en valeur absolue, mais de signe opposé
(92¢, 105, 148).

II.1.a. La configuration de chaque anomeére peut étre aussi détermi-
née grice aux régles d’isorotation de Hudson (149), qui stipulent que
I'anomeére le plus lévogyre posseéde la configuration B; en fait ces
régles ne peuvent étre appliquées en toute certitude car elles
présentent souvent des exceptions, aussi bien en série purique (72, 89,
100b), pyrimidique (93b, 95b, 150), que pour d’autres séries (4¢, 104,
151). :

I1.1.h Dans le cas d’anoméres pentofuranosiques, la configuration
anomérique peut étre également déduite de leur ordre d’élution a
travers une colonne de chromatographie Dowex-1 (OH 7); effective-
ment, il a été montré que lors d’une élution au moyen d’un mélange
eau-méthanol, les anomeéres o précedent les anomeéres § dans le cas de
dérivés arabino, xylo, ribo et désoxyribofuranosiques (152).

I1.1.c. Une méthode plus pratique consiste 4 comparer en résonance
magnétique les déplacements chimiques des protons H,. : Nishimura
et Shimizu ont en effet remarqué que le proton anomére des dérivés
nucléosidiques d’aldofuranoses résonne a un champ plus faible
lorsque les substituants en C, et C, sont cis que lorsqu'ils sont trans
(57a). 11 a été admis que cette régle empirique s’explique par un
blindage de I'atome d’hydrogéne H . par la liaison C,, — O lorsque
celle-ci est en position cis (153) par rapport & H,, car elle n’est plus
observée dans le cas des désoxy-2’ furanonucléosides. Il faut
cependant ajouter que, si deux exceptions ont été mentionnées en
série nucléosidique (154), cette régle n’est plus vérifiée pour certains
dérivés du ribose de nature non nucléosidiques (155).

I1.1.d Plus récemment, la RMN du !3C a également été mise a profit
pour résoudre ce probléme; ainsi le signal du carbone C, de
I'anomére présentant une configuration cis entre 1’aglycone et le
groupement hydroxyle en 2 apparait 4 un champ plus élevé que celui
de I'analogue trans (156).

IL2. Si, comme nous avons pu le constater sur les exemples
précédents, la configuration du carbone C; peut étre facilement
déterminée lorsque I'on dispose d’une paire d’anomeéres, il n’en est
plus de méme lorsque I’on est en présence d’un seul nucléoside ; dans
ce dernier cas; la configuration anomérique a été jusqu’a maintenant
plus souvent postulée que démontrée.

I1.2.a. Les propriétés optiques des nucléosides devraient théorique-
ment apporter de précieux renseignements sur leur structure; par
exemple, les courbes de dispersion optique rotatoire des nucléosides
o-p-pyrimidiques présentent généralement des effets Cotton négatifs
et vice-versa pour les anoméres B (157), inversement pour les
anomeéres puriques (158). En réalité, l'utilisation de ces régles
empiriques (150¢) s’avére délicate car le signe et I'intensité des effets
Cotton dépendent de nombreux facteurs, tels ’orientation de la base
autour de la liaison glycosidique, la conformation de la partie
osidique, le solvant, le pH, etc. : citons le cas de la guanosine
(Figure 34) pour laquelle il a été constaté qu’une protonation de la
molécule inversait le spectre de dichroisme circulaire ; ce résultat fut
interprété par un passage de la conformation anti (proton hétérocy-
clique Hg au dessus de la partie ribofuranose), 4 la conformation syn
(obtenue par une rotation de 180° autour de la liaison glycosidi-

que) (159).
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I1.2.b. La possibilité de synthétiser un dérivé cyclique en créant une.
seconde liaison entre P'aglycone et la partie glycosidique d’un
nucléoside donné détermine de fagon formelle la configuration de ce
nucléoside (160); la figure 35 montre par exemple la formation du
dérivé cyclo-3,5" de la méthyl-3" adénosine, mettant ainsi en évidence
la configuration B du produit de départ (161). Il faut noter cependant
que cette méthode est d’une application restreinte; en effet si la
formation des cyclonucléosides N, — Cs puriques ou O, — Cy
pyrimidiques (162) constitue la preuve univoque de ’orientation cis
entre la base et le carbone C (configuration  en série ribofuranose)
cette approche n’est plus possible pour les nucléosides tels que la
deaza-3 adénosine qui ne posséde pas sur ’hétérocycle le centre
nucléophile requis (92¢); de plus, certains anomeres réagissent
difficilement (163), ce qui risque de conduire a une attribution erronée
si ’on ne dispose que d’un seul anomeére.
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I1.2.c. La mesure de la constante de couplage J,., a également été
utilisée pour essayer de résoudre ce probléme (153); en effet pour les
aldofuranoses qui possédent une configuration C, — C, trans,
Pangle diédre entre les protons H;. et H, pouvant varier de 75 4 165°,
la constante de couplage calculée d’aprés les équations de Kar-
plus (164) se situera entre 0 et 8 Hz; par contre, pour un furanoside
cis, 'angle diédre entre les protons H,. et H, pouvant varier de 0 4
45°, 1a constante de couplage se situera entre 3,2 et 8 Hz; on ne peut
donc attribuer la configuration trans que si la constante de couplage
J,y estinférieure a 3,2 Hz. Cependant, par suite d’incertitudes liées a
leur calcul (165), il est généralement admis que seule une constante de
couplage inférieure a 1,0 Hz, ce qui est rarement observé, indique en
toute rigueur une configuration trans (151, 166); on doit signaler,
qu’en série ribofuranose uniquement, la transformation des nucléosi-
des en leurs dérivés isopropylidéne-2',3', composés pour lesquels la
mobilité conformationnelle du cycle ribofuranose est restreinte (167),
permet d’abaisser parfois la valeur de J,., (20, 148b, 167b). En fait
cette approche reste assez limitée, puisque 'attribution de la position
anomeére ne peut étre déduite a partir des valeurs trop importantes
généralement trouvées pour J ., ; de plus la résonance observée sous
forme d’un singulet pour le proton anomére de deux anhydro-2',3
lyxofuranonucléosides (H, et H, en position cis) représente une
exception a cette régle (168).

I1.2.d. Fox et Coll. (169) ont proposé un critére basé sur I'influence
diamagnétique de I'hétérocycle sur le groupement acétyl-2" des
deérivés acétylés de nucléosides pyrimidiques pour déterminer leur
configuration ; ces auteurs ont pu ainsi montrer que la réduction de la
double liaison 5,6 provoque un effet de déblindage sur le groupement
acétyl-2’ lorsque la configuration des substituants en C,. et C, est ¢is,
et un léger effet de blindage lorsque cette configuration est trans;
cette méthode, qui est rigoureuse, présente I'inconvénient majeur de
ne pas étre applicable & de nombreux hétérocycles, tels les analogues
puriques, pour lesquels il n’existe pas de technique de réduction
sélective.

Lutilisation de Peffet anisotropique de l'aglycone a été également
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évoquée par Montgomery dans une détermination plus générale de
la configuration anomérique des nucléosides acétylés (170); son
critere prévoit que pour les nucléosides cis 1'-2', le signal du
groupement acétyle le plus blindé en 2’ posséde un déplacement
chimique inférieur a la valeur limite de 1,95 ppm, tandis que pour les
anomeres (rans le déplacement chimique de ce méme signal est
supérieur a 2,05 ppm ; en fait il a été montré récemment que ce critére
est nettement influencé par la nature du solvant et qu'il ne peut pas
étre généralis¢ a tous les hétérocycles (171c¢).

II.2.e. Une nouvelle méthode de détermination de la configuration
anomérique, limitée aux ribofuranonucléosides, repose sur 'examen
des spectres de RMN de leurs dérivés O-isopropylidéne-2',3' (171) ;en
effet la différence de déplacement chimique entre les deux signaux
méthyle du groupement isopropylidéne est toujours supérieure ou
égale a 0,18 ppm pour les ribofuranonucléosides de configuration f,
alors que pour les anoméres o cette méme différence est inférieure ou
égale 2 0,10 ppm ; peu d’exceptions ont été jusqu’a ce jour trouvées a
ce critere (172, 154b) et les seules restrictions majeures a4 son
utilisation concernent les dérivés substitués en position 5’ et ceux
pour lesquels I'aglycone est saturé.

IL2.f. Trés récemment, Robins et Mac Cross (173) ont énoncé un
nouveau critére de détermination de la configuration anomérique,
basé¢ sur I'étude en RMN du signal H des dérivés nucléosides
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