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RESUME

Le présent ouvrage fraite d’une alternative médicale potentielle pour inhiber 1’adhésion
bactérienne de la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Cette derniére posséde deux lectines,
dépendantes du calcium (PA-IL et PA-IIL), ayant chacune un site de reconnaissance
spécifique aux galactoses et aux fucoses, respectivement. Chez les patients atteints de la
fibrose kystique, le géne CF transmembrane regulator (CFTR) a subi une mutation, ce qui
occasionne une augmentation de la présence des résidus fucoses a la surface des cellules
épithéliales pulmonaires. L'attachement de cette bactérie pathogene a la glycoprotéine CFTR
est la principale cause de virulence de la maladie. Pour ce faire, il a été envisagé d’utiliser les
dendriméres pour intervenir dans ce processus d’adhésion bactérienne. Les dendriméres sont
une classe de macromolécules monodisperses dont I’architecture arborescente autour d’un
ceeur plurifonctionnel est souvent comparée a différentes organisations autour de nous. En
modifiant I’extrémité de ces structures au moyen de différents groupes fonctionnels, il est
possible de leur conférer certaines des propriétés recherchées. Plusieurs applications dans
divers domaines ont démontré leur potentiel. Particuliérement du coté de la biologie, ces
molécules sont souvent comparées a des protéines, de par leur taille et leur structure
globulaire. Lors de I’incorporation de fonctions carbohydrates en périphérie, des recherches
ont démontré leur potentiel d’action au niveau des interactions sucres-protéines dues a 1’effet
cluster (augmentation de I’affinité saccharide-ligand grace a leur multivalence). Ainsi, pour
tenter d’inhiber [’adhésion de la bactérie Pseudomonas aeruginosa a la glycoprotéine CFTR,
des glycodendrimeres fucosylés et/ou galactosylés en surface sont développés. Basées sur des
voies synthétiques appropriées, ces structures sont synthétisées a partir de produits
commerciaux sur lesquels des groupements azotures et propargyliques sont installés. Ces
fonctions précises permettront d’utiliser la « click chemistry », trés régiospécifique et
versatile. Par la suite, des tests préliminaires en inhibition compétitive (tests ELLA) et de
turbidimétrie ont-démontré que les deux lectines de la bactérie Pseudomonas aeruginosa
pouvaient interagir avec les unités carbohydrates présentes sur les dendrimeres et former un
précipité détectable a 490nm en fonction du temps. Ainsi, I'utilisation des dendrimeéres pour
inhiber ’adhésion bactérienne pourrait représenter une thérapie alternative ou un
complémentaire aux antibiotiques pour le traitement d’infections mortelles.

Mots-Clés :  Chimie thérapeutique, fibrose Kkystique, Pseudomonas aeruginosa,
glycomimétiques, L-fucose, glycosidation, cycloaddition 1,3-dipolaire, métathése croisée,
dihydroxylation asymétrique



CHAPITRE 1

LES DENDRIMERES

1.1 HISTORIQUE :

En portant une attention a I’organisation de la nature autour de nous, des scientifiques ont
remarqué un arrangement particulier auquel ils se sont intéressés. Premiérement, ils ont
remarqué que ’architecture dendritique est trés répandue sur la planéte. Plusieurs exemples
de cet arrangement structural peuvent étre observés dans divers organismes, tout
particulicrement dans les systeémes biologiques. Par exemple, les branches et les racines des
arbres, le systéme vasculaire des animaux et des plantes ainsi que les neurones en sont

quelques exemples a diverses échelles de grandeur.'

Figure 1.1 : Systemes biologiques : a) coniféres, feuillus et leurs racines, b) spore d’infection,

¢) neurone d’insecte.

Ainsi un intérét particulier s’est développé pour la synthése de molécules ayant ce type de

structure. Diverses applications permettent de tirer profit de cefte caractéristique particuliere.



Ainsi, la conceptualisation de structures branchées par des méthodes classiques de
polymérisation utilisant des monomeéres poly-fonctionnalisés a été développées dans les
années ‘40 par Paul J. Flory (Prix Nobel de chimie en 1974).* Toutefois, aucun contrdle des
masses moléculaires de ces structures n’était disponibie a cette époque. La premiére
architecture dendritique a été synthétisée dans les laboratoires de D.A. Tomalia vers la fin des
années *70. Un concept de synthése itérative dite « en cascade » a été¢ développé et rapporté
dans la littérature en 1978 par I’équipe de Végtle en Allemagne,’ sans toutefois effectuer des
syntheéses de macromolécule. Parallelement et indépendamment, le développement d’une
voie de synthése des premiers « Denkewalter-dendrimeres » est effectué dans les laboratoires
du groupe de Tomalia au cours des mémes années. Le premier article utilisant le terme
« dendrimeére » et décrivant en détail la préparation du dendrimére poly(amidoamine),
PAMAM, a été présenté & un congrés international en 1984.* En 1985, on retrouve aussi une

communication de Newkome et al. décrivant la synthése d’arborols.’

Le terme « dendrimere » est issu de deux mots, soit « dendrite », évoquant des structures
ramifiées et « polymere » pour la répétition d’un motif. Ainsi, le dendrimere est définit
comme ¢tant une macromolécule polyfonctionnelle monodisperse et hautement branchée
constituée de monomeéres qui s’associent selon un processus arborescent autour d’un ceeur

central plurifonctionnel ®

1.1.1 UNE NOUVELLE CLASSE MOLECULAIRE:

Au tout début, cette nouvelle classe de macromolécules polydendritiques n’était seulement
qu’une curiosité et, comme toute nouveauté en science, les chercheurs doutaient de 1’utilité et
de D'efficacité de ces structures. Toutefois, grace a I’élaboration des recherches dans divers
domaine, le plein potentiel de ces macromolécules dendritiques a pu étre démontré dans
divers champs d’application. Non seulement le nombre de publication est en constante
évolution, mais [’explosion concomitante du nombre de brevets, qui passa de 2 en 1981-85 &

51 en 1991-95, puis a 1022 de 2001-2005, refléte bien cette réalité.’



De nos jours, 1l existe quatre grandes classes de macromolécules synthétiques.
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- quantum dots
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- biological
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Figure 1.2 : Diverses classes d’architecture macromoléculaire.'

Chacune de ces catégories démontre le degré de contrdle structural lors des synthéses. Dans

les trois premiers cas, c'est-a-dire linéaire, réticulé et branché, c’est I’origine de la science

traditionnelle des polymeéres. La topologie des ces macromolécules influence grandement les

propriétés de polymeres tels les thermoplastiques, les poly(oléfines), les catalyseurs de type

métallocéne, etc. Ces trois classes architecturales sont reconnues pour générer des produits de

poids moléculaires polydispersés, ce qui est un trait caractéristique trés important des

polyméres. Or, la quatriéme classe « dendritique » offre ’opportunité de synthétiser des

édifices moléculaires dont la structure est contrdlée et de poids moléculaire monodisperse,

N N . . 8
comparables a ce qu’on observe dans les systémes biologiques.



1.1.2  STRUCTURE DES DENDRIMERES :

Les dendrimeres sont constitués principalement de trois parties, soit le cceur, la partie interne

et la périphérie.

Unités de

branchement
Cavités
Coeur _ internes
Structu.re 4 AN ANY Groupements de
globulaire -%— surface

Figure 1.3 : Représentation de la structure d’un dendrimeére.

Le cceur est en général une molécule multifonctionnelle qui dicte la structure, la taille et la
multiplicité¢ du dendrimere synthétisé. La partie interne du dendrimere, le corps, est une
répétition du monomere. Le nombre de répétitions détermine la génération du dendrimére. La
taille, la flexibilité, la multiplicité, la composition chimique et la topologie (par la présence
ou non de cavité) sont influencées par le type de monomere retrouvé sur les différentes
couches de jonctions. La nature et le nombre de groupements terminaux ont une importance
primordiale pour les dendrimeéres. Augmentant exponentiellement selon les générations, ils
constituent 1’interface primaire du dendrimére avec son environnement. De plus, ils sont
responsables des propriétés physiques et chimiques des dendriméres telles la solubilité, la

réactivité chimique, la température de transition vitreuse et le volume libre.



Contrairement au polymeére linéaire ol leur croissance est théoriquement infinie, celle des
dendriméres est mathématiquement limitée. A partir d’une certaine génération, les molécules
dendritiques adoptent une conformation globulaire et, passé un certain stade, appelé

I’empilement dense de Gennes,’ une limite stérique génére des défauts dans les structures.

En comparaison avec les polymeéres, la synthése de ces architectures dendritiques posséde
plusieurs avantages, le plus important étant la monodispersité des structures obtenues. 11 est
aussi possible de contrbler le nombre ainsi que la nature des fonctions internes et en
périphérie, la présence ou non de cavité, leur sensibilité a différents stimuli provenant de leur
environnement, etc. Il est donc facile de moduler ces architectures de fagon a obtenir des

caractéristiques trés précises.

La fonctionnalisation des dendriméres est possible, entre autre, par l'incorporation de
groupements fonctionnels diversifiés en surface. Elle peut étre aussi effectuée par
’encapsulation d’entités actives jointes, de fagon covalente ou non, a I’intérieur ou a
Pextrémité des structures, ainsi que par [’utilisation de divers types d’unités de branchement.

Ceci permet d’obtenir une panoplie de propriétés physiques et/ou chimiques bien définies.

‘

1.1.3 STRATEGIE DE SYNTHESE DES DENDRIMERES

Depuis 1979, d’importantes recherches dans le domaine des dendriméres sont effectuées par
plusieurs laboratoires dans le monde. Elles ont été marquées entre autre par le développement
de deux stratégies de synthése majeures. La premiere est la voie « divergente ». Rapportée en
1985 par Tomalia et Newkome lors de travaux indépendants,'0 elle découle des recherches de
Vogtle." Ce demier publia les premiéres structures dendritiques de faibles poids
moléculaires. Cette synthése s’effectue a partir de la partie centrale du dendrimére vers la
périphérie. Il est possible d’obtenir des dendriméres de génération déterminée par une

séquence réactionnelle itérative d’activation de fonction et de couplage.
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Figure 1.4 : Schématisation de la voie de synthése divergente,

Tout débute par une étape de couplage qui joint les groupements d’un ceeur plurifonctionnel a
la partie réactive des monomeres pour ainsi générer un dendrimere Go. Il s’en suit une étape
d’activation des fonctions en périphérie qui s’effectue, soit par la conversion des unités
fonctionnelles, soit par le départ de groupements protecteurs. Ainsi, une nouvelle couche de
monomeére peut €tre greffée, ce qui permet une croissance exponentielle des fonctions en
périphérie, pour ainsi obtenir des dendriméres de générations supérieures. Cette séquence
réactionnelle itérative permet donc d’obtenir rapidement des dendrimeres de différentes
générations. De ce fait, il est important que les fonctions terminales du monomeére soient
inertes vis-a-vis des groupements impliqués dans le couplage pour éviter une polymérisation

hyperbranchée incontroélable.

Avec un choix approprié de réactifs et de conditions réactionnelles a chaque étape de
couplage et d’activation, I’approche divergente est idéale pour la syntheése a grande échelle de
dendriméres. A chaque nouvelle génération, la quantité¢ de produits formés a essentiellement
doublé. Toutefois, les étapes de couplage impliquent aussi une augmentation exponentielle du
nombre de réactions effectuées a la surface des dendriméres. Ceci nécessite un excés
considérable en réactif (monomére). Cependant, les réactions incomplétes d’activation et de
couplage, ainsi que les réactions de secondaires, augmentent de la méme fagon elles aussi.
Ainsi, la purification devient complexe, car le dendrimére voulu et les produits secondaires
sont de structures et de tailles semblables. Malgré les inconvénients de la synthése
divergente, plusieurs études ont démontré 1’efficacité de cette méthode, dont entre autre, les
travaux de Tomalia,' Newkome'® et Marjoral.”” Quelques structures issues de cette voie

synthétique sont présentées ci-dessous.
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Vers les années 90, une seconde méthode de synthése a vu le jour. Rapportée dans la
littérature en premier par Hawker et Fréchet,'! la « synthése convergente » consiste a
synthétiser les dendrons qui seront condensés a un ceeur plurifonctionnel. Ainsi, dans un
premier temps, les groupements terminaux sont greffés a chacune des branches du
monomeére. Ensuite, I’activation du groupement fonctionnel situé au point focal du monomeére
permet la condensation de ce dernier aux extrémités d’un autre monomeére. Aprés une
répétition de ces étapes, ce processus permet d’obtenir des dendrons de différentes
générations qui seront joints a un cceur polyfonctionnel par léur fonction au point focal pour
former un dendrimeére globulaire. Les différentes étapes de la synthése convergente sont

schématisées a la figure 1.6.
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Figure 1.6 : Schématisation de la voie de synthése convergente,

Lors du passage vers une génération supérieure, la masse moléculaire des dendrons double,
ce qui a pour effet de décroitre exponentiellement la contribution de la masse du monomere a
celle du produit final. Ainsi, I’efficacité des étapes de couplage et de purification est affectée
positivement. Par contre, le couplage des dendrons au ceeur s’effectue a partir de la fonction
au point focal des dendrons, ce qui limite la synthése de dendriméres de haute génération, di

a un empéchement stérique qui affecte le rendement des syntheses.

Constituant aussi un mode de synthese itératif, la principale différence de cette approche avec
la précédente réside au niveau des étapes d’activation et de couplage. Un nombre moins
important de réactions par molécule est effectué, ce qui nécessite un moins grand exces de
réactif pour la synthése de dendrimeres de génération supérieure. L’étape de purification du
produit est facilitée d’autant. La dissimilitude entre les molécules permet de purifier le
produit efficacement par chromatographie. L’analyse suivante par spectroscopie de masse
(MALDI-TOF) le démontre bien. La figure 1.7a présente le spectre d’une molécule
dendritique de génération 5 obtenue selon la stratégie convergente et la figure 1.7b, un

dendrimére de génération 4 obtenue selon la stratégie divergente.'
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Figure 1.7 : Spectre MALDI-TOF de dendrimeéres.

L’interprétation de ces spectres montre que les dendriméres issus de la voie convergente en
(a) présentent une meilleure pureté que ceux obtenus selon I’approche divergente en (b), ce
qui indique qu’un plus petit nombre de réactions effectuées simultanément lors de la synthese
convergente permet de diminuer le risque de réactions secondaires. De plus, une différence
de masse importante entre les produits secondaires et le dendrimere facilite la purification des

produits finaux.

Cette analyse spectrale démontre bien I’importance du choix de stratégie de synthése des
dendrimeéres pour obtenir des produits finaux unimoléculaires aprés purification. La syntheése
convergente semble la plus appropriée pour obtenir des dendrimeres de nature et de structure

contrdlées.
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Finalement, la partie la plus fastidieuse de la synthése de dendriméres demeure 1’étape de
purification. Ainsi, les chercheurs ont tent¢ de développer différentes méthodes qui leur
permettent d’obtenir des dendrimeres monodisperses de haut poids moléculaire tout en
limitant le nombre d’étapes de synthése. En combinant le principe des méthodes
convergentes et divergentes, ils ont développé des méthodes dites accélérées. Dans les années
’90, Fréchet et ses collaborateurs publiérent une synthése convergente « double-stage » a
base d’hypercore.'® Quelques années plus tard, ils publiérent aussi une autre approche basée
sur d’hypermonomeéres, ou « branched monomer approach», pour synthétiser ces
dendriméres plus rapidement.” Basée sur une double croissance exponentielle du
dendrimere, elle posséde les avantages des synthéses convergentes et divergentes standards.
D’autres méthodes ont été mises au point par I’équipe de Moore'® en 1995, suivie de I’équipe
de Fréchet' en 1998. Pour relever le défi, les chercheurs ont développé un autre type
d’approche, la synthése orthogonale. Cette stratégie convergente est basée sur 1’utilisation de
différents types de monomeres, au lieu d’un seul, pour conceptualiser une diversité de
dendrimeéres dissymétriques. Le premier a utiliser cette méthode fut le groupe de Fréchet en
1993.%° Une série de dendriméres homogénes et hétérogeénes a été produite au moyen de cette
stratégie de synthese. Toutefois, le choix des monomeres doit permettre d’éviter que chacun
d’eux ne réagisse avec lui-méme au lieu de réagir avec 1’autre monomere, ce qui rend cette

méthode moins utilisée que les autres pour la synthese de dendrimeéres.

A T’aide des ces différentes méthodes, les scientifiques ont laissé leur imagination explorer la
science des dendriméres. Une panoplie d’architectures dendritiques a été synthétisée, chacune
possédant différentes propriétés structurales, chimiques et physique. Ainsi, 1'utilisation de
dendrimeres dans plusieurs domaines s’est révélée efficace. Différentes applications possible

seront discutées dans la prochaine partie du chapitre.

1.1.4 UTILISATION DES DENDRIMERES DANS LE DOMAINE DE LA CHIMIE

Les structures dendritiques ont démontré leur potentiel en chimie comme catalyseurs. A
cause de leur versatilité, les dendriméres peuvent tout aussi bien s’appliquer a la catalyse

\ for \ 2 s . . ,
homogene qu’hétérogéne.”’ Aucune frontiére ne limite le design des ces molécules connues
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sous le nom de métallodendriméres.® Par exemple, on a observé que, lors de couplages
carbone-carbone, un complexe dendritique de PdIl avec des polyphosphines catalyse la
réaction de Heck.? D’autre part, Alonso et Astruc ont orienté leurs recherches vers
’utilisation de dendrimeres décorés en périphérie d’agrégats contenant trois métaux qui
catalyseraient des réactions de transfert d’électron (electron transfer chain)** Aussi, les

travaux de Chow ont démontré que la réaction de Diels Alder peut étre catalysée en présence
de Cu(ID).”

Un autre exemple de ['utilit¢ des dendriméres lors de réactions courantes en chimie est
illustré par les travaux de Majoral®®. Comme le montre la figure 1.8, I’utilisation de
dendriméres contenant des ligands de diphosphine permet de catalyser les couplages de Stille,
les condensations de Knoevenagel et les additions de Michael. Le catalyseur dendritique est
aussi efficace, sinon plus, que les catalyseurs usuels. De plus, il est possible de le récupérer,

presque en totalité a la fin de la réaction,

/
P

S_P<O@C ~N=N- P{O—@—CH =N-N- Pé@-CH =N-N- géOcHzN-NCP\/M >2 >2 ) >

AN 2/3

Ph ph
G3-M M = PdCl, or RuHy(PPh3),

Figure 1.8 : Exemple d’un dendrimére G-3 2 base de diphosphine contenant 24 atomes de

palladium ou ruthénium, tiré de Majoral et al.2’

Pour les synthéses chirales, ¢’est en 1994 que les premiers travaux décrivant 1’utilisation de
métallodendriméres ont été publiés par le groupe de recherche de Brunner.”” Ce dernier les
appelle des « dendrizymes » car ils contiennent des phosphines dendritiques, ce qui leur
confére une certaine ressemblance avec les enzymes. Les dendrizymes ont été utilisés lors de

réactions d’hydrogénation et de cyclopropanation asymétrique.”®
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Figure 1.9 : Exemple de dendrizyme synthétisé par Brunner et al.?”’

Ce ne sont que quelques exemples de réactions chimiques standards ou les dendriméres ont
montré leur utilité. On retrouve aussi dans la littérature plusieurs autres publications sur ce
sujet et d’autres systemes comparables permettant de faciliter et d’élargir les possibilités de la

chimie conventionnelle sont sans cesse développés.”

1.1.5 UTILISATION DES DENDRIMERES DANS LE DOMAINE DES
TECHNOLOGIES.

Les nanotechnologies représentent un des secteurs d’évolution les plus remarquables au cours
des dernieres décennies, permettant de développer un large éventail de nouveaux matériaux
d’origine organique. Ainsi, la recherche sur la miniaturisation de diverses composantes
évolue en parall¢le avec le développement de macromolécules multifonctionnelles pouvant
s’auto-assembler. Des applications technologiques concrétes telles les cristaux liquides, les
cellules photovoltaiques, DELs, FETs et plusieurs autres sont le fruit de ces travaux.
L’application des dendriméres a ce domaine a permis d’apporter des solutions ou de

contourner certains problémes rencontrés avec les structures conventionnelles.

Les cristaux liquides ou 1’état mésomorphe de la matiére possédent des propriétés

intermédiaires entre les solides cristallins et les liquides. Un des grands avantages de ces
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matériaux est qu’on peut facilement agir sur-leur structure au moyen d’agents physiques
extérieurs. Ce type de composé se retrouve souvent dans les produits comportant des
afficheurs a cristaux liquides (LCD), comme les montres, les calculatrices, les téléphones

mobiles, les ordinateurs portables, etc.

Les dendrimeres entrant dans la composition de cristaux liquides décrits dans la littérature
sont majoritairement des composés thermotropes. L’organisation de la structure (apparition
de mésophase) est influencée par des changements de température. Les différents types
d’auto-assemblage possible dépendent de la nature des fonctionnalités mésogenes en
périphérie ainsi que de la structure du dendrimére utilisé. Ainsi, différentes mésophases
peuvent étre obtenues. Par exemple les travaux de Lattermann® et de Meijer’’ présentent des
dendrimeres de type PPI avec des groupements mésogenes formant des mésophases

lamellaires, des colonnaires rectangulaires ou hexagonales, selon la température.



Figure 1.10 :
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Exemple de dendrimére a base de poly(propylenimine) et deux types de

groupements mésogénes.”

Les travaux de Percec’ présentent aussi un autoassemblage de dendrons sous formes

cylindrique
mésophages

répétitives.

ou sphérique générant des dendrimeéres supramoléculaires qui forment des

colonnaires hexagonales ou cubiques, selon le degré de substitution des unités
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Figure 1.11 : Auto-assemblage de dendrons formant un dendrimére supramoléculaire.”

D’autres groupes de recherche ont démontré que, selon la taille des dendriméres, différents
facteurs peuvent gouverner |’organisation moléculaire. Entre autre, les travaux de
Deschenaux et Nierengarten® ont décrit la synthése de dendriméres mésomorphes a base de
fulleréne. Leurs résultats indiquent que la génération des dendriméres influence le
comportement de I’autoassemblage des molécules. Pour ce qui est des dendriméres de basses
générations, c’est le facteur stérique qui gouverne 1’organisation, alors que pour ceux de
générations supérieures, ce sont les unités mésogenes qui dominent. Ainsi, les recherches
dans ce domaine visent une meilleure compréhension des comportements observés des
cristaux liquides, selon les caractéristiques suivantes . la nature chimique des groupements

mésogenes, ainsi que le type et la génération de dendrimeéres utilisés.
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Les diodes électroluminescentes organiques (OLEDS) sont issues d’une technologie récente
qui vise a remplacer les cristaux liquides dans les appareils d’affichage. De nos jours,
plusieurs problémes de stabilité, de durabilité et de rendement sont rencontrés avec les
OLEDS a base de luminophores conjugués. Ainsi, des chercheurs tentent d’utiliser des
dendriméres pour remédier a ces problémes. Les dendrimeres synthétisés sont des systémes
bichromatiques qui doivent contenir un chromophore a I’état excité et un autre a I’état neutre.
Un transfert d’électron peut avoir lieu lorsque le donneur retourne a 1’état neutre,
simultanément avec la promotion de 1’accepteur a 1’état excité.® Ainsi, les dendriméres
synthétisés doivent contenir deux types de chromophores émettant a différentes longueurs

> 35
d’ondes.

Metal cathode

_ Green emitter
Red emitter ITO anode

on top of glass Hole transporter (HT)
Figure 1.12 : Représentation schématique d’une LED contenant des dendriméres avec des cceurs

de pentathiophéne (red emitter) et coumarin-343 (green emitter).

Des études récentes™ ont aussi montré lutilité de dendriméres dans la fabrication de piles
photovoltaiques. Diverses générations d’architectures dendritiques contenant une variété de
groupements donneurs et accepteurs (porphyrines, fulleréne, etc.) ont été synthétisées pour
déterminer la meilleure combinaison présentant un potentiel maximal de transfert de charge.
Par exemple, les récents travaux de Miillen’’ ont démontré qu’un systéme dendritique ayant

comme donneur le pérylénemonoimide et, comme récepteur, le terrylénediimide, espacés par
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le pentaphénylbenzéne, ont permis d’effectuer un transfert de deux électrons de type Forster

(FRET) efficacement et indépendamment.

Figure 1.13 : Premiére génération du dendrimére de Miillen.”’

Ces quelques exemples démontrent que I’utilisation des dendrimeéres dans les sciences des
matériaux est trés récente et en plein développement. Par leurs avantages, les dendrimeéres
semblent étre une classe de macromolécules trés prometteuses pour la découverte de

nouveaux maténaux.

1.1.6 UTILISATION DES DENDRIMERES DANS LE DOMAINE BIOLOGIQUE.

La formation de systémes moléculaires de grosseurs et de formes définies est tres recherchée
pour des applications biomédicales. Tel que mentionné précédemment dans I’introduction,
I’architecture dendritique est la topologie la plus fréquemment observée dans les systémes
biologiques. C’est ainsi que les dendrimeres se sont avérés efficaces comme biomimétiques.
Selon leurs caractéristiques structurales, ils sont souvent comparés a des protéines
artificielles. Avec le développement de ces structures qui est en croissance exponentielle, on
leur trouve différentes applications médicales. En tenant compte de leur toxicité et de leur
biocompatibilité, ils peuvent étre utilisés, entre autre, pour la libération contrélée de
médicaments, comme agents porteurs en thérapie génique, dans le domaine de I’imagerie

magnétique nucléaire et comme actifs thérapeutiques.
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C’est en 1984 qu’une premi¢re famille de dendriméres nommée PAMAM a été
complétement synthétisée et caractérisée; sa commercialisation par D.A. Tomalia a suivi en
1990.%® Ces dendriméres monodisperses sont souvent associés a des protéines artificielles.
Cette famille de dendrimeres (G = 0-7) présente des grosseurs de molécule et des
environnements chimiques comparables a de plusieurs protéines qu’on retrouve dans le corps
humain. Par exemple, I’insuline (3 nm), le cytochrome C (4 nm), ’hémoglobine (5.5 nm)
sont de méme grosseur et de méme forme que les dendrimére PAMAM de générations 3, 4 et
5 respectivement.”® Les ressemblances entre les protéines et les dendriméres PAMAM de

différentes générations sont illustrées a la figure 1.14.

\

4— ~3.0nm—p 4—~4.0 nm —p 67n0m M—P
Insulin Cytochrome C nuineylobin

31 mm 4.0 nm 5.3nm
G=30 G=40 G=5.0

Figure 1.14 : Comparaison entre les dendriméres PAMAM G = 0 4 7 et les systémes biologiques.'

De plus, les générations 5 et 6 des PAMAM présentent un diamétre presque équivalent & la
membrane lipidique d’une cellule (5.5 nm), alors que la largeur de la deuxiéme génération de
PAMAM correspond environ a celle d’un double brin d’ADN. Ainsi, on a pu observer que
des complexes stables d’ADN et de PAMAM - de générations 7 a 10 pouvaient se former, tout
comme le font les histones et I’ ADN. Ces complexes de dendrimeres formés permettraient de

condenser et d’emmagasiner I’ADN avec les nucléosomes.*’

Malgré les ressemblances entre les dendriméres et les protéines globulaires, il existe tout de

méme des différences significatives. Par exemple, les protéines sont constituées de structures
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tertiaires et quaternaires linéaires ayant subi un repliement complexe. Elles sont extrémement
fragiles, photosensibles et susceptibles d’étre dénaturées si elles se retrouvent dans certaines
conditions de pH et de température. Ces complexes de protéines présentent un intérieur dense
et compact. De plus, des fonctionnalités hydrophobes et hydrophiles en surface sont
dispos€es de fagon hétérogene. Les complexes dendrimériques sont reconnus pour &tre
robustes et liés de fagon covalente. L intérieur se présente comme un récepteur qui permet de
recueillir des entités chimiques a 1’échelle du nanometre. Ainsi, avec un extérieur homogéne
et mathématiquement défini, ils forment une structure rigide de masse molaire équivalente

aux protéines.

Pour étre utilisables dans le développement d’agents thérapeutiques ou comme vecteurs
d’actif in vivo, les dendrimeéres doivent respecter un certain nombre de critéres biologiques
bien précis. Ils doivent d’abord é&tre non-toxiques, non-immunogéniques, capables de
traverser des barriéres biologiques (la paroi intestinale, les membranes cellulaires, etc), avoir
une durée de vie adéquate dans le sang pour obtenir I’effet désiré et étre spécifiques pour des

cibles déterminées.

La plupart des études effectuées pour déterminer la cytotoxicité utilisent des tests in vitro.
Pour des fins d’applications biomédicales, deux principales familles de dendriméres
commercialement disponibles, les polyamidoamines (PAMAM) et les polypropylénimines

(PPI), ont été testées.
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Figure 1.15 : Représentation de la deuxiéme génération du dendrimére a) PAMAM et b) PPI

En milieu physiologique, les structures possédant des terminaisons amines en surface se
retrouvent sous forme cationique. Ainsi, toute macromolécule cationique provoque une
déstabilisation des membranes cellulaires, ce qui occasionne la lyse cellulaire.*' Par exemple,
des mesures d’ICs, effectuées avec les PAMAM aux terminaisons amines ont indiqué une
cytotoxicité élevée sur les cellules intestinales humaines adenocarcinoma Caco-2.** La

quatriéme génération de PAMAM et de PPI présente un ICso de 50-300 pg/ml.*

De plus, il a ét¢ démontré que la cytotoxicité des composés varie selon la génération du
dendrimére. En d’autres mots, plus la masse du composé testé est élevée, plus il est toxique.
Ceci peut s’expliquer, entre autre, selon le degré de substitution des amines en surface. Ainsi,
plus la dimension du dendrimére augmente, plus le nombre d’amine primaire en surface est
considérable ce qui occasionne une barriere de charge positive en périphérie du dendrimere.
Toutefols, ils demeurent moins toxiques que leurs équivalents en masse sous forme de
polyméres linéaires. Ceci est probablement dii 4 une plus faible adhérence du dendrimére

globulaire 4 la surface des cellules.*

Des études récentes ont démontré que les dendrimeéres cationiques présentaient une

cytotoxicité supérieure a celle observée pour les dendrimeres anioniques (terminés par des
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groupements carboxylates) et ce, pour la moitié en génération.”’ Les travaux de Robert et
coll. * précisent que les PAMAM et PPI cationiques diminuent considérablement la viabilité
des cellules pulmonaires. Ces auteurs ont rapporté que I’apoptose cellulaire est présente a
90% avec 1 nM (~ 7 ng/ml) de dendrimére de 3™ génération, 10 uM (~280 pg/ml) avec la
5me génération et 100 nM avec la 7™ génération. i

Toutefois, il ne faut pas tenir compte seulement des fonctions de surface pour déterminer la
biocompatibilité¢ des dendrimeres. Des dendriméres anioniques dont 1’architecture est basée
sur un squelette de polyéther aromatique se sont avérés hémolytiques dans une solution

sanguine de rat aprés 24H.*

En dérivant leur surface avec des fonctionnalités inertes, soit des acides gras ou des PEG, ces
dendrimeéres deviennent non toxique en présence des cellules Caco-2. Ceci s’explique par une
diminution des charges positives suite a la transformation des amines primaires en amides et
une encapsulation des amides tertiaires dans le corps des dendriméres. Toutefois, on obtient
’effet contraire s’1l y a saturation de la surface en chaines lipidiques ou PEG di a la présence

trop importante d’interactions hydrophobes.*

Dans la littérature, on retrouve peu d’études in vivo avec des dendriméres. Il a été mentionné
que l'injection a une souris d’une dose de 10 mg/kg de PAMAM, modifié ou non, de
génération supérieure a G5, semble étre non toxique.”” Une autre étude a montré qu’une
heure aprés 1’injection intraveineuse de PAMAM de génération 16 et 32 sous forme amine a
un rat, moins de 2% de la quantité injectée se retrouvait dans le sang. De plus, pour le
PAMAM aux terminaisons carboxyles, une concentration de 10 & 20 fois supérieure est
nécessaire pour observer les mémes résultats. Ces études semblent indiquer que les
dendrimeres de faible génération circulent dans le sang plus longtemps, tandis que ceux de

générations supérieures sont retenus dans le foie de 30 a 90%.

De plus, d’autres études ont révélé qu’un dendrimére de 4°™ génération, constitué d’un
squelette polyéther avec des terminaisons hydroxyle ou méthoxy, ne présentait qu’une faible

toxicité, aussi bien lors de tests in vitro que in vivo. A concentration élevée (40 mg/ml), ce
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dendrimere inhibe la croissance cellulaire in vifro, mais aucune mort cellulaire n’est
observée. Suite a I’injection a une souris, aucun probléeme de toxicité a court terme ou a long
terme n’est apparu.*® Les propriétés non toxiques de cette architecture a base de polyéther
semblent indiquer qu’on pourrait 1’utiliser comme agent biodégradable par les enzymes lors

de la libération controlée de médicaments.

Des études avec les PAMAM cationiques non modifiés de générations G3 & G7 ont permis de
démontrer leur faible immunogénicité.*’ Par la suite, d’autres études ont montré qu’en
modifiant les dendrimeres avec des chaines de polyéthyléne glycol (PEG), I’immunogénicité
diminuait encore et une meilleure durée de vie dans le sang était observée, en comparaison
aux dendriméres non modifiés. L’hydrophilicité étant augmentée grace au PEG, la surface du
dendrimeére hautement hydratée fait en sorte qu’aucune variation du milieu physiologique

n’est observée.”

Dans 1’¢ventualité d’utiliser les dendriméres comme agents thérapeutiques ou transporteurs
de substances actives, la notion de bioperméabilité au niveau macroscopique doit étre prise
en considération. Des études in vivo ont révélé que des dendriméres PAMAM de générations
G1 a G4 pouvaient facilement traverser la membrane des cellules rénales de chiens. L.’étude
n’indique aucune dépendance entre la perméabilit¢ des cellules et la génération des
dendrimeéres.”' Par contre, une étude du transport transépithélial des dendriméres, terminés
par des groupements amines, en présence d’une monocouche de cellules Caco-2 a permis
d’observer une perméabilité importante a I’endroit des petits dendriméres (G0-G2). Une
cytotoxicité serait observée dans le cas de dendriméres de génération supérieure.’® En
comparaison avec le systéme polymérique, des études in vivo ont aussi démontré que les
dendrimeéres anioniques de PAMAM pouvaient traverser la paroi intestinale de rats tres

rapidement.

Dans les paragraphes qui suivent, des études relatives aux principaux champs d’applications
biomédicales des dendriméres, tels la libération contrdlée de médicament, les vecteurs
d’actifs pour la thérapie génique ainsi que pour I’imagerie médicale et leur utilisation comme

agents thérapeutiques sont rapportées.
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La libération contrdlée des médicaments est un domaine d’application d’intérét pour les
dendriméres car elle permet d’augmenter la sélectivité et la stabilité d’agents thérapeutiques.
Plusieurs architectures macromoléculaires comme les liposomes et les systémes
polymériques peuvent étre utilisés pour la libération de nanoparticule. Toutefois, ces
composés possédent quelques caractéristiques qui limitent leur potentiel d’utilisation
(stabilité limitée, polydispersité élevée, faible reproductibilité...). Ainsi, les dendrimeres
représentent une alternative valable aux systemes de libération courants. De plus, on peut

moduler leur synthése en fonction de la substance active d’intérét.

Il existe quelques exemples de I’application de dendrimeres au relargage de substances
d’intérét pharmaceutique. Ainsi, I’encapsulation du cis-platine (substance anti-cancer) dans
un dendrimére PAMAM permet de libérer lentement et d’accumuler la substance dans la
tumeur cancéreuse avec une toxicité moindre que le cis-platine administré sans transporteur.*
Egalement, I’encapsulation de sel d’argent dans des dendriméres a permis d’obtenir une

activité antimicrobienne accrue envers une variété de bactéries Gram-positives.

Le transport d’une substance active au moyen de dendriméres peut s’effectuer, soit par
encapsulation (sans lien covalent) a I’intérieur des dendriméres, ou par liaison covalente a la
structure dendritique (& I’intérieur ou I’extérieur). Cependant, les dendriméres, comme tout
transporteur synthétique, doivent respecter certaines conditions essentielles pour é&tre
utilisables pour une application biomédicale. Entre autre, ils doivent étre biocompatibles,
non toxiques, hydrosolubles et capables de traverser les barrieres biologiques. De plus, leur
biodistribution devra permettre de libérer 1’actif de fagon contrélée en fonction du temps, de
fagon a ce que la concentration soit adéquate et a I’endroit voulu pour éviter les effets

secondaires.

L’encapsulation permet de conserver la structure des actifs et ses propriétés
pharmacologiques intactes. De plus, elle permet le transport de médicaments peu soluble en
milieu aqueux vers les cellules/tissus cibles. Selon le type de dendrimeére et des molécules
encapsulées, ce transport est basé sur diverses interactions, soit des interactions hydrophobes,

des liaisons hydrogéenes, des interactions n-wt, des interactions dipdle-dipdle, des interactions
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électrostatiques, etc. Par exemple, selon la constitution des dendrons et la génération du
dendrimére, la présence de cavité permet de créer un nano-environnement qui est protégé de
I’extérieur par une surface hautement fonctionnalisée. Ces cavités de différentes tailles et de
différents volumes permettent d’accueillir une panoplie de molécules de tailles variables. Un
exemple de ce type de récepteur est la boite dendritique développé par Meijer.” Ce
dendrimére PPI de 5™ génération est modifié en surface par des groupements protégés Boc-
phénylalanine, créant ainsi une surface encombrée stériquement. Différents formats de
molécules peuvent ainsi €tre encapsulées dans la structure, autant de grosses molécules
comme le Rose de Bengal que de petites molécules comme le carboxylate de 1’acide para-
nitrobenzoique. Suite & une acidolyse sélective des groupements Boc en surface, les
molécules de plus petites tailles peuvent étre libérées. Une autre réaction d’acidolyse des
liens amides est nécessaire pour libérer les molécules de masse moléculaire plus élevée, ce

qui permet de retrouver le dendrimere PPI non modifié.

Un fait intéressant est qu’en incorporant des liens dégradables par hydrolyse physiologique
ou enzymatique a la surface du dendrimere, il est facile de perforer la surface extérieure et

d’effectuer une libération controlée de médicament.
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Figure 1.16 : La boite dendritique.*'

Plusieurs autres études ont été menées pour développer des architectures dendritiques
permettant d’encapsuler des substances actives de maniere non-covalente (liaisons
hydrogéne, interactions électrostatiques, hydrophobes).”® Toutefois, on a dii constater que
cette approche comporte plusieurs limitations, incluant la petite quantité d’ingrédient actif
pouvant y étre encapsulée et la fragilité des complexes ainsi formés. Ces résultats ont poussé

le développement de I’approche covalente.

Cette approche est basé sur une liaison chimique des ingrédients actifs a la structure et ainsi
générer un complexe dendritique de type précurseur (prodrug). La capacité de transport
d’actif est aussi supérieure a celle obtenue par encapsulation. 11 faut toutefois s’assurer de
garder intact les actifs suite a leur libération. Ceci peut se faire de deux fagons : par clivage
spécifique de ’actif du dendrimere ou par dégradation partielle ou entiere du dendrimere de

fagon a libérer 1’actif.
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Les précurseurs dont les actifs sont liés de fagon covalente a I’intérieur ou a ’extérieur de la
structure requierent un clivage spécifique selon la nature de la liaison et ce, soit par voie
chimique et/ou enzymatique. L’actif et le dendrimére doivent étre choisis de fagon a étre
compatibles avec le mode de synthese; I’actif doit également contenir une fonction chimique
permettant de le lier de fagon covalente a la structure dendritique et permettant de le retrouver
intact suite au clivage. D’autre part, le dendrimére doit étre biocompatible, non toxique et
hydrosoluble. De plus, le squelette dendritique ne doit pas étre affecté par le processus de
clivage de fagon a éviter la formation de fragments de dendrimére potentiellement toxiques.
Les travaux de Fréchet **°7 dans ce domaine citent I’exemple d’un dendrimére li¢ & une

substance, la doxorubicine (Adriamycine™).
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Figure 1.17 : Exemple de ’attachement covalent d’un actif (Doxorubicin) sur un dendrimére.

Des tests in vivo et in vitro ont démontré que selon la génération des dendriméres, le temps de
demi-vie des complexes dans le flux sanguin est influencé. Plus sa taille est élevée, plus le
dendrimere est stable, plus il demeure actif et meilleure est sa biodistribution. On a aussi
observé que, dans le cas de la doxorubicine.liée au dendrimére de la figure 17, la toxicité de
son complexe est beaucoup plus faible que celle de sa forme libre. L’étape de clivage
s’effectue a des valeurs de pH comparables a celles qu’on retrouve dans les lysosomes (pH ~
4-6).
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Une autre stratégie envisagée pour libérer le médicament lié de fagon covalente au porteur
dendritique est la dégradation de ce demier. Un processus général, initi¢ par un stimulus
approprié (chimique, thermique, enzymatique, électrique ou photochimique), conduit a une
dégradation en cascade de 1’architecture et, ainsi, a la libération des actifs liés a la structure. Il
est donc important d’avoir un systeme de dégradation qui agira seulement sur le dendrimere

et qu’aucune interaction secondaire n’interférera avec 1’actif,

C’est en 1996 que des premiers travaux sur la synthése et la dégradation en cascade de
dendrimére commengaient & étre publiés par le groupe de Seebach.”® Plusieurs études se sont
développées par la suite.” Au cours des derniéres années, le groupe de Shabat a étendu ce
concept a la libération de principes actifs en nommant leurs dendrimeres « self-immolative
dendrimers ».%* La figure suivante démontre les étapes de la dégradation en cascade mises au

point par ces auteurs.
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Figurel.18: Réaction en chaine de dégradation des dendriméres du groupe de Shabat. 60

Terminée par deux principes actifs, soit le doxorubicine et la camptothecine, I’amorce de la

dégradation s’effectue par I’anticorps catalytique C32 qui clive de fagon enzymatique le lien

amide liant I’activateur au dendrimére. Ensuite, des réactions bien connues de rétro aldol-

rétro Michael, ainsi qu’une étape de 'dégradation en cascade, permettront de libérer les

médicaments. Les études biologiques in vivo ont été par la suite effectuées avec ces

précurseurs; ces substances ne présentent pas une toxicité supérieure a celle des principes

actifs libres.
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Pour cibler encore plus efficacement les tissus et les cellules malades, les chercheurs tentent
maintenant de développer des systemes de transport combinant les deux approches
précédentes, soit non covalente et covalente. Toutefois ces travaux demeurent trés

préliminaires.

C’est dans le domaine de la thérapie génique que les recherches effectuées sur les
dendrimeres comme agents porteurs sont les plus avancées. La thérapie génique est basée sur
la libération de brins d’ADN dans les noyaux cellulaires dans le but de modifier le patrimoine
génétique de cellules pathogenes. Les vecteurs viraux présentant certains probleémes, telle une
réponse immunitaire et une sélectivité limitées, la recherche s’est plutdt orientée du coté des
vecteurs synthétiques. Plusieurs travaux ont été rapportés en vue d’explorer I’utilisation de
dendrimeres PAMAM ou PPI aux terminaisons amines non modifiées comme vecteurs de
transfert non-viral.®' Ces vecteurs se doivent donc d’étre non immunogénes, effectuer la
fixation de I’ADN, de le protéger lors du transport et de lui permettre de franchir les
différentes barriéres biologiques (muqueuse, membrane cellulaire, membrane nucléique, etc.)
La structure du complexe dendrimére-ADN n’est pas complétement définie. II semblerait
toutefois qu’elle soit basée sur des interactions acide-base entre les unités phosphates de
I’ADN et les amines tertiaires et primaires du dendrimere, qui sont chargées positivement en
milieu physiologique. De plus, il a été observé qu’un dendrimére partiellement dégradé
(fragmenté), par clivage hydrolytique des liens amides, serait plus efficace pour le transport
de génes par endocytose.”” Ceci est dfi a une plus grande flexibilité du dendrimére et & un

complexe plus compact avec I’ADN.
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Figure 1.19 : Hydrolyse partielle du dendrimére PAMAM de génération 5 par solvolyse."’

De plus, on a observé que I’efficacité du processus peut étre augmentée en utilisant un exces
de groupes d’amine primaire sur le dendrimére par rapport au groupement phosphate présent
sur I’ADN, ce qui génére une charge positive nette sur le complexe. Il existe donc un rapport

(R+/-) optimal pour lequel I’efficacité du complexe formé est maximale.*

La vectorisation de I’ADN au moyen de dendriméres (terminés par des fonctions amines)
aurait pour effet de perturber la membrane cellulaire, permettant ainsi d’atteindre le noyau.
Sans le dendrimeére, I’ADN seule occasionne des répulsions électrostatiques entre les charges
négatives de ces groupements phosphates et les charges négatives des membranes cellulaires.
Le schéma suivant illustre le processus hypothétique de la transfection de I’ADN assistée

d’un dendrimere cationique.
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Figure 1.20: Processus hypothétique de la transfection d’ADN assistée d’un dendrimére

cationique.*

Le complexe doit entrer dans la cellule au travers la membrane cellulaire, échapper a la
dégradation dans les parties endosomiales/lysosomiales, traverser le cytoplasme et entrer
dans le noyau. Ainsi, les caractéristiques physico-chimiques telles la taille, la charge,
I’hydrophobicité et 1’effet tampon du complexe jouent un réle majeur dans ’efficacité du

transport et de I’activité biologique des vecteurs de gene.

Un autre domaine ou I’on peut retrouver I’utilisation de dendriméres est 1’imagerie
magnétique nucléaire (JRM). Ceci est une technique de diagnostic médical en radiologie. Elle
permet d’obtenir des images tridimensionnelles ou en coupe des différentes parties de
’anatomie. C’est grace a la présence d’eau dans I’organisme qu’il est possible d’effectuer ce

type d’analyse. Les molécules d’eau réagissant @ un champ magnétique permettent de
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détecter la différence de concentration en eau dans les différents tissus; c’est le principe de la
résonance magnétique nucléaire (RMN). Ainsi, 1l sera possible de distinguer les tissus sains
des tissus malades. Toutefois, le signal peut étre faible et ne donner aucune réponse
significative. C’est pourquoi des agents de contraste a base d’ions gadolinium (III) sont
utilisés en IRM. Ainsi, le contraste entre deux zones sera augmenté pour permettre d’obtenir
un diagnostic valable. Néanmoins, il faut demeurer prudent face & ces produits car leur
toxicité peut étre tres élevée si I’ion gadolinium n’est pas complexé. Présentement, des agents
de contraste sont disponibles commercialement, mais ils sont plus ou moins efficaces di a
leur faible poids moléculaire. Ainsi, ces composés sont rapidement éliminés du flux sanguin,
ce qui occasionne une mauvaise discrimination entre les tissus. C’est & ce niveau que
I"utilisation des dendriméres devient pertinente. Les travaux de Wiener® ont montré que des
dendriméres PAMAM de générations 2 et 6, fonctionnalisés avec I'acide 2-(4-
isothiocyanatobenzyl)-6-méthyl-diéthyleénetriaminepentaacétique (DTPA) pouvaient étre

efficaces.
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Figure 1.21 : Structure du gadomer dendritique utilisé en IRM.%
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Ce ligand permet de chélater le gadolinium (III). Des analyses in vivo effectuées chez le lapin
ont permis d’améliorer les images en IRM et d’obtenir un temps de demi-vie prolongé dans la

circulation sanguine (> 100 min.).

Bien que les dendrimeres soient présent dans diverses applications biologiques, la littérature
démontre que Vutilisation la plus importante de ces demiers s’avére comme agent

thérapeutique basés sur des interactions protéine-carbohydrate.

Les interactions multivalentes sont omniprésentes dans notre environnement, tout
particulierement dans le monde de la biologie. Leur complexité peut varier du simple
attachement divalent d’un anticorps aux millions d’interactions exercées entre la patte d’un

gecko et la surface ou elle adhére.

Virus Bacteria

Figure 1.22 : Représentation schématique d’interactions protéine/sucre,”

Plus particuliérement, plusieurs processus biologiques dans l’organisme humain font
intervenir une panoplie de glycoconjugués présents sur les cellules et des récepteurs
spécifiques. Ainsi, ces interactions protéines-sucres servent de transducteur du signal entre
l'intérieur et l'extérieur cellulaire et se retrouvent a la base de la régulation des fonctibns

physiologiques, des infections virales et bactériennes, du systéeme immunitaire, etc.
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Certaines de ces interactions, comme les interactions entre les cellules-virus et/ou certains
types de bactéries, peuvent donc étre néfastes a I’organisme humain. C’est pourquoi plusieurs
¢tudes ont tenté d’inhiber ces interactions au moyen de petites molécules sélectives.
Toutefois, i1l a été montré qu’individuellement chacune de ces molécules ne manifestait
qu’une faible constante d’affinité, de Iordre de 10°-10° M, et une faible sélectivité envers
son ligand respectif.®® Or, I’activité biologique se manifeste par des affinités et des
sélectivités élevées entre le ligand et le récepteur. C’est ce qui a inspiré la recherche de
dendriméres permettant d’effectuer des interactions multivalentes. Ainsi, en augmentant le
nombre d’interactions, 1’effet synergique de chacune d’elles résulte en une meilleure

adhésion entre le ligand et le récepteur, ce qui se manifeste par I’ «effet cluster ».*’

Receptor Receptor

Figure 1.23: Représentation de I’« effet cluster » **

Les glycodendrimeéres possedent une architecture permettant d’étudier les multiples
interactions protéines-sucres impliquées dans divers processus de reconnaissance biologique.
Le terme glycodendrimére est utilisé pour décrire des dendriméres auxquels des unités
carbohydrates sont incorporées a leur structure. Différentes architectures de
glycodendrimeres (Figure 1.24) peuvent étre synthétisées selon ’approche convergente et

divergente décrites précédemment.”
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Figure 1.24 : Représentation schématique de différentes architectures de glycodendriméres.®

Ces glycodendriméres sont utilisés dans une variété d’applications biologiques; en particulier,
un glycodendrimére dont la surface est recouverte d’unités saccharidiques permet d’étudier
les interactions protéines-sucres. Ainsi, on tente d’intervenir 4 un stade précoce du processus.
La figure 1.25 démontre le processus d’adhésion de bactéries et/ou de virus a des cellules
épithéliales recouvertes de glycoconjugués. Dans un processus normal, la bactérie qui
possede des protéines spécifiques aux résidus saccharidiques présents a la surface des cellules
adhere a la paroi cellulaire et ’infection débute. En présence de glycodendriméres, deux
possibilités s’offrent a la bactérie : 1’adhésion aux résidus saccharidiques recouvrant le
glycodendrimeére ou ceux qui se trouvent sur la membrane cellulaire. L effet de compétition

résulte donc en une diminution de 1’infection.
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Figure 1.25 : Illustration de ’utilisation de glycodendriméres lors d’un processus d’adhésion

bactérienne.

L’utilisation de glycodendriméres comme inhibiteurs d’adhésion bactérienne a largement été
décrite dans la littérature.*’ Des analyses d’inhibition d’hémaglutination ont été effectuées
avec la lectine végétale concanavaline A et différentes générations de dendrimeres PAMAM
terminés par des résidus mannosides. Ainsi, la sixieéme génération du dendrimére PAMAM
avec 170 unités mannose présente le double de I’activité par unité mannose, comparativement
a celle de la quatriéeme génération comprenant 55 unités mannose. De plus, ces deux
générations de dendrimeres mannosylés présentent une meilleure activité double par rapport

au mannose monomérique.”

Les travaux de Roy et coll.”> "

ont illustré le potentiel d’inhibition que peuvent manifester
des dendriméres envers certains virus et bactéries. Entre autre, des dendriméres PAMAM
couplés a 32 unités disaccharidiques de 1’antigéne tumoral associé au cancer (PGal-(1-3)-
aGalNAc) ont éte testés avec la lectine d’arachide et un anticorps monoclonal de souris

spécifique aux résidus mannose (Fig.1.26). Les analyses turbidimétriques et les tests ELISA
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ont indiqué que le dendrimére était 20 fois plus efficace que I’antigéne seul.”’ Ces composés
pourraient ainsi permettre de détecter les tumeurs malignes possédant le récepteur d’antigéne
tumoral et, éventuellement, servir comme transporteurs pour des substances antitumorales

(par exemple, en thérapie du cancer du sein).”"
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Figure 1.26 : Structure du glycodendrimére PAMAM de 32 unités de ’antigéne tumoral,”

L’inconvénient majeur de ces structures de génération supériecure est 1’encombrement
stérique qui rend difficilement accessible les unités saccharidiques en surface. Ainsi, les
avantages obtenus au moyen de ’effet « cluster » décroissent proportionnellement chez les

molécules de grande taille. Pour contourner ce probléme, des chercheurs ont synthétisé des
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dendrimeéres contenant des groupements inertes et solubles intercalées parmi les unités
saccharidiques. Ainsi, I’accessibilité des unités saccahariques étant augmentée, 1’interaction
globale sera d’autant plus efficace grice a ’effet cluster.”” Une autre fagon pour résoudre ce
probléme d’encombrement stérique est 1’utilisation de dendrons fonctionnalisés au lieu de
dendriméres. Etant des composés intermédiaires utilisés pour synthétiser des macromolécules
plus complexes, ces dendrons ne possedent pas une forme globulaire hermétique rendant plus
accessible les fonctions en périphérie. Dans cet ordre d’idée, I’équipe du professeur Roy a
développé deux dendrimeres & base de polylysine facilement synthétisés en phase solide. Ces
derniers ont démontré un pouvoir d’inhibition de ’adhésion du pathogéne. Dans un premier
temps, différentes générations de glycodendriméres possédant 2, 4, 8 et 16 unités d’acide
sialique en surface ont ét¢ synthétisées. Un exemple de I’architecture des ces composé est

présenté a la figure 1.27.
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Figure 1.27 : Glycodendrimére inhibant I’adhésion du virus influenza synthétisé par Roy et

coll.”
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Des analyses d’inhibition de I’hémaglutination du virus de I’influenza A ont été effectuées en
présence des glycodendrimeres et la valeur de ICsy diminue exponentiellement avec
’augmentation du nombre de résidus d’acide sialique. Ainsi, le dendrimére contenant 16
unités d’acide sialique présente un ICsy de 19 uM.n Une seconde structure a base de
polylysine fonctionnalisée par des résidus de mannose a permis d’inhiber 1’adhésion de F.

N . " C g 74
coli a des cellules sanguines de cheval et ce, dans I’ordre du nM par unité saccharidique.

D’autre part, Zimmerman et coll.” a utilisé des glycodendriméres combinés & une nouvelle
technique pour le traitement du cancer au moyen de B’®, oli il les présente comme récepteurs
artificiels spécifiques pour des molécules imprimées dans leur architecture dendritique. Des
glycodendrimeres ont également été utilisés comme substances antitumorales en thérapie
photodynamique (PDT)”’, de méme que pour la préparation de vaccins’ et en

ophtalmologie.”

Dans le cadre de ce projet, nous utilisons les glycodendrimeres pour inhiber [’adhésion de la
bactérie Pseudomonas aeruginosa aux cellules épithéliales pulmonaires des patients souftrant

de fibrose kystique.

1.2 LA FIBROSE KYSTIQUE

La fibrose kystique (FK) est une maladie génétique héréditaire qui atteint principalement la
population caucasienne et qui est causée par un mauvais fonctionnement des glandes
muqueuses. Elle affecte donc principalement les poumons et le systéeme digestif. On évalue a
3000 le nombre de personnes atteintes au Canada. Malgré 1'important effort de recherche

déployé pour enrayer la fibrose kystique, aucune thérapie n’a encore été mise au point.

Chez les sujets normaux, un mucus fluide recouvre les poumons et les voies aériennes, ce qui
permet entre autre [’élimination des microbes et des particules de poussiere. Toutefois, chez
les personnes atteintes de fibrose kystique, i1l vient obstruer les bronchioles, di a sa
consistance épaisse et collante. L’air demeure ainsi emprisonné dans les poumons bloqués
par ce mucus, ce qui rend donc la respiration difficile. Ce milieu devient alors un
environnement propice a l’accumulation et la multiplication des bactéries dans les

bronchioles, causant ainsi des infections.
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Au niveau du systtme digestif, ce méme mucus obstrue les fins conduits du pancréas,
inhibant la libération d’enzymes digestives. Ces derni¢res ne pouvant plus atteindre I’intestin
gréle, les aliments ingérés ne sont que partiellement digérés, perdant ainsi une partie de leur

valeur nutritive.

Les personnes atteintes de cette maladie souffrent d’infections endobronchiques, de sinusites,
de malabsorption due a une insuffisance pancréatique, d’une perte accrue de sels par la

transpiration, de maladies hépatobiliaires obstructives et de perte de fécondité.”

Un traitement fréquent par antibiotiques pourra devenir nécessaire chez les personnes
atteintes de la fibrose kystique afin de maitriser I’infection pulmonaire. La plupart de ces
patients ont quotidiennement besoin d’enzymes pour améliorer 1’absorption de la nourriture

et profiter de son apport calorifique.

12.1 GENETIQUE

Cette maladie génétique se transmet selon un mode autosomique récessif, ce qui implique
que seulement les personnes héritant de deux genes déficients sont atteintes de la fibrose
kystique. C’est en 1989 que des chercheurs identifiérent le gene défectueux responsable de la
fibrose kystique, franchissant une étape importante dans la compréhension de la maladie. Ce
géne muté est responsable de réguler la perméabilité transmembranaire de la fibrose kystique
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR). Cette protéine agit entre autre
comme canal & ions chlorure® et est située sur les membranes des cellules épithéliales des
voies respiratoires, intestinales, reproductrices ainsi que sur les glandes de sécrétion

externe.®!

Principalement, ce disfonctionnement occasionne une augmentation du mucus recouvrant les
voles respiratoires. Les infections bactériennes deviennent plus fréquentes, provoquant ainsi
une réaction inflammatoire et une destruction des parois bronchiques. De plus, une carence
au niveau du transport d’ions chlorures & pour effet d’inactiver les peptides cationiques
antibactériens du systéme immunitaire.”> L’image suivante illustre 1’état des poumons d’un
individu sain en comparaison avec un autre souffrant de fibrose kystique. La perte de

fonctions pulmonaires est a la base de 90% des mortalités.
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poumaon sain poumon atteint

Figure 1.28 : Photos de poumons sains et d’autres atteints de fibrose kystique.

1.2.2 INFECTION BACTERIENNE PULMONAIRE CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS
DE LA FIBROSE KYSTIQUE.

Un des principaux effets de la fibrose kystique est un déréglement a la surface pulmonaire.
Les personnes atteintes de cette maladie sont vulnérables aux infections bactériennes au
niveau des poumons. Chez les individus sains, un processus normal de défense permettant le
dégagement et I’activité antimicrobienne a la surface des voies pulmonaires a lieu. Ainsi,
grace a un mucus présent a la surface des cellules épithéliales, les particules et les micro-
organismes peuvent étre captés. Ensuite, ils sont expectorés grace a un flux du mucus créé

par le battement de cils sur I’épithélium pulmonaire.

Dans le cas de patients atteints de fibrose kystique, le mucus devient épais et visqueux, ce qui
. . _ o C s . [ 83

empéche le battement des cils, provoquant ainsi un milieu propice a ’infection bactérienne.

Un processus de colonisation bactérienne, suivi de la formation d’un biofilm, permet de

protéger ensuite ces bactéries contre le systéme immunitaire et les médicaments.

La figure suivante illustre le processus infectieux de la fibrose kystique.
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Figure 1.29 : Processus infectieux sur 1’épithélium pulmonaire dans le cas de la fibrose

kystique.84

1.23 INFECTION PAR LA BACTERIE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Un trait important de la maladie pulmonaire de la fibrose kystique est l'infection
endobronchique par la bactérie Pseudomonas aeruginosa (PA), qui est le principal vecteur
infectieux des voies respiratoires chez les patients atteints de fibrose kystique.” PA est une
bactérie Gram-négative ubiquitaire, opportuniste et versatile, qui vit dans les milieux humides
comme les sols, les tissus végétaux et le systeme digestif de certains animaux. Ce pathogene,
inoffensif pour les personnes en bonne santé, devient particuliérement dangereux pour celles
dont le systtme immunitaire est affaibli. Chez les patients atteints de fibrose kystique, elle est

. . s v 8
la principale cause de décés.*

PA s’adapte facilement aux différents environnements hostiles ou elle se trouve. Au cours
des derniéres années, les chercheurs ont élucidé complétement la séquence de son génome.*’
Cependant, PA possede un fort pouvoir de mutation, ce qui lui confere sa grande
pathogénicité.® De plus, elle sécréte des toxines et des enzymes pathogénes directement dans
le cytoplasme des cellules-hdtes, ce qui lui confere une toxicité élevée.” Ces sécrétions sont
impliquées dans un systéme de communication entre bactéries dépendant de la densité de
population bactérienne, le « quorum sensing ».*° Ainsi, 1a bactérie peut facilement s’adapter &

son environnement en formant un biofilm, qui lui permet de proliférer et de former des
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microcolonies, tout en obstruant davantage les voies respiratoires. Cette architecture
visqueuse protege PA des antibiotiques, entrave le systéme immunitaire en résistant aux
anticorps et a l’attachement de cellules immunitaires.”’ Cette couche protectrice est signe

d’une installation durable de la bactérie sur I’organe contaminé.

1.2.4 PHENOMENE DE I’ ADHESION BACTERIENNE

L’adhésion bactérienne est possible a cause de la présence d’une panoplie de glycoconjugués
a divers endroits dans !’organisme humain. Ces glycoconjugués sont inclus dans les

membranes cellulaires et conférent sa spécificité et son identité a la cellule.

Les voies respiratoires sont recouvertes de mucus, permettant le dégagement mucociliaire. Le
mucus est composé de mucines et de glycoprotéines linéaires qui présentent plusieurs points
de glycosylation.”” Les mucines humaines contiennent principalement les monosaccharides
fucose, galactose, N-acetylglucosamine, N-acétylgalactosamine et acide sialique. Ces
mucines peuvent interagir avec différentes substances biologiques, telles les protéines, les

peptides et les lipides; elles sont a I’origine des propriétés visco-¢lastiques du mucus.

Le défaut génétique provoqué par la fibrose kystique occasionne une augmentation de la
quantité¢ de résidus fucose au niveau des cellules épithéliales et des mucines pulmonaires.
Ceci se traduit par une augmentation de la concentration d’oligosaccharides fucosylés de type
Lewis x, ainsi que par une modification au niveau de la sialylation de ces résidus.” Or, ces
sucres a la surface des cellules pulmonaires deviennent des cibles de choix pour les protéines
spécifiques qui reconnaissent ces structures, les lectines bactériennes. Bien que ne possédant
aucune activité enzymatique propre, elles sont d’origine virale, animale, végétale ou

bactérienne et reconnaissent spécifiquement des oligosaccharides.”®

La reconnaissance de ces lectines pour leur ligand spécifique au niveau des tissus est souvent
la premiére étape d’une infection. Ainsi, la colonisation de la bactérie PA au niveau des
poumons de patients atteints de la fibrose kystique s’effectue plus facilement & cause de la

présence accrue de résidus fucosides. Une fois adhérée a la surface des cellules pulmonaires,
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la bactérie pénétre dans le mucus en adoptant un métabolisme anaérobique. C’est ce qui

. 7 5
forme le biofilm retrouvé & la surface des poumons.’

1.2.5 LES LECTINES DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

La bactérie PA adhére a la surface cellulaire via deux lectines solubles. La premiéres, PA-IL,
spécifique au D-galactose, posséde une constante d’association (K,) de 3.4 X 10* M. *¢ De
plus, elle est cytotoxique pour les cellules épithéliales, tout en inhibant leur croissance. Cette
lectine semblerait jouer un rble lors de la colonisation de la bactérie grace au
lypopolysaccharides constituant les membranes externes des bactéries Gram négatives’”,
provoquant aussi 1’agglutination des bactéries.” Elle jouerait aussi un réle dans la formation

et la stabilisation du biofilm.

PA-IL se présente sous la forme d’un arrangement tétramérique (Figure 1.30) autour d’un
pseudo axe de symétrie C222, avec un résidu galactose dans chaque monomere. Ces derniers
adoptent un repliement de brin antiparalléle de type B-sandwich.” Dans le site de
reconnaissance, la présence d’un ion calcium permet la coordination avec deux hydroxyles du
D-galactose. De plus, la majorité des hydroxyles interagissent directement ou via une

molécule d’eau avec la protéine.'”

La deuxiéme lectine de la bactérie est PA-IIL. Spécifique au L-fucose, elle nécessite la
présence de deux ions calcium pour permettre la coordination des groupements hydroxyles
du fucose. Ce mode de liaison inhabituel lui confére une constante d’affinité pour le fucose
trés supérieure (Ka = 1,6 x 10° M™)'®" a4 celle observée habituellement pour ce genre
d’interactions protéine-saccharide, de ’ordre de 10° M™. Ainsi, la présence de deux ions
calcium permet a la lectine PA-IIL d’avoir une faible spécificité et une grande affinité. Une
stéréochimie particuliére des hydroxyles, soit deux groupes équatoriaux vicinaux et un axial
sont nécessaire pour effectuer des liens avec les ions calciums, ce qui explique que différents

types de sucre puissent se lier a la PA-IIL. '*
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Des études ont démontré qu’elle se localisait sur la paroi extracellulaire de la bactérie en
s’associant aux glycoconjugués présents sur celle-ci.'® Elle est donc a la base de la
reconnaissance et de 1’adhésion bactérie-h6te, bactérie-bactérie et bactérie-biofilm. Cette
lectine a aussi la capacité d’inhiber les battements ciliaires a la surface des cellules

: 04
pulmonaires.'

La lectine PA-IIL montre aussi un arrangement tétramérique autour d’un pseudo axe de
symétrie C222, avec un résidu fucose dans chaque monomére. Le méme repliement de type
B-sandwich que chez PA-IL est aussi observé, mais PA-IIL possede plutét une forme
sphérique plus compacte. Trois groupements hydroxyles du fucose participent & une
coordination avec les deux ions calcium, un pont hydrogéne indirect via une molécule d’eau
et un réseau de sept ponts hydrogene directs stabilise le ligand dans le site de reconnaissance

de la lectine.

Des résultats issus de tests d’inhibition de I’hémaglutination ont démontré que certains
saccharides pouvaient inhiber I’adhésion des lectines de la bactérie. Par exemple, pour la
lectine PA-IL, son adhésion a pu étre fortement réduite en présence de composés a base
d’acide sialique, de glucosamine, de galactosamine, du fucose, du mannose et du galactoselos.
Pour la lectine PA-IIL, les meilleurs inhibiteurs sont, en ordre décroissant, L-fucose > L-
galactose > D-arabinose > D-fructose et D-mannose, tandis que D-galactose ne manifestait

aucune activité d’inhibition.'”"
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PA-T11L

Figure 1.30 : Représentation des deux lectines de PA.”

Chez les patients atteints de la FK et dont le diagnostic est bien établi, 1’antibiothérapie
parvient rarement a éradiquer la bactérie. Seulement des traitements de dégagement des voies
respiratoires sont disponibles,'® d’ot I’importance d’agir a un stade précoce de I’infection.

La figure suivante illustre le processus d’infection par Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 1.31 : Processus d’adhésion de la bactérie PA sur les cellules pulmonaires.”

Dans cet ordre d’idée, nous utiliserons pour ce projet des glycodendriméres afin d’inhiber
’adhésion de la bactérie sur les cellules épithéliales pulmonaires. Le principe avait été

illustré précédemment a la figure 1.25.



CHAPITRE 2

SYNTHESE DE DENDRIMERES

L’objectif de ce projet était de synthétiser une série de glycodendrimeéres de différentes
générations et de les utiliser dans une stratégie antibactérienne appliquée a la fibrose
kystique. Différentes architectures dendritiques ont été synthétisées et une étude préliminaire
voulant démontrer I’affinité des lectines de la bactérie Pseudomonas aeruginosa (PA) pour

ces glycodendrimeéres a été effectuée.

Principalement, deux séries d’architectures dendritiques ont été ainsi envisagées: des
glycodendriméres homogenes, contenant des unités saccharidiques de types L-fucosides en
surface et des glycodendriméres hétérogenes, contenant différents types d’unités
saccharidiques en surface: le L-fucose et le D-galactose. La disposition de ces différentes
unités a été controlée et a permis de tirer certaines observations sur le comportement des deux

lectines lors de 1’adhésion de la bactérie PA.

Ce chapitre est divisé en deux parties. La premiére partie décrit principalement la stratégie de
synthése utilisée pour obtenir les glycodendriméres homogénes (contenant un type de sucre a
la périphérie) et suivies de la synthese des glycodendriméres hétérogenes (contenant deux

types de sucres différents a la périphérie).
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2.1  STRATEGIE DE SYNTHESE

La stratégie de syntheése utilisée pour I’obtention de ces macromolécules repose sur une
approche pseudo-convergente permettant une modulation et un contrdle précis de
I’agencement des éléments structuraux. Dans un premier temps, pour les glycodendrimeres
homogenes, elle consiste a préparer des dendrons de différentes générations qui seront
couplés au cceur dendritique. Ultérieurement, les unités saccharidiques seront installées en

périphérie de la structure.

Pour les glycodendrimeres hétérogénes, une approche par étape sera utilisée. On peut la
définir comme une approche orthogonale utilisant des groupements protecteurs. Ceci
permettra donc d’obtenir des glycodendriméres qui possedent, en surface, des unités D-

galactosides d’un coté et de ’autre des unités L-fucosides de facon contrdlée.

Un exemple de [I'architecture des macromolécules finales est présentédans le

schéma suivant:

Q Ceeur dendritique

O Unités saccharidiques identiques ou
différentes

O Monomeres

Figure 2.1 : Représentation de 1’architecture des dendriméres envisagés.
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Les deux composés suivants ont été choisis pour la conception des dendriméres :

Os 0
a) b) ~
HaN_~_ NH,

N N
3\/\0 O/\/ 3

Figure 2.2: Composés de base pour la synthése des dendriméres a) 1,3-Diaminopropane b) 3,5-

bis(2-azidoethoxy)benzoate de méthyle

Le rble principal du ceeur dendritique est d’assurer un greffage multiple de dendrons, via des
réactions efficaces et compatibles avec les fonctions présentes sur ces derniers. Notre choix
s’était arrété sur le 1,3-diaminopropane. Disponible commercialement, il offre l'avantage
d’étre assez flexible et stable dans plusieurs conditions réactionnelles. Toutefois, il posséde
une toxicité élevée (LDsy = 350 mg/kg) chez le rat. Il sera possible éventuellement de le
107

remplacer par des composés moins cytotoxiques comme le polyéthyléne glycol (PEG)

ayant des propriétés de biodégradabilité et de toxicité réduites.

Pour le choix du monomeére, I'unité répétitive qui constitue les dendrons, nous nous sommes
inspirés des travaux effectués par 1’équipe de Linskamp.'® Le composé 3,5-Bis-(2-azido-
ethoxy) benzoate de méthyle servira d’unité de base, retrouvé dans la partie interne des
dendriméres, permettant ainsi de synthétiser les dendrons de différentes générations.
Toutefois, la voie synthétique utilisée qui permet d’obtenir des fonctions azotures en surface
est [égérement différente de celle qui est décrite dans la littérature. Ce composé est obtenu a
partir de ’acide 3,5-dihydroxybenzoique. Ce dernier est utilisé couramment comme agent de
conservation de la nourriture, ou encore dans le domaine pharmaceutique et cosmétique, sous
forme de sel ou d’ester. Les dendriméres basés sur cette structure aromatique vont donc avoir
une architecture semi-rigide et aucun repliement des fonctions externes vers I’intérieur ne

devrait étre possible.
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L’attachement des dendrons au cceur dendritique s’effectuera au moyen de couplages
peptidiques qui permettront de former des liens amides entre les différentes générations. La
stabilité de ce type de liaisons au clivage étant reconnue'® | elles devraient donc résister aux

conditions réactionnelles subséquentes.

Pour obtenir les glycodendriméres, deux saccharides ont été utilisés, soit le L(-)-fucose et le
D-(+)-galactose. Une chaine alkyle terminée par une fonction alcyne est installée en position
anomérique dans le but d’utiliser la « click chemistry » pour joindre les différentes unités
saccharidiques en périphérie du dendrimére. Les deux structures de base sont présentées a la

figure suivante,

a) b)

o/\\\ AcO  OAc

@\07 %@
dac OAc AcO 0 o

AcO OAc 7

Figure 2.3 : Résidus saccharidiques utilisés pour la conception des glycodendriméres a) prop-2-

ynyl a-O-fucopyranoside b) prop-2-ynyl B-O-galactopyranoside.

La « click chemistry » est la version modermne non concertée de la cycloaddition 1,3-dipolaire
de Huisgen''®. Cette réaction entre un alcyne et un azoture est catalysée par le Cu(l) et forme
un hétérocycle 1,2,3-triazole disubstitué en position 1,4. La beauté de cette réaction est sa
régiospécificité, qui permet d’obtenir un seul régioisomere. Toutefois, il est possible
d’obtenir les deux régioisomeres 1,4 et 1,5 selon un processus thermique (concerté) en

proportion 1:1.

L’équipe de Sharpless a démontré les avantages de la réaction catalysée par le cuivre''' et,
rapidement, on la retrouve dans divers domaines, comme en chimie, en biologie ainsi qu’en
physique, lorsque I’on pense aux matériaux.''> Cette réaction est versatile puisqu’elle permet
d’utiliser une variété de conditions réactionnelles. Elle peut tres bien s’effectuer dans divers
systémes de solvants (soit de 1’eau pure, un mélange eau/alcool ou un solvant comme le

DMSO, THF, DMF, acétone et acétonitrile, en utilisant toujours I’eau comme co-solvant). De
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plus, elle s’effectue avec une multitude d’alcynes et d’azotures, sans avoir & protéger les
divers groupes fonctionnels présents ailleurs sur les molécules. Elle peut s’effectuer aussi
bien sur une vaste gamme de pH (4 a 12) que de températures (0 a 160°C). De plus, pour
certains produits, aucune purification n’est nécessaire suite a une filtration ou extraction pour

obtenir un composé pur.

L’équipe de Sharpless a étudié en détail les conditions réactionnelles optimales de cette
réaction et deux procédures se sont démarquées par leur commodité et les avantages

d’utilisation de cette réaction catalytique.

Rl A. CuS0O4 5 H;0 025-2 mol% ] /N\
~ @ ascorbate de sodium 5-10 mol% R—
eN—N:N H,0/t-BuOH 2:1, 11, 6-12 h NNy
H———R? B. Cuivre métallique
H,0/tBuOH, 2:1, 1, 12-24 h R

Figure 2.4 : Synthese catalysée par Cu(I) de cycle triazole 1,2,3-disubstitué en 1,4.

Ces deux réactions sont effectuées en milieu aqueux, a température ambiante et ne requierent
aucune précaution particuliere. L’espéce réactive du cuivre est le Cu(l). La procédure A fait
intervenir le sel de cuivre(Il) qui subit une réduction in situ par I’ascorbate de sodium. Lors
de la procédure B, le catalyseur est introduit sous forme de Cu(0) ou I’espéce active est
formée suite & une comproportionation du couple Cu(I1)/Cu(0). Cette procédure est utile
lorsque des composés sont plus ou moins tolérants & I’ascorbate de sodium. Le mécanisme de

la réaction proposé par I’équipe de Sharpless''* est le suivant :
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) N N
— /
R! D
N

| n-2 / N\ /N\Rz

N
N\ /N\ 2
N R 5
4
C [L,Cu]"
Rl—__Tuan
N/@\ ‘B\ RI—__—CULIH —— H
® 5 N /N\ 2

Figure 2.5 : Mécanisme proposé pour la réaction de « click chemistry » par I’équipe de Sharpless.

Ce mécanisme comporte certains intermédiaires réactionnels intéressants. Tout d’abord, la
séquence débute par la coordination de 1’aleéne sur le Cu(l), pour ensuite former ’acétylure
de cuivre 2. Ce complexe est bien connu comme intermédiaire lors de la formation de liens
C-C. Ensuite, ’azoture vient se coordiner au cuivre par I’atome d’azote le plus riche en
électrons, pour former I’intermédiaire 3. Par la suite, I’azote terminal de 1’azoture va attaquer
le carbone C-2 de I’acétylure pour former un métallacycle de Cu(Ill) & six membres non
usuel, I’intermédiaire 4. Ce dernier est possible grice a la présence d’orbitales d vides du
cuivre. L’étape C est endothermique, mais la barriere d’énergie est toujours plus basse que
celle observée lors d’une cycloaddition thermique, ce qui a pour effet d’augmenter
considérablement la vitesse de la réaction catalysée par le cuivre. Ensuite, la contraction de
cycle favorable permettra d’obtenir un dérivé cuivré 5. Le cycle catalytique est terminé par la

formation du cycle triazole suite a une protéolyse du composé 5.
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Au cours de cette réaction catalysée par le cuivre, il est possible d’isoler des intermédiaires
clés ayant des barriéres d’énergie beaucoup plus basses, comparativement a la cycloaddition
concertée ol I’on retrouve seulement des états de transition hauts en énergie. L’avantage est
I’augmentation de la vitesse de réaction et, surtout, d’offrir une régiosélectivité exclusive.
L’utilisation de ce type de chimie a ét¢ mise a profit lors des différentes syntheses de
macromolécules a cause de sa facilité réactionnelle et de la formation régiosélective d’un
cycle triazole. En milieu biologique, ces hétérocycles peuvent former un complexe de
transfert de charge avec des résidus d’acides aminés aromatiques présents dans le site de
reconnaissance des lectines. Ceci a pour effet d’augmenter leur affinité avec les lectines.'"
Aussi considérés comme accepteurs d’hydrogéne, ils montrent une trés grande stabilité face a
diverses transformations métaboliques possibles. Des tests biologiques effectués démontrent
laffinité des lectines pour les composés possédant des cycles triazoles au sein de leur

structure. Ces résultats seront présentés dans le chapitre 3.

La partie suivante de ce chapitre décrit les voies de synthése utilisées pour obtenir différentes

générations de glycodendriméres homogénes et hétérogenes.
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22 SYNTHESE DES GLYCODENDRIMERES SYMETRIQUES

Dans un premier temps, pour valider I'utilisation de la « click chemistry », la synthése de
résidus fucosides, ayant comme aglycone seulement le cycle triazole, a été effectuée. Ceci
permet de démontrer 'affinité supérieure de la lectine PA-IIL pour le régioisomere 1,4,

comparativement au régioisomere 1,5.

OH
N j
» =
N N=N

OH OH
OH OH

Figure 2.6 : Régioisomeéres 1,5 (1) et 1,4 (2) obtenus par cycloaddition thermique de Huisgen.

Afin d’obtenir les deux régioisomeres et, particulierement, le régioisomere 1,5, une
cycloaddition 1,3-dipolaire thermique de Huisgen a été effectuée a 1’aide de 1’azidoéthanol et
du L-(+)-fucose peracétylés. L’azidoéthanol est obtenu a partir d’un produit disponible

commercialement, le bromoéthanol. Les réactions suivantes illustrent les deux étapes

effectuées.
1. NaNg, Hzo
0,
Br/\/OH L, Ns/\/OTS
2. TsCl, EtsN
3 63% 4

Schéma 2.1 : Ktapes de synthése du bras espaceur des dendriméres.

La premi€re étape consiste a substituer le bromure par 1’azoture, Pour ce faire, la réaction
s’effectue a reflux en milieu aqueux en présence de 1’azoture de sodium. Lorsque la réaction
est terminée, ’extraction du produit peut s’effectuer a 1’aide d’un solvant organique, comme
le dichlorométhane ou I’éther. Toutefois, une attention particuliére doit étre apportée lors de

I’évaporation de la phase organique sous pression réduite, car 1’azidoéthanol obtenue est
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assez volatile. C’est ce qui occasionne une variation de rendement lorsque la réaction est
répétée a plusieurs reprises. La seconde étape est I’activation du groupement alcool sous
forme de tosylate. Ceci s’effectue a 1’aide du chlorure de p-toluénesulfonyle, en présence de
la base triéthylamine pour neutraliser 1’acide ainsi formé. La réaction s’effectue a froid, avec

un rendement total de 63%.

Ensuite, une réaction de glycosidation est effectuée sur le L-(+)-fucose peracétylé avec le
composeé synthétisé précédemment, dans le but de fixer un aglycone alcynique en position
anomérique. Pour le besoin des réactions a venir, une protection des fonctions hydroxyles du
L-(+)-fucose s’avére nécessaire. La protection sous forme d’acétate est effectuée par
acétylation en présence d’anhydride acétique et de pyridine. L’anomere o est isolé par
cristallisation dans I’éthanol. Ceci permet d’obtenir de meilleurs rendements pour les
prochaines étapes. La glycosidation est effectuée en présence d’alcool propargylique et d’une
quantité catalytique de BFyEt,O dans le dichlorométhane.''* L’anomére a, composé 7, est
purifié au moyen d’une colonne chromatographique contenant du gel de silice. Une analyse
par RMN confirme la configuration anomérique du composé, avec un déplacement chimique

de H,a & =5.23 ppm et une constante de couplage (J; ;) de 3.6 Hz.

OAc O
OH Pyridine HO/\Q /\\\
Z;\OZ;H NE—— 0 e = 0
A
OH Cac " 0Ohc Oac 4 OAC

HO )CL j\ AcO BF3.Et,0 , CH,Cl, AcO
5 o) 6 89% a/B: 51 7

1%
Schéma 2.2 : Synthése du composé 7 suite a une étape de protection et de glycosidation du L-(+)

fucose.

La synthése des deux régioisomeres 1,4 et 1,5 est ensuite effectuée, suite a une réaction entre

le composé 7 et I’intermédiaire 2-azidoéthanol obtenu lors de la réaction précédente.
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1) HO\/\N N\N
3
Toluéne, 180°C, O/\(L “
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///OH
o/\@ N

N=N

sous pression,
0 94% O Lon O /o
OAc > *
Jac OH OH

AcO 2) NaOMe, MeOH HO HO
quant.
7 1 2
1/3

Schéma 2.3 : Synthése des deux régioisoméres 1 et 2 par cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen

et déprotection en conditions de Zemplén

Les deux régioisomeres sont séparés au moyen d’une colonne chromatographique contenant
du gel de silice et caractérisés par RMN. Par la suite, une déprotection des groupements
hydroxyles est effectuée selon les conditions de Zemplén (NaOMe, MeOH) et ces deux
régioisomeres ont été envoyés a Grenoble, au laboratoire du Dr. Anne Imberty au Cermav, ou
des tests d’inhibition compétitive ont été effectués avec PA-IIL. Les résultats d’affinité

relative sont discutés au chapitre 3.

22.1 SYNTHESES DU MONOMERE

Tel que mentionné précédemment, le principe de la synthese convergente a été utilisé pour
obtenir des macromolécules dendritiques. Dans un premier temps, le monomere utilisé
s’inspire des travaux de Linskamp.'® Toutefois, la synthése de ce dernier différe. A Iaide de
deux produits disponibles commercialement, l’acide 3,5-dihydroxybenzoique et le
bromoéthanol, le composé 9 a été obtenu (Schéma 2.4). La premiere étape consiste a
estérifier la fonction acide. Cette réaction, qui s’effectue en milieu acide dans le méthanol, a
été complétée avec un trés bon rendement, soit 94%. Par la suite, la réaction de deux
équivalents d’azoture 2 (synthétisé précédemment) avec les fonctions hydroxyles du cycle
s’est effectuée au moyen d’une substitution nucléophile en présence de carbonate de césium

dans le DMF.
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O.__OH O« OR
1. MeOH, H*
94%
! N
HO OH 2.4 (26q),Cs,CO5 DMF  Nax o T8
97%
8 LiOH, H,0, THE (9 R=CHj
quant. ~ 10 R=H

Schéma 2.4 : Synthése du monomeére 4 par des réactions d’estérification et de substitution

nucléophile.

Cecl permet d’obtenir uniquement le composé disubstitué. La présence des fonctions azotures
a été confirmée par IR ol on observe une bande intense & 2100 cm™. L’analyse par RMN
confirme la symétrie dans la structure. Pour le besoin des réactions subséquentes, la fonction
méthyle ester est déprotégée dans le THF en présence de LiOH préalablement dissout dans
un peu d’H,O. Ceci permet de synthétiser les dendrons et les dendriméres de générations

supérieures.

222 SYNTHESE DU DENDRON DE PREMIERE GENERATION

Le dendron de premiére génération est obtenu a partir du monomere 9 et de deux unités de la
forme acide du monomere, le composé 10. Les détails des réactions sont décrits dans le

schéma suivant :

H
Os O O N0
1. Hp, PdIC 10%, MeOH y
Naw A~ N3 210026 = |
o o .10 (2 ¢q.), o 0
BOP, DIPEA, DMF
9 75%
N3 Nj

LiOH, H,O, THF C
quant.

Schéma 2.5 : Synthése du dendron 12 de 1* génération par hydrogénation catalytique et

couplage peptidique.
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L’hydrogénation catalytique permet de transformer les deux fonctions azotures du composé 9
en amine. Ceci s’effectue en présence d’une quantité catalytique de Pd/C 10%, sous
atmosphere d’hydrogéne dans le MeOH. La transformation compléte des azotures en amides
est confirmée par la disparition du signal caractéristique de la fonction Ny a 2100 cm-1 en IR.
La réaction terminée, une filtration est effectuée pour enlever le Pd/C et le diamine ainsi

formé est utilisé directement sans purification a ’étape suivante.

L’étape de couplage entre le diamine et le composé 10 est effectuée dans le DMF, en
présence d’un agent de couplage, le BOP et d’une base, le DIPEA. Suite a la disparition de la
diamine de départ observé par chromatographie sur couche mince (CCM), une série de
lavages est effectuée dans le but d’enlever le HMPA, composé secondaire formé lors du
couplage peptidique. Ce demier étant difficile a éliminer par chromatographie sur colonne,
d’autres agents de couplage ont été évalués pour former I’amide; toutefois, ces derniers ont
donné lieu a des temps de couplage plus longs et a des réactions moins completes, tel que
montré par ccm. Ainsi, le dendron de premiére génération 11 a été obtenu sous forme d’un
solide blanc, avec un rendement de 75% apres purification sur colonne chromatographique.
Pour les fins des réactions subséquentes, la saponification de 1’ester a été effectuée en milieu
alcalin, avec LiOH, H,O dans le THF. Le composée 12 a été obtenu et identifié par RMN, ou
on constate la disparition du signal caractéristique a la fonction ester 4 6 = 3.90 ppm. De plus,
les signaux des hydrogenes voisins des fonctions amides se distinguent de ceux qui sont
adjacents aux fonctions azotures, soit & = 3.86 et 3.60 ppm respectivement. Aussi, I’analyse

par spectrométrie de masse confirme la présence du composé.

Une répétition des réactions de saponification, hydrogénation catalytique et couplage

peptidique permet d’obtenir les dendrons de générations supérieures.

223 SYNTHESE DU DENDRON DE SECONDE GENERATION

Toujours selon une stratégie convergente, la génération supérieure du dendron (composé 13)
a été obtenue en deux étapes. La premicre étape consistait a procéder & une hydrogénation

catalytique du composé 9, qui a permis de transformer les fonctions azotures en amines. Cette
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réaction s’effectue en présence de Pd/C 10% dans le MeOH. Le composé formé a aussitot été
utilisé pour la seconde étape, suite a une filtration sur du charbon activé (Pd/C).

0~_OR

O, O 1. Hy Pd/IC 10%, MeOH o ‘Ijl\/\ /5\ ’\,H o
O 0]

N . N 2.12 (2 éq.), Od
"0 0" BOP, DIPEA, DMF! Q ~

oo
HN

67% NH O o)
9 0 N ¢
Ng# HN_ o 0 NH

LiOH, H,0, THF Q 13 R=CH;,
quant. H

Schéma 2.6 : Synthése du dendron 13 de 2™ génération par hydrogénation catalytique et

couplage peptidique.

L’amide a été¢ formé au moyen de 1’agent de couplage BOP, avec la base DIPEA et dans le
DMF comme solvant. La seconde génération de dendron (composé 13) est obtenue avec un

rendement de 67%.

Ces molécules ont été caractérisées au moyen d’analyses spectroscopiques RMN-'H, RMN-
PC et ESI-MS. Tout particuliérement, la RMN-"H a permis de suivre facilement 1’évolution
des générations grice aux signaux caractéristiques des protons adjacents aux azotures (6 =
3.6 ppm) par rapport a ceux pres des cycles benzéniques (6 = 4.2 ppm). De plus, on peut se
fier aussi aux signaux caractéristiques des protons aromatiques (& = 7.3 et 6.8 ppm) dont les

rapports varient entre eux.
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Protons adjacents aux azotures et ceux pres de cycles benzéniques :

Composés : 10 12 14

bl i
._/ E. o l—‘; he, | \jl \
e i U
4 ¢ 4 ————
l 23.54 L . -
Protons des aromatiques :
Composés : 10 12 14

{ < .
r‘ - /
! |
; ! :
| N/
| l

...Jl!l J ﬁlL__ —JJ _J‘\_

- . 5.8 XY
i ro an
au ™

Figure 2.7: Spectres RMN-"H (300 MHz, CDCl;, 25°C) montrant les signaux caractéristiques des
composés 10, 12 et 14,
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Dans la suite de ce chapitre, le monomere et les dendrons de génération 1 et 2 sont utilisés

pour la conception de macromolécules homogénes.

2.2.4 SYNTHESE DES MACROMOLECULES

Une fois les dendrons de génération 0, 1 et 2 synthétisés, ils ont été¢ couplés a un cceur
dendritique présentant deux fonctions amines, le diaminopropane. Ceci a permis d’obtenir
diverses générations de dendriméres. Les fonctions amines du ceeur ont ensuite été liées aux

fonctions acides des dendrons par liaison peptidique.

Trois dendrimeres ont été synthétisés a partir de deux équivalents de chacun des composés
10, 12, 14 et d’un équivalent du 1,3-propanediamine pour chaque réaction. Ces réactions ont
été effectuées en présence de I’agent de couplage BOP et de la base DIPEA dans le DMF. Le
schéma suivant présente la synthése des trois dendriméres, portant 4, 8 et 16 fonctions

azotures en périphérie.
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Schéma 2.7 : Synthese des composés 15, 16, 17 par couplage peptidique.

63

N3
oI

0NN,

o/"M

L,



64

Le rendement moyen de ces trois couplages peptidiques est d’environ 80%. Ces dendriméres
ont été caractérisés par RMN et ESI-MS. A I’aide de la RMN 'H, la présence de signaux
caractéristiques du cceur dendritique, vers 0 = 3.3 et 1.8 ppm appartenant au protons du
diaminopropane, a permis de confirmer le couplage. Toutefois, il demeure difficile de
caractériser les dendrimeéres de génération plus élevée car le cceur dendritique étant moins
flexible que les fonctions aux extrémités, les protons et les carbones du coeur sont moins
détectés en RMN & 300 mHz. Les spectres de masse ont confirmé toutefois la présence des

composés attendus.

225 SYNTHESE DES DENDRONS FUCOSYLES ET DE GLYCLODENDRIMERES
FUCOSYLES

Jusqu’a présent, la synthése de dendrons et de dendriméres de différentes générations a été

décrite. Ces composés présentent tous un nombre différent de fonctions azotures en surface

qui permettent de coupler des résidus saccharidiques. Afin d’effectuer cette union, la réaction

de «click chemistry » a été envisagée. Tel que mentionné précédemment, cette réaction

s’effectue entre un alcyne terminal et une fonction azoture,

Le composé 7 a été couplé en périphérie de chacun des dendrons et dendriméres synthétisés
précédemment. La réaction de «click chemistry» s’est effectuée en présence d’une quantité
catalytique de CuSO45H,O et d’ascorbate de sodium dans le THF/H,O ou le ‘BuOH/H,O.
Pour certains dendriméres de masse moléculaire élevée, ’utilisation du THF/H,O et un
chauffage modéré du mélange réactionnel a été nécessaire afin de dissoudre plus facilement
les réactifs et de diminuer le temps de réaction. Ensuite, les fonctions hydroxyles des
saccharides ont été déprotégées selon les conditions standards de Zemplén (NaOMe/MeOH).

Une série de glycodendrimeéres a ainsi été obtenue,
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Figure 2.9 : Différentes générations d’homo-glycodendrimeres fucasylés.

Les réactions de « click chemistry » ont été complétées avec des rendements variant entre 77
et 96% apreés chromatographie sur une colonne de gel de silice. A cette étape, la disparition
du signal caractéristique de 1’azoture 4 2000 cm™ du spectre infrarouge a permis de confirmer
que toutes les fonctions azotures avaient réagi. De plus, les spectres RMN 'H et C
permettent d’observer le déplacement des signaux caractéristiques aux protons adjacents des
fonctions azotures vers les champs plus élevés, dl a la présence des cycles triazoles qui ont
pour effet de délocaliser les électrons de fagon plus importante que la fonction azoture. Par
exemple, pour le composé 16 vs la version acétylée du composé 22, un déplacement des
signaux des hydrogénes adjacents a la fonction azoture ou au cycle triazole a 6 = 3,64 ppm
vers 4.28 ppm est observé, respectivement. L’analyse par ESI-MS a confirmé que la structure
attendue était bien présente, & cause de la présence de fragments aftribués a [M+2H]"",

[M+3H]*, [M+4H]"".
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Figure 2.10 : Spectre de masse du composé 22

Dans une deuxi¢me étape, diverses générations d’hétéro-glycodendrimeres contenant des
résidus galactosides et fucosides ont été synthétisées. Suivant une stratégie légérement
différente de la précédente, les mémes types de réactions ont permis de controler la

disposition des unités saccharidiques autour des dendrimeéres.

2.3 SYNTHESE DES GLYCODENDRIMERES DISSYMETRIQUES

Le but premier de cette synthése d’hétéroglycodendrimére était d’installer des résidus
galactosides sur les glycodendrimeres pour évaluer leur affinité avec la lectine PA-IL de la
bactérie. Le méme type d’architecture que les homoglycodendrimeres a été envisagé dans le
but d’une comparaison éventuelle de leur pouvoir d’affinité avec les différentes lectines.
L’approche synthétique utilisée est une série de protection-déprotection de groupements
réactionnels. Les dendrons et le cceur dendritique décrits précédemment ont aussi été utilisés

pour préparer ces macromolécules dissymétriques.

En premier lieu, une protection des hydroxyles du D-(+)-galactose sous forme d’acétate a été
effectuée, suivie d’une glycosidation en position anomérique de 1’alcool propargylique.'’
Les mémes conditions réactionnelles pour la protection et la glycosidation du L-(+)-fucose

décrites précédemment ont été utilisées (schéma 2.2).
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Schéma 2.8 : Synthése du composé 6 suite a une étape de protection et de glycosidation du D-(+)-

galactose.

Les résidus galactosides ont d’abord ét¢ installés, préférablement aux résidus fucosides, pour
éviter la perte de produit advenant I’échec d’une réaction. Le fucose étant beaucoup plus

dispendieux que le galactose, cette voie de synthése semblait plus avantageuse et sécuritaire.

Tout d’abord, une des deux extrémités du cceur dendritique a été protégée par un groupement
Boc pour former le tert-butyle 3-aminopropylcarbamate 27. Cette réaction s’est effectuée a
partir de dicarbonate de di-tert-butyle dans le chloroforme a 0°C, avec un rendement de 96%.
O
o 9 CHCl; 0°C L )<
HNT>""NH,  + - N0
2 2 XOAOJLOX —~ H,N N

27
Schéma 2.9 : Ktape de protection du cceur dendritique.

La premiere étape de la synthese des hétérodendriméres consistait @ unir, par un lien
peptidique, les différentes générations de dendrons synthétisés précédemment. Dans ce cas-
ci, seuls le monomére et les dendrons de premiére génération ont été utilisés pour préparer
des dendrimeres hétérogeénes, par manque de produit et de temps. Le couplage peptidique
s’est effectué en présence de 1’agent de couplage BOP et de la base DIPEA dans le DMF.
Ensuite, des résidus galactosides ont été installés au moyen de la réaction de «click
chemistry » pour joindre les fonctions alcynes des sucres aux azotures des dendrimeres par la
formation régiospécifique de cycles triazoles 1,4. Le schéma suivant montre les premiéres

étapes de la formation des hétéroglycodendrimeres.



O OH
H H
(e} C)H (0]
N3 N3 N3
12

| 1) 27, 80P, DIPEA, DMF,
85%

2) 26, CuS045H,0,

t
ascorbate de sodium, Bl:’OH/Hzo
'BUOH/H,0 92%
‘ 77%
AcO OAc N=N
O N
Aco&/ow 10
OAc
OAc_ O AR\ 0
ACCK%&/ =
OAc Ty AcO _OAc HN
AcO N 10 0 o /\/\ g
AcO N /N——/_
OACO 0 A OAc N 28
Ac R
Og//?/OAC N\\N’N \\__O
Ac 0
HN
i e NHB
N ocC

O
AcO _OAc N//N‘N///
0 —
ACO&\/O\)\/
OAc

Schéma 2.10 : Synthése des composés 28 et 29 suite aux réactions de couplage peptidique et de

«click chemistry».
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Les composés 28 et 29 ont été caractérisés par RMN et ESI-MS. Les spectres RMN
confirment les structures anticipées, en montrant les signaux caractéristiques des protons (5 =
1.41 ppm) et des carbones (& = 79.5 et 28.4 ppm) constituant le groupement fert-butyle, ainsi
que ceux des triazoles, apparaissant a & = 7.79 ppm et 123.8 ppm, respectivement. Les
spectres de masse ont confirmé ces structures avec la présence du fragment [M+H]" & m/z =

1221.47 amu pour le composé 28 et m/z = 2489.89 amu pour le composé 29.

La déprotection de ’amine du cceur dendritique au moyen de 1’acide trifluoroacétique (TFA)
dans le dichlorométhane pendant 3 heures a 25°C a suivi. Apres purification
chromatographique des produits sous forme amine sur une colonne de gel de silice, la RMN a
permis d’observer la disparition des signaux caractéristiques du groupement protecteur Boc a
6 = 1.43 ppm. Ensuite, un couplage peptidique a permis de joindre une autre unité¢ du

monomere ou du dendron de premiere génération a la structure. Les composés suivant ont été

synthétisés :
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Schéma 2.11 : Synthése des composés 30 et 31 suite aux réactions de déprotection du

groupement Boc et de couplage peptidique,
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Les deux dendrimeéres 30 et 31 contenant 2 et 4 fonctions azotures et résidus galactosides ont
été obtenus et caractérisés par RMN et ESI-MS. Sur les spectres RMN 'H, les signaux des
cycles benzéniques couplés a des unités saccharidiques (& = 7.05 et 6.62 ppm) se
distinguaient de ceux qui ne 1’étaient pas (& = 7.02 et 6.53 ppm). De plus, la présence des
signaux des protons adjacents aux azotures et ceux adjacents aux cycles ftriazoles ont

confirmé une fois de plus que le couplage s’¢était effectué (8 = 3.60 vs 4.40 ppm).

Finalement, [’étape suivante était d’installer le résidu fucoside 7 a 1’autre extrémité de ces
dendrimeres en utilisant la « click chemistry ». Les réactions ont été effectuées en présence de
CuSO,45H,0 et d’ascorbate de sodium dans le THF. Ce solvant est préféré au ‘BuOH a cause
du probleme de solubilit¢ des produits de départ. Par la suite, une désacétylation des
hydroxyles des sucres a permis d’obtenir deux hétérodendrimeres, dont un contenant deux
résidus fucosides et deux résidus galactosides et 1’autre, 4 résidus fucosides et 4 résidus
galactosides. Ces deux composés pourront €tre testés avec la lectine PA-IL et PA-IIL de la

bactérie PA.
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Schéma 2.12 : Synthése des glycodendrimeéres 32 et 33 suite aux réactions de « click chemistry »

et de Zemplén.

Ces glycodendriméres acétylés ont été caractérisés par RMN et ESI-MS. Sur le '"H-RMN,
’ajout des résidus fucoses a été confirmé avec la présence du signal & & = 0.89 ppm pour les
protons en Hs du sucre, celle du signal du proton en position anomérique H, des résidus
galactosides & & = 4.35 ppm et, enfin, des signaux du proton des triazoles qui se distinguent

autour de 8 = 8.0 ppm.
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Figure 2.11 : Spectre RMN-"H (300 MHz, CDCI;) et spectre de masse ESI-MS du composé 32a
(acétylés).

Une fois les groupements hydroxyles des unités saccharidiques déprotégés, les composés
dendritiques désacétylés ont été analysés par RMN et ESI-MS. Pour obtenir de bonnes
analyses par spectroscopie RMN, la caractérisation des composés finaux ont di étre produite
dans le DMSO, leur solubilité étant trop faible dans les solvants deutérés courants pour
obtenir les concentrations nécessaires pour la prise des spectres a température ambiante et
dans un intervalle de temps acceptable. De plus, I’analyse du glycodendrimere de masse
moléculaire €levée, le composé 23, a di se faire a concentration élevée dans I’eau et & une

température interne de la sonde a 80°C + 5°C.
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24 CONCLUSION

Une bibliothéque de macromolécules dendritiques monodisperses et caractérisées a pu étre
produite au moyen d’une stratégie de synthése directe et systématique. Notre approche,
versatile et flexible, a permis d’utiliser des conditions réactionnelles simples, relativement
douces et compatibles, avec une large gamme de fonctions chimiques. Une panoplie de
composés dendritiques présentant différentes variables (le nombre et le type d’unité
saccharique, ainsi que leur disposition dans I’espace) a été synthétisée. Deux principales
séries se distinguent. D’abord, on retrouve les six homoglycodendrimeres, dont un dendron
avec deux résidus fucosides, un dendron et un dendrimere avec quatre et huit résidus
fucosides, et un dendrimére avec seize résidus fucosides. Ensuite, il y a la série
d’hétérodendriméres, dont un dendrimére avec deux résidus fucosides et deux résidus
galactosides et, finalement, un dendrimére avec quatre résidus fucosides et quatre
galactosides. Toutes ces macromolécules ont été évaluées en présence des différentes lectines
de la bactérie PA pour tenter d’associer leur pouvoir d’agglutination a leurs caractéristiques

structurales.

Ces résultats ont été présentés dans une publication parue dans le New Journal of Chemistry.

(Deguise, I.; Lagnoux, D.; Roy, R. New J. Chem. 2007, 31, 1321). '



CHAPITRE 3

ETUDE PRELIMINAIRE DU COMPORTEMENT DES GLYCODENDRIMERES EN
PRESENCE DES LECTINES PA-IL ET PA-IIL DE LA BACTERIE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

Ayant en main une série de molécules dendritiques comportant des résidus fucosides et
galactosides en périphérie, des études de leur comportement en présence des lectines PA-IL
et PA-IIL de la bactérie Pseudomonas aeruginosa ont été effectuées. D’abord, notre
collaboratrice Anne Imberty, chercheure au CERMAV de Grenoble, France, a effectué des
tests ELLA impliquant la lectine PA-IIL et certains composés dont la synthése a été décrite
précédemment. La description du test et des résultats de ces analyses est présentée et discutée
dans la premiére partie de ce chapitre. Ensuite, des tests préliminaires de turbidimétrie ont été
effectués dans nos laboratoires, avec tous les autres composés dendritiques synthétisés et les
deux lectines de la bactérie. Certaines conclusions peuvent étre tirées en regard des structures
moléculaires nécessaires permettant une réticulation efficace entre les glycodendrimeéres et

les lectines tel que discuté dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

3.1  TESTS D’INHIBITIONS COMPETITIVES ELLA

Une des méthodes les plus répandues permettant d’analyser les interactions lectine-sucre est
le test ELLA (Enzyme Linked Lectin Assay). Ce test, dit test « sandwich », consiste a évaluer
le potentiel de molécules données a inhiber 1’adhésion de protéines a un ligand de référence.
Ici, les macromolécules dendritiques fucosylés ont été mises en présence de la lectine PA-TIL
et du méthyle a-L-fucose comme référence. Le schéma suivant représente les différentes

étapes de ce test.
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Figure 3.1 : Représentation schématique du test ELLA.

Ces analyses ont ét¢ effectuées sur une plaque microtitre de 96 puits. Tout d’abord, chacun
des puits doit étre recouvert de lectine PA-IIL, liée de fagon non-covalente par des
interactions de type hydrophobe. Entre les différentes étapes, plusieurs lavages doivent étre
effectués pour enlever I’excédent des composés déposés dans les puits. Ensuite, une protéine
inactive, BSA (albumine sérique bovine) est ajoutée afin d’occuper tous les sites non-occupés
par PA-IIL, évitant ainsi les adhésions non-spécifiques. La plaque est incubée en présence de
I’inhibiteur et du L-fucose biotinylé, puis de la steptavidine peroxydase est ajouté. Cette
protéine tétramérique, couplée a une enzyme peroxydase, se lie a la biotine présente sur les
fucoses durant 1’étape d’incubation. La derniére étape consiste a ajouter un substrat
métabolisable par la peroxydase qui est 1ié & un chromophore. Un signal est alors émis et il
est proportionnel a la quantité des complexes fucose-biotine-steptavidine liés a PA-IIL. Ainsi,
il est possible de mesurer le potentiel d’inhibition relatif de chacune des différentes structures

fucosylées analysées.
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Au tout début du projet, les deux régioisomeres 1 et 2, issus d’une cycloaddition 1,3-dipolaire

thermique et le monomere 34, présentant deux résidus fucosides, ont été envoyés au

laboratoire de Grenoble. Des tests d’inhibitions compétitives ELLA avec la lectine PA-IIL

ont été effectués.
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Figure 3.2 : Composés envoyés au laboratoire de Grenoble.

En comparant les résultats obtenus de ces trois composés, il est possible de déterminer quel

régioisomere est le mieux reconnu par la lectine et d’observer I’influence d’un nombre plus

élevé d’unités saccharidiques sur la structure. Leur affinité relative est déterminée par rapport

au méthyl a-L-fucopyranoside utilisé comme référence et rapportée dans le tableau suivant.

Tableau 1.1 : Résultats des analyses par ELLA des trois composés 1, 2 et 34,

COMPOSE AFFINITE RELATIVE ECART TYPE
Régioisomere 1,5 (1) 1,4 0,12
Monomere fucosylé (34) 3,0 0,67
Régioisomeére 1,4 (2) 2,7 0,1
Méthyl a-L-fucopyranoside 1,0 0

Premiérement, ces résultats démontrent que la lectine présente une meilleure affinité pour les

composés comprenant un cycle triazole, comparativement au méthyl a-L-fucopyranoside

seul. De plus, l'affinité de 1,4 du régioisomeére 1,5 (1) est inférieure a celle de 2,7 observée

pour le régioisomeére 1,4 (2). Cette observation justifie 1’utilisation de la « click chemistry »

pour préparer des composés comprenant des cycles triazoles 1,2,3-disubstitués en 1,4.
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Cependant, contrairement a ce qui aurait été aftendu, 1’affinité relative du monomére 34
présentant deux unités fucosides est seulement de 3.0. La présence de ces deux unités
saccharidiques nous aurait permis de s’attendre a observer environ le double de I’affinité
relative obtenue avec le régioisomére 1,4, Deux hypothéses peuvent étre proposées pour
expliquer cette observation. D’abord, I’utilisation du réactif de Zemplén contenant une
quantité appréciable d’eau peut avoir causé la déprotection partielle de la fonction ester lors
de la déprotection des hydroxyles. La présence de la fonction acide libre ainsi générée peut
avoir occasionné des interactions avec des résidus d’acides aminés voisins du site d’affinité.
Ceci limiterait le déploiement de |’autre unité saccharidique et empécherait la reconnaissance
d’une autre lectine ou, tout simplement rapprocherait trop fortement deux unités
saccharidiques, induisant cette faible affinité. Des analyses avec des structures de plus haute

génération permettraient éventuellement d’expliquer cette observation.

Il est intéressant aussi d’observer la structure tridimensionnelle obtenue par diffraction de
rayons-X par I’équipe de Grenoble, du complexe formé par co-cristalisation de la lectine PA-

IIL avec le régioisomere 1,5 (1) dans le site de liaison.
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Figure 3.3 : Régioisomére 1,5 (1) dans le site de reconnaissance de la lectine PA-IIL; a) densité

électronique autour de composé, b) site de reconnaissance, ¢) surface de Connolly

Cette structure indique que I’hétérocycle vient se positionner dans une zone hydrophobe de la
protéine. De plus, on observe qu’aucune interaction n’est effectuée avec les acides aminés
environnants. Malheuréusement, la cristallisation du régioisomére 1,4 n’ayant pas été
effectuée, il n’a pas été possible d’observer les différences du positionnement du triazole
dans les deux cas. Toutefois, une de nos collegues de travail a synthétisé le méme type de
composé comprenant un hétérocycle comme pharmacophore. 1l s’agit d’un isoxazole qui est
aussi substitué en 1,4. Une cristallisation de ce composé avec PA-IIL a été effectuée, ce qui a
permis d’observer la présence de nouveaux ponts hydrogéne avec la protéine. L ’interaction la
plus importante ainsi observée provient de I’existence de liaison hydrogéne entre ’azote de

I’hétérocycle et I’oxygeéne de Asp 96.



81

2) 0 \O/‘N c) s23 @
/ ~
ol OH o i \1,)
' ~ J ®
ra .
3 i a
b) I\ N.lg D96
JARRN Q..-..l_.\~ (N
Q- Y
J A W N e
3 \ 6
/ DY
— -/
7~ v
kY

Figure 3.4 : a) Représentation du pharmacophore, b) densité électronique autour du composé,

¢) site de reconnaissance.

Ainsi, la configuration spatiale de 1’hétérocycle est importante pour obtenir une bonne
affinité des unités saccharidiques dans les sites de reconnaissance. Ceci justifie 1'utilisation
de la «click chemistry », qui permet de générer des composés avec des triazoles substitués
en 1,4 exclusivement qui semblent manifester une plus grande affinité que le régioisomere
1,5 (1).

32  ANALYSE TURBIDIMETRIQUE

Tel que mentionné précédemment, les systémes saccharidiques multivalents permettent
d’observer une plus grande affinité pour les lectines que les monosacharides. Des analyses de
turbidimétrie, effectuées dans nos laboratoires, supportent I’existence de ce phénomene avec
les macromolécules synthétisées. Ces analyses ont été rendues possibles par la générosité du
Professeur Imberty, qui a fourni quelques milligrammes de PA-IIL d’origine bactérienne,
isolé et purifi¢ dans leur laboratoire. Ces analyses nous ont permis d’atteindre les objectifs de
ce projet, soit de démontrer I’affinité des lectines PA-IL et PA-IIL pour les dendrons et les

dendrimeéres contenant des résidus galactosides et fucosides en surface, respectivement.
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Lorsque les glycodendrimeres sont mis en présence des lectines spécifiques, deux
phénomeénes peuvent étre engendrés. Selon la constitution des dendrimeéres glycosylés, le
composé multivalent peut créer une réticulation intramoléculaire (au sein d’une méme entité)

ou intermoléculaire (entre deux ou plusieurs entités différentes).

La réticulation intramoléculaire consiste en une chélation entre deux sites de reconnaissance
d’une méme lectine. Cet événement est toutefois moins favorable, a cause d’une enthalpie
d’interaction élevée, qui ne stabiliserait que légérement le complexe ligand-récepteur formé.
Pour que le deuxiéme contact soit efficace, le bras espaceur devrait étre de longueur
adéquate, ce qui est difficile a concevoir. De plus, aucune interaction de ce dernier avec la
surface de la lectine ne doit exister, car ceci aurait pour effet d’augmenter I’enthalpie de la
seconde interaction. De plus, I’entropie, synonyme de désordre, vient aussi limiter le
phénomeéne de chélation. Tout bras espaceur pourrait changer de conformation suite a une
rotation, une translation, a I’hydratation, augmentant ainsi le nombre de degrés de liberté,
donc le désordre. Ainsi, des conditions exceptionnelles (longueur et flexibilité¢ des bras

espaceur) doivent étre réunies pour qu’on puisse observer la réticulation intramoléculaire.

Le deuxiéme phénomeéne de réticulation intermoléculaire est donc plus favorisé car les
protéines présentent souvent une architecture multimérique dont les sites de reconnaissance
sont éloignés les uns des autres. Un complexe ligand-récepteur tridimensionnel et insoluble

L . 7
se forme et précipite dans le milieu."’

La figure 3.5 illustre les systemes d’interaction avec
des composés divalents; toutefois, les mémes phénomeénes se produisent également chez les

structures plus complexes.



A. Enthalpie (aH ")

I. Bras rigide Il. Contraintes lll. Interactions
optimisé pénalisantes suplementaires
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B. Entropie (AS ™)
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Figure 3.5 : a) Enthalpie b) Entropie favorisant ou défavorisant la chélation c) réseau

tridimensionnel formé lors de ’agrégation de lectines et de composés divalents.
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Ainsi, ces complexes hautement réticulés deviennent insolubles et visibles & ’ceil nu. En
fonction du temps, une mesure spectroscopique a 490 nm (région du visible) peut étre prise
pour observer la progression de la précipitation du complexe. Le graphique suivant représente
Iopacité des précipités formés en fonction du temps, lorsque les différentes structures
dendritiques (concentration de lmg/ml) sont mises en présence de la lectine PA-IIL

(concentration de 1mg/ml). Ces lectures représentent la moyenne de trois essais effectués.

Précipitation des glycodendriméres avec la lectine PA-IIL
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Figure 3.6 : Précipitation des glycodendriméres avec la lectine PA-IIL.

En regard de ces résultats préliminaires, certaines conclusions pertinentes peuvent étre tirées.
Par exemple, les précipités formés dans le cas des dendrimeére 19, 20, 22, 23 et 33 permettent
d'avancer qu’un minimum de quatre résidus fucosides d’un méme coté du dendrimeére est
nécessaire pour entrainer la précipitation du complexe. De plus, les générations supérieures
des glycodendrimeéres n’occasionnent aucune précipitation plus avantageuse en fonction du
temps que dans le cas de glycodendriméres de plus petites tailles. On peut observer ceci

notamment en comparant les courbes de densité optique obtenues pour les composés 19, 20 et
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22, 23. Ce phénomene peut étre causé par un encombrement stérique entre les sucres et les
résidus d’acides aminés constituant les lectines. Occasionnant une diminution de la
réticulation intermoléculaire entre plusieurs lectines, on observe un précipité moins intense
qu’attendu, si I’on considére le nombre de résidus saccharidiques en surface. Un processus
semblable se produit lorsque les glycodendrimeres 18, 21 et 32 sont mis en présence de la
lectine. Cette derniere se lie aux résidus fucosides sur les glycodendrimeres, sans toutefois
provoquer [’élaboration d’une architecture assez réticulée pour qu’elle devienne insoluble
dans le milieu. Ainsi, le complexe pourrait étre soluble dans 1’eau et aucune valeur de densité

optique ne serait pergue.'"®

Ensuite, le méme type d’analyse a été effectué avec les hétérodendrimeéres et la lectine PA-IL.
Les glycodendrimeres 32 et 33 (concentration de 1mg/ml) ont chacun été mis en présence de
la lectine PA-IL (concentration de 1mg/ml) et une lecture de la densité optique & 490 nm en

fonction du temps été prise. Le graphique suivant montre les résultats recueillis.

Précipitation des glycodendriméres 32 et 33 avec PA-IL
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Figure 3.7 : Précipitation des glycodendriméres 23 et 32 avec la lectine PA-IL.
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Ces résultats indiquent que le glycodendrimere 32 peut agglutiner la lectine et ainsi former un
complexe hautement réticulé insoluble. Par la précipitaion de la matrice, ces résultats
confirment qu’un minimum d’unités saccharidiques en surface du dendrimére est nécessaire
pour effectuer une agglutination adéquate. Le glycodendrimeres 33, présentant quatre unités
galactosides a une extrémité du dendrimére, posséde un pouvoir d’agglutination plus élevé
que le glycodendrimére 32, qui ne présente que deux unités galactosides. Ainsi, aucune

précipitation n’est observée pour ce dernier dendrimére.
L’analyse suivante a été effectuée pour démontrer-la différence d’affinité du glycodendrimere

33 pour PA-IL et PA-IIL. Le graphique suivant illustre les courbes de densité optique du

composé¢ 33 mis en présence de chacune des lectines séparément.

Précipitation du glycodendrimére 32 avec la lectine PA-IIL et PA-IL
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Figure 3.8 : Précipitation du glycodendriméres 33 avec les lectines PA-IIL et PA-IL.
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Ainsi, on peut observer que le complexe formé avec la lectine PA-IL est moins opaque,
comparativement a celul qui est formé en présence de PA-11L, et ce au méme temps donné.
Ces observations concordent si I’on considére les constantes d’affinité des lectines pour leurs
ligands naturels. La constante d’affinité de la lectine PA-IIL pour le résidu fucoside (Ka= 1.6
x 10° M) est considérablement plus élevée que celle de la lectine PA-IL pour le résidu
galactoside (Ka = 3.4 x 10* M™). D{ & cette grande affinité, un complexe insoluble lectine-

sucre se forme plus rapidement et précipite dans le milieu.

Il faut toutefois considérer la provenance des lectines utilisées. La source des deux lectines
n’étant pas la méme, une ayant été isolée dans un laboratoire académique et I’autre disponible
commercialement, une différence de puret¢ des produits peut avoir un effet sur les résultats.
Ainsi, une variation entre les concentrations des différents composés mis en présence I’un de

’autre peut influencer la formation des complexes.

Un troisieme type d’analyse a été effectué. Cette fois, les deux lectines ont été mises en
contact avec le glycodendrimére 33 dans un méme puits. En voulant maintenir le volume
total dans le puits identique a celui des analyses précédentes, une méme quantit¢ de
dendrimeres a été utilisée, mais la quantité de chacune des lectines a été réduite de moitié.
Ainsi, 100 pl d’une solution de concentration 1mg/ml du glycodendrimere et 50 ul de
chacune des solutions de lectines @ Img/ml ont été déposé dans les puits. Avec un total de
100 pl de lectines, le volume final dans les puits demeure de 200 ul. Le tableau suivant
rapporte la progression des formations de précipités. On y retrouve celle du précipité
observée lorsque le glycodendrimere est mis en présence des deux lectines simultanément,
ainsi que celle qui avait été obtenue lors des analyses précédentes, c'est-a-dire en présence

des deux lectines séparément.
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Précipitation du glycodendrimére 33 avec PA-IL, PA-IIL et un mélange des deux

lectines
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Figure 3.9 : Précipitation du glycodendrimére 33 avec PA-IL, PA-IIL et un mélange des deux
lectines.

A premiére vue, le précipité formé en présence des deux lectines simultanément indique une
précipitation intermédiaire entre celui obtenu avec la lectine PA-IIL et PA-IL séparément. En
tenant compte que la concentration de chacune des lectines est diminuée de moitié, ce résultat

est le plus probable. Le graphique suivant permet de mieux illustrer ce constat.
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Corrélation des précipitations du glucodendrimére 33 observée avec le mélange
de lectines et celle observée avec chacune d’'elle séparément. (rapporté a la
méme concentration)

0,25 T = —

0,20

OD (490 nm)

0,05

0 1 2 3 4
Temps (min)
=d—mélange de lectines =& (PA-IL/2)-(PA-IIL/2)
Figure 3.10 : Corrélation des précipitations du glycodendrimére 33 observée avec le mélange de

lectines et celle observée avec chacune d’elles séparément. (Rapporté a 1a méme
concentration).

Pour chacune des lectines, chaque intensité de densités optiques obtenue des analyses en
présence de lectine seule est divisée par deux et additionnée entre elles. Ces nouvelles valeurs
sont ensuite rapportées en fonction du temps. On retrouve donc la courbe observée lors de
I’analyse avec les lectines présentes simultanément et celle calculée a partir des courbes
précédentes. Cette corrélation démontre que les deux courbes se confondent. On peut ainsi
supposer que le dendrimeres 33 effectue une complexation entre les deux types de lectine.
Or, la partie du glycodendrimére recouverte par les résidus fucosides complexe avec la
lectine PA-IIL et la partie recouverte de résidus galactosides avec la lectines PA-IL pour

former un complexe hautement réticulé.

Une analyse plus élaborée en vue d’identifier les lectines pourrait confirmer cette
observation. Par exemple, en utilisant des lectines marquées de chromophores différents, une
lecture spectroscopique a différentes longueurs d’onde permettrait de valider ou non la

conclusion précédente.
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3.3 CONCLUSION

Ces analyses préliminaires ont permis d’observer que les lectines de Pseudomonas
aeruginosa reconnaissent efficacement et sélectivement les unités saccharidiques disposées
sur des dendrimeres. Selon une disposition et une génération déterminée, leur multivalence
permet de former un agrégat insoluble et de former un précipité. D’autres analyses devront
étre effectuées afin de valider et de renforcer les conclusions tirées des observations

précédentes.



CONCLUSION

Pour conclure, 1’objectif du projet a été atteint suite a la synthése de glycodendriméres.
Plusieurs dendrons, homoglycodendrimeres et hétéroglycodendrimeres de lieéme et 2iéme
générations comportant jusqu’a 16 résidus saccharidiques ont été obtenus. Des séquences
réactionnelles itératives ont permis de moduler de fagon efficace la position des résidus
saccharidiques & leur surface. Des réactions de protection, de déprotection, des couplages
peptidiques et des réactions de type “click chemistry” ont permis de produire différentes
générations de glycodendrimeres. L’étape clé dans ces syntheses est la possibilité
d’incorporer des résidus saccharidiques de types fucosides et/ou galactosides
régiosélectivement. Catalysée par du cuivre(l) généré in situ a partir de sulfate de cuivre et
d’acide ascorbique, cette réaction est tres efficace et versatile tout en induisant la formation

régiosélective d’un cycle triazole.

Ainsl, les glycodendrimeres ont permis d’effectuer des tests de reconnaissance sur les lectines
PA-IIL et PA-IIL de la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Cette derniere, lorsqu’impliquée
dans la pathologie de la fibrose kystique, provoque des complications pouvant mener jusqu’a
la mort. Son type d’adhésion, dépendante au calcium, est a la base de la virulence de la
bactérie. Ainsi, ce projet démontre que la multivalence des glycodendrimeres leur permet
d’interférer dans I’adhésion de la bactérie sur les tissus humains. A la base de plusieurs
études éventuelles pour optimiser 1’architecture, la toxicité des dendriméres, plusieurs autres
tests demeurent a effectuer pour comprendre plus & fond le type d’action et le processus

d’adhésion bactérienne.



ANNEXE

Partie expérimentale

Généralités

Un appareil Varian-Gemini 300BB a été utilisé pour enregistrer les spectres de résonance
magnétique nucléaire 'H RMN et ’C RMN. Les spectres des protons ont été effectués a une
fréquence de 300 MHZ et ceux des carbones, a 75 MHz. Plusieurs standards de référence ont
été utilisés pour la calibration des déplacements chimiques. La calibration des protons et des
carbones se référe, soit au chloroforme deutéré (1H, & 7.27 ppm; 13C, § 77.0 ppm), au
méthanol deutéré (‘H, § 3.31 ppm; ’C, § 49.0 ppm), & ’acétone deutérée (‘H, § 2.05 ppm;
C, § 29.9 ppm), au dioxyde de deutérium ('H, 8 4.79 ppm) ou au sulfoxyde de diméthyle
deutéré ("H, & 2.50 ppm; °C, 8 39.5 ppm), selon le cas.

Les spectres de masse en ionisation par electrospray ont ét¢ mesurés par le Dr. Alexandra
Furtos et Mme Karine Venne, du Laboratoire de spectrométrie de masse de I’Université de

Montréal.

Les spectres infrarouges a transformée de Fourier (IRTF) ont été en enregistrés au moyen

d’un appareil Bomem MB-Series.
Les lyophilisations ont été effectuées a I’aide d’un appareil Freeze Mobile 24 (Virtis).

Les chromatographies sur couche mince effectuées durant les synthéses ont utilisé des
plaques commerciales en aluminium recouvertes de gel de silice 60 F254, Merck KGaA. Les
plaques ont été révélées, soit sous lumiére ultraviolette a 254 nm, ou par immersion dans une

solution de molybdate (2.5 g de molybdate d’ammonium, 1.0 g de sulfate cérique dissous
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dans 100 ml d’une solution aqueuse contenant 10% d’acide sulfurique concentré) ou encore
dans une solution d’anisaldéhyde (10 mL de p-anisaldéhyde, 10 mL d’acide sulfurique

concentré et 180 mL d’éthanol 95%) et séchées au moyen d’un séchoir a air chaud.

Les produits ont ét¢ purifiées par chromatographie au moyen de colonnes de verre contenant
du gel de silice (Silice-P Flash Silica Gel, Silicycle), avec des solvants de qualité ACS tels

qu’obtenus du fournisseur.

L’évaporation des solvants durant les synthéses s’est effectuée sur un évaporateur rotatif

(Laborota-4000-efficient Heidolph) sous pression réduite (relié a une trompe a eau).

La lectine PA-IL de Pseudomonas aeruginosa a été achetée chez Sigma-Aldrich (1.9895).
PA-IIL a été extraite de la bactérie dans le laboratoire du Dr. Anne Imberty, CERMAYV,

Grenoble (France) et fournie gracieusement a notre laboratoire.

Les analyses turbidimétriques ont été effectuées sur un lecteur de microplaque de type

Thermo Max.
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Procédures Générales

Procédure A : Couplage peptidique

Un mélange de 3,5—bis(2—azid0éth0xy)benzoate de méthyle 1 et de Pd/C 10% dans MeOH
sont agités sous hydrogéne environ 6 heures. Le Pd/C est ensuite enlevé par filtration et le
filtrat qui contient le composé 4 est évaporé sous pression réduite et repris avec du DMF. A
cette solution, I’acide carboxylique X (2.1 éq), BOP (2,2 éq) et DIPEA (12 éq) sont ajoutés.
Le mélange est agité a température ambiante pendant 4 heures. Ensuite, il est extrait avec
EtOAc qui est ensuite nettoyé par extraction avec une solution saturée de NaHCO,, KHSO,
et une solution saturée en NaCl. La phase organique est ensuite séchée sur Na,SOy, filtrée et
évaporée sous pression réduite. La purification du produit a été faite par colonne

chromatographique sur gel de silice.
Procédure B: Saponification

L’ester X est dissous dans du THF et LiOH (2.2 éqg/acide) dissous préalablement dans 1’eau
est ajouté. La solution est agitée pendant 4 heures et par la suite, acidifiée avec HCI (5 N).
L’extraction du composé acide est effectuée avec EtOAc et HCl IN. La phase organique est
séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée sous pression réduite. La purification du produit final

est effectuée sur colonne chromatographique sur gel de silice.
Procédure C: Couplage peptidique au cceur dendritique

Le composé ayant les amines libres Y (1 éq), BOP (1.2 éq ou 2.2 éq) et DIPEA (6 ou 12 éq)
sont ajoutés a une solution de DMF contenant I’acide carboxylique X (1.2 éq or 2.2 éq). Le
mélange est agité a température ambiante pendant 4 heures et ensuite extrait avec EtOAc. La
phase organique est nettoyée par extraction avec une solution saturée de NaHCOs;, KHSQO, et
une solution saturé en NaCl et ensuite séchée sur Na,SQ,, filtrée et évaporée sous pression

réduite. La purification du produit se fait par colonne chromatographique sur gel de silice.
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Procédure D: Synthése des composés comprenant le cycle triazole

Le dendrimére X est dissous dans ‘BuOH ou THF; ensuite, le composé saccharidique Y (1.1
ég/fonction azoture) est ajouté, ainsi que CuSO45H,0 (0.4 €g/fonction azoture), 1’ascorbate
de sodium (0.7 ég/fonction azoture) et H,O. La solution est agitée & température ambiante ou
chauffée a 50°C pendant une période de 12H. Ensuite, ’extraction est effectuée avec EtOAc
et lavée avec une solution aqueuse saturée en NH,Cl et une solution saturée en NaCl. La
phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée sous pression réduite. La

purification du produit se fait par colonne chromatographique sur gel de silice.

Procédure E: Déprotection des unités saccharidiques.

Le glycodendrimére X est dissous dans le MeOH sec et MeONa est ajouté jusqu’a pH 9. La
réaction est agitée jusqu’a disparition compléte du produit de départ. Ensuite, le milieu est
neutralisé a I’aide de résine Amberlite (H") et filtré. Le filtrat est évaporé, séché sous pression

réduite et lyophilisé.

Procédure F: Déprotection des groupements Boc

Le composé X est dissous dans CH,Cl; et TFA (65 éq) est ajouté a la solution. Le mélange
est agité & température de la piéce pendant 4 heures. Ensuite, le solvant est évaporé sous
pression réduite. La purification du produit se fait par colonne chromatographique sur gel de

silice.



96

Caractérisations

Synthése des composés 1 et 2 :

H
9 10
7 ; B8

10_OH
N, NJ
g \ N O/\(_\. °
6 5 1 8 N 1 N_N
T2 oH o ﬁo OH
2 0 2
H O HO
C14H19N30g
Mol. Wt.: 289,29

Le composé 7 est mis en présence d’azidoéthanol dans du toluéne sous pression a 180°C pour

former le mélange de régioisomeres 1 et 2 dans une proportion de 1/3, respectivement.
Purification;:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 25% MeOH/DCM.

RMN 'H (300 MHz, CD;0D): § (ppm) = 8.04 (s,1H, H8), 4.88 (m,1H, H1), 4.71(dd, 2H, J =
12.36, 42,58 Hz, H7), 3.94 (m, 3H, H2 et H9), 3.74 (m, 2H, H3 et H4), 3.65 (m, 1H, HS),
1,19 (d, 3H, J = 6.59 Hz, H6);

RMN "C (75 MHz, CD,0D): § (ppm) = 142.7, 109.6, 162.9, 121.2, 84.3,77.9, 104.3, 131.8,
113.6, 35.6;
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Synthése du composé 6: 1,2,3,4-tétra-0O-acétyl-a-L-fucopyranose'

OAc
ACO OAc 2

C14H210g
Mol. Wt.: 333,30

Le L-fucose (5.00 g, 30.5 mmol) a été ajouté par petites doses @ un mélange d’anhydride
acétique (40 mL) et de pyridine (200 mL) refroidi a 0 °C. Le mélange réactionnel a ét¢ mis
sous agitation et graduellement réchauffé a température piéce. La réaction est demeurée sous
agitation durant toute une nuit et suivie par CCM (hexane/acétate d’éthyle 1:1) jusqu’a
disparition du matériel de départ. Une fois la réaction terminée, le mélange réactionnel a été
dilué avec du dichlorométhane, puis lavé plusieurs fois avec HCI 10%. La phase organique

a été séchée sur sulfate de sodium (Na,SO4) puis concentrée sous pression réduite.

Purification: Le produit brut obtenu sous forme d’huile a été solidifié sous vide puis
recristallisé avec de 1’éthanol absolu pour obtenir des cristaux blancs correspondant a
’anomere pur a. -
Produit: 8.43 g, 25.3 mmol

Rendement:  77%

p.f. 93-94°C

[ap]®® (¢ = 1.0, CHCIy) : -118.1

RMN 'H (300 MHz, CDCl,): § (ppm) = 6.34 (d,1H, J = 2.3 Hz, H1); 5.32-5.39 (m, 3H, H2,
H3 et H4); 4.28 (1H, m, HS); 2.18 (s, 3H, HAC), 2.15 (s, 3H, HAc), 2.02 (s, 3H, HAc), 2.01
(s, 3H, HAc); 1.16 (3H, d, J= 6.6 Hz, H6);

RMN "C (75 MHz, CDCl,) § (ppm) : 170.5, 170.2, 169.9, 169.1, 89.9, 70.5, 67.8, 67.2, 66.4,
20.9,20.7, 20.6, 20.6, 15.9;

SM (IES): m/z calculé pour C,4H,Q0: 332.3; trouvé: 355.3 [M + Na'].
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Synthése du composé 7 : 2,3,4-tri-O-acétyl-a-L-fucopyranoside de prop-2-ynyle'"

5 0/\7\\
1

A
OAc 2 Ohe

AcO

C15H2008
Mol. Wt.: 328,31

Le 1,2,3,4-tétra-O-acétyl-a-L-fucopyranose 6 (332 mg, 1.0 mmol) a été dissous dans 4.0 mL
de dichlorométhane séché sur tamis moléculaire 4 ~ puis mis sous agitation a température
piéce sous atmosphére d’azote avant 1’ajout de 1’alcool propargylique (2.0 mmol). La
solution a été refroidie a 0 °C puis ’acide de Lewis trifluorure de bore diéthylétérate
(BF;Et,0) (315 pl, 2.5 mmol) a été ajouté goutte a goutte. Le mélange a ensuite été agité a
reflux et sous atmosphere d’azote pendant cing heures et la réaction suivie par CCM
(hexane/acétate d’éthyle 1:1) jusqu’a la disparition du matériel de départ. Le mélange
réactionnel a par la suite été lavé deux fois avec 3.0 ml d’une solution saturée de bicarbonate
de sodium (NaHCO,) puis avec une solution aqueuse saturée de NaCl. La phase organique a
été séchée sur sulfate de sodium (Na,SO,) puis concentrée sous pression réduite pour former

une huile jaunatre.

Purification: Colonne chromatographique sur gel de silice, hexane/acétate d’éthyle (70:30)
Produit: (o:B; 5:1) 292 mg, 0.89 mmol
Rendement:  89%

p.f:58-59°C;

[ap]® (¢ = 1.0, CHCLy): -143.5;

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): § (ppm) = 5.34 (dd, 1H, J=13.3, 10.7 Hz, H3), 5.28 (dd, 1H, J=
1.1, 3.3 Hz, H4), 5.23 (d, 1H, J = 3.6 Hz, H1), 5.14 (dd, 1H, J = 3.6, 10.7 Hz, H2), 4.24 (d,
1H, J= 2.5 Hz, H9), 4.18 (dq, |H, J= 1.1, 6.6 Hz, HS), 2.43 (t, 2H, J = 2.5 Hz, H7), 2.15 (s,
3H, HAc), 2.07 (s, 3H, HAc), 1.97 (s, 3H, HAc), 1.13 (d, 3H, J = 6.6 Hz, H6);

RMN “C (75 MHz, CDCly): & (ppm) = 170.2, 170.4, 169.8, 94.9, 78.5, 74.8, 70.9, 67.7, 67.6,
64.8, 55.1, 20.6, 20.5, 20.5, 15.6;

SM (IES): m/z calculé pour CysH,00s: 328.31; trouvé: 351.3 [M + Na'].
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Synthése du composé 9 : 3,5-bis(2-azidoethoxy)benzoate de méthyle

O, O\ 5
3
N 2 /\/N3
3\/\0 o)
1
C12H14NeO4

Maol. Wt.: 306,28

L’acide 3,5-dihydroxybenzoique (10g, 64 mmol) est dissous dans le MeOH (400 ml) et une
quantité¢ catalytique d’acide sulfurique est ajoutée (0.6 ml). Aprés que la réaction ait été
laissée & reflux durant une nuit, le milieu réactionnel est refroidi a température piece et
neutralisé avec NaOH 2 N. Aprés concentration, le résidu est dissous dans I’acétate d’éthyle
et nettoyé avec de la saumure, Na,SOy sec et la phase organique est évaporée sous pression
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réduite pour obtenir le 3,5-dihydroxybenzoate de méthyle (11.38¢, 94%). ™ Ce dernier (10g,
59 mmol) est dissous par la suite dans DMF sec (100 ml) avec Cs,CO; (2.2 éq) et
’azidoéthanol activée, le composé 4 (2éq). La réaction est laissée sous agitation pour la nuit &
40°C. Le solvant est partiellement évaporé sous pression réduite et dissous dans 1’acétate
d’éthyle. Plusieurs lavages a I’eau et a la saumure sont effectués. Ensuite, la phase organique

est séchée sur Na,SO, et évaporée sous pression réduite. Le composé 9 (17,4g 97%) est

obtenu.

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): & = 7.30 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H3), 6.77 (1, 1H, J = 2.34 Hz,
H4), 4.20 (1, 4H, J = 4.94 Hz, H2), 4.13 (s, 3H, H5), 3.64 (t, 4H, J = 4.95 Hz, H1);
RMN "“C (75 MHz, CDCL,): & = 165.8, 159.5, 133.8, 107.9, 106.5, 77.0, 67.8, 51.2.




100

Synthése du composé 10 : acide 3,5-bis(2-azidoethoxy)benzoique

Cy1H|2NgOq4
Mol. Wt.: 292,25

Procédure B :
X=9(310mg, 1.01 mmol)
LiOH ( 93 mg, 2.22 mmol),
THF (5 mL),

H,O (§ mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 5% MeOH/DCM
Produit: 283.6 mg, 0.36 mmol
Rendement:  96%

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): & = 7.30 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H3), 6.77 (t, 1H, J = 2.34 Hz,
H4), 4.20 (t, 4H, J = 4.94 Hz, H2), 3.64 (t, 44, J = 4.95 Hz, H1),
RMN "*C (75 MHz, CDCl,): § = 165.8, 159.5, 133.8, 107.9, 106.5, 67.8, 51.2.
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Synthése du composé 11 :

NT\L
2 Q 3
Ny O NH\S—
6

C34H3gN1401¢
Mol. Wt.: 802,75

Procédure A :

X =10(2.03 g, 6.94 mmol),
9 (840 mg, 3.30 mmol),
BOP (3.21 g, 7.27 mmol),
DIPEA (6.6 mL, 39.6 mmol)
DMF (30 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 1% MeOH/DCM
Produit: 2.0 g, 2.49 mmol,
Rendement:  75%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): § = 7.17 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H7), 6.96 (d, 4H, J = 2.20 Hz,
H3), 6.71 (br t, 2H, NH), 6.64 (1, 1H, J = 2.20 Hz, H4), 6.61 (t, 2H, J = 2.20 Hz, H8), 4.15 (br
t, 12H, H6 et H2), 3.90 (s, 3H, H9), 3.87-3.84 (m, 4H, HS), 3.60 (t, 8H, ] =4.94 Hz, H1);
RMN "C (75 MHz, CDCl): & = 167.1, 166.4, 159,5, 136.6, 132.2, 108.2, 106.3, 106.1,
104.8, 67.2,66.9, 52.3, 50.0, 39.5;

SM(IES): m/z calc. Cy4H3sN 40,0 802.29; trouvé: 803.30 [M + H]".
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Svynthése du composé 12:

CaaHagN14010
Mol. Wt.: 788,73

Procédure B:

X =11 (300 mg, 0.37 mmol),
LiOH (34 mg, 0.82 mmol),
THF (2 mL),

H,0 (2 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 5% MeOH/DCM
Produit: 283.6 mg, 0.36 mmol,
Rendement:  96%

RMN 'H (300 MHz, MeOH): & = 7.15 (d, 2H, J = 2.47 Hz, H7), 7.02 (d, 4H, J = 2.20 Hz,
H3), 6.68-6.64 (m, 3H, H8 et H4), 4.18-4.15 (m, 12H, H6 et H2), 3.73 (br t, 4H, HS), 3.59 (t,
8H, J = 4.94 Hz, H1);

RMN "C (75 MHz, MeOH): & = 168.0, 165.9, 160,5, 137.2, 133.2, 107.7, 106.1, 105.8,
104.6,66.2,66.0,51.9, 39.5;

SM(IES): m/z calc. C33H36N140,0: 788.27; trouvé: 789.28 [M + H]".
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* Syntheése du composé 13:

N3 N3

C7HgeN30022
Mol. Wt.: 1795,71

Procédure A:

X =12 (362 mg, 0.46 mmol),
9 (55.6 mg, 0.22 mmol),

BOP (213 mg, 0.48 mmol),
DIPEA (0.46 mL, 2.62 mmol)
DMEF (4 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 4% MeOH/DCM
Produit: 264 mg, 0.15 mmol,
Rendement:  67%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): & = 7.56 (br t, 4H, NH), 7.42 (br t, 2H, NH), 7.02 (d, 10H, J =
2.20 Hz, H11 et H3), 6.76 (br s, 4H, H7), 6.56 (br s, 5H, H12 et H4), 6.26 (br s, 2H, HS),
4.05 (t, 20H, J =4.67 Hz, H10 et H2), 3.88 (br s, 8H, H6), 3.82 (s, 3H, H13), 3.68 (brs, 12H,
H9 et H5), 3.51 (t, 16H, J = 4.67 Hz, H1),

RMN "“C (75 MHz, CDCly): & = 167.6, 167.4, 166.6, 159.5, 159.4, 159.3, 136.4, 136.2,
131.9,108.1, 106.2, 105.7, 105.0, 104.1, 67.1, 66.7, 66.4, 52.3, 50.0, 39.5;

SM(ES): m/z calc. C7gHgsN30022: 1794.65; trouvé: 1795.66 [M + H]".
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Synthése du composé 14:

N3

A

%
=z
=)

C77Hg4N30022
Mol. Wt.: 1781,68

Procédure B:

X =13 (242.8 mg, 0.14 mmol),
LiOH (12 mg, 0.30 mmol),
THF (1 mL),

H20 (1 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 2% MeOH/DCM
Produit: 202 mg, 0.11 mmol,
Rendement:  84%

RMN 'H (300 MHz, (CD;),CO): § = 8.08 (br s, 4H, NH), 7.97 (br s, 2H, NH), 7.03 (s, 10H,
Hllet H3), 6.92 (s, 4H, H7), 6.54 (s, 5H, H12 et H4), 6.41 (s, 2H, H8), 4.06 (t, 20H, J = 4.53
Hz, H10 et H2), 4.00 (br s, 8H, H6), 3.67 (br s, 12H, H9 et H5), 3.50 (t, 16H, J = 4.53 Hz,
HI);

RMN "C (75 MHz, (CD5),CO): & = 167.1, 166.9, 159.4, 159.2, 136.4, 105.9, 105.7, 104.5,
66.9, 66.1,49.7,39.1;

SM(IES): m/z calc. C77HgiN3Oq: 1780.64; trouvé: 1781.64 [M + H]".
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Synthése du composé 15:

NT N3
2
QP N
3
Ns\/\o (\5/\/ o
(0]

CysH3oN 1406
Mol. Wt.: 622,60

Procédure C:

X =10 (173.2 mg, 0.59 mmol, 2.1 éq),

Y = 1,3-diaminopropane (24uL, 0.28 mmol),
BOP (275 mg, 0.62 mmol, 2.2 éq),

DIPEA (0.59 mL 3.39 mmol, 12 éq),

DMF (6 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 2% MeOH/DCM
Produit: 140 mg, 0.22 mmol,
Rendement:  80%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): =7.14 (br t, 2H, NH), 7.05 (d, 4H, J = 1.65 Hz H3), 6.64 (s,
OH, H4), 4.20 (t, J = 4.67 Hz, 8H, H2), 3,62 (t, 8H, J = 4.81 Hz, H1), 3.55 (br d, 4H, HS),
1.84 (br s, 2H, H6);

RMN "C (75 MHz, CDClL,): 6 = 167.5, 159.5, 136.7, 106.0, 105.0, 67.3, 50.1, 36.3, 29.7;
SM(ES): m/z calc. CosHaoN4Og: 622.25; trouvé: 623.25 [M + 1] .
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Svynthése du composé 16 :

CeoH7gN3001g
Mol. Wt.: 1615,55

Procédure C:

X =12 (153.3 mg, 0.19 mmol, 2.1 éq),

Y = 1,3-diaminopropane (9 uL, 0.07 mmol),
BOP (90 mg, 0.20 mmol, 2.2 éq),

DIPEA (0.19 mL, 1.11 mmol, 12 éq)

DMF (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 2% MeOH/DCM
Produit: 264 mg, 0.16 mmol,
Rendement:  84%

RMN 'H (300 MHz, DMSO): & = 8.70 (br t, 4H, NH), 8.46 (br t, 2H, NH), 7.06 (d, 8H, J =
2.20 Hz, H3), 7.02 (d, 4H, J = 1.92 Hz, H7), 6.68 (d, 6H, J = 1.92 Hz, H8 et H4), 4.19 (t,
16H, J = 4.65 Hz, H2), 4.13 (t, 8H, J = 5.63 Hz, H6), 3.64 (t, 24H, J = 4.67 Hz, H5 et H1),
3.27-3.25 (m, 4H, H9), 1.70-1.75 (m, 2H, H10);

RMN "“C (75 MHz, CDCly): & = 167.7, 167.6, 159.5, 159.4, 136.4, 136.2, 106.2, 105.5,
105.1,104.2, 67.2, 66.5, 50.0, 39.7, 36.8, 29.2;

SM(IES): m/z calc. CgoH7sN3001s: 1614.61; trouvé: 1615.62 [M + H]".
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Svnthése du composé 17:

N
H
5 H 3
b J
e H\/\OEQL H7(©\O/\’N3
© Nrc-|) o o
o HN
. N

Ny "y H N3
i SN A d
o) 13 6] %—Q
HN NH
Ny~ —\’?} NH H\ O,
O

HNI 01NH O~""N3

Ny ™\~
ot 3
C157H174Ng2042

W Mol. Wt.: 3601,45 M,

Procédure C:

X =14 (90 mg, 0.05 mmol, 2.1 éq),

Y = 1,3-diaminopropane (2 pL, 0.02 mmol),
BOP (23.4 mg, 0.05 mmol, 2.2 éq),

DIPEA (50 mL, 0.29 mmol, 12 éq)

DMEF (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 4% MeOH/DCM
Produit: 66 mg, 0.02 mmol,
Rendement:  76%

RMN 'H (300 MHz. (CD),CO): & = 8.40-8.18 (m, 14H, NH), 7.13 (d, 16H, J = 2.20 Hz,
H3), 7.01 (brs, 12H, H11 et H7), 6.64 (br s, 8H, H4), 6.50-6.43 (m, 6H, H12 et HS), 4.14 (t,
32H, J = 4.67 Hz, H2), 4.06 (br s, 24H, H10 et H6), 3.69 (br s, 24H, HO et H5), 3.58 (t, 16H,
J =4.67 Hz, H1),3.43 (br s, 4H, H13), 1.79 (br s, 2H, H14);

RMN '°C (75 MHz, (CD;),CO): & = 167.6, 167.2, 160.2, 160.0, 137.3, 136.9, 106.6, 106.4,
104.9, 67.7, 66.8, 50.4, 39.7, 31.5;

SM(IES): m/z calc. Cys5H,7sNe; O 3598.34; trouvé: 1801.17 [M + 2H]*.
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Synthése du composé 18a:

0
N”N‘NI
AcO —_—
AcO\O 0

OAc

Vo Wi 96231

Procédure D:

X=9(51 mg, 0.17 mmol),

Y=7 (120 mg, 0.37 mmol),

CuS0,4°5H,0 (33 mg, 0.13 mmol),
Ascorbate de sodium (46 mg, 0.23 mmol),
‘BuOH (1 mL) and H,O (1 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 25% EtOAc/Hexane
Produit: 153 mg, 0.16 mmol,
Rendement:  96%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): § = 7.72 (s, 2H, H8), 7.18 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H11), 6.61 (t,
1H, J = 2.34 Hz, H12), 5.34 (dd, 2H, J = 3.30, 10.71 Hz, H3), 5.27 (dd, 2H, J = 1.10, 3.57
Hz, H4), 5.19 (d, 2H, J = 3.85 Hz, H1), 5.12 (dd, 2H, J = 3.57, 10.71 Hz, H2) 4.83 (d, 2H, J
=12.64 Hz, H7a), 4.78 (t, 4H, J = 4.95 Hz, H9), 4.67 (d, 2H, J = 12.64 Hz, H7b), 4.40 (1,
4H, J = 4.67 Hz, H10), 4.18 (br q, 2H, HS), 3.90 (s, 6H, H13), 2.16 (s, 6H, HAC), 2.01 (s,
6H, HAC), 1.97 (s, 6H, HAC), 1.10 (d, 6H, J = 6.59 Hz, H6);

RMN “C (75 MHz, CDCL,): § = 170.5, 170.2, 169.9, 166.0, 158.7, 144.0, 132.3, 123.6,
108.3, 106.4, 95.6, 70.9, 67.8, 67.7, 66.5, 64.6, 61.1, 52.3, 49.5, 20.6, 20.5, 20.5, 15.7;
SM(IES): m/z calc. C4Hs4NgOs0: 962.34; trouvé: 963.35 [M + H]".
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Synthése du composé 18 :

CagHaoNgO14
Mol. Wt.: 696,66

Procédure F:
X = 18a (38 mg, 0.04 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 26 mg, 0.04 mmol,
Rendement:  96%

RMN 'H (300 MHz, D,0): & = 7.99 (s, 2H, H8), 6.83 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H11), 6.23 (br t,
1H, H12), 4.83-4.65 (m, 4H, H3 et H2), 457 (dd, 4H, J = 13.05, 25.41 Hz, H7), 4.29-4.20
(m, 4H, H10), 3.59-3.41 (m, 10H, J = 1.37, 2.47 Hz, H9, H5, H4 et H1), 0.73 (d, 6H, J =
6.59 Hz, H6);

RMN "“C (75 MHz, DMSO): & = 175.2, 160.1, 146.0, 140.8, 127.1, 109.9, 105.8, 100.5, 73.2,
71.0,69.5, 68.2, 62.6, 51.5, 16.6;

SM(ES): m/z calc. CpoHyoNgO14: 696.26; trouvé: 697.27 [M + HJ".
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Synthése du composé 19a :

6__S 7
) o O’}__\s
Ac 1 -
chJZOAc Na N—®

N4
N

10

12
o)
Ac ;%7 ’}_;/\N\/\o HN\<—

OAC Nu

_N
N/ AY
N
AcO — /\,o 17
TN, o=/ et
OAc

o]

[¢]
’/N\
Ao \)Nt/NI CogH118N 14042
O 0 Mol. Wt.: 2116,01
OAc
Procédure D:

X =11(94.2 mg, 0.12 mmol),

Y =7 (158 mg, 0.48 mmol),

CuS0O,5H,0 (47 mg, 0.19 mmol),

Ascorbate de sodium (65 mg, 0.33 mmol),

‘BuOH (1 mL), H,0 (1 mL).

Purification: =~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 5% MeOH/DCM
Produit: 198 mg, 0.09 mmol,

Rendement:  80%

RMN 'H (300 MHz, CDCl,): & = 7.74 (s, 4H, H8), 7.18 (d, 2H, J = 1.92 Hz, H15), 6.97-7.07
(m, 2H, NH), 6.92 (br s, 4H, H11), 6.68 (br s, 1H, H16), 6.50 (br s, 2H, H12), 5.33 (dd, 4H,
J =3.44,10.85 Hz, H3), 5.26 (d, 4H, J = 2.47 Hz, H4), 5.18 (d, 4H, J = 3.85 Hz, H1), 5.12
(dd, 4H, J = 3.57, 10.71 Hz, H2), 4.85-4.65 (m, 16H, H9 et H7) 4.38 (br s, 8H, H10), 4.23-
4.11 (m, 8H, H14 et HS), 3.88 (s, 3H, H17), 3.87-3.78 (m, 4H, H13), 2.16 (s, 12H, HAC),
2.00 (s, 12H, HAC), 1.97 (s, 12H, HAC), 1.10 (d, 12H, J = 6.31 Hz, H6);

RMN "“C (75 MHz, CDCl,): & = 170.6, 170.5, 170.1, 166.8, 159.6, 159.0, 144.1, 136.9,
132.25, 123.8, 108.1, 106.3, 104.7, 95.6, 71.0, 68.0, 67.9, 67.0, 66.6, 64.7, 61.1, 52.3, 49.7,
39.5,20.8,20.7, 20.6, 15.8;

SM(IES): m/z calc, CoqH 15N 14Ouy: 2114.75; trouvé: 2115.75 [M + H]".




Svynthése du composé 19:

7
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N o v
HO\S o\/\\/
OH
C70Ho4N 14030

Mol. Wt.: 1611,57

Procédure E:
X =19a (150 mg, 0.07 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 112 mg, 0.07 mmol

Rendement:  Quantitatif
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RMN 'H (300 MHz. DMSO): & = 8.66 (br t, 2H, NH), 8.18 (s, 4H, H8), 7.07 (br s, 21, H15),
7.02 (s, 4H, H11), 6.82 (s, 1H, H16), 6.66 (s, 2H, H12), 4.75-4.73 (m, 12H, H10 et H1),
4.63 (d, 4H, J = 12.37 Hz, H7a), 4.51-4.42 (m, 26H, H9, H7b et H4), 4.12 (br t, 4H, H14),
3.81-3.75 (m, 7H, H17 et H5), 3.59-3.46 (m, 12H, H13, H3 et H2), 1.05 (d, 12H, J = 6.32

Hz, H6);

RMN “C (75 MHz, DMSO): & = 165.8, 159.6, 158.9, 144.1, 136.3, 131.6, 124.4, 107.6,

106.4, 104.1, 98.6, 71.6, 69.6, 68.0, 66.4, 66.1, 60.1, 52.3,48.9, 16.4;
SM(ES): m/z calc. C7oHgsN1403¢: 1610.63; trouvé: 1611.63 [M + H]+.
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Synthése du composé 20a:

2 OO

Ci9gH246N300386 19

Mol. Wt.: 442222 H 18 H
N0 (cg=

Procédure D:

X =13 (20.2 mg, 0.01 mmol), Y =7 (32.5 mg, 0.09 mmol, 8.8 eq.),
CuS045H,0 (9 mg, 0.04 mmol), Ascorbate de sodium (12 mg, 0.06 mmol),
THF (1 mL), H,O (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 3% MeOH/DCM
Produit: 40 mg, 0.009 mmol,

Rendement:  77%

RMN 'H (500 MHz, CDCly): & = 7.77 (s, 8H, H8), 7.54 (br t, 4H, NH), 7.36 (br s, 2H, NH),
7.10 (br s, 2H, H19), 6.92 (br s, 8H, H11), 6.82 (br s, 4H, H15), 6.70 (br s, 1H, H20) 6.42 (br
s, 4H, H12), 6.37 (br s, 2H, H16), 5.30 (dd, 8H, J = 3.42, 10.74 Hz, H3), 5.23 (d, 8H, J =
2.93 Hz, H4), 5.17 (d, 8H, J = 3.42 Hz, H1), 5.11 (dd, 8H, J = 3.42, 10.74 Hz, H2), 4.79 (d,
8H, J = 12.70 Hz, H7a), 4.72 (s, 16H, H9), 4.64 (d, 8H, J = 12.70 Hz, H7b), 4.29 (br s, 16H,
H10), 4.16-4.12 (m, 12H, H18 et HS), 3.97 (br s, 8H, H14), 3.85 (s, 3H, H21), 3.73-3.70 (m,
12H, H17 et H13), 2.15 (s, 24H, HAC), 1.98 (s, 24H, HAC), 1.96 (s, 24H, HAC), 1.08 (d,
24H, J = 6.34 Hz, H6);

RMN "C (125 MHz, CDCl,): § = 170.6, 170.4, 170.1, 167.1, 158.6, 158.9, 144.1, 136.7,
136.4, 123.9, 106.2, 104.9, 95.7, 71.0, 68.0, 67.9, 66.5, 64.7, 61.1, 54.8, 49.6, 39.5, 20.7,
20.6,15.8.
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Synthése du composé 20:

2L o
1
H 18 H
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OH H Jon o
OH OH OH
OH 'OH H
OH o

Cis0H198N30062

Mol. Wt.: 3413,34
Procédure E:
X =20a (10.8 mg, 0.002 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 8 mg, 0.002 mmol,

Rendement:  Quantitatif

RMN 'H (300 MHz, DMSO): & = 8.69 (s, 6H, NH), 8.17 (s, 8H, H8), 7.03 (s, 14H, H19, H15
et H11). 6.65 (s, 7H, H20, H16 et H12), 4.74-4.43 (m, 64H, H10, H9, H7, H4 et H1), 4.11 (s,
8H, H14), 3.78 (s, 8H, HS), 3.76-3.28 (m 35H, H21, H18, H17, H13, H3 et H2), 1.03 (d,
24H, J = 6.32 Hz, H6);

RMN "C (75 MHz, DMSO): & = 165.9, 165.7, 159.7, 159.4, 158.9, 158.8, 144.1, 144.0,
136.4, 136.1, 124.4, 124.2, 106.4, 105.8, 98.6, 98.5, 71.6, 69.6, 68.0, 66.4, 66.1, 63.1, 60.1,
31.3, 16.4;

SMES): m/z calc. CysoH,5gN300¢2: 3411.33; trouvé: 1706.67 [M + 2H]*".
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Synthése du composé 21a :

8 9 J
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N
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O O%/ 8AC

AcO Jdac€onc

CgsHj 10N 14033
Mol. Wt.: 1935,85

Procédure D:

X =15 (50 mg, 0.08 mmol),

Y =7 (16 mg, 0.35 mmol),

CuS04°SH,0 (32 mg, 0.13 mmol),

Ascorbate de sodium (45 mg 0.23 mmol),

‘BuOH (1 mL)

H,O (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 4% MeOH/DCM
Produit: 124 mg, 0.06 mmol,

Rendement:  80%

RMN 'H (300 MHz, CDCl,): § = 7.76 (s, 4H, H8), 7.54 (br s, 2H, NH), 7.00 (br s, 4H, H11),
6.52 (br s, 2H, H12), 5.30 (dd, 4H, J = 3.30, 10.71 Hz, H3), 5.23 (d, 4H, J = 2.75 Hz, H4),
5.17 (d, 4H,J = 3.57 Hz, H1) 5.10 (dd, 4H, J = 3.57, 10.99 Hz, H2), 4.82-4.64 (m, 64H, H9
et H7), 4.42 (br s, 8H, H10), 4.12 (br q, 4H, HS), 3.51 (br s, 4H, H13), 2.14 (s, 12H, HAC),
1.99 (s, 12H, HAC), 1.95 (s, 12H, HAC), 1.82 (br s, 2H, H14), 1.08 (d, J = 6.32 Hz, 12H,
He);

RMN "“C (75 MHz, CDCly): § = 170.6, 170.4, 170.1, 167.0, 159.0, 144.1, 136.8, 123.9,
106.0, 105.1, 95.7,71.0, 67.9, 67.8, 66.6, 64.6, 61.1, 49.7, 36.1, 29.1, 20.7, 20.6, 20.6, 15.7;
SM(IES): m/z calc. CgsHy1oN14O55: 1934.71; trouvé: 1935.71 [M + H]+.
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Synthése du composé 21 :

%
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Cs1HgsN14026
Mol. Wt.: 1431 41

Procédure E:
X =21a (36 mg, 0.02 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 26 mg, 0.02 mmol,
Rendement: 98%

RMN 'H (300 MHz, D,0): & = 7.93 (s, 4H, H8), 6.47 (s, 4H, H11), 6.11 (s, 2H, H12), 4.81
(s, 4H, H1), 4.59-4.53 (m, 12H, H7 et H4), 4.04 (br s, 8H, H10), 3.63-3.21 (m, 24H, H13,
H9, HS, H3 et H2), 1.74 (br's, 2H, H14), 0.82 (d, 12H, J = 5.49 Hz, H6);

RMN "C (75 MHz, D,0 + (CD;),CO): § = 168.0, 158.2, 143.9, 135.2, 124.9, 105.6, 104.2,
98.3,71.3,69.1, 67.5, 66.2, 66.0, 60.3,49.3,37.8, 27.1, 14.7,

SM(IES): m/z calc. CgiHgeN4Oz: 1430.58; trouvé: 1431.59 [M + H]".
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Synthése du composé 22a :
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Procédure D:

X =16 (49.7 mg, 0.03 mmol),

Y =7 (89 mg, 0.27 mmol),

CuS0O45H,0 (25 mg, 0.10 mmol),
Ascorbate de sodium (34 mg, 0.17 mmol),
‘BuOH (1 mL)

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 6% MeOH/DCM
Produit: 107 mg, 0.03 mmol,
Rendement:  82%

RMN 'H (500 MHz, CDCl,): & = 7.78 (s, 8H, H8), 7.76-7.60 (m, 6H, NH), 6.92 (s, 12H, H15
et H11), 6.41-6.38 (m, 6H, H16 et H12), 5.29 (dd, 8H, J = 3.30, 10.86 Hz, H3), 5.22 (d, 8H,
J =293 Hz, H4), 5.17 (d, 8H, J = 3.66 Hz, H1), 5.09 (dd, 8H, J = 3.66, 10.75 Hz, H2), 4.79
(d, 8H, J = 12.46 Hz, H7a), 4.71 (s, 16H, H10), 4.63 (d, 8H, J = 12.46 Hz, H7b), 4.28 (s,
16H, H9), 4.13 (q, 8H, J = 6.11 Hz, H5), 4.02 (br s, 8H, H14), 3.70 (br s, 8H, H13), 3.52-
3.42 (m, 4H, H17), 2.14 (s, 24H, HAC), 1.97 (s, 24H, HAQC), 1.95 (s, 24H, HAC), 1.89-1.77
(m, 2H, H18), 1.06 (d, 24H, J = 6.35 Hz, HO6);

RMN PC (125 MHz, CDCLy): & = 170.6, 170.4, 170.1, 167.4, 167.2, 159.5, 158.9, 1440,
136.7, 136.3, 124.0, 106.1, 105.8, 104.9, 104.8, 95.7, 71.0, 68.0, 67.8, 66.4, 64.7, 61.0, 49.6,
39.4,37.1,29.6, 20.7, 20.6,20.5 15.7,

SM(IES): m/z calc. Cg0H,35N300g;: 4241.54; trouvé: 2121.78 [M + ZH]2+
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Synthése du composé 22:
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C141H199N30058
Mol. Wt.: 3233,18

Procédure E:
X =22a (48.3 mg, 0.01 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 30 mg, 0.009 mmol,
Rendement: 82%

RMN 'H (300 MHz, DMSO): & = 8.69 (br t, 4H, NI), 8.17 (s, 8H, H8), 7.02 (br s, 12H, H15
et H11), 6.65 (br s, 6H, H16 et H12), 4.74-4.42 (m, 64H, H10, H9, H7, 4 et H1), 4.11 (br s,
8H, H14), 3.78 (br q, 8H, H5), 3.58-3.14 (m, 28H, H17, H13, H3, et H2), 1.74 (br s, 2H,
H18), 1.04 (d, 24H, J = 6.04 Hz, H6);

RMN "C (75 MHz, DMSO): § = 165.7, 165.5, 159.4, 158.8, 144.1, 136.6, 136.3, 124.4,
106.3, 105.9, 104.1, 98.6, 71.6, 69.6, 68.0, 66.4, 66.1, 60.1, 48.9,37.2,29.2, 16.4;

SM(IES): m/z calc. Cs HgsN 4O 3231.28; trouvé: 1078.11 [M + 3H]3+
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Synthése du composé 23a :
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Procédure D:

X =17 (66 mg, 0.02 mmol),

Y =7 (106 mg, 0.32 mmol, 17.6 eq),
CuS0,°5H,0 (29 mg, 0.12 mmol),
Ascorbate de sodium (41 mg, 0.2 mmol),
‘BuOH (1 mL)

H,O (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 7% MeOH/DCM
Produit: 78.7 mg, 0.009 mmol
Rendement:  49%



119

RMN 'H (500 MHz, CDCL): & = 7.81 (br s, 12H, NH), 7.77 (s, 16H, H8), 6.97 (br s, 16H,
H11), 6.85 (br s, 4H, H19), 6.76 (br s, 8H, H15), 6.42 (br s, 8H, H10), 6.26 (br s, 6H, H20 et
H16), 5.28 (dd, 16H, J =3.42, 10.74 Hz, H3), 5.21 (d, 16H, J=2.93 Hz, H4), 5.16 (d, 16H, J
=3.91 Hz, H1), 5.09 (dd, 16H, J = 3.91, 10.74 Hz, H2), 4.77 (d, 16H, J = 12.70 Hz, H7a),
4.69 (br s, 32H, HY), 4.61 (d, 16H, J = 12,70 Hz, H7b), 4.26 (br s, 32H, H10), 4.12 (br q,
16H, H5), 3.93 (br s, 24H, H18 et H14), 3.64 (br s, 24H, H17 et H13), 3.49 (br s, 4H, H21),
2.50 (brs, 2H, H22), 2.13 (s, 48H, HAC), 1.96 (s, 48H, HAC), 1.94 (s, 48H, HAC), 1.05 (d,
48H, J = 6.35 Hz, H6);

RMN "C (125 MHz, CDCly): § = 170.6, 170.4, 170.1, 167.1, 159.5, 159.4, 158.9 , 144.0,
136.6, 136.2, 124.0, 106.1, 105.0, 95.6, 71.0, 67.9, 67.8, 66.4, 64.6, 61.0, 49.5, 39.5, 29.6,
20.7, 20.6, 20.5, 15.7;

SM(IES): m/z calc. Ci97H494Ng2O170: 8854.48; trouvé: 1771.81 [M + 5H]5+;

IR (cm™) : v=1751.
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Synthése du composé 23:
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Prodédure E:
= 23a (77 mg, 0.009 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 57 mg, 0.008 mmol
Rendement:  97%

RMN 'H (300 MHz, D,0, 80°C): & = 8.32 (s, 16H, H8), 7.13'(br s, 28H, H19, H15 et HI1),
6.77 (br d, 14H, H20, H16 et H12), 5.28 (d, 16H, J = 3.22 Hz, H4), 4.99 (br s, 64H, H9, H7a
et H1), 4.63 (br s, 32H, H10 et H7b), 4.31-3.92 (m, 112H, H18, H17, H14, H13, H5, H3 et
H2), 3.65 (br s, 4H, H21), 2.07 (br s, 2H, H22), 1.35 (d, 48H, J = 6.45 Hz, H6);

RMN "“C (75 MHz, DMSO, 80°C): & = 169.0, 160.2, 159.7, 145.2, 136.8, 125.8, 107.5,
107.3, 106.0, 99.5, 72.6, 70.7, 69.0, 67.4, 61.6, 50.4, 40.2, 16.0;

SM(IES): m/z calc. Cso;H30sNg20125: 6832.69; trouvé: 1709.17 [M + 4H]*.
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Synthése du composé 28a:

C1gH23NgO5
Mol. Wt.: 448,48

Procédure C :

X =10(51.2 mg, 0.18 mmol, 1.2 éq.)
Y =27 (25.4 mg, 0.15 mmol),

BOP (77 mg, 0.18 mmol, 1.2 éq),
DIPEA (0.15 mL, 0.88 mmol, 6 éq),
DMEF (3 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, ¢luant 2% MeOH/DCM
Produit: 60 mg, 0.13 mmol
Rendement:  85%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): 8 = 7.54 (br t, 1H, NH), 7.07 (d, 2H, J = 1.65 Hz, H3), 6.61 (1,
1H, J = 2.20 Hz, H4), 5.03 (br t, 1H, NH), 4.16 (t, 4H, J = 4.95 Hz, H2), 3.58 (t, 4H, J =
4.95 Hz, H1), 3.47 (q, 2H, J = 6.32, 12.22 Hz, H5), 3.23 (q, 2H, J = 6.14, 12.09 Hz, H7),
1.72-1.64 (m, 2H, H6), 1.43 (s, 9H, H9);

RMN “C (75 MHz, CDCly): § = 166.7, 159.3, 157.0, 136.8, 105.8, 105.2, 79.5, 67.1, 50.0,
36.9,35.9,29.9, 28.3;

SM(IES): m/z calc. C oHysN3Os: 448.22; trouvé: 471.21 [M + Na]”.




122

Svnthése du composé 28:
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Mol. Wt.: 1221,18

Procédure D:

X =28a (54.9 mg, 0.12 mmol),

Y =26 (104 mg, 0.27 mmol, 2.2 eq.),
CuS0O,°5H,0 (24.5 mg, 0.10 mmol),
Ascorbate de sodium (34 mg, 0.17 mmol),
‘BuOH (1 mL) and H,O (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 3% MeOH/DCM
Produit: 137 mg, 0.11 mmol,
Rendement:  92%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): & = 7.71 (s, 2H, H8), 7.51 (br t, 1H, NH), 7.04 (br s, 2H, H11),
6.53 (t, 1H, J = 2.20, 4.12 Hz, H12), 5.38 (d, 2H, J = 3.30 Hz, H4), 5.20 (dd, 2H, J = 7.97,
10.44 Hz, H2), 5.02-4.95 (m, SH, H7a, H3 et NH), 4.81-4.70 (m, 6H, H10 et H7b), 4.64 (d,
2H, J = 17.69 Hz, H1), 439 (t, 4H, J = 4.67 Hz, H9), 4.20-4.07 (m, 4H, Ho6a et HS), 3.94 (t,
2H, J = 6.59 Hz, H6b), 3.46 (br q, 2H, H13), 3.22 (br q, 2H, H15), 2.13 (s, 6H, HAC), 2.04
(s, 6H, HAC), 1.97 (s, 6H, HAC), 1.93 (s, 6H, HAC), 1.71-1.67 (m, 2H, H14), 1.43 (s, 9H,
H16);

RMN "C (75 MHz, CDCl,): & = 170.4, 170.1, 170.0, 169.6, 168.1, 158.9, 144.3, 137.1,
123.7, 106.2, 104.8, 100.4, 79.5, 70.8, 70.7, 68.8, 67.0, 66.5, 62.9, 61.2, 49.6, 36.9, 35.9,
28.3, 20.6, 20.5;

SM(IES): m/z calc. Cs;H72NgO,s: 1220.46; trouvé: 1221.47 [M + H]".
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Synthése du composé 29a:
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Mol. Wt.: 944,95

Procédure C:

X =12 (93.5 mg, 0.12 mmol, 1.2 éq.),
Y =27 (17.2 mg, 0.10 mmol),

BOP (52.4 mg, 0.12 mmol, 1.2 éq),
DIPEA (103 mg, 0.59 mmol, 6 éq),
DMF (2 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 3% MeOH/DCM
Produit: 79 mg, 0.08 mmol,
Rendement:  85%

RMN 'H (300 MHz, CDCL): § = 7.40-7.60 (m, 3H, NH), 7.06 (d, 4H, J = 2.20, H3), 6.79 (br
s, 2H, H4), 6.60 (t, 2H, J = 2.28 Hz, H7), 6.26 (br s, 1H, H8), 5.15 (br t, 1H, NH), 4.11 (1,
8H, J = 4.81 Hz, H2), 3.94 (br s, 4H, H6), 3.72 (br d, 4H, H5), 3.55 (t, 8H, J = 4.95 Hz, H1),
3.49-3.43 (m, 2H, H9), 3.21-3.19 (m, 2H, H11), 1.60-1.80 (m, 2H, H10), 1,41 (s, 9H, H12);
RMN “C (75 MHz. CDCly): & = 167.4, 159.4, 156.8, 136.5, 106.2, 105.5, 105.1, 104.0, 79.5,
67.1,66.5, 50.0, 39.6, 37.2, 36.3, 29.6, 28.3.
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Synthése du composé 29:
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Procédure D:

X =29a (69 mg, 0.07 mmol), Y =26 (124 mg, 0.32 mmol, 4.4 eq.),
Ascorbate de sodium (41 mg, 0.20 mmol), CuS0O45H,0 (29 mg, 0.12 mmol),
‘BuOH (1 mL) H,O (1 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, ¢luant 4% MeOH/DCM
Produit: 139.5 mg, 0.06 mmol,
Rendement:  77%

RMN 'H (300 MHz, CDCLy): & = 7.72 (s, 4H, H8), 7.28 (br t, 2H, NH), 7.00 (br s, 2H, H15),
6.93 (d, 4H, J = 1.10 Hz, H11), 6.52 (br t, 1H, H16), 6.49 (t, 2H, J = 2.20 Hz, H12), 5.38 (d,
4H, J = 2.75 Hz, H4), 5.22-5.16 (m, SH, H2 et NH), 5.12-4.94 (m, 8H, H7a et H3), 4.79-4.72
(m, 12H, H10 et H7b), 4.65 (d, 4H, J = 7.69 Hz, H1), 4.35 (t, 8H, J = 4.95 Hz, H9), 4.03-
4.08 (m, 12H, H14, H6a et HS), 3.94 (br t, 4H, H6b), 3.79-3.73 (m, 4H, H13), 3.46-3.44 (m,
2H, H17), 3.20-3.18 (m, 2H, H19), 2.12 (s, 12H, HAC), 2.04 (s, 12H, HAC), 1.95 (s, 12H,
HAC), 1.92 (s, 12H, HAC), 1.71-1.67 (m, 2H, H18), 1.41 (s, 9H, H20);

RMN "C (75 MHz, CDCl,): § = 170.4, 170.2, 170.1, 169.8, 166.8, 159.6, 159.0, 144.3,
137.0, 136.8, 123.8, 106.5, 105.7, 104.8, 104.6, 100.4, 79.5, 70.8, 70.7, 68.8, 67.0, 66.5, 63.0,
61.2,49.6,39.4,37.1,36.0,29.7, 28.4, 20.7, 20.6, 20.4, 20.5;

SM(IES): m/z calc. CipoH 40N 6Os;: 2488.89; trouvé: 2489.89 [M + H];
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Synthése du composé 30a:
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Mol. Wt.: 1121,06

Procédure F:

X =28 (67 mg, 0.05 mmol),
TFA (0.26 mL, 3.57 mmol),
CH,CL, (1 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 7% MeOH/DCM
Produit: 53 mg, 0.05 mmol,
Rendement:  86%

RMN 'H (300 MHz, CDCL,): & = 8.07- 7.90 (m, 3H, NH), 7.77 (s, 2H, H8), 6.89 (br s, 2H,
H11), 6.40 (br s, 1H, H12), 5.39 (d, 2H, J = 3.30 Hz, H4), 5.21-5.11 (m, 2H, H2), 5.02 (dd,
2H,J = 3.28, 10.44 Hz, H3), 4.95 (d, 2H, J = 12.35 Hz, H7a), 4.82-4.62 (m, 8H, H10, H7b et
H1), 4.30 (br s, 4H, H9), 4.21-4.05 (m, 4H, H6a et H5), 3.96 (t, 2H, J = 6.32 Hz, H6b), 3.47
(br's, 2H, H13), 3.22 (br s, 2H, H15), 3.01 (br s, 2H, H14), 2.13 (s, 61, HAC), 2.03 (s, 6H,
HAC), 1.99 (s, 6H, HAC), 1.92 (s, 6H, HAC);

RMN “C (75 MHz. CDCl,): & = 170.5, 170.1, 170.0, 169.8, 168.3, 159.2, 144.3, 136.1,
124.1, 106.6, 105.6, 100.6, 71.0, 70.9, 69.1, 67.3, 66.7, 62.8, 61.3, 49.7, 37.1, 36.3, 272,
20.5, 20.4, 20.4;

SM(IES): m/z cale. CagHeNsOss: 1120.41; trouvé: 1121.42 [M + H".
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Synthése du composé 30:
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Procédure C:
X =10 (17 mg, 0.05 mmol, 1.2 eq.),
Y = 30a (54.3 mg, 0.05 mmol),
BOP (26 mg, 0.06 mmol, 1.2 eq),

DIPEA (51 ul, 0.29 mmol, 6 eq),
DME (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 6% MeOH/DCM
Produit: 48.1 mg, 0.03 mmol,
Rendement:  71%

RMN 'H (300 MHz, CDCl,): & = 7.72 (s, 2H, H8), 7.52 (br t, 1H, NH), 7.40 (br t, 1H, NH),
7.05 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H11), 7.02 (d, 2H, J = 2.20 Hz, H11"), 6.62 (t, 1H, J = 2.20 Hz,
H12), 6.53 (br t, 1H, H12°), 5.39 (d, 2H, J = 2.47 Hz, H4), 5.19 (dd, 2H, J = 7.97, 10.43 Hz,
H2), 4.94-5.04 (m, 4H, H7a et H3), 4.73-4.83 (m, 6H, H10 et H7b), 4.64 (d, 2H, J = 7.97 Hz,
H1), 4.40 (br t, 4H, H9), 4.06-4.22 (m, 8H, H10’, H6a et H5), 3.93 (br t, 2H, H6b), 3.60 (t,
4H, J = 4.67 Hz, H9"), 3.50 (br q, 2H, H13’ et H13), 2.13 (s, 6H, HAC), 2.04 (s, 6H, HAC),
1.97 (s, 6H, HAC), 1.94 (s, 6H, HAC), 1.84 (br s, 2H, H14);

RMN "C (75 MHz, CDCl,): & = 170.4, 170.1, 170.0, 169.7, 167.3, 167.0, 159.5, 159.0,
1443, 136.9, 136.7, 123.8, 106.4, 106.0, 104.8, 104.7, 100.4, 70.8, 70.7, 68.8, 67.2, 67.0,
66.5, 62.9,61.2, 50.0, 49.6, 36.3, 29.4, 20.7, 20.6, 20.6, 20.5;

SM(IES): m/z calc. CsoH74N4046: 1394.49; trouvé: 1395.50 [M + H]".
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Synthése du composé 31a :
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Procédure F:

X =29 (45 mg, 0.02 mmol),

TFA (87 pl, 1.17 mmol), CH2CI2 (1 mL).

Purification: ~ Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 8% MeOH/DCM
Produit: 31.9 mg, 0.01 mmol,

Rendement:  74%

RMN 'H (300 MHz, CDCL,): & = 8.18-8.11 (m, 3H, NH),7.86 (br s, 1H, NH), 7.74 (s, 4H,
H8), 7.69 (br s, 4H, H11), 6.96 (br s, 2H, H15), 6.45 (br s, 2H, H12), 6.36 (br s, 1H, H16),
538 (d, 4H,J = 3.30 Hz, H4), 5.17 (dd, 4H, J = 7.97, 10.44 Hz, H2), 5.02 (dd, 4H, J = 3.30,
10.44 Hz H3), 4.93 (d, 4H, J = 12.64 Hz, H7a), 4.77-4.64 (m, 16H, H10, H7b et H1), 4.30
(brs, 8H, H9), 4.19-4.06 (m, 12H, H14, H6a et H5), 3.98-3.93 (m, 4H, H6b), 3.67 (br s, 4H,
H13), 3.46 (br s, 2H, H17), 2.95-2.87 (m, 4H, H19 et H18), 2.11 (s, 12H, HAC), 2.02 (s,
12H, HAC), 1.95 (s, 12H, HAC), 1.92 (s, 12H, HAC);

RMN "C (75 MHz, CDCl,): & = 170.5, 170.2, 170.1, 169.8, 167.3, 159.5, 158.9, 144.1,
136.5, 135.4, 124.1, 106.3, 105.7, 105.1, 100.4, 70.8, 70.7, 68.8, 67.0, 66.4, 62.7, 61.2, 49.6,
39.4,37.1, 36.0, 29.7, 20.6, 20.5, 20.4;

SM(IES): m/z calc. Cy04H13:N;6040: 2388.83; trouvé: 2389.84 [M + HJ".
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Synthése du composé 31:

Ci37H,66N300s5 OI
Mol. Wt.: 3160,95 N

Ac OAc

Procédure C:

X =12 (13.6 mg, 0.02 mmol, 1.2 eq.), Y =31a (34 mg, 0.01 mmol),
BOP (7.6 mg, 0.02 mmol, 1.2 eq), ‘DIPEA (15 ul, 0.09 mmol, 6 eq),
DMF (2 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, ¢luant 6% MeOH/DCM
Produit: 31.0 mg, 0.10 mmol,

Rendement:  69%

RMN 'H (300 MHz, CDCly): § = 7.72 (s, 8H, H8), 7.65 (br t, 4H, NH), 7.06 (d, 4H, J = 2.20
Hz, H11%), 6.97 (br t, 1H, NH), 6.93 (br d, 6H, H15 et H11), 6.76 (br s, 2H, H15’), 6.58 (4,
2H,J =2.20 Hz, H12’), 6.44 (br s, 3H, H16 et H12), 6.27 (br s, 1H, H16"), 5.38 (d, 4H, J =
3.30 Hz, H4), 5.18 (dd, J = 7.97, 10.44 Hz, 4H, H2), 5.01 (dd, J = 3.30, 10.44 Hz 4H, H3),
4.95(d,4H,J = 12.36 Hz, H7a),4.75 (d, 4H, J = 12.36 Hz, H7b), 4.69-4.63 (m, 12H, H10 et
H1), 4.28 (br t, 8H, H9), 4.19-4.07 (m, 20H, H14, H10’, H6a et HS), 3.96-3.92 (m, 8H, H14’
et H6D), 3.73 (br s, 8H, H13 et H13’), 3.56-3.48 (m, 12H, H17, H17’ et H9’), 2.12 (s, 12H,
HAC), 2.03 (s, 12H, HAC), 1.95 (s, 12H, HAC), 1.92 (s, 12H, HAC), 1.80-1.82 (br qt, 2H,
H18);

RMN “C (75 MHz, CDCL): § = 170.9, 170.6, 170.5, 170.1, 167.8, 167.6, 160.0, 159.9,
159.8, 159.3, 144.6, 137.1, 136.9, 136.8, 136.5 124.4, 106.7, 106.2, 105.4, 105.2, 100.9, 71.2,
71.1,69.2,67.6, 67.4, 66.8, 63.3, 61.6,50.4, 50.0, 39.9, 37.5, 36.5, 21.7, 21.0, 20.9;

SM(IES): m/z calc. C37H 66N300ss: 3159.10; trouvé: 1580.55 [M + 2H]*.
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Svynthése du composé 32a:
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CgoH 14N 14042
Mol. Wt.: 2051,93

Procédure D:

X =30 (38 mg, 0.03 mmol), Y =7 (20 mg, 0.06 mmol, 2.2 éq.),
CuSO45H,0 (6 mg, 0.02 mmol), Ascorbate de sodium (8 mg, 0.04 mmol),
'BuOH (1 mL) H,O (1 mL).

Purification:  Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 2% MeOH/DCM
Produit: 37 mg, 0.02 mmol,
Rendement:  66%

RMN 'H (300 MHz. CDCLy): & = 7.74 (s, 4H, H8 et H8"), 7.56 (br t, 2H, NH), 7.01 (s, 4H,
H11 et H11%), 6.51 (s, 2H, H12 et H12%), 5.37 (d, 2H, J = 3.30 Hz, H4), 5.29 (dd, 2H, J =
3.43,10.85 Hz, H3’), 5.21 (d, 2H, J = 3.85 Hz, H4"), 5.18-5.15 (im, 4H, H2 et H1"), 5.08 (dd,
2H, J = 3.57, 10.99 Hz, H2"), 5.01-4.94 (m, 4H, H7a et H3), 4.80-4.74 (m, 12H, H10, HO,
H7a’ et H7b), 4.66-4.62 (m, 4H, H7b> et H1), 4.39 (br d, 8H, H10’ et H9), 4.16-4.05 (m, 6H,
H6a, H5 et H5"), 3.93 (br t, 2H, H6b), 3.48 (br q, 4H, H13 et H13"), 2.13 (s, 6H, HAC), 2.11
(s, 6H, HAC), 2.02 (s, 6H, HAC), 1.98 (s, 6H, HAC), 1.95 (s, 6H, HAC), 1.94 (s, 6H, HAC),
1.91 (s, 6H, HAC), 1.80-1.78 (br m, 2H, H14), 1.06 (d, 6H, J = 6.59 Hz, H6");

RMN “C (75 MHz, CDCL): & = 170.5, 170.3, 170.3, 170.1, 170.0, 169.9, 169.6, 167.0,
166.8, 159.0, 158.9, 144.2, 144.1, 136.8, 136.7, 123.8, 106.2, 106.0, 105.0, 104.8, 100.3,
95.6, 70.9, 70.7, 70.6, 68.7, 67.9, 67.8, 66.9, 66.6, 64.6, 62.9, 61.1, 49.6, 36.1, 29.1, 20.7,
20.6, 20.5,20.4, 15.7;

SM(IES): m/z cale. CyoH, 1N y4Ouo: 2050.72; trouvé: 2051.73 [M + HJ.
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Synthése du composé 32:
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Procédure E: X =32a (34.2 mg, 0.02 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 24 mg, 0.02 mmol,

Rendement:  quantitatif

RMN 'H (500 MHz, D,O + (CD;),CO): & = 8.04 (s, 2H, H8), 8.01 (s, 2H, H8"), 6.60 (s, 2H,
H11), 6.57 (s, 2H, H11), 6.31 (s, 1H, H12), 6.25 (s, 1H, H12"), 4.90-4.61 (m, 20H, H9, H7,
H9’, H7’, H4’ et H1), 4.35 (d, 2H, J = 7.63 Hz, H1), 4.15-4.13 (m, 8H, H10 et H10"), 3.82
(br d, 2H, H3), 3.72-3.45 (m, 16H, H6, HS, H4, H2, H5’, H3’ et H2"), 3.37 (br t, 4H, H13),
1.39 (br s, 2H, H14), 0.89 (d, 6H, J = 6.72 Hz, H6"),

RMN "“C (125 MHz, D,0 + (CD;),CO): & = 168.1, 158.3, 143.8, 143.3, 135.3, 125.4, 125.0,
105.7, 104.5, 104,3, 101.5, 98.3, 74.8, 72.4, 71.3, 70.2, 69.1, 68.1, 67.5, 66.2, 66.0, 61.2,
60.5, 60.3,49.3, 38.0, 26.9, 14.7;

SM(ES): m/z calc. CsHggN 4004 1462.57; trouvé: 1463.58 [M + H]".
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Svnthése du composé 33a :
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Procédure D:

X =31(31 mg, 0.001 mmol), Y =7 (14.1 mg, 0.04 mmol, 4.4 eq.),
CuS0O,°5H,0 (3.9 mg, 0.02 mmol), Ascorbate de sodium (5.44 mg, 0.03 mmol),
‘BuOH (1 mL) H,O (1 mL).

Purification: = Colonne chromatographique sur gel de silice, éluant 5% MeOH/DCM

Produit: 30 mg, 0.007 mmol,
Rendement: 68%

RMN 'H (500 MHz.CDCly): & = 7.76 (s, 4H, H8), 7.74 (s, 4H, H8’), 7.72-7.55 (m, 4H, NH),
6.9 (s, 4H, H15" et H15), 6.90 (s, 8H, H11” et H11), 6.42 (s, 4H, H12’ et H12), 6.39 (s, 2H,
H16’ et H16), 5.38 (s, 4H, H4), 5.31-5.28 (m, 4H, H3”), 5.22-5.16 (m, 12H, H4’, H2 et H1"),
5.11-5.08 (m, 4H, H2"), 5.03-4.94 (m, §H, H7a et H3), 4.80-4.62 (m, 32H, H10, H9’, H7b,
H7’ et H1), 4.28 (brs, 16H, H10’, et H9) 4.17-3.94 (m, 20H, H13, H6, H5’ et HS), 3.73 (br s,
8H, H14), 3.49 (br s, 4H, H17), 2.13 (s, 12H, HAC), 2.11 (s, 12H, HAC), 2.02 (s, 12H,
HACQ), 1.97 (s, 12H, HAC), 1.95 (s, 12H, HAC), 1.92 (s, 12H, HAC), 1.91 (s, 12H, HACQC),
1.82 (brs, 2, H18),1.07 (d, 12H, J = 6.35 Hz, H6);

RMN "C (125 MHz, CDCl,): & = 170.6, 170.4 ,170.2, 170.3, 170.1, 170.0, 169.7, 167.1,
159.5, 158.9, 158.8, 144.1, 144.0, 136.7, 136.3, 124.0, 106.2, 106.1, 105.7, 104.8, 104.7,
103.6, 100.4, 95.6, 70.9, 70.7, 70.6, 68.7, 67.9, 67.8, 67.1, 66.9, 66.4, 65.7, 64.6, 62.8, 61.1,
61.0,49.5,39.3, 36.6, 24.6, 20.7, 20.6, 20.5, 15.7;

SM(IES): m/z calc. C o9H246N30000: 4471.56; trouvé: 2236.78 [M + 2H]2+.
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Synthése du composé 33:
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Procédure E: X =33a (22.2 mg, 0.005 mmol),
MeOH (1 mL).

Produit: 16.4 mg, 0.005 mmol,

Rendement:  Quantitatif

RMN 'H (300 MHz, DMSO): & = 8.67 (br s, 2H, NH), 8.46 (br s, 1H, NH), 8.17 (s, 4H, HS),
8.16 (s, 4H, H8), 7.02 (br s, 12H, H15, H15’, H11 et H11), 6.67 (br s, 6H, H16, H16’, H12
et H12’), 4.91-4.40 (m, 56H, H10, H10’, H9, HY’, H7, H7’, H4’ et H1"), 4.19 (d, 4H, J =
6.53 Hz, H1), 4.11 (br s, 8H, H13 et H13"), 3.78 (br q, 4H, H5’), 3.61-3.26 (m, 44H, H17,
H17’, H14, H14’, H6, HS, H4, H3, H3’, H2, et H2"), 1.74 (br s, 2H, H18), 1.04 (d, 12H, J =
6.59 Hz, H6’),

RMN "C (75 MHz, DMSO): & = 165.8, 159.4, 158.8, 144.1, 143.9, 136.6, 136.3, 124.7,
124.4,106.3, 102.7, 98.6, 75.3, 73.4, 71.6, 70.5, 69.6, 68.2, 68.0, 66.4, 66.1, 61.3, 60.5, 60.1,
48.9,37.3, 29.0;

SM(ES): m/z cale. Ci41H90N300g,: 3295.26; trouvé: 1099.42 [M + 3H]3+.
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