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RESUME

Une famille de structures multivalentes possédant un cceur, primaire ou secondaire,
cyclotriphosphazéne (CTP), a €té synthétisée. L’utilisation des voies de synthése
classiques convergente et divergente mais aussi des stratégies accélérées telles que
des séquences orthogonales et les méthodologies double exponentielle et double-
étape ont été discutées. La génération directe de systtmes glycodendritiques non-
conventionnels possédant de nombreux épitopes en surface, malgré un nombre de
génération faible, a été obtenue grice a [’utilisation efficace de nanosynthons
hautement fonctionnalisés de type AB3 et ABs. La versatilit¢ de la méthodologie
permet d’accéder a une large variété de plateformes structurelles diversifiées. La
synthése a été complétée par la fonctionnalisation périphérique a I’aide de saccharides
PEGylés. Les architectures résultantes présentent des topologies globulaires
classiques, ainsi que des designs en forme d’haltéres et de type « pelure d’oignons »,
en tant qu’hypercoeurs, monomeres, glycoclusters et glycodendriméres. La mise en
ceuvre pratique de cette diversification topologique contrdlée nous fournit un outil
sensible et puissant afin de déterminer les régles des relations structures-activité dans
les interactions glucide-protéine (lectine), grace a la possibilité de maitriser la taille,
la valence, la densité de ligands et la topologie. Afin d’illustrer, 1’applicabilité de
cette approche pour la construction de glycoconjugués biologiquement actifs, des
études de résonance plasmonique de surface avec un facteur de virulence bactérien et
une lectine humaine d’adhésion/régulation de la croissance, ont clairement montré les
effets de la multivalence.

Mots-clefs : dendrimére, glycodendrimere, chimie click, galectine



ABSTRACT

We report the sequential construction of a set of multivalent structures using
cyclotriphosphazene (CTP) units, which were extensively used as primary or
secondary cores implementing branching. The utilization of classical convergent and
divergent approaches, together with accelerated dendritic strategies comprising
orthogonal sequences, double-exponential and double-stage methodologies will be
documented and discussed. Straightforward generation of non-conventional
glycodendritic systems with surfaces rich in headgroups, despite a low number of
dendrimer generation, was achieved with the efficient assembly of highly
functionalized AB3 and ABs nanosynthons. The versatility of the methodology
allowed access to a wide variety of structurally diversified platforms. The synthesis
was completed by peripheral functionalization with PEGylated saccharides. The
resulting architectures presented classical globular topologies, also dumbbell shapes
and “onion peel” designs, declined as hypercores, wedged hypermonomers,
glycoclusters, and glycodendrimers. The convenient implementation of controlled
topological diversification is considered instrumental for providing sensitive and
potent tools to delineate rules for structure-activity relationships in carbohydrate-
protein (lectin) interactions, with possibility to tailor size, valency, ligand density,
and topology. To illustrate the applicability of this approach for construction of
biologically active glycoconjugates, competitive surface plasmon resonance studies
with a bacterial virulence factor and a human adhesion/growth-regulatory lectin
clearly showed multivalent effects.

Keywords : dendrimer, glycodendrimer, click chemistry, galectin



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1  Notion de multivalence : Définition et implication
1.1.1 Définition

La valence d’une particule telle qu’une molécule, une protéine, un
oligosaccharide, un acide nucléique, un virus ou encore une cellule, peut étre définie
comme le nombre d’unités structurales distinctes présentes pouvant former des

interactions de type ligand-récepteur avec une autre entité (Figure 0.1).!

< <« <

|

monovalent  monovalent monovalent
receproT ligand complex
ivalent trivalent trivalent
receptor ligand complex
Figure 1.1 Interactions ligands-récepteurs (tirée de la ref 1)

Lorsque les interactions sont multiples, c’est-a-dire que 1’on observe des
associations spécifiques simultanées de plusieurs ligands ou épitopes présents sur une
molécule ou sur une surface biologique qui se lient selon un processus coopératif a de
multiples récepteurs présents sur une entit¢ complémentaire, alors le terme

« multivalence » peut étre employé. Ce phénoméne de multivalence apparait a



différents niveaux dans de nombreux phénomenes biologiques dont certains exemples

seront briévement abordés dans la prochaine section.

1.1.2 Réle de la multivalence dans la nature

La multivalence dans la nature, souvent exprimées sous une forme fractale ou
dans des architectures « dendritiques », peut souvent étre observée dans le régne

animal ou végétal (Figure 1.2).2

Figure 1.2 Exemples d’architectures dendritiques dans la nature

En effet, de nombreux exemples de ces motifs dendritiques peuvent étre
observés a différents niveaux dimensionnels, de 1’échelle du métre au micron, dans
les systémes abiotiques (cristaux de neige ou encore dendrites de manganése), et dans
le monde biologique (branches et racines des arbres, systéme pulmonaire, neurones
ou encore systeme d’adhésion du Gecko). Bien que cette multivalence dans la nature
reste inexpliquée, on peut supposer que cela permet d’augmenter les surfaces, de
maximiser les interfaces et d’optimiser les échanges et les interactions. Par exemple,
une augmentation des branchements pulmonaires permet d’augmenter la surface de

contact avec l’oxygene.

1.2 Lamultivalence dans les interactions protéines-glucides

1.2.1 Importance des interactions protéines-glucides

\

La surface des cellules des mammiféres est recouverte de saccharides liés a

des protéines (« glycoprotéines »), a des lipides (« glycolipides ») ou encore a



certains constituants cellulaires (« protéoglycanes ») pouvant s’agencer de fagon

multi-antennaire (Figure 1.3).345¢

Cholesterol

Glycokgnd

Perpherial protelr

Figure 1.3 Représentation schématique d’une membrane cellulaire (tirée de la
et 7)

Ces saccharides présents a la surface de la membrane cellulaire servent de lien
entre les milieux extérieur et intérieur et transmettent des signaux lors de nombreux
processus biologiques tels que les défenses immunitaires, la réplication virale, la
croissance cellulaire, les phénoménes d’adhésion de pathogenes tels que les bactéries

ou les virus (Figure 1.4).3



Figure 1.4 Représentation des interactions hydrates de carbone-protéines a la

surface cellulaire (tirée de la réf 6).

De plus, ces sucres possédant un grand nombre de groupements hydroxyles
peuvent étre modifiés synthétiquement et fonctionnalisés selon les activités
biologiques désirées. Par exemple, les sucres sulfatés agissent comme des médiateurs

efficaces des inflammations®

et les sucres phosphorylés peuvent jouer un rdle
important dans la transduction du signal et le métabolisme cellulaire'® Le mécanisme
de transmission du signal entre le glucide et la protéine peut étre imagé comme le
fonctionnement d’une clef et d’une serrure, concept ayant pour origine 1’hypothése
« clef-serrure » (lock and key) de Fischer, développant la spécificité des interactions
entre les enzymes et leurs substrats. Tout comme la clef reconnait spécifiquement une
serrure, cette selectivité peut étre appliquée a toutes sortes d’interactions intra- et
intercellulaires : ici, le glucide, porteur de l'information biologique et la protéine (ou

lectine) capable de décoder cette information.

1.2.2 L’effet cluster glycosidique

Les processus de reconnaissance entre les saccharides et leur récepteur se
déroulent au niveau du CRD (Carbohydrate Recognition Domain), constitué d’une

séquence d’acides aminés. Les associations entre les glucides et les récepteurs se



créent avec les ligands par l'intermédiaire de liaisons hydrogéne et d'interactions
hydrophobes. Lorsque le glucide est monovalent, les interactions sont considérées
comme faibles avec des constantes d’association de I’ordre du mM ou uM, limitant la
sélectivité et la spécificité de la reconnaissance.!’*2 Or dans les milieux naturels, les
affinités élevées et sélectives sont favorisées, c’est-a-dire que seront privilégiées les
interactions polyvalentes constituées de multiples associations de faible affinité plutot
qu’une association monovalente de trés forte affinité. C’est-a-dire que la résultante
des interactions multivalentes est exponentiellement plus grande que la somme
d’interactions monovolentes associées, on parle alors d’un phénoméne synergique et

coopératif défini comme 1’« effet cluster glycoside ».

Que ce soit dans la nature ou par voie de synthése, seront donc privilégiés les
ligands polyvalents lors de processus biologiques'* Cependant, la diversité des modes
d'association selon lesquels un ligand multivalent peut interagir avec son récepteur
augmente encore la complexité des phénoménes et rend leur compréhension
difficile."*!> Selon Kiessling et al., la reconnaissance d’un ligand par son recepteur et
son association dépendrait de plusieurs facteurs tels que la valence, la taille et la
nature des espaceurs, la densité en épitopes a la surface du ligand ou la compacité

mais aussi la valence et la géométrie de son récepteur. !¢

Par conséquence, avec des récepteurs monovalents, on peut observer plusieurs
phénomenes : la réassociation statistique!?, I'association au sous-site!” et I'assemblage
des récepteurs'®. Au contraire, avec des récepteurs multivalents, prédomineront la
chélation, la réticulation des récepteurs et la stabilisation stérique. A ce phénoméne
d'accroissement des affinités est associé deux mécanismes distincts : un effet
statistique intermoléculaire, appelé agrégation, selon lequel le composé multivalent
induit une haute concentration localisée en ligands sur les sites de reconnaissance

(Figure 1.5a) et un effet intramoléculaire selon lequel le ligand multivalent réticule en



se liant aux sites de reconnaissance des récepteurs adjacents (Figure 1.5b) ou ceux

d'un méme récepteur multivalent (Figure 1.5¢ et 1.5d).!7-'3
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Figure 1.5 Représentation schématique des différents mécanismes de 1’« effet

cluster glycosidique » (tirée de la réf 6).

1.3 Introduction aux dendrimeéres

Un dendrimeére, dont 1’appellation provient du grec « dendros » qui signifie
branche et « meros» qui signifie partie, est une macromolécule synthétique
monodisperse, tridimensionnelle, polyfonctionnelle et hautement branchée constituée
d’unités répétitives appelées générations qui se lient chimiquement les unes aux
autres selon un processus arborescent autour d’un cceur central polyfonctionnel.? Le
concept de dendrimére a tout d’abord été introduit par Flory dans les années 40,
comme étant une structure polymére hyperbranchée tridimensionnelle. Ce n’est que
plusieurs décennies plus tard que Vogtle synthétisa le premier dendrimére, en 1978,

via une synthése en cascade de polyamines.

La structure d’un dendrimére se présente généralement sous une forme
globulaire ou pseudo-globulaire, et peut étre découpé en trois parties a savoir le cceur,
la périphérie et ’espace interne.?! Ce dernier est constitué le plus souvent d’unités de

répétitions dont le nombre croit a chaque génération (Figure 1.6).



Figure 1.6 Représentation schématique d’un dendrimére et de sa composition

(tirée de la réf 22)

Contrairement aux polyméres traditionnels, les dendriméres ont une structure
bien définie et peuvent étre synthétisés selon une approche itérative pleinement
contrdlée.! Ils sont en ce sens actuellement acceptés comme la 4°™ classe majeure des

architectures polymériques (Figure 1.7).2

1 Kakkar, A.; Hourani, R. Advances in the elegance of chemistry in designing dendrimers. Macromol. Rapid
Commun. 2010, 31, 947-974.
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Figure 1.7 Classification des polymeres (tirées des réf 21 et 22)

Contrairement aux polyméres donc, la synthése des dendriméres nécessite des
stratégies efficaces, versatiles et reproductibles afin de contréler parfaitement leur
structure tridimensionnelle.?* Dans ce contexte, une variété d'approches synthétiques
a été développée durant les trois derniéres décennies et a contribué a 'amélioration du
contrdle de leur géométrie, de leur caractére hydrophile/hydrophobe, de la nature des
fonctions terminales, de leur volume libre ainsi que de leur purification et leur
caractérisation (Figure 1.8).% La description de ces différentes stratégies sera l'objet

de la section suivante.
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Figure 1.8 Différentes stratégies de synthése de dendriméres (tirée de la réf 25)

1.3.1 Approches synthétiques
1.3.1.1 L approche divergente

Elle est historiquement la premiére a avoir été utilisée pour 1’élaboration de
structures dendritiques de type PAMAM® (dendriméres poly(aminoamides)),

polyglycérols ou encore PPI (dendriméres poly(propyléneimines)) (Figure 1.9).26
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Dendrimére PAMAM de 3%™ génération D PPI (Poly(p Polyglycérol hyperbranché

Figure 1.9 Dendriméres commerciaux synthétisés selon une approche
divergente

Qualifiée aussi d’approche «en cascade », elle permet d’obtenir un
dendrimere de génération G(n) a partir d’un cceur central, la croissance se faisant
couche par couche a 1’aide d’une série d’étapes itératives d’activation et d’addition.
Le dendrimére de premiére génération est formé en attachant une unité répétitive
multi-fonctionnalisée au cceur de la molécule. La seconde génération est obtenue par
réaction entre la fonction périphérique activée et un groupement chimique
complémentaire. Ce processus itératif est répété jusqu’a obtention du degré de
branchement désiré. Chaque étape doit étre correctement maitrisée afin d’éviter la
formation d’un polymeére hyperbranché, nécessitant la protection préalable de certains
groupements. Cette méthode de croissance fait augmenter le nombre d’unités
monomériques de fagon exponentielle tandis que le volume disponible pour le
dendrimere ne croit que proportionnellement au cube de son rayon. Ainsi, les
molécules finales contenant idéalement le nombre de fonctions terminales désiré
présentent une forme globulaire. L’inconvénient majeur de cette méthode est la
réaction parfois incompléte entrainant une structure présentant des défauts surtout

pour des générations élevées. Bien que contraignant, ’ajout d’un large excés de
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réactifs peut étre envisagé pour contourner ce probléme. En revanche, une limite
stérique & la croissance réguliere, appelée « empilement dense de Gennes » est
invariablement atteinte & une certaine génération.?’” De plus, la purification des
macromolécules défectueuses présentant des défauts de fonctionnalisation sont
difficilement séparables des dendriméres « parfaits » du fait de la similitude des
propriétés chimiques globales des structures obtenues. Malgré tout, cette approche
constitue une méthode de synthése efficace donnant accés a de nombreuses
architectures dendritiques commerciales a visée thérapeutique. Certaines d’entre elles
sont en effet communément utilisées en tant que cceurs dendritiques hyperbranchés

reconnus comme étant non-toxiques et non-immunogenes.

1.3.1.2 L’approche convergente

Cette approche, développée par Hawker et Fréchet en 1990%%, utilise le
caractére symétrique des structures dendritiques. Elle repose tout d’abord sur la
synthése du secteur périphérique via des bras hyperbranchés appelés « dendrons »,
possédant des unités fonctionnelles en surface ainsi qu’une fonction focale réactive,
permettant ainsi son couplage sur un second monomere ou sur un cceur dendritique
(Figure 1.8). Bien qu’un encombrement stérique puisse survenir du fait du couplage
de grosses entités pouvant masquer les fonctions réactives centrales, 1’avantage
principal de cette méthode réside dans le nombre limité de réactions a chaque étape.
De plus, la purification des dendriméres obtenus est plus aisée car les sous-produits
ont des structures différentes et des propriétés physico-chimiques distinctes. Cette
méthode sera ainsi privilégiée lors de la synthése de molécules mixtes ou

dissymétriques présentant différentes fonctions périphériques et/ou internes.
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1.3.1.3 L’approche accélérée

Il s’agit d’une combinaison des deux stratégies évoquées précédemment
essayant de palier les désavantages liés a la synthése et a la purification tout en
réduisant le nombre d’étapes requis pour élaborer les dendriméres de hautes
générations (absence d’étape de protection/déprotection). Cette méthodologie,
permettant d’obtenir des dendriméres de hautes masses moléculaires, est réalisée a
partir de cceurs dendritiques hautement fonctionnalisés (appelés « hyper-cceurs »),%
de dendrons de hautes générations (qualifiés d’« hypermonoméres »),*° ou encore a
partir de monomeres poly-fonctionnalisés dont les groupements fonctionnels sont

protégés de fagon orthogonale (« stratégie de croissance exponentielle double »).3!

1.3.1.4 L’approche « pelure d’oignons »

Cette stratégie, récemment développée par notre laboratoire, consiste a
incorporer différentes familles de composés possédant un groupement fonctionnel a
leur périphérie a chaque couche ou génération. Cette variété d’échafauds, au sein
d’une méme molécule, permet une multifonctionnalité ainsi que I’introduction de

différentes propriétés.>

1.3.2 Fonctionnalisation et applications des dendrimeéres

La maitrise acquise dans la fonctionnalisation « & volonté » des dendriméres
leur procure des propriétés structurales tri-dimensionnelles uniques qui sont
influencées par leur composition, leur taille, leur topologie et surtout par la présence
de groupements fonctionnels. Ces derniers peuvent ainsi étre introduits selon des
processus covalents sur le cceur, les branches, ou en périphérie, ou bien par
encapsulation physique dans les micro-environnements créés par les cavités (Figure
1.10a). Ce controle permet ainsi leur application dans de nombreux domaines

connexes a [’interface de la physique, de la biologie, de la chimie et de la médecine.
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Plus particuliérement, en raison de 1’émergence d’une multitude de structures
dendritiques contenant au sein de leur architecture des fonctions organiques,
inorganiques ou organométalliques, le champ d’applications de ces systémes s’est
rapidement étendu et concerne de nos jours la science des matériaux, la catalyse et le

domaine du pharmaceutique (Figure 1.10b).»3



II Structure et Fonctionnalisation d’un dendrimére ﬂ [ Périphérie
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Figure 1.10 a) Représentation schématique des différentes possibilités de
fonctionnalisation d’un dendrimere ; b) Quelques domaines d'application des

dendrimeres (adaptée de la réf 33).
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1.4 Introduction aux glycodendrimeéres

Comme évoqué précédemment, la maitrise structurale des dendriméres permet
de les fonctionnaliser pour ainsi créer de nouvelles familles de composés. La
fonctionnalisation par un nombre précis de glucides en périphérie sur différents
échafauds a donné naissance & une nouvelle classe de néoglycoconjugués

34,35,36

multivalents monodisperses tels que les glycoclusters et les

glycodendriméres.57-38:39.40

1.4.1 Les glycoclusters

Les glycoclusters peuvent é&tre définis comme des glycoconjugués
multivalents construits autour d’échafauds synthétisés ou disponibles
commercialement ne contenant pas d’unités répétitives, indépendamment du nombre
d’épitopes périphériques (on peut le voir comme la premiere génération d’un
glycodendrimére). De nombreux types de glycoclusters sont présents dans la
littérature. Les plus fréquemment rencontrés sont construits autour de cceurs

aliphatiques, aromatiques, de type glucidique ou encore peptidique (Figure 1.11).37
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Figure 1.11 Quelques exemples de glycoclusters synthétisés a partir de cceurs

aliphatique, aromatique, glucidique et peptidique.

La multitude d’échafauds multivalents permet de synthétiser une grande
variété de glycoclusters, le but étant de trouver la structure idéale (en variant
plusieurs facteurs structuraux vu précédemment) possédant une meilleure affinité
avec son récepteur que les glycoconjugués monovalents correspondants. Cette
optimisation a ainsi pu permettre 1’essor de macromolécules « sucrées » synthétisées
sur-mesure, présentant des géométries et des distances inter-épitopes idéales pour de

fortes interactions avec les protéines étudiées.

L’un des exemples les plus remarquables concerne le glycocluster nommé

STARFISH (Figure 1.11) reporté par le groupe de Bundle, dont le systéme décavalent
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centré sur le D-glucose a été élaboré aprés analyse des structures cristallines des sous
unités Bs de la toxine I semblable au Shiga (SLT-IB). Ce cluster comporte un
squelette flexible induisant une distribution radiale et symétrique de dix ligands
glycosidiques de la toxine (unités Gbs terminales), idéalement espacés et orientés
pour une interaction forte avec chaque sous-unité B, et ainsi permettant une
interaction pentavalente avec SLT. Des investigations en ELISA et d’inhibition en
phase-solide ont permis de mettre en valeur un ICso de I’ordre du sous-nanomolaire
(0.4 nM), ce qui représente une amélioration d’environ 1 million de fois celle du
ligand monovalent, indiquant une augmentation drastique de I’activité inhibitrice

envers cette toxine.

1.4.2 Les glycodendriméres

Contrairement aux glycoclusters vus précédemment, les glycodendriméres
possédent une unité de répétition appelée « génération ». Historiquement, les
premicres structures glycodendritiques ont été rapportées au début des années 90 par
le groupe du Pr. Roy,*' béties autour d’échafauds glycopeptidiques de L-lysine
synthétisés selon une méthode divergente en phase solide sur résine de Wang. Ces
nouveaux composés possédaient des acides sialiques en périphérie, en nombre
contrdlé, et avaient pour but de contrer I’hémagglutinine du virus de la grippe. La
modification de facteurs tels que la compacité en introduisant des espaceurs
chloroacétylglycylglycines, a permis d’obtenir des stabilités intéressantes, avec des
efficacités 1000 fois supérieures par épitope, comparativement au sucre monovalent
de référence.” Cependant, I’activité obtenue demeurait plus faible que les
sialopolymeéres, du fait d’une plus faible surface d’action. En modifiant le glucide en
périphérie, c’est-a-dire en utilisant des mannosides possédant un aglycone

aromatique, les glycodendrons octa- et héxadécavalents résultants ont entrainé une
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augmentation drastique de ’activité par un facteur de 100000 contre les bactéries

uropathogéniques fimbriées E. coli K12 (Figure 1.12).

Figure 1.12 Structure de la premiére architecture glycodendritique proposée par

le groupe de Roy.

Depuis ces premiers exemples, un large panel de molécules glycodendritiques
contenant des unités glucidiques situées dans les différents compartiments structuraux
a été proposé. Outre leur présence en périphérie leur conférant le role d’épitopes
exposés de fagon multivalente (Figure 1.13a), les glucides peuvent aussi assurer un
degré de branchement intéressant en étant incorporés en position plus interne en tant
que ceeur (Figure 1.13b) ou qu’unités de répétition (Figure 1.13c). Une combinaison
des différents positionnements de ces unités saccharidiques est bien évidemment

envisageable.
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Figure 1.13 Représentations schématiques de différentes structures

glycodendritiques globulaires (adaptée de la réf 6).

Au fil du temps, I’accés a des structures dendritiques commerciales, a
I’architecture variée, contenant des fonctions chimiques de surface réactives et dont la
monodispersité assure une valence et une géométrie définies, a représenté un atout
majeur dans |’obtention rapide de structures glycodendritiques hyperbranchées.
Certaines de ces structures commerciales, incluant les PAMAMs, les PPls, les
polyméres dendritiques de type Boltorn® et les polyglycérols, ont permis
I’élaboration rapide de macromolécules glycodendritiques avec une grande diversité

d’épitopes introduits selon des réactions de couplage simples et efficaces (Figure
T 4)-37,43,44,45
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Figure 1.14 Quelques exemples de glycodendriméres construits autour

d’échafauds dendritiques commerciaux

De nombreuses structures issues de cette stratégie synthétique se sont avérées

particuliérement intéressantes d’un point de vue biologique dans le but d’étudier et
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d’inhiber I’infection bactérienne et virale en bloquant les interactions entre les
saccharides des agents pathogénes et les cellules hotes. Ainsi, certains
glycoconjugués multivalents se sont avérés comme des inhibiteurs potentiels
efficaces de toxines du choléra®, de certaines souches d’influenza de type A%, de
I’infection par E. coli uropathogénique avec une grande affinité pour la lectine

FimH*, de I’interaction entre DC-SIGN et le virus Ebola.*’

La maitrise des différentes stratégies de synthése permettant un contrdle de la
croissance dendritique a bien siir €té transposée a la préparation d’architectures
dendritiques glycosylées construites a partir d’entités branchées de type
AB2’%3! AB3%2, ou encore de motifs multivalents plus exotiques.>’*%> Cet apport
important compléte peu a peu I’arsenal de glycostructures multivalentes dont les
propriétés peuvent étre modulées « sur mesure » en fonction de la cible biologique, en
variant la nature des saccharides périphériques, la flexibilité, la valence, la
compaction de la structure, et donc l’exposition et l’accessibilité des épitopes.
Quelques exemples de glycodendriméres batis autour d’échafauds entiérement

synthétisés sont répertoriés a la Figure 1.15.
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Quelques exemples de structures glycodendritiques construites

autour d’échafauds enti¢rement synthétiques.

Une fois de plus, des propriétés biologiques probantes ont été observées avec

ce type de structures, incluant des aptitudes a la capture et a la détection de la bactérie

uropathogénique E. coli, a ’inhibition des facteurs de virulence PA-IL et PA-IIL de

la bactérie Pseudomonas aeruginosa®', ou encore a I’élaboration de vaccins potentiels

et d’agents antiviraux puissants (anti-VIH).>*

En outre, de fagon intéressante et
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directement reliée a notre projet, certains groupes de recherche ont pu incorporer des
dérivés optimisés de type lactosides autour d’un échaffaud dendritique constitué de
motifs répétitifs de type AB2, dans le but de cibler les galectines-1, -3, et -5, lectines
impliquées dans le développement de certains cancers et dans 1’infection par le VIH
(Figure 1.15). La section suivante sera consacrée a la description de ce type de

lectines qui constituent la cible privilégiée de notre travail.

1.5  Les cibles biologiques
1.5.1 Introduction aux galectines

Comme nous 1’avons évoqué dans les premiéres lignes de ce manuscrit, les
structures saccharidiques sont grandement impliquées dans les interactions hote-
pathogénes. L’infection virale et/ou bactérienne se déroule en plusieurs étapes
incluant un processus préliminaire de reconnaissance entre le pathogéne et la surface
cellulaire, un phénoméne d’adhésion ainsi qu’une étape d’invasion. Plus
spécifiquement, lors des processus d’infection, les bactéries et les virus utilisent leurs
lectines pour adhérer a la surface de la cellule hote. Ce sont ces lectines qui vont lire
I’information biologique qui est codée dans la structure tridimensionnelle des
glucides et cette interaction initie la transmission du message pathogéne. Lorsque les
lectines reconnaissent plus particuliérement les unités saccharidiques terminées par
un motif de type galactose, on les qualifie de « galectines ». C'est en 1994 que ce nom
général a été donné a cette famille de lectines.®® L’essor de la recherche sur cette
large famille enregistré ces dix derniéres années a largement contribué a la
compréhension de leurs innombrables fonctions ainsi qu’a la rationalisation de leur
implication dans de nombreux phénoménes biologiques. Les galectines (aussi
connues sous le nom de lectines de type-S) sont des protéines situées dans le cytosol
ou dans l'espace extracellulaire, qui ont un domaine de reconnaissance pour les

résidus p-D-galactopyranosides. Quatorze membres font partie de cette famille chez
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les mammiféres et sont nommés selon 'ordre chronologique de leur découverte (un a
quatorze). Chaque galectine posséde un domaine de reconnaissance pour les
glycosides (CRD) d'environ 130 acides aminés, qui est hautement conservé (20 a
40%)°’ et certaines études, basées sur la similarité des séquences, estiment qu'il peut

en exister davantage.

Les galectines-1 et -3 sont sans doute les plus €tudiées parmi toute la famille.
En effet, la galectine-3 semble impliquée dans le cancer du célon®, dans la
progression des tumeurs craniennes”, dans I’inhibition de I’adhésion des métastases
des cellules cancéreuses®, et parait jouer un rdle dans le systéme immunitaire.®! Elle
régule aussi ’apoptose cellulaire tout comme la galectine-1.% Cette derniére agit
aussi en tant que promoteur soluble qui induit I’infection du VIH-1 par la stabilisation
du virus attaché a la cellule hote.®® Ainsi, une inhibition sélective de certaines
galectines pourrait mener & des traitements anti-cancers, anti-inflammatoires, ou

méme anti-viraux.*

1.5.2 Structure quaternaire des galectines

Deux critéres doivent étre pris en considération pour inhiber une lectine : sa
structure quaternaire et la structure de son CRD. La structure quaternaire des
galectines permet de les classer selon trois différents types architecturaux : proto,

chimére et tandem-répété (Figure 1.16).%
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S Propriétés de “ linking” avec des Py a3 Propriétés de “cross-linking”
| Homodimeére I ' ligand, des harides I Heétérodimere I ' avac deux ligands saccharidiques

identiques distincts

Architecture chimere

\)=‘ Galectin-3

Domaine

non-lectine CRD Oligomérisation avec ou sans ligands
(collagene) " < multival grég -. jation au
SOUs site
Figure 1.16 Différents types architecturaux de galectines

Les CRD sont composés pour les trois arrangements de 130 acides aminés et

sont riches en acides aminés de type proline, glycine et tyrosine.

L'arrangement « proto » est constitu¢ de deux galectines identiques (un CRD
par sous unité) formant des diméres (homodimeéres) liés de fagon non covalente. Les

galectines-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 et -14 en font partie.

Ensuite, seule la galectine-3 adopte une architecture de type « chimere », dans
laquelle le C-terminal est semblable au type proto, mais le N-terminal contient une
terminaison différente d'une trentaine d'acides aminés. De ce fait, cette galectine peut
complexer avec une unité galactoside via son CRD, mais aussi se lier avec un
domaine non-lectine, consistant en une hélice de collagéne d'une centaine d'acides
aminés, permettant des interactions supramoléculaires. Cet arrangement permet un
processus d’oligomérisation en formant un complexe soluble en présence et en
l'absence d'un ligand (Figure 1.17a). Si le ligand est multivalent, il y a formation d'un
complexe insoluble qui devient la force motrice pour l'inhibition de cette lectine. La
participation cruciale de cet effet cluster a I’inhibition de la galectine-3 a d’ailleurs

été mise en évidence avec des activités accrues par rapport aux monomeres
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correspondants observées lors de I’utilisation de clusters de lactosides divalents®®

trivalents (Figure 1.17b).67:68
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Figure 1.17 a) Représentation de la forme chimére de la galectine-3 humaine
liée au lactose par son CRD (Structure PDB 2NN8) ; b) Structures trivalentes

proposées par le groupe de Roy comme inhibiteurs potentiels de la galectine-3

Finalement, l'arrangement « tandem-répété » est constitué de deux galectines
différentes liées entre elles via leurs acides aminés N-terminaux (une trentaine
d'acides aminés) sous forme hétérodimeérique. Les galectines-4, -6, -8, -9, -12 sont

disposées de cette fagon.

1.5.3 Introduction a la lectine Pseudomonas Aeruginosa PA-IL

La PA-IL, découverte en 1972 par Gilboa-Garber,®® est spécifique du D-
galactose avec une constante d’association de 3.4 10 M!. Elle est constituée de
quatre monomeres de 121 acides aminés chacun et sa structure cristallographique
montre un arrangement tétramérique.’”’ Les liaisons de coordination créées par le
calcium, ainsi que le réseau de liaisons hydrogénes avec la protéine, confere & la

protéine sa spécificité pour les résidus galactopyranosides.
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Figure 1.18 Structure cristallographique de la lectine PA-IL en présence de

galactose montrant son organisation tétramérique. Le galactose est représenté en
baton, le calcium est représenté par une sphére magenta (PDB 10K O, tirée de la réf
70)

La PA-IL est connue pour son rdle cytotoxique, elle bloque, au niveau des
voies aériennes, les battements de cils impliqués dans la clairance mucociliaire’’, elle

empéche la croissance des cellules respiratoires.”

1.6 Introduction a la réaction de chimie « click » ou CuAAc

La « chimie click » constitue I'un des modes de couplage les plus utilisés ces
dernieres années pour l'introduction efficace d'hydrates de carbone fonctionnalisés sur
les plateformes multivalentes complémentaires. Ce type de réaction, encore appelé
CuAAc pour « Cu-catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition » représente une
version catalysée de la cycloaddition de Huisgen nécessitant une fonction azoture
d’un c6té et une fonction alcyne terminale de I’autre. Cette réaction, mise au point par
Sharpless et al. au début des années 2000, présente de nombreux avantages : mise en
ceuvre facile, efficacité, régiosélectivité qu'elle génére.”>’ Elle permet, en effet,
d'obtenir exclusivement un cycle triazole 1,2,3-disubstitué en 1,4 avec de hauts
rendements et dans des conditions douces, contrairement a la version de
cycloaddition 1,3 dipolaire originale de Huisgen qui n’étaient pas régiosélective a
cause du chauffage prolongé. Un mélange de dérivés contenant une fonction triazole

disubstituée en 1,4 et 1,5 était obtenu.”
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L'équipe de Sharpless et d'autres groupes de recherche ont étudié en détail les
conditions réactionnelles optimales de cette réaction. Dans notre étude avec les
composés cyclotriphosphazénes, nous avons, le plus souvent, choisi celle qui
préconise l'utilisation du CuSO4.5H20 avec l'ascorbate de sodium dans un mélange
THF/H20.7 Dans ces conditions, le cuivre (II) provenant du CuSOs est réduit in sifu
en cuivre (0) par l'acide ascorbique et la réaction se poursuit avec la génération de
l'espéce Cu (I) par comproportionnation du Cu(ll) initial et du Cu(0) généré.”’
L'addition de base n'est pas requise dans ce cas précis, contrairement & I'utilisation
directe de Cu(l) sous forme de Cul dans un milieu totalement organique avec

I'addition d'une base de type amine tertiaire telle que DIPEA.

Le mécanisme réactionnel proposé par Sharpless est indiqué dans la figure
0.19.7 11 s’agit d’une réaction non concertée mettant en jeu plusieurs intermédiaires

réactionnels et complexes activés.
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R'—=—CuL, LCu [LCuk ﬂ p H
2 ! | Lcucern, l
o'
“:é—r»@.‘sr; e
Ly u “8\0
R'—=—CulL, t
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“Exim [
¢ 1 E " l [T R; Cn
" R}
NN, Y—=( —_— RH"“ = W,L?'
NR N-g? N"‘*yb}x co® + Cu' o [ R
R? Dragroportionation
Figure 1.19 Schéma général de la réaction de « chimie click » et mécanisme

proposé par les équipes de Sharpless (A) et de Van Maarseveen (B).
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Le chemin A préconise la complexation par le Cu(I) de 1’alcyne terminal pour
former un complexe acétylure. Ce complexe = formé est responsable du caractére
acide et donc labile du proton alcynique avec insertion de l'espéce meétallique en
réduisant le pKa d'environ 10 unités (a). Ensuite, le c6té riche en électrons de
l'azoture (azote dit o) complexe avec le cuivre (b), pour former le complexe-clé
déterminant dans la régiosélectivité de la réaction. Bien que la barriére énergétique
soit élevée, la présence du cuivre dans le métallocycle & six membres (¢) rend
possible la formation de l'alléne car l'orbitale 3d perpendiculaire au lien alléne est
utilisée pour la liaison cuivre/azote. Toutefois, ce dernier se contracte en un cycle a 5
membres (d) et 1'élimination du cuivre permet la formation du triazole 1,4-disubstitué
désiré (e) et la régénération du cuivre. Dans le chemin B proposé par le groupe de
Van Maarseveen, une autre famille de Cu(I) se formerait dans le mélange réactionnel
sous forme de dicuprate complexé a deux acétylures terminaux (f) pour générer des
complexes et des intermédiaires dimériques (g et h).”® La contraction trans-annulaire
du cycle par I'atome d'azote adjacent & Rz sur le carbone terminal de l'alcynure permet

de former un cycle a 5 membres trés rapidement (i) en équilibre avec l'intermédiaire

(d).

Un troisiéme chemin a été plus récemment proposé par 1’équipe de Fokin en
2013. Le mécanisme proposé ferait intervenir deux atomes de cuivre lors de la

réaction catalytique.”’(Figure 1.20)
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Figure 1.20 Modgéle catalytique proposé par I’équipe de Fokin faisant intervenir

deux atomes de Cu (tirée de la réf 79).



CHAPITRE II

SYNTHESE DE GLYCODENDRIMERES POSSEDANT UN CEUR
CYCLOTRIPHOSPHAZENE VIA APPROCHES CONVERGENTE,
DIVERGENTE ET ACCELEREE

2] Introduction

Les dendriméres ont émergé, a la fin des année 70, comme étant des macromolécules
monodisperses et hyperbranchées, dont la topologie tridimensionnelle peut étre
comparée aux arborescences fractales de Lichtenberg.®? Leur architecture fascinante a
été depuis, asssociée a des propriétés mécanique, biophysique et biochimique
uniques, largement gourvernées par une haute densité de fonctionnalités de surface
actives.!*8! Historiquement, les premiers groupes fonctionnels a avoir été introduit a
la périphérie de matrices dendritiques inertes et homogeénes via des approches

2882 et divergente®, ont souvent mené 4 des mélanges de

classiques convergente
produits. De plus, la croissance dendritique, a partir d’un cceur central, nécessite de
nombreuses étapes de synthése, impliquant des séquences de déprotection/activation
et ne permettant pas une augmantation rapide du nombre de groupements terminaux
ajoutés a chaque génération. Petit a petit, le développement d’approches de synthese

avancées basées sur des procédures accélérées®

844,24,29,30,31,85

et des séquences
orthogonales a permis I’apparition d’architectures dendritiques
sophistiquées aux structures variées avec des propriétés programmables. C’est ainsi
que, tout en maintenant un contrdle strict des structures finales, de nombreux
dendrimeres  complexes, multifonctionnels et possédant une diversité
compositionnelle, ont récemment ét€¢ décrits, incluant (1) différentes natures et

géométries spatiales des fonctions terminales,®#% (2) un échafaud permettant une
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post-modification®’ ou 1’intégration d’éléments bioactifs,®® (3) différents building
blocks branchés a chaque génération, comme dans les dendriméres “layer-block”®® ou
“pelures d’oignon”.>>% Un accés direct a des structures dendritiques innovantes a
permis de développer leur utilisation dans des champs de recherche trés variés de la
nanoingénérie i la médecine.’’ D a leur potentiel, en tant que mimétique de
glycoconjugués naturels et méme de surfaces membranaires, en terme de
topologie,>*? les glycodendriméres sont considérés comme de précieux outils dans la
quéte pour décrypter le « sugar code ».”> Aprés les premiéres recherches du groupe de

Yariv au début des années 60,* des systémes synthétiques macromoléculaires et

34,95 6,37,38,39,40,41

monodisperses, tels que les glycoclusters®®” et les glycodendriméres, ont
été dévéloppés en tant qu’outils synthétiques. Par exemple, I’utilisation de structures
multivalentes et d’échafauds appropriés, combinés a un design glycomimétique, peut
améliorer notre compréhension des mécanismes de reconnaissance entre les protéines
(lectines)®® et leur sucre correspondant, en terme de sélectivité et de spécificité.
L’étude de ces interactions ainsi qu’une meilleure connaissance de « I’effet cluster

glycosidique »,%’

permettent une avancée majeure dans la compréhension des
mécanismes de transfert de 1’information biologique & savoir: 1’adhésion et
I’infection de bactérie/virus,’’-3® ’agrégation et I’adhésion de cellules tumorales,’® et
’application de wvaccins.”® La combinaison du contréle des balances
hydrophyle/hydrophobe et rigidité/flexibilité avec une densité et une présentation
spatiale des épitopes adéquates, semble étre des facteurs clefs dans 1’optimisation des
interactions.>>!% Dans ce chapitre, nous avons élaboré une génération de dendrimeéres
a partir d’un noyau particulier. A partir des années 90,'%! le potentiel des dendrimeéres
a base de phosphore en tant qu’échafaud possédant des propriétés biodégradable et
biocompatible remarquables a été¢ découvert,'” et a mené a leur utilisation dans
différents domaines : transport de médicaments ou de génes, agents anti-HIV ou

agents en imagerie de fluorescence etc.!® Cependant, la recherche au niveau des

dérivés glycosylés et, plus particuliérement, des glycodendriméres possédant un coeur
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cyclotriphosphazéne (CTP) est encore peu répandue. A ce jour, seulement six études
ont décrit leur production. De plus, il ne s’agissait que de descriptions purement

synthétiques comme le premier glycocluster décrit en 1983,'™ ou plus récemment les

106 32,107

dérivés xylosides,'% ou les propriétes anti-inflammatoires'% et anti-adhesines.

En nous basons sur ces observations, nous avons décrit dans ce chapitre, la synthese
de dérivés CTP fonctionnalisés a partir du large panel d’approches dendritiques :
convergente, divergente et accélérée. Une famille de glycodendriméres originaux
contenant jusqu’a 90 glycotopes possédant une variété de topologies et de cceurs a été
synthétisée et caractérisée. Cette étude complete celles précédemment réalisées par le
groupe de Majoral, qui a démontré la versatilit¢ des éléments dendronisés
multivalents & base phosphore pour accéder & des dendrimeres complexes de type
« surface-block », « layer-block », et «segment-block» via des stratégies
divergentes.”'% Le principal avantage de cette approche flexible est la conjugaison
efficace d’éléments biologiquement actifs, tels qu’une densité et un nombre controlé
d’espaceurs lactosylées en périphérie. La densité structurale relative a I’échafaud lui-
méme a aussi été étudiée en utilisant des unités de branchement qui conférent a
chaque conjugué une taille et une forme distinctes avec distribution des épitopes
tridimensionnelle et spatiale uniques. La RMN (1D, 2D, diffusion), ainsi que la
spectroscopie de masse et la chromatographie sur gel perméable (GPC) nous

permettent de prouver leur uniformité.

Le but principal de cette étude a ét€ de valider le concept que I’utilisation
extensive d’une unit¢é de branchement particuliecre dans toutes les facettes
synthétiques de la construction dendritique pouvait générer une série d’architectures
glycosylées avec une hetérogénéité structurale complexe mais programmable. Afin
d’étudier la bioactivité des sucres et les types de design structuraux, la résonance par
plasmon de surface (SPR) a été utilisée avec deux lectines différentes : LecA de

Pseudomonas aeruginosa et une forme naturellement transformée de la lectine
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galectine-3 (trGal-3). Ces deux lectines ont été choisies pour leur intérét
physiologique a savoir le facteur de virulence et la régulation de 1’adhésion et de la

croissance cellulaire, respectivement.

). Résultats et discussions
2.2.1 Synthése

La stratégie de synthése a été essentiellement basée sur la construction de séries de
synthons symétrique et asymétrique propargylés possédant un cceur CTP pour assurer
la croissance dendritique. Nous avons, tout d’abord, voulu confirmer la géométrie
spécifique alternée haut/bas du dérivé hexapropargylé 1,' comme récemment

déterminé & 1’état solide et en solution (Figure 2.1).!1°

\ ’4’7
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Figure 2.1 Structure et représentation ORTEP du cyclotriphosphazeéne

0,

A\

hexapropargylé 1. Les atomes d’hydrogéne ont été omis pour plus de clarté

La recristallisation dans un mélange de Et2O/EtOH/hexane et la résolution de la
structure mono-cristal par diffraction des rayons X démontrent bien la géométrie
attendue en double tripod avec trois branches situées au-dessus du cycle central et
trois en-dessous (voir Partie Expérimentale pour les données Rayons X et le protocole
de recristallisation). Le cycle caractéristique quasi planaire du cyclotriphosphazéne

avec une conformation bateau légérement tordue a également été observé sous ces
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conditions. Nous avons, par la suite, réalisé la synthése du building-block
fonctionnalisé de type ABs a partir de I’hexachlorocyclotriphosphazéne (N3P3Cls)
disponible commercialement. Dans ce contexte, le processus de désymétrisation a €té

efficace via une séquence “1 + 5”, comme récemment décrit.!!

Cette stratégie est
basée sur le déplacement préalable d’un chlore par un phénol para-substitué. La
réaction est suivie par ’introduction de cinq dérivés phénoliques distincts afin de
faciliter les fonctionnalisations futures. La synthése commence par la mono-
incorporation du p-aminophénol protégé par un N-Boc 2'2 sur le N3P3Cls, dans des
conditions basiques avec des stcechiométries optimisées (noyau/2/base: 2/1/5 €q.
Avec le noyau fraichement recristallisé dans ’hexane) afin d’obtenir le précurseur
désiré 3 avec un rendement de 60% (Schéma 2.1). Cette transformation, menant au
composé monosubstitué 3, peut étre suivie par spectroscopie RMN 3P qui détecte la

présence des signaux doublet et triplet a 22.4 et 12.9 ppm, respectivement %J (P,P) =
59 Hz).!!!
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Schéma 2.1 Synthése des CTPs polypropargylés asymétriques de type ABs 6 et 9.

Encadrés : Zoom des RMN 3'P des intermédiaires.

Cinq unités d’hydroquinone monopropargylées 4''* ont été ensuite introduites avec
un rendement de 87% dans des conditions similaires, exceptée 1’utilisation d’un large
exces de phénol 4 et de Cs2C0Os3. De méme, la spectroscopie RMN a permis de
confirmer la structure du building-block protégé ABs 5. La RMN 'H montre
’intégration relative des cinq protons propargyliques (0 4.65 et J 2.52 ppm)
comparée aux protons des trois méthyles du groupement protecteur Boc (J 2.52 ppm).
De plus, la RMN 3'P montre la complétion de la réaction avec un signal triplet
symétrique a 0 9.8 ppm. La déprotection classique par le TFA, suivie de I’amidation
en présence d’un large excés de DIPEA et de chlorure de chloroacétyle permet
d’obtenir le synthon 6. Il représentera un building-block clef dans la synthése

d’architectures dendritiques phosphazénées complexes.
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La séquence inverse a également été réalisée en parallele afin d’obtenir le synthon 9.
La mono-introduction du dérivé phénol 4 a été réalisée avec un rendement de 54%,
suivi par le remplacement complet des cinq atomes de chlore restant par 2. Le retrait
des cinq groupements protecteurs N-Boc dans 8 a lieu en présence de TFA dans le
DCM afin d’obtenir le sel correspondant. La fonctionnalisation finale avec le chlorure
de chloroacétyle, dans des conditions basiques, permet d’obtenir le systéme inverse

ABs 9 avec un rendement de 48% sur deux étapes.

La glycosylation a été réalisée grace a 1’azoture du lactoside 10''* utilisé comme
monomere ou présenté sous sa forme multivalente afin de permettre la multiplication
du glycotope. Les structures en forme de quartier ont été aisément synthétisées a
partir des motifs de branchement 1 — 35 et 1 — 5, tels que le dérivé polypropargylé
de type TRIS AB3 11'!% et du composé phosphazéné ABs 6, respectivement (Schéma
2.2). Dans ce contexte, les conditions standards de CuAAc’*7116 ont été appliquées
pour le triple greffage de 10 afin d’obtenir le dendron halogéné 12. Un protocole
modifié, impliquant un usage steechiométrique de réactif de Cu'! a été nécessaire afin
d’obtenir le composé glycosylé ABs 13. L’introduction de la fonction azoture focale a
¢té efficacement effectuée sur les précurseurs 12 et 13 en présence de NaN3 et Nal
dans le DMF afin de fournir les dendrons 14 et 15, respectivement, avec de bons
rendements. Dans les deux cas, la spectroscopie RMN a permis de confirmer la
complétion des réactions en montrant la disparition des signaux caractéristiques des
fonctions propargyles lors des réactions multi-click. De fagon intéressante, les
spectres de RMN 3!P des dendrons glycosylés 13 et 15 indiquent un multiplet de & 9.4
a 10.2 ppm. Ce phénomene, en accord avec les observations faites par le groupe de

Majora]!!!?

, est dli 4 une légere distribution différente des branches terminées par un
lactoside autour du cceur phosphazéne afin d’optimiser I’occupation de 1’espace,
provoquant de légeres modifications d’angle autour des atomes de phosphore. De

plus, I’introduction de la fonction azoture dans la demiére étape de la séquence a
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également été monitorée par spectroscopie FT-IR, basée sur la présence de la bande a

2100 cm™' (voir Partie Expérimentale).
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Schéma 2.2 Lactosides PEGylés fonctionnalis€s possédant un azoture terminal
(10) ou dérivés dendronisés (14 et 15) utilisés pour obtenir des architectures

phosphazénes complexes

Les premiers membres de la famille avec base CTP avec lactosylation ont été
construits autour de 1, sur lesquels les azotures 10 et 14 ont été incorporés. La
bioconjugation a été réalisée dans des conditions de CuAAc afin d’obtenir le cluster
hexavalent 16 a partir de 10 avec un rendement de 84%. Des conditions similaires sur
le dendron 14 permettent d’obtenir le composé octadécavalent 17 via une approche
convergente avec une efficacité comparable. L’application du protocole standard de
Zemplén conduit aux composés 18 et 19, a partir de 16 et 17, respectivement
(Schéma 2.3). Le spectre RMN 'H illustre clairement la complétion des réactions
multiples de click, notamment pour 17, avec la disparition totale des signaux
appartenant aux fonctions propargyles du précurseur a J 4.65 et 2.64 ppm. De plus,

toutes les intégrations relatives de chaque proton du triazole présents dans la partie
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externe, sont en accord avec ceux de la région interne nouvellement formée (18H vs.

6H, respectivement).
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Schéma 2.3 Synthese des dérivés lactosylés hexa- (18) et octadécavalent (19)

autour d’un noyau CTP.

L hypermonomere pentavalent 15 a été utilisé pour des stratégies variées qui couvrent
un large spectre de synthéses dendritiques accélérées. Initialement, le composé
lactosylé en forme d’haltére 21 a été synthétisé en utilisant le tétraéthyléne glycol
dipropargylé 20'!” suivi d’une double réaction de click. La dé-O-acétylation utilisant
du MeONa 1M dans le MeOH génere quantitativement 22. La désymétrisation
orthogonale a également été considérée avec le couplage de 9 et 15 afin de générer
directement le précurseur hétérofonctionnel du systéme de Janus 23 avec un bon
rendement, contenant cinq fonctions réactives chloro N-acétylée périphériques
(Schéma 2.4). Due a la nature non-équivalente des cinq substituants autour des deux
ceeurs, 23 donne un spectre RMN 'H avec des différences particuliéres comparé a

celui de son précurseur 15 (Fig. 2). On peut noter, I’apparition de deux signaux a J
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8.96 et 0 8.60 ppm due aux deux groupes d’amides périphériques (intégrations de 2H
et 3H, respectivement), ainsi que le signal du proton du groupement triazole interne
nouvellement formé a 6 8.05 ppm. De plus, les signaux du nouveau lien méthyléne
sont clairement visibles a 0 5.46 et ~9 4.20 ppm avec les intégrations relatives
attendues, correspondant au -NtriazoleCH2CONH- interne et -NHCOCH:Cl-

périphérique.
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Schéma 2.4 Syntheése des dérivés décavalent en forme d’haltére (22) et

hétérofonctionalisé 23.
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Figure 2.2 Comparaison des spectres RMN 'H (CDCl3, 600 MHz) de 15 et 23
avec apparition de signaux caractéristiques pour le composé dissymétrique 23 (haut).

Intégrations des protons de 23 sont indiquées en italique sous chaque signal.

Ultérieurement, une transformation du composé 23 pourra étre envisagée, basée sur
nos récentes recherches de stratégies de transformations orthogonales de dérivés N-
chloroacétylés ayant une tolérance aux groupements fonctionnels encombrants.''® Par
exemple, couplages multiples via CuAAc aprés une introduction douce de fonctions
azotures sur 23 ou des réactions Sn2 multiples avec des partenaires avec thiol-
terminaux représenteraient des méthodes de choix pour intégrer des entités
pertinentes telles que des glycans adaptés, d’autres éléments cibles ou des

médicaments.

Dans le but d’explorer la flexibilit¢ de notre approche de synthése globale et pour
augmenter la densité des terminaisons en utilisant un nombre limité d’étapes, le
dendron-clef 15 a également été couplé a différents cceurs polypropargylés
complémentaires via des approches convergentes accélérées. Le premier modéle

trivalent connu 24''? a été mis a réagir dans des conditions classiques de CuAAc en
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présence de 15 afin d’obtenir le systéme pentadécavalent 25 avec un excellent
rendement de 86% (Schéma 2.5). Un traitement similaire avec 1 permet d’obtenir une
synthése rapide et efficace du premier glycodendrimére de génération 1 avec deux
couches différentes de coeurs CTP, contenant le double du nombre d’épitopes. Ainsi,
le lactodendrimére tricontavalent 26 a été obtenu avec un rendement de 77%,
correspondant & un excellent rendement de 96% par réaction de click individuelle.
Malgré I’apparente congestion générée par le dendron, la distribution prédite haut/bas
autour des cceurs cyclotriphosphazénes ainsi que la flexibilité des branches, ont
permis de montrer adéquatement les fonctions réactives complémentaires afin de
garantir les réactions dans un mélange THF/H20. Aucune trace des signaux des
protons propargyliques des précurseurs & 6 3.14 ppm pour 24 (dans le DMSO-d6) et &
2.54 ppm pour 1, n’a été détectée, confirmant la complétion des différentes réactions
de click. A nouveau, la suppression des groupements protecteurs en milieu basique
donne les conjugués 27 et 28, avec les B-lactosides déprotégés, a partir de 25 et 26,
respectivement. Les expériences MALDI-TOF montrent un mode¢le isotopique pour
les conjugués tricontavalents 26 et 28 avec le signal de masse moléculaire attendu
(adduits [M + Na]*) a ~32550 et ~23750 Da, respectivement. De plus, des modéles
itératifs réguliers ont été observés dans les deux cas avec une perte successive
d’espéces triazoles dendronisées ou monomeres (Figure 2.3). Cette perte réguliére a
également été observée pour le composé acétylé 26 grice a la technique d’ESI* (aprés

déconvolution, voir Partie Expérimentale).
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Schéma 2.5 Synthéses des glycodendriméres contenant 15 (27) et 30 (28)
lactosides périphériques hydroxylés via une approche dendritique convergente

accélérée.
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Figure 2.3 Spectres MALDI-TOF de dendriméres a) protégé (26) et b)
hydroxylé (28) (matrice DHB) indiquant un mod¢le de fragmentation réguliére avec

perte successive d’espéces monomeére ou dendronisée.
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Le développement de stratégies accélérées utilisant des dendrons glycosylés
multivalents nous a amené 2 utiliser le ceceur secondaire pentapropargylé ABs 6, sur
lequel les dendrons lactosylés 14 et 15 ont été greffés avec succés (Schéma 2.6). A
nouveau, des réactions de cycloadditions catalysées au Cu' nous ont permis d’accéder
efficacement au premier syttme AB1s (29) avec un rendement de 73%. Ces résultats
prometteurs, nous ont encouragé a pousser les limites de la stratégie plus loin, en
synthétisant le dendron lactosylé G(1) 31 contenant 25 fonctions terminales en
appliquant la méthodologie double-exponentielle. Un excellent rendement de 83% a
été observé pour la construction de la partie AB2s via I’utilisation de la méthodologie
double-exponentielle & partir du synthon-clef orthogonalement fonctionnalisé 6.
Comme attendu, et précédemment observé pour 15 et 17, le multiplet complexe allant
de 5 8.9 4 10.4 ppm a été observé sur le spectre de RMN 3!P, dii 4 I’environnement
géométrique distinct de chaque couche de CTP qui cause une légére variation des
déplacements chimiques. De plus, des dérivatisations ultérieures de la fonction focale
chloroacétylée pourront é&tre monitorées par RMN 'H et RMN BC puisque les
signaux distinctifs de~COCH>Cl sont clairement visibles sur les deux structures (8
4.20 et 43.5 ppm, respectivement). Par exemple, le remplacement du chlore par une
fonction azoture fourni 30, dont les spectres RMN 'H et 3C indiquent la disparition
totale du signal du méthyléne halogéné focal. Un signal déplacé vers les champs
faibles 4 & 52.1 ppm correspondant 8 -COCH2N3 a ét€ observé sur le spectre de RMN
BC. 1l est intéressant de mentionner qu’une nouvelle approche convergente
hautement accélérée utilisant I’hypermonomére ABis 30 et un modele
complémentaire tripropargylé a base de phloroglucinol a également été testée. Le
spectre RMN indique de maniére évidente le triple couplage catalysé au Cu' de
I’hypermonomére autour du cceur, par 1’absence des signaux caractéristiques du
propargyle (voir Partie Expérimentale pour la séquence synthétique, les structures et
les discussions). Les données spectroscopiques préliminaires soutiennent 1’intégrité

de la structure désirée. Malheureusement, comparée aux autres structures présentées,
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la caractérisation complete de la structure contenant 45 épitopes n’a pas pu étre

réalisée.
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Schéma 2.6 Synthése d’hypermonomeéres larges en forme de quartier lactosylés

contenant 15 (29-30) et 25 (31) épitopes et une fonction réactive focale via une

stratégie convergente accélérée.

Notre but de couvrir tous les aspects des approches dendritiques accélérées autour
d’un type de synthon, nous a amené & nous porter sur I’élaboration de « cceurs
multifonctionnels » possédant une base CTP. Pour cela, des « hypercoeurs »°
correspondants ont été synthétisés avec succes, selon une stratégie connue basée sur
I'utilisation de cceurs poly-thioacetylatés et de dendrons avec fonction N-

S

chloroacetamide terminales complémentaires.'’> La formation d’hypercoeurs

hautement symétriques icosa-(34) et tricontapropargylés (35) a été réalisée dans des
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conditions basique et réductive (NaOH/NaBH4 dans EtOH) standards sur 6, en
présence des cceurs aliphatique (32) ou aromatique (33),'!%? (Schéma 2.7). Le nombre
restreint d’étapes de synthése et la génération d’une haute densité de fonctions sans
activation pré-requise, constituent des avantages notables dans la quéte de nouvelles
voies pour atteindre une croissance dendritique rapide. Des rendements satisfaisants
ont été obtenus pour les deux dérivés, avec des temps de réactions réduits (3h).
L’insolubilité des produits dans 1’éthanol a rendu leur purification aisée, en retirant
I’exceés de réactifs par lavages successifs & 1’éthanol. Il est & noter que les essais dans
les conditions optimisées précédentes (excés de MeONa 1M dans MeOH avec des
systémes similaires mais simplifiés)!'® ont généré les dérivés désirés mais avec des
rendements inférieurs et des purifications moins aisées. De plus, les résultats de
spectrométrie de masse, surtout pour le composé 34 (ESI* haute résolution), dont les
adduits expérimentaux [M + 2Na]?* et [M + 3Na]** correspondent aux modéles
théoriques (Figure 2.4) et les spectres RMN 'H et '*C confirment de maniére non
équivoque la complétion des réactions SN2 multiples dans les deux cas. La haute
symétrie permet d’obtenir des spectres RMN 'H simples, avec la présence de paires
de signaux correspondant au —CH>— de chaque section interne (J 3.39 et 2.84 ppm
pour 34 et § 4.12 et 3.28 ppm pour 35), avec des intégrations relatives désirées.
(Schéma 2.7). De plus, la présence d’un signal unique et spécifique sur le spectre
RMN '3C, correspondant aux carbones du centre quaternaire et aromatiques de 34 et
35 (5 44.0 et 136.2 ppm, respectivement), confirme la monodispersité des structures.
En accord avec nos travaux précédents,!!®® ces observations nous permettent
d’exclure un processus non désiré de polymérisation via I’oxydation des thiols
générés in situ. L’introduction des épitopes autour des hypercoeurs est d’abord
réalisée via I’application de la méthodologie divergente. La conjugaison assistée par
CuAAc utilisant le lactoside possédant une fonction azoture monomérique 10 en
excés (1.7 éq./fonction propargyle) permet d’obtenir efficacement les

macromolécules 36 et 37 possédant 20 et 30 fonctions terminales, respectivement
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(Schéma 2.8). Des rendements similaires de 74% ont été observés, correspondant a un
excellent rendement >98% par réaction individuelle. La caractérisation de 36 par
RMN 'H montre les signaux attendus avec les intégrations relatives voulues, en
comparant les protons distincts : Hegar (3 5.30 ppm, 20H), triazole (J 7.85 ppm, 20H),
et CqCH2S— interne (0 2.80 ppm, 8H). De plus, I’absence des signaux du propargyles,

dans les spectres RMN 'H et *C confirme la complétion des réactions multiples.
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Schéma 2.7 Synthése des hypercoeurs 34 et 35 contenant 20 et 30 fonctions
propargyles périphériques, respectivement, et spectre RMN 'H (CDCl3, 600 MHz)

indiquant la complétion des réactions Sn2.



48

'--" | (esNap
e
=1 1 1

Figure 2.4 Zoom des distributions isotopiques des adduits [M+3Na]** (haut) et

M+2Na]?* (bas) pour 34 (ESI'-HRMS). Signaux expérimentaux en bleu et modéle
P
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Schéma 2.8 Synthese des structures glycodendritiques icosa-(36) et

tricontavalentes (37 et 38) a partir des hypercoeurs 34 et 35 via une approche
divergente accélérée. Conditions pour créer un nombre controlé de défauts

structuraux a partir de 34 sont mentionnées en gris.
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L’utilisation de quantités sous-steechiométriques de 1’azoture lactosylé 10 (16.0 éq.
pour 20 fonctions propargyles) génére un mélange d’espéces multivalentes présentant
des défauts structuraux (36a), comme des fonctions propargyles internes n’ayant pas
réagi dont la présence (~4) peut clairement étre détectée par spectroscopie RMN
(Figure 2.5). Pour ce cas en particulier, les signaux des alcynes restants a J 2.53 et
~4.65 ppm dans les structures ont été détectés. Les signaux caractéristiques a ~J 78.0
et 76.0 ppm, ainsi que le signal encore plus intense a  56.1 ppm correspondant aux —
OCH2C=CH périphériques en RMN '3C ont clairement été détectés. Les expériences
2D COSY et HSQC viennent confirmer les corrélations attendues (voir Partie
Expérimentale). D’un point de vue synthétique, le contréle de I’introduction des
défauts a pour but de confirmer I’intégrité et la monodispersité des macromolécules
¢laborées sans défaut via des protocoles optimisés avec un excés de l’azoture
lactosylé, ie 36, 37 et déprotégé 38. Eventuellement, un accés a des
postfonctionnalisations directes peut étre considéré avec un greffage ultérieur
d’azido-sondes complémentaires, permettant d’incorporer des éléments tels que des

carbohydrates ou des médicaments sur les fonctions propargyles restantes de 36a.
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Figure 2.5 Comparaison entre les RMN 'H (600 MHz, CDCls) de la
macromolécule icosavalente parfaitement monodisperse 36 et le mélange de
composés présentant des défauts 36a contenant une moyenne de 16 fonctions

terminales et 4 fonctions propargyles (02.53 pour C=CH et ~4.65 ppm pour

OCH:2C=CH dans le cas présent).

Les mémes hypercoeurs 34 et 35 ont été par la suite utilisés dans la synthése des
glycoconjugués hypervalents décorés avec 60 et 90 épitopes a partir de 1’ancrage du
dendron trivalent 14 avec des stcechiométries optimisées (1.7 éq./propargyle). Cette
approche différe de celle décrite précédemment par I’usage combiné des hypercoeurs

et des portions lactosylés, et représente une approche convergente accélérée double-
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étape. La présence de dendrons a base TRIS génére des structures plus complexes
présentant différentes couches distinctes et concentriques possédant différents
groupes fonctionnels et building-blocks autour d’un cceur central. En ce sens, des
glycodendrimeéres de type « pelure d’oignon » ont été synthétisés autour de cceurs
aliphatiques ou aromatiques, entourés successivement par une couche de type ABs-
phosphazene et une couche externe de type AB3 possédant une base TRIS. Une
croissance dendritique rapide en deux étapes génére les composés lactosylés 39 et 40
avec des rendements similaires & ceux observés pour la dernieére approche « inside-

out », & savoir >98% de rendement par chaque triazole formé (Schéma 2.9).
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Schéma 2.9 Synthese des structures glycodendritiques de type « pelure
d’oignon » hexaconta-(39) et nonacontavalentes (40 et 41) a partir des hypercoeurs
34 et 35, via une approche convergente double-étape. Conditions pour créer un
nombre contr6lé de défauts structuraux a partir de 34 et une quantité sous-

stcechiométrique de dendrons 14 sont également indiquées.

Ainsi, cette méthodologie représente une alternative élégante aux séquences
divergentes décrites précédemment par notre groupe pour 1’élaboration de structures
« pelure d’oignon ».*> Un protocole similaire garantissant la présence de défauts
structuraux a par la suite été appliqué afin de confirmer qu’un nombre limité de
fonctions propargyles restantes dans une structure plus complexe pouvait également

étre détectée par RMN. Pour cela, une quantité sous-steechiométrique 14 (17 éq. pour
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20 fonctions propargyles) et de cceur 34 ont été mis a réagir dans des conditions
classiques de chimie click. Comme attendu, 1’intégralité du dendron a été consommée
a la fin de la réaction, comme 1’indique la CCM. Les spectres RMN 'H (600 MHz) et
DOSY de 39a révélent ~3 signaux des fonctions propargyles restantes avec un
déplacement chimique caractéristique (6 2.60 pour C=CH et ~4.75 ppm pour
OCH2C=CH dans le cas présent). Les spectres de la structure sans défaut 39 se
comparent bien avec ceux de celle présentant des défauts 39a, avec 1’absence non-
équivoque des signaux caractéristiques des propargyles en spectroscopie RMN 'H et
3C (notamment 4 & 56.1 ppm correspondant 8 -OCH2C=CH, 3 jours d’acquisition,
145 000 scans & 150 MHz, voir Partie Expérimentale). Finalement, la de-O-
acétylation de 40 a permis d’obtenir le dérivé nonacontavalent 41. Il est a noter que
ce glycodendrimére possédant 630 fonctions périphériques OH a été efficacement
construit avec un nombre réduit d’étapes de synthése et représente a lui seul une
plateforme hyperfonctionnalisée pour des modifications ultérieures ou des
applications directes. Hormis les analyses de spectroscopie RMN, la caractérisation
de ce nouvel ensemble de structures dendritiques a été complétée par des mesures
GPC et de spectrométrie de masse (Tableau 2.1). De fagon remarquable, dans tous les
cas excepté pour 40, les données GPC indiquent de trés faibles indices de
polydispersité pour les composés acétylés (PDIs (Mw/Mn) < 1.08) avec des modéles
de simple gaussienne étroite et des valeurs de Mw qui se comparent bien avec celles
obtenues par expérience MS. Des études biophysiques complémentaires ont
également été réalisées pour évaluer la progression de la taille et la forme
tridimensionnelle de tous les dérivés multivalents. La spectroscopie de diffusion
RMN est récemment devenue une méthode de choix dans I’obtention de I’information
sur le comportement hydrodynamique des espéces macromoléculaires en mesurant
leur coefficient de diffusion dans un solvant donné.!00%!1%120 [ 4 tajlle des
glycodendriméres contenant des dérivés acetylés et déprotégés, et plus

particuliérement leur rayon solvodynamique, a €été estimé par expérience RMN
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pulsed-field-gradient stimulated echo (PFG-STE) utilisant le bipolar pulse pairs-
longitudinal-eddy-current delay (BPP-LED) dans le CDCl; et le D20, respectivement,
a4 25°C."?! Des échos stimulés ont été utilisés afin d’éviter le signal d’atténuation df a
la relaxation transverse, tandis que les pulses de gradient bipolaires réduisent les
artéfacts.'?? Les valeurs du coefficient de diffusion D ont été déterminées en faisant la
moyenne des valeurs individuelles correspondant a la décroissance de I’intensité du
signal des différents protons localisés & différents niveaux de la molécule (Tableau
2.2). Le comportement mono-exponentiel a été observé pour des protons spécifiques,
distinctifs et ordinaires (i.e. & J 5.34 ppm correspondant & Hagal pour les dérivés
acétylés et a 0 7.90 ppm pour Hiriazole des composés hydroxylés) (voir Partie
Expérimentale). Ce comportement était cohérent avec le caractére sphérique et
unimoléculaire des glycodendrimeéres évalués et également observé avec d’autres
protons localisés soit dans les régions internes, incluant le cceur dendritique et les
branches connectées, soit dans la ceinture de saccharides périphérique (résultats non
montrés). L’équation de Stokes- Einstein donne directement les diamétres solvo-
dynamiques correspondants (ds = 2 x rs), utilisant les viscosités déterminées dans des

solvants deutérés purs.
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7
CPG Spectrométrie de masse
Comiposé 1A M, PDIT (M) M, cxlcalée Tronvée ‘Yechnique

15 5462 5367 102 5247.7180 1750.2¢66 {M+ 3H*" ESI-HRMS
16 6882 6764 102 $041.0672 15118123 [M~+ sH* ESP-HRMS
17 21 740 21350 1.02* 18008.6 180085 M « | ESI” (deconv.)
21 10 410 10180 102t 107728 107725 M + ESI* (deconv.)
23 2981 7889 1.01° 84497757 1636.6843 [M + 4Na]* ESP-HRMS
25 18§70 13820 101 16074 6 16075.1 M + HI" ESI" (deconv.)
26 35320 34460 325233 325237 M +HJ ESI* {deconv.)

103 32550.1 MALDI-TOF
s0 16 580 15400 1.08° 152211 15220.6 M + HI ESI (decouv)
a1 26040 25230 103" 27309.0 272414 MALDI-TOF
34 4625 4540 103 4272.7557 2137.385) [M~ 2P ESF-HRMS
35 7152 6399 1120 63677 61689 MALDITOF
36 25870 24610 108 210313 21098.1 MALDI-TOF
57 2710 39580 1.08 316009 314780 MALDI-TOF
as 76570 75530 101 60508 9 760 OU0-centered Gaussian MALDI-TOF

Tableau 2.1 Données GPC et spectrométrie de masse pour les dérivés dendritiques

peracétylés.

Entrée Composé Valence D (x10-om?s?) d: (nm)
Dendrons protégés

1 15 5 3.10 26
2 29 15 1.57 5.1
3 31 25 1.19 6.8
Macromolécules protégées

4 16 6 2.76 29
5 21 10 247 33
6 25 15 1.65 5.1
7 17 18 1.48 5.5
8 36 20 1.17 7.0
9 26 30 1.08 7.5
10 37 30 1.34 6.2
1 39 60 1.07 7.6
12 40 90 0.81 10.1
Macromolécules déprotégées

13 18 6 1.10 3.6
14 22 10 0.75 5.3
15 27 15 0.70 5.7
16 19 18 0.67 5.9
17 28 30 0.56 7.2
18 38 30 0.65 6.2
19 41 90 0.60 6.6

Tableau 2.2 Détermination des données de diffusion et des diamétres solvo-

dynamiques des conjugués multivalents par expérience de diffusion RMN.
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Comme attendu, les valeurs de D révelent une augmentation du rayon solvo-
dynamique lorsque le nombre d’épitopes périphériques augmente, dans des
conditions de solvant similaires. Des tendances cohérentes ont été observées avec les
composés acetylés ou déprotégés incluant les dendrons, les clusters globulaires et les
dendrimeéres avec des diamétres solvo-dynamiques compris entre 2.6 et 10.1 nm. De
fagon intéressante, malgré un modéle dendritique distinct, des valeurs identiques ont
été obtenues pour les systémes pentadécavalents 25 et 29 (entrées 6 et 2). Des
résultats cohérents ont également été obtenus en comparant les diamétres du dendron
31 et du glycodendrimére sans défaut correspondant 26 (6.8 et 7.5 nm,
respectivement) (entrées 3 et 9). Au contraire, I’échafaud autour des différents ccoeurs
dendritiques génére des légéres divergences dans les valeurs de diamétre pour les
systémes tricontavalents acetylés et déprotégés (26 vs. 37 et 28 vs. 38,
respectivement). De plus, pour les séries de dérivés protégés construits autour des
hypercoeurs 36, 37, 39 et 40, aucune tendance n’a pu é&tre établie, parce que le
pentaerythritol générait des systémes soit trop petits (39 vs. 40) soit trop gros (36 vs.
37) comparés au coeur benzéne correspondant. Il est important de noter que la
présence de sucre avec 1’espaceur tétraéthyléne glycol contrebalance convenablement
le caractére hydrophobe des multiples benzénes entourant chaque centre N3P3 rendant
les composés solubles dans 1’eau, méme a haute concentration (typiquement ~15 mg
dans 300 pL de D20). Excepté pour le petit hexavalent 18, des diamétres solvo-
dynamiques similaires compris entre 5.3 et 7.2 nm ont été calculés, indépendamment

du nombre d’épitopes ou des séquences d’unités de branchement.

Comme reporté par le groupe de Fréchet,'?

cette observation peut indiquer que
macromolécules pseudo-amphiphiliques ont une partie aromatique étroitement
compacte au centre et exposent une partie polaire a la périphérie. La linéarité des
données de ces dendriméres solubles dans I’eau confirme 1’absence de phénoméne

d’agrégation intra-moléculaire en solution, surtout dans des conditions plus diluées
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rencontrées dans les études biochimiques qui vont suivre (voir Partie Expérimentale).
Evidemment, la bioactivité des sucres est implicite dii & leur présence a la surface.
Afin de prouver cette hypothése, nous avons réalis¢ une étude d’interactions

contrdlée par résonance plasmonique de surface (SPR).

2.2.2 Etudes de résonance plasmonique de surface

Les affinités de liaisons relatives des plusieurs dendriméres lactosylés ont été
évaluées par essais compétitifs SPR en utilisant deux lectines galacto-spécifiques
différentes: (1) une lectine de la bactérie Gram-négative P. aeruginosa
(LecA)’%!19124 ¢t (2) la forme protéolytiquement transformée 1’adhésion/croissance-
régulation humaine de la galectine-3 (trGal-3).!2% Ces deux protéines ont un intérét
biomédical. La LecA homotétramérique (ou PA-IL) est un facteur de virulence qui est
impliqué dans la pathogénése de P. aeruginosa pour les patients immunocompromis
ou atteints de fibrose kystique. Concernant la Gal-3, la protéine multifonctionnelle
posséde diverses contre-récepteurs physiologiques incluant des glycans et des motifs
peptides, avec un role dans la régulation anoikis/apoptose, les interactions matrice et
la progression des maladies auto-immune.!?® Dans sa forme compléte, c’est-a-dire
avec sa queue de neuf répétitions d’hélices de collagénes non triples et un peptide N-
terminal connecté au domaine de reconnaissance de I’hydrate de carbone, la Gal-3 est
capable de facilement former des oligoméres avec des ligands polyvalents. 6129 A
noter, la coupure protéolitique par la matrice de métalloprotéinases supprime cette
125,129b

queue N-terminale avec une influence mineure sur la réactivité des glycans,

posant la question sur sa réactivité sur les glycans multivalents.

Pour les études d’inhibition compétitives, le 3-[2-[aminoethyl]-thio]-propyl B-D-

lactoside 42!

a €té immobilisé sur la surface du capteur CMS5 (Biacore) en utilisant
la méthodologie du couplage amide du constructeur, & un niveau de ~230 RU (Figure

1.6). Pour déterminer les valeurs d’ICso, des mélanges stables de lectines (1.5 uM
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pour LecA et 7.5 uM pour trGal-3) ont été incubés avec des concentrations
croissantes de glycodendrimeéres et des références monomeriques et utilisés comme
analytes s’écoulant a la surface du lactoside 42. Comme blanc, I’éthanolamine a été

immobilisé (voir Partie Expérimentale pour les protocoles détaillés).

Hi OH OH H OHo ot
Ho ~ HOA—s WS\/\NH; HO  HOMT¥= \/)-zh
43 SN H

42

HO OH OH
lo} H 4
O N? H
HO  HOAT%> NG NP 3
44 45 U

Figure 2.6 Structures de dérivés lactosylés immobilisés sur la puce SPR (42),
références monomériques (43 et 44) pour les études compétitives. Le composé a base

CTP 45 représente le contrdle négatif.

Afin de vérifier I’effet cluster, la référence monomérique 43 avec le lien complet a été
synthétisée ainsi que le composé 44 sans I’espaceur tétraéthyléne glycol. De plus, afin
d’exclure I’influence des interactions non-spécifiques générées par le modéle
dendritique lui-méme, un cceur CTP 45 contenant 6 groupes hydroxyles avec un
espaceurs non dérivatisé a également utilisé comme contréle négatif (voir Partie
Expérimentale pour la synthése de 43, 44 et 45). L’affinité des deux lectines envers le
lien lactoside en présence de différentes concentrations de glycodendriméres a été

mesurée et reporté dans la Tableau 1.3.
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LecA trGal-3
r.p/ r.p/
Composé ValenceIC50 (MM) r.p. sucre ICsqo (UM) r.p. sucre
43 1 958 +£ 34 1 1 164 + 10 1 1
18 6 5.38+0.14 178 30 0.55+0.03 298 37
22 10 3.20+£0.20 299 30 0.31 +£ 0.02 529 53
27 15 4.10£ 0.20 233 16 0.39+ 0.01 420 28
19 18 3.08+0.30 311 17 0.38 £ 0.03 431 24
28 30 1.90 £ 0.18 504 17 0.30+ 0.01 546 18
38 30 240+ 0.11 399 13 0.22 + 0.03 745 24
41 90 0.85 £ 0.09 1127 13 0.16+0.01 1025 11

Tableau 2.3 Valeurs d’ICso des glycodendrimeres et des monomeéres issues des

études d’inhibition compétitives SPR.

Dans chaque cas, des profils de liaison simple exponentiel ont été obtenus (voir Partie
Expérimentale pour les sensorgrammes et les courbes d’inhibition correspondantes).
Tout d’abord, la valeur d’ICso pour la référence monomérique 43 et la LecA est dans
la gamme du haut micromolaire, ce qui est cohérent avec la valeur précédemment
publiée.!'® Globalement, les systémes multivalents montrent des activités grandement
améliorées dans les deux cas comparées a la référence 43. Plus particuliérement, les
puissances relatives pour la LecA approchent 200 pour le ligand le plus faible 18 avec
ses six épitopes et dépasse les 1000 pour le meilleur composé 41. Bien que les

131 les valeurs

lactosides représentent plut6t les ligands les plus faibles pour la LecA,
dans le bas micromolaire ont été obtenues dans nos études pour tous les
glycodendriméres testés, avec un « effet cluster glycosidique » apparent pour les
candidats 18 et 22 arborant six et dix épitopes, respectivement. Dans ces cas, une
amélioration de la puissance par 30 de chaque lactoside localisé a la périphérie a été

obtenue en comparaison de la référence 43. Le bénéfice des répétitions éthylénes
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glycol comme aglycones a également été étudié durant les études comparatives
impliquant 1’hexavalent 18 et son analogue correspondant sans espaceur, montrant
une décroissance par 6 de son activité pour ce dernier. Cette observation peut étre

attribuée a la fois par le résultat de la liaison « aglycone-assistée »'3?

et par
I’arrangement favorable des épitopes. Les activités enregistrées pour les systémes
hexa-, déca-, pentadéca-, et octadécavalent (18, 22, 27, et 19, respectivement) se
comparent bien avec celle du dérivé « pelure d’oignon » octadécavalent décrit par
notre groupe dans les mémes conditions.> Des tendances similaires ont été
obsservées avec la trGal-3 : des valeurs d’ICso dans le haut nanomolaire comprises
entre 550 to 160 nM ont été enregistrées. Une augmentation graduelle de I’activité a
¢té observée comme une fonction de 1’augmentation de la valence de 1’échafaud pour
toutes les séries. De plus, un « effet dendritique » peut étre vu (r.p./glucide > 11 dans
tous les cas). En utilisant la Gal-3 compléte et les glycodendriméres starburst, leurs
valeurs d’ICso et leur puissance d’inhibition relative correspondante ont été
déterminées par des essais compétitifs en phase solide et montrent une petite
amélioration de I’activité & chaque génération.'*®> Ces observations étaient spécifiques
a la Gal-3; Des augmentations significatives de la puissance ont été observées pour la
Gal-1 homodimérique et une toxine de plante avec deux sites de contact pour les
sucres par sous-unité. L.’autre observation concerne les affinités relatives par glucide
(Tableau 2.3). Le composé multivalent le plus puissant contient le nombre le plus bas
de lactosides, notamment le décavalent en forme d’haltére 22 (r.p./glucide = 53). De
fagon intéressante, cette forme particuliére a déja prouvé plus de puissance que ces
analogues globulaires dans les études sur le virus de la grippe, sans trop savoir

pourquoi.'**

Cette tendance a €été observée pour les deux lectines. Une légére
différence d’affinité dans la série de dérivés G(0) incluant 27, 19, 28, et 38, était
attribuable a la variation du cceur central. Bien que les deux conjugués tricontavalents
28 et 38 ont été construits autour de deux noyaux centraux distincts, mais que

I’orientation de leurs dendrons est similaire, & savoir double tripod,''%!!® des résultats
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différents et divergents ont été observés avec les deux lectines de design différents.
Globalement, tous les essais prouvent la bioactivité des sucres, encourageant les

études systématiques activité-structure, sur la base d’une preuve de concept.

A ce stade, les résultats démontrent qu’un « effet dendritique » est plus efficace avec
les dérivés de faible valence, alors que globalement I’activité augmente linéairement
avec les ligands présentant une haute densité d’épitopes. Egalement, les puissances
relatives par glucide stagnent ou diminuent quand plus de 15 épitopes sont a la
périphérie, et de ce qu'on peut conclure des essais d’agglutination avec les
vésicules,' tous les résidus ne participent pas aux mécanismes d’action. De 1égéres
divergences suggérent que 1’échafaud lui-méme joue un rdle actif dans les processus
de reconnaissance,'*® les valeurs d’ICso peuvent refléter des processus de
réassociation, de haute densité de ligands favorisant le « rebinding » consécutif, ou la
reconnaissance stérique pour les glycodendriméres de hautes valences. Comme
souligné par le groupe de Widmalm'*? avec les glycofullerénes, ’accessibilité des
ligands périphériques représente un paramétre critique pour 1’avidité, et la probabilité
d’interaction est améliorée quand les unités de branchement possédant un lien flexible
sont utilisées pour localement augmenter la densité de ligands. Dans notre étude, les
puissances relatives individuelles observées pour les conjugués peuvent étre biaisées
par le manque d’accessibilité. Pour cela, il est donc intrigant qu’une répartition des
lactosides en surface avec une densité sous-maximale dans les glycodendrimeresomes
obtenus par auto-assemblage de glycodendriméres amphiphiles de type Janus donne
une activité optimale, pour 1’agrégation galectine-dépendante, ce syst¢me fournit une

plateforme alternative de liposomes pour designer des mimétiques de surface.!!4138



CHAPITRE III

CONCLUSION

Cette étude décrit les aspects synthétiques de la construction des dendriméres
autour de composants & base phosphore a I’aide de modifications chimiques adaptées.
L’application de substitutions nucléophiles robustes et de « chimie click » catalysée
au Cu', couplée a [utilisation d’unités de branchement fonctionnalisées et
orthogonales, a permis d’obtenir des architectures multivalentes d’une grande
diversité mais toujours avec un grand contrdle. De plus, la présence de glucides en
périphérie nous permet d’utiliser ces composés comme outils dans I’étude de la
relation entre la présentation topologique des glucides et I’activité de la lectine. Ces
composés ont tous été aisément synthétisés, de maniére directe, avec un nombre
réduit d’étapes de synthése a 1’aide de réactions chimiques a hauts rendements,
permettant 1’obtention rapide d’une famille de conjugués multivalents comprenant
des hypercoeurs, des hypermonomeéres, des glycoclusters, des glycodendriméres en
forme d’haltéres ou globulaires ainsi que leurs analogues hétérogénes de type
« pelure d’oignon » contenant jusqu’a 90 lactoses. Leur intégrité et uniformité ont été
confirmées par spectroscopie RMN, spectrométrie de masse ainsi que par diffusion
RMN et GPC. Des études de compétitivité SPR ont été réalisée a I’aide de deux
lectines différentes, nous permettant de conclure que (1) notre approche synthétique
fournie des ligands puissants avec une amélioration de 1’activité de chaque épitope

présent & la périphérie des composés comparée 4 la référence monomere, (2) la taille,
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la valence, la forme et la distribution radiale des épitopes influencent le
comportement des composés en tant que ligands. Il semblerait que la multiplication
des couches de CTP soit néfaste & la présentation optimale des lactosides
périphériques & la lectine dans ce cas. Bien que les glycodendrimeéres semblent
adopter des topologies globulaires, comme nous 1’ont déterminé les expériences de
diffusion RMN, une étude récente suggere que les structures a base CTP de basse
génération possédant un échafaud hautement hydrophobe et ayant des groupements
anioniques azabisphosphonate, peuvent également accéder & des conformations
unidirectionnelles en réponse a des récepteurs biologiques, ceci ayant été observé lors

de simulations de dynamique moléculaire dans 1’eau.'*®

Ces premiers résultats nous orientent vers de futures recherches telles que la
rationalisation des modes de liaison. Plus particulierement, considérant les résultats
encourageants pour les composés de faible valence, notamment les structures en
forme d’halteres, des études complémentaires sur des analogues symétriques ou de
type Janus construits autour de dendrons ABs, ABi1s ou AB2s connectés avec
différents espaceurs et différentes balances rigidité/flexibilité pourraient étre
intéressante afin de compléter la série. Considérant la variété d’approches
synthétiques dans ce projet, les échafauds a base CTP peuvent représenter un modele
dendritique utile pour la présentation d’épitope optimisée pour des nanomatériaux
anti-adhésine ou de ciblage de médicament, ou comme antigénes dans la

vaccination.” (Figure 3.1)



64

‘O o = Sucre, médicumentetc] Q

Figure 3.1 Exemple de structure type dimére permettant entre autre le ciblage

de médicament
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APPENDICE B

PARTIE EXPERIMENTALE

B.1 Materials and Methods

All reactions in organic medium were performed in standard oven dried glassware
under an inert atmosphere of nitrogen using freshly distilled solvents. CH2Cl2 was
distilled from CaH> and DMF from ninhydrin, and kept over molecular sieves.
Solvents and reagents were deoxygenated when necessary by purging with nitrogen.
Water used for lyophilization of final dendrimers was nanopure grade, purified
through Barnstead NANOPure II Filter with Barnstead MegOhm-CM Sybron meter.
All reagents were used as supplied without prior purification unless otherwise stated,

and obtained from Sigma-Aldrich Chemical Co. Ltd.

LecA (Pseudomonas aeruginosa lectin-I) was purchased from Sigma-Aldrich (L9895-
IMG, Lot 051M4011V).

Reactions were monitored by analytical thin-layer chromatography using silica gel 60
F254 precoated plates (E. Merck) and compounds were visualized by 254 nm light, a
mixture of Iodine/silica gel and/or mixture of Ceric Ammonium Molybdate solution
(100 ml H2SO4, 900 ml H20, 25g (NH4)6Mo07024H20, 10g Ce(SO4)2) and subsequent
development by gentle warming with a heat-gun. Purifications were performed by
flash column chromatography using silica gel from Silicycle (60 A, 40-63 pm) with

the indicated eluent.
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'H NMR and 3C NMR spectra were recorded at 300 or 600 MHz and 75 or 150
MHz, respectively, on a Bruker spectrometer (300 MHz) and Varian spectrometer
(600 MHz). All NMR spectra were measured at 25°C in indicated deuterated
solvents. Proton and carbon chemical shifts (8) are reported in ppm and coupling
constants (J) are reported in Hertz (Hz). The resonance multiplicities in the 'H NMR
spectra are described as “s” (singlet), “d” (doublet), “t” (triplet), “quint” (quintuplet)
and “<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>