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Mes travaux de thése ont débuté en octobre 200@@uent de la création de la
thématique « Bioconjugués, Peptidomimétiques » éaipar le Professeur C. Taillefumier. Il
s'agit de l'une des trois thématiques de I'équipeMPA (SYnthése de Molécules a
Potentialité Antitumorales) du Laboratoire SEESIB.

Les recherches développées au sein de cette tl@matisent a développer de
nouvelles chaines pseudopeptidiques, pouvant avoir intérét, soit comme
peptidomimétiques (chaines latérales d'acides amipeotéinogéniques, propriétés de
folding), soit comme plateformes multivalentes pdarprésentation notamment d’unités
saccharidiques.

C’est dans ce deuxiéme volet que s’inscrivent mesatix de thése. Ces derniers ont
porté sur la synthése d’honfipeptides pouvant étre facilement glycoconjugués des
méthodes de ligation chimique. LBgeptides sont sans conteste les foldameres quétént
les plus étudiés a ce jour, depuis les premiensatra de Dieter Seebach et Samuel H.
Gellman dans le milieu des années 90. Si la litiéeasur leg-peptide est tres importante, un
vaste champ d’investigation concerne encore lahgegat et I'étude de ce type de chaines, en
association avec des unités saccharidiques.

Deux objectifs principaux m’ont été donnés au dieparcette thése :

- dune part construire des édificed-peptidiques glycoconjugués pour une

application en immunothérapie antitumorale,

- d’autre part I'étude conformationnelle des chapegstidiques préparées.

L’identification d’antigenes saccharidiques a lafate des cellules, associés a des
tumeurs, a ouvert la voie de la recherche de vadhigrapeutiques contre les cancers. En effet
la glycosylation des protéines membranaires estesuuwléfectueuse et incomplete dans les
cellules cancéreuses, ce qui aboutit a I'élabanadi® glycoprotéines inachevées ou modifiées
exposant a I'extérieur de la membrane cellulaire si&cres en temps normal masqués. Ces
sucres de surface constituent ainsi des marqueirsetiules cancéreuses et leur niveau
d’expression peut étre corrélé a I'évolution demaladie. La connaissance de structures
glucidiques antigéniques a permis d’envisager gesoghes d’immunothérapie antitumorale.
Cependant I'élaboration de vaccins anticancérelhesete a un certain nombre de difficultés,
notamment la faible immunogénicité des sucres d@ac Ceci implique la nécessité de
présenter plusieurs copies d’antigénes « sucr@suf. ces travaux nous allons utiliser le plus
simple d’entre eux, I'antigene Tn (GalNAcO-ser/thr). Des assemblag@speptides/Tn

seront synthétisés de méme que des assembgeptoide/Tn. Une évaluation de
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I'antigénicité des édifices en fonction de la natde la chaine pourra ainsi étre réalisée. Ces
assemblages représentent la premiere pierre dédifplus élaborés dont le potentiel
immunogéne anticancer sera évalué a plus ou moigsterme. Notre choix s’est porté sur
les B-peptides du fait de leur grande stabilité viss-des processus de dégradation
métaboliques et protéolytiques.

Par ailleurs, nous nous intéresserons aux prégri structuration des oligoméfies
peptidiques synthétisés. En effet, au-dela de lguopriétés biologiques, lef-peptides

présentent une forte tendance a adopter des sttiohs secondaires.

La premiére partie de ce manuscrit présentera tut dibliographique couvrant les
deux themes qui seront abordés par la suite. Daremier temps, aprés quelques rappels
d'immunologie, nous développerons les relationseeglycosylation et cancer, aboutissant a
la présentation d’antigénes. Nous eévoquerons ensgitelques exemples de vaccins
anticancéreux a I'étude a ce jour. Puis, nous avorg la partie du projet concernant fles
peptides et leurs propriétés de structuration.

Nous présenterons ensuite la synthese des difé&r@hateformeg-peptidiques et des
composes glycoconjugués qui en découleront. Cesederseront ensuite intégrés dans des
structures dont I'antigénicité sera évaluée parte&s de reconnaissance antigene/anticorps.

Enfin, nous aborderons I'étude conformationnellenge sur les oligoméres et les
résultats obtenus seront discutés.

A cO6té du projet développé dans le cadre de tetee, nous présenterons des études,
menées en parallele, portant sur des propriétégenantes de certains composés qui ont
montré une forte tendance a former des gels dasssdeants organiques ou en milieu

agueux.

Nous dresserons finalement un bilan de ces troi®es de recherche et nous

évoquerons les perspectives qui seront dévelomglaesla suite du projet.
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|- Immunothérapie anticancéreuse
1- Rappels bibliographiques

a- Systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est un systéme de défemsargeiablement adaptatif qui a
évolué chez les vertébrés afin de leur apporterpuotection vis-a-vis des micro-organismes
pathogenes. Il met en jeu un grand nombre de esllet de molécules différentes assurant

d’'une part une reconnaissance et d’autre parté&pense efficace et spécifique.
i- Cellules du systéme immunitaire et types de réponségmmunitaires

L'efficacité de la réponse immunitaire repose glgux groupes de cellules
essentielles : les lymphocytes et les cellulesgmt@trices d’antigene (APC).

» Les lymphocyteexpriment a la surface de leur membrane des @aepui fixent
'antigene ; ce sont les médiateurs des différeadpects de la réponse immunitaire :
spécificité, diversité, mémoire et reconnaissanc&di et du non-Soi. Il existe deux types de
lymphocytes : les lymphocytes B et les lymphocyle@-igure 1) et deux types de réponse

immunitaire en découlent.

) (h)y (8]
CD4 TCR CD8

{ = R \ ; p i
/ \ Ly il
[ \ [ R N\ i
| ( ) g B ( (.
Z N / \ & ) (|
/ / \ 9 - \ \ g
Récepteur \ = \ / LhE
susceptible de / .qf ( (
fixer I'antigene

(anticorps) Cellule B Cellule T, Cellule T,

Figure 1 — Les deux types de lymphocytés

* Lymphocytes Bils sont mis en jeu lors d’'unéponse immunitaire de type humorals
expriment a leur surface un récepteur de liaisdiaritigene spécifique qu’on nomme
molécule d’anticorps membranaire. Ces récepteurpauwent reconnaitre qu’'un seul
antigene.
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Nb:

Lymphocytes T ils sont mis en jeu lors d'uneeponse immunitaire a médiation
cellulaire. lls expriment a leur surface une molécule desdiaia I'antigéne spécifique
gu'on nomme récepteur des cellules T (TCR) qui, trairement aux anticorps
membranaires des cellules B, ne peut reconnatrgigene que lorsqu’il est lié a des
protéines de la membrane cellulaire appelées mieleculu complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). Il existe deux sous-pogtions bien définies de cellules T :
= |es cellules T auxiliaires (I de helpe) qui présentent a leur surface des
glycoprotéines membranaires D Ces cellules sont restreintes a la
reconnaissance d’'un antigene lié a une moléculelasse I du CMH et sont
aussi appelées GD
= Les cellules T cytotoxiques €T de cytotoxig qui présentent a leur surface des
glycoprotéines membranaires gD Ces cellules sont restreintes a la
reconnaissance d’'un antigéne lié a une moléculelasse | du CMH et sont

aussi appelées GD

les molécules du CMH se divisent en deux classes

les molécules de classe | du CMH sont expriméegjpasiment I'ensemble des cellules
nucléées,

les molécules de classe Il du CMH ne sont expring@espar les cellules présentatrices
de l'antigéne.

» Les cellules présentatrices de I'antigef@PC) sont des cellules spécialisées telles

que les macrophages, les cellules B ou les celdeiritiques (les plus efficaces). Elles

présentent au niveau de leur membrane des molédeladasse Il du CMH et elles sont

capables de délivrer un signal de co-stimulationesgaire a I'activation des celluleg; T
(Figure 2).

Cellule présentatrice de I'antigene

)

#—— Molécule de classe 11
du CMH

Cellule Ty

Figure 2 — Présentation de I'antigéne
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Les réponses immunitairémimoraleet a meédiation cellulairerequiérent I'activation
des cellules if (Figure 3). Dans un premier temps, les celluleés@ntatrices de I'antigéne
internalisent I'antigene par phagocytose ou pamoeyibse. Ce dernier est dégradé en petits
peptides antigéniques qui sont associés a des uhetéde classe || du CMH pour donner des
complexes peptide-molécule de classe Il du CMH raatsés a la surface des APC. On
appelle ces étapes « apprétement » et « présentaties antigenes. Le processus d’activation
débute quand les récepteurs de liaison a l'antigge® cellules J reconnaissent les
complexes peptides-molécule de classe Il du CMsiydient. Cette interaction, doublée d’'un
signal de co-stimulation émanant de la cellule gméstrice de I'antigene, entraine I'activation
et la prolifération des cellulesyTspécifiques de I'antigéne qui permettent la cofatiles
réponses humorales et a médiation cellulaire.

» Réponse immunitaire humorale I'interaction d’'une cellule B avec I'antigéne par
I'intermédiaire d'un récepteur déclenche son atitiva sa prolifération et sa
différenciation. Aprés apprétement de I'antigemecellule B présente a sa surface les
peptides qui en résultent, associés a des molédeletasse Il du CMH. Une cellule
Ty spécifigue du complexe antigene-CMH présentéesa tie dernier ce qui provoque
la sécrétion, par la celluleyTde cytokines qui ont pour but de stimuler le$édéntes
phases de la division et de la différenciationaledllule B en plasmocytes sécrétant
I'anticorps spécifique de I'antigéne et en celluBea mémoire.

» Reéponse immunitaire a médiation cellulaireelle débute par I'activation de cellules
T par un antigene spécifique via une APC. Ces lesllaécretent alors des cytokines
qui contribuent a I'activation de différentes cdl T effectrices, responsables de la
réponse a médiation cellulaire. Par exemple, agves internalisé un antigene, une
cellule présentatrice de I'antigene (APC), le pnésea sa surface sous forme d’un
complexe avec une molécule de classe | du CMH. Ageeune cellule § se soit liée
a ce complexe, les cytokines (interleuking-+LFigure 3) vont stimuler la prolifération
et la difféerenciation de cette cellule & mémoire et en lymphocytes T cytotoxiques
(CTL) qui engendreront la lyse de la cellule préaenl’antigene comme une cellule

du Soi altérée.
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Récepteur des cytokines
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Figure 3 — Présentation de I'antigéne (a) et réepoesmmunitaire humorale (b) et a
médiation cellulaire (c)}

ii- Immunoglobulines — Anticorps monoclonaux

Les immunoglobulines sont des anticorps. Ce ssmptotéines présentes a la surface

des cellules B qui conferent a ces dernieres leécificité antigénique mais ce sont aussi les

protéines sécrétées par les plasmocytes. Les gdigEcrétés circulent dans le sang et

servent d’effecteurs de la réponse immunitaire matecen recherchant, en neutralisant ou en

marquant les antigenes en vue de leur éliminatlaas antigenes sont structuralement

complexes et peuvent contenir différents détermaantigéniques. C’est pourquoi le

systéme immunitaire répond par la production damps spécifiques de certains de ces

épitopes, ce qui nécessite la participation deiglms clones de cellules B qui produisent

alors des anticorps dits monoclonaux. Ces dernserslient spécifiguement a un seul

déterminant antigénique. La réponse anticorps pmiate du sérum est constituée de

'ensemble de ces anticorps monoclonaux. Ces dsrmst, par ailleurs, de nombreuses

applications dans le domaine du diagnostic et diedapeutique.

Les immunoglobulines ont une structure de basenoame (Figure 4), formée de

quatre chaines polypeptidiques : deux chainesdédé) et deux chaines lourdes (H). Chaque

chaine légere est liee a une chaine lourde parliaisen disulfure covalente et par un
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ensemble d’interactions non covalentes (liaisonBnesy liaisons hydrogene, liaisons
hydrophobes). Les deux ensembles chaine |égeraectmirde sont eux-mémes liés entre eux
par le méme type de liaison et interactions.

Liaisons
disulfure 3
Chaine L

a l'antigéne
p2d

EX
-S-S-

Chaine H

Activité
biologique ,_/
Figure 4 — Représentation schématique de la struate d’'un anticorps

La spécificité des différents anticorps reposelssidifférences dans la séquence des
acides aminés des régions, dites régions « V » peariables ». Ce sont ces zones qui sont
impliquées dans l'interaction avec un antigene.

Il existe un certain nombre d'immunoglobulines. @rut citer 'immunoglobuline G
(IgG) qui est la plus abondante dans le sérum ieteguésente 80% des immunoglobulines
totales. L'immunoglobuline M (IgM) représente 5 @4 des immunoglobulines du sérum.
Elle est exprimée sous forme d’anticorps membrasailes cellules B lorsqu’elle est
monomérique et elle est sécrétée par les plasnwsygtes forme pentamérique. Elle constitue
la premiére classe d'immunoglobuline a étre séerébés d’'une réponse primaire a un

antigene.
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lii- Reconnaissance de I'antigéne — Notion d’épitope

Les antigénes sont les substances capables d&ndai réponse immunitaire
spécifique.

Il convient de différencier les termes immunog#ééiet antigénicité. Ce sont deux
propriétés immunologiques bien distinctes.

— Limmunogénicité est la capacité a induire une riggimmunitaire (humorale et/ou a
médiation cellulaire). Ainsi, un antigéne étant uméstance induisant une réponse
immunitaire, il conviendrait de le nommer plutéthmanogene.

— L’antigénicité caractérise une substance capablesedeombiner de maniéere spécifique
avec les produits finaux des réponses immunita{fesmorale et/ou a meédiation

cellulaire) tels que les anticorps et/ou les rémaqst cellulaires.

Les antigenes peuvent étre des molécules complekeslumineuses. Ainsi les
lymphocytes B et T n’en reconnaissent qu'une par@es sites particuliers, appelés
déterminants antigéniques ou épitopes, sont leprmg@gimmunologiquement actives de
I'antigéne. C’est par l'intermédiaire de ces régiattives que s’établit la liaison entre un
antigéne et un récepteur membranaire spécifiqumn@oévoqué précédemment, les cellules
B reconnaissent I'épitope seul alors que les @dldl ne reconnaissent I'épitope que lorsqu’il
est associé a une molécule du CMH a la surfaceeddetiule présentatrice de I'antigene ou
d’une cellule du Soi altérée.

Ainsi, la branche humorale permet la reconnaissatien grand nombre d’épitopes,
gu’ils soient exposés a la surface de bactéride @articules virales, ou qu’ils soient présents
sur des protéines solubles, des glycoprotéines,pdsaccharides ou des liposaccharides
issus de pathogénes. La branche a médiation dedlube permet que la reconnaissance
d’épitopes des protéines exposées par des molétul€MH a la surface de cellules du Soi
ou de cellules du Soi altérées comme les celluiésctiées par un virus ou les cellules

cancéreuses.

b- Le cancer — Origines

Lorsque I'équilibre entre le renouvellement etrlart cellulaire n’est plus respecté et

que certaines cellules ne répondent plus aux m&o&si normaux de régulation de la
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croissance cellulaire, ces derniéres engendrentldess de cellules qui peuvent atteindre des
tailles considérables et conduire & une tumeur.

Le terme de cancer fait référence a une tumeuigneabui a la capacité de croitre et
de devenir invasive, au contraire d’'une tumeur dp@®iqui ne croit pas indéfiniment et qui
n’envahit pas les tissus sains environnants. Lieetus malignes peuvent donner naissance a
des métastases, petits groupes de cellules casedrqui quittent la tumeur, diffusent par les
vaisseaux sanguins et lymphatiques et peuvent sénker et proliférer dans d’autres tissus
pour donner des tumeurs secondaires. On appettengares les tumeurs qui se développent
dans les tissus endodermiques ou ectodermiques, (fieeidure épithéliale des organes
internes, glandes). Ainsi la majorité des cancarsalon, du sein, de la prostate et du poumon
sont des carcinomes. Plus de 80% des tumeurs esmadcinomes.

Deux types d’antigenes ont été identifiés sur ckdhiles tumorales ;. des antigenes

spécifiques de tumeur et des motifs antigéniquesxjstent également sur les cellules saines.

2- Glycosylation et cancer

La glycosylation est un phénomeéne universel qaupe une place privilégiée au sein
des douze modifications post-traductionnelles ifiées a ce jour. Une modification post-
traductionnelle est une modification chimique d'pnaetéine, réalisée le plus souvent par une
enzyme, apres sa synthése ou au cours de sa \@dadegllule. Il existe un grand nombre de
combinaisons possibles dans la construction de$nehade carbohydrates, a l'origine
notamment de leur diversité et de leur possibleifieattion. Ceci permet d’aboutir a la
formation de motifs nouveaux et trés différents les des autres, ce qui confere aux
molécules porteuses de glycanes une grande d&elsih point de vue structural et donc
fonctionnel®

La glycosylation permet la synthése de biomoléctddies que les glycoprotéines et
les glycolipides. Les glycoprotéines sont largenpeasentes dans tous les organismes vivants
(animaux, plantes, champignons, bactéries) et stami en des molécules telles que les
enzymes, hormones, cytokines, anticorps. Ce sostndelécules aussi bien de surface
gu’intracellulaires.

Il existe deux grands types de glycosylation Olglycosylation, mettant en jeu les
groupes hydroxyles des acides aminés de type seériti@éonine, et |&-glycosylation ou
intervient la fonction amine des résidus asparagine

LesN-glycanes sont classés en deux catégories priesipal
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- type N-acétylactosamine ou on trouve des sucres tels: duecétyl-D-
glucosamine, D-Mannose, D-Galactose, L-Fucose;ideaialique
- type oligomannoses combinant deNaacétylglucosamine avec des résidus D-
Mannose.
Les O-glycanes sont également classés en deux catégetims la nature du premier
sucre lié a l'acide aminé (sérine ou thréonineladarotéine :
— type non mucine : les premiers sucres liés somicjp@lement le fucose, le
glucose ou laN-acétylglucosamine.
— type mucine : le premier sucre lié estNaacétylgalactosamine (GalNAc) et la
plupart des résidus sérine et thréonine sont gi§éss
Les composéd-glycoconjugués ont des influences trés variéesa aifférents
niveaux. Par exemple, ils agissent sur la distidiputles molécules d’eau, influencant ainsi la
composition de I'environnement cellulaire. Ils agist aussi en modifiant les forces
intermoléculaires de type Van der Waals et lesdias hydrophobes de différentes molécules.
On peut également évoquer leur role dans l'agi@gyales protéines ou dans la protection de
chaines polypeptidiques vis-a-vis des processuggydiques et thermiques. Par ailleurs, ils
interviennent dans les processus tels que I'immifigoentiation, I'adhésion cellulaire et la
régulation cellulairé:>® Dans la majeure partie des cas, la sélectivitéogigue des ces

glycoconjugués est assurée par les résidus glyeastiq

a- Glyprotéines de type mucines

Les mucines (MUC) sont les composants macromaées| majoritaires du mucds.
Ce sont des glycoprotéines de haut poids moléeu(ab00 kDa) produites par les cellules
épithéliales des conduits et des lumens du corpshmu

Elles jouent un réle clé dans I'hydratation dedagies épithéliales qui est essentielle
pour la lubrification et le fonctionnement intringges des conduits. De plus, les mucines sont
impliquées dans la protection des cellules épiledi vis-a-vis des infections et des lésibns.
En outre, certains types de mucines semblent avoirble essentiel dans des processus
biologiques complexes tels que le renouvellementlaetdifférenciation des cellules
épithéliales, dans les signaux cellulaires ainsid@ns les phénomeénes d’adhésion cellufaire.

La biosynthése des mucines commence par la lizatne uneN-acétylgalactosamine
(GalNACc) et un résidu sérine ou thréonine soustibacd’'une famille d’enzymes de type

polypeptides-GalNActransférase¥. Cette structure GalNAg-O-sérine/thréonine est le bloc
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commun pour la construction des différents « corestructures de base, dont la synthése met
en jeu un trées grand nombre d’enzymes de type gittansférases. Les mucines sont des
protéines hautement glycosylées (Figure 5), esdlmtient O-glycosylées, ou les chaines

glycaniques peuvent atteindre 80% de la masseculalée totale de la glycoprotéiné.

Heavy glycosylated repetitive domains

O-Glycosylation Eore 4)
GlcNAc
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Figure 5 — Structure des mucines

En fonction de leurs caractéristiques et de lewedir physiologique, les mucines sont
classées en deux groupes : les mucines sécrétéssaaicines liées aux membranes.

Dans ce dernier groupe se trouvent les mucines MG nom du géne codant pour
leur formation. Il ne s’agit pas dune mucine clgae, mais d'une glycoprotéine
transmembranaire détectée pour la premiére fois dmrlait humairt® Les MUC1 sont
exprimées sur les surfaces apicales des épithél@les et glandulaires, tels que les glandes
salivaires, le pancréas ou le sein. On les retrégatement sur des cellules circulantes telles
que les cellules ¥ et les cellules dendritiques activégdl a été prouvé que le domaine
extracellulaire était formé d’un nombre variablerdtés répétitivestdndem repeat$Rs) de
20 acides aminés, chacun de ces TRs présentatesSpgitentiels d€-glycosylation. La
séquence d’un TR est la suivarite :

GSTAPPAHGVTSAPDT RPAP

ou les résidus S et T représentent les résiduseséti thréonine, sites potentiels @e
glycosylation. Ainsi les TRs sont couverts de gtites glycaniques, hautement ramifiées et

complexes.
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b- Antigenes saccharidiques associés aux tumeurs

Les transformations associées au développementcelagdes sont nombreuses et
variées. Elles peuvent, entre autres, concernepriesessus de glycosylation précédemment
évoqués. Du fait de leur grande variété fonctiolenein comprend aisément qu’une altération
chronique ou permanente de la production des msi@beu des modifications dans leurs
caractéristiques biochimiques puisse avoir desémrences graves sur le comportement et le
devenir d’'une cellule. Ainsi, des modifications ddaur expression et/ou des glycosylations
aberrantes sont associées a difféerents types tielpgies et notamment au cancer. Il a été
montré que la majorité des tumeurs présentaientniesnes dont I'expression avait été
modifiée, mettant en évidence des déréglementsvaaw des processus de glycosylafion.
Ces déréglements sont dus notamment a des dysfonethents des enzymes responsables
de leur biosynthése. On peut noter par exemples das lignées cellulaires issues de cancers
du sein, une augmentation du taux moyen de glyateyl des TRs due a un profil
d’expression différent de la glycosyltransférasdN®aT.***° La présence de ces mucines
altérées et surexprimées a la surface des cellulemrales a été corrélée avec une
augmentation du potentiel cancéreux et a un mayvaisostic pour les patients.

C’est dans les années 1980 que les MUCL1 ont éidgrées pour la premiere fois
comme des marqueurs tumoraux du fait de leur détedains le sérum de patients atteints de
cancers du seill. Par la suite, une surexpression et des altératonsturales de ces
glycoprotéines, issues de glycosylations aberrantgseté observées dans différents types de
cancers (colof,prostate, sein, ovaire$)Ensuite, plusieurs études ont montré I'implication
directe des MUC1 en tant qu’'oncogéne dans de nambprocessus cancéreux ; la
surexpression de ce type de mucines semble indagdransformations cellulaires et inhiber
I'apoptose induite par le stre¥s Comme précédemment évoqué, les mucines, et en
particulier les MUC1, sont impliqguées dans les pssts dadhésion cellulaire et
d’interactions cellulaires. Les modifications stirales des MUCL1, auxquelles s’additionne
I'encombrement stérique conféré par les conformati&tendues de ce type de glycoprotéines,
semblent jouer un rble dans le détachement desleslcancéreuses des sites tumoraux
originels. La présence d’antigenes associés auxeutsna pour effet de favoriser
I'épanchement des cellules tumorales et leur dission en sites métastatiques éloignés.
Enfin, la surexpression des MUC1 semble étre dgiioe d’une protection accrue des cellules
tumorales envers les lymphocytes T cytotoxiquesvést (CTL)?® Il existe ainsi des

mécanismes biologiques qui rendent les cellulesotal®s invisibles par le systeme
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immunitaire et qui font qu’elles ne sont pas reeces comme étant des cellules du Soi
altérees.

Les modifications structurales des mucines ontr pmanséquences de mettre en
évidence a la surface des cellules tumorales déspép de type peptidiques sur le squelette
de base des glycoprotéines et d’exposer des épiglgeaniques, en temps normal masqués
sur des cellules saines. Ces épitopes glycanigsesigs a une tumeélsont appelés TACA
(Tumor-Associated Carbohydrate AntijenLes antigénes et séquences glycaniques
représentés ci-dessous (Figure 6) présentent w@éinparticulier pour ce qui est du
diagnostic, du pronostic et de la thérapeutique aerers Sont représentés ci-dessous,
I'antigéne monosaccharidique Tn et deux antigénsacdharidiques sTn et TF (Thomsen-
Friedenreich, également noté T). Suivent les otigosarides Globo H, GM2, Lewis Let
sLe'. Les antigénes GM2 et sLéont partie de la famille des gangliosides et destis de

sialylations prématurees.
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Figure 6 — Antigénes tumoraux®
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Le plus simple de ces antigenes est I'antigened3idu GalNAca-O-ser/thr. C’est un
antigéne carcinoembryonnaire, normalement présemoars du développement et observé
chez les embryons de 4 a 17 jours, particulierersgntes tissus épithéliaux et mésothéliaux.
Mais c’est aussi un marqueur immunogene présert eiaviron 80% des tissus de la grande
majorité des cancers. C'est un important autoimmgéné® et une molécule d’adhésion
permettant la fixation de tumeurs sur des tissirs$all s’exprime dans les cancers du fait
de dysfonctionnement (absencel/inactivité) def{a-galactosidotransferase qui permet la
synthese de I'antigéne TF par addition d’'un galseie en31—3 sur GalNAce-O-ser/thr. I
est présent de maniéere tres précoce dans beaueaignders et il apparait a des stades ou les

perturbations cytologiques sont encore discrtes.

3- Vaccination anticancéreuse

a- Immunothérapie du cancer

La réponse du systeme immunitaire vis-a-vis diumeeur est, dans la plupart des cas,
insuffisante pour empécher son développement. Eat, défien que les chaines glycaniques
altérées rendent les cellules cancéreuses légéremenunogenes, elles sont trés rarement
antigénique$® De tels glycanes sont reconnus comme des élémentsSoi » par le systéme
immunitaire. Afin d’augmenter ou de compléter legécamismes de défense naturelle, une
approche thérapeutique prend alors toute son irmupoet Des études ont été menées dans ce
sens. On peut citer par exemple la manipulatiorsignal de co-stimulation nécessaire a
I'activation des cellules {J; précurseurs des CT.Des chercheurs ont par ailleurs montré
chez la souris qu'une augmentation de I'activité A@C, telles que des cellules dendritiques
activées, permettait une activation des cellulgseT des CTL spécifigues des antigenes
tumoraux et conférait par la suite une immunitéasds de la tumeur. Une autre approche
reposerait sur l'utilisation de cellules tumoralgénétiquement modifiées sécrétant des
cytokines qui pourraient augmenter l'intensité derdponse immunitaire contre elfésOn
peut aussi citer l'utilisation d’anticorps monockax comme agents immunothérapeutiques
anticancéreux expérimentatfk.Vient enfin la vaccination, dont les éléments cknt
I'identification des antigénes tumoraux et le déppement de stratégies efficaces pour la
présentation de ces antigénes dans le but de déelenne réponse immunitaire humorale

et/ou a médiation cellulaire efficaces.
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L’administration d’'un vaccin anti-cancer a pout bilinduire une réponse de la part

du systeme immunitaire, doublée d’'une mémoire imtaire. A ce jour, différentes

approches vaccinales ont été tentées.

Vaccins de type peptidiqu®n peut citer en exemple les travaux du groupPBhdkip
Livingstorf® qui a testé immunogénicité d’'un 30-mer peptidicprésentant la méme
séquence que les TRs de MUC1, associé a un adjdedype saponine QS-21.

De méme, I'équipe du Dr Delmas a synthétisé un ende MUC1, composé de

seulement deux unités répétitives de MUC1 oriend@esens inverse et couplées a un épitope

peptidiqgue T-helper universel (PADRE). Il a été rais évidence, chez la souris, que ce

composeé stimulait la production d’anticorps capsilule se lier a une protéine recombinante

MUC1 non glycosyléé&°

H
|
H,N C=N-O—[PADRE —CO,H
0
=N-0—{ MUC |—CO,H
Figure 7 — Vaccin peptidique

Vaccins de type protéine fusionné® groupe d’Apostolopouldsa montré qu’'une
protéine fusionnée MUC1, formée de cing MUC1 TRsjagués a un polymére de
type mannan (ciblant les récepteurs & mannose @S),Aengendrait différentes
réponses immunitaires chez des souris sauvages Oéais ce cas, les anticorps
générés reéagissent avec la partie non glycosyle®dEC1 et non pas avec les parties
glycosylées semblables a celles présentes suelletes cancéreuses.

Vaccins a base d’ADNIIs consistent en l'internalisation d’ADN compléntaire
(MUC1 cDNA), véhiculé par un plasmide ou un virpsy les cellules. Ceci a pour
résultat 'apprétement et la présentation par leaules de classe | ou Il du CMH.
Des réponses spécifiques de MUCL1 par les cellulast Eté observées chez des souris

sauvages.
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b- Candidats vaccins a base d’antigénes saccharidiques

Dans le cadre d’'une approche immunothérapeutigueadcer, les différents TACAsS
précédemment évoqués deviennent des cibles de poigu’ils apparaissent comme des
marqueurs tumoraux. L’élaboration de vaccins de tlgcoconjugués devrait donc permettre
I'induction d’'une réponse immunitaire plus efficapaisque cela permettrait de mimer la
surface des cellules cancéreuses. Du fait de béefanmunogénicité intrinseque des TACAS,
il convient de construire un vaccin optimisé. Efegfils sont peu capables d’activer les
cellules T a eux seuls.

Depuis quelques années maintenant, plusieurs gsodp recherche travaillent sur
I'élaboration de vaccins antitumoraux totalementtsgtiques ou semi-synthétiques a base
d’antigéne saccharidiques. Les vaccins synthétiguesentent, en effet, plusieurs avantages.
lIs ont, notamment, des structures chimiquemennh liéfinies et des immunoadjuvants
peuvent étre associés directement aux structumesgui évite ['utilisation d’adjuvants
externe$® On peut les classer en différentes catégories véecins monovalents qui ne
présentent qu'un seul d’antigene saccharidigue®tvhccins multivalents (ou polyvalents)
qui présentent plusieurs types d’antigenes diffiren plusieurs copies d’'un méme antigene.

- Vaccins monovalents
On peut citer en exemple des vaccins de premi&mérgtion élaborés par Danishefsky
ou le TACA, le Globo-H, a été conjugué a une praéransporteuse de type KLH (Keyhole-

Limpet Hemocyanin) par l'intermédiaire d’un espacapproprié’

OH OH OH oH OH oH
0 o) 0
o 2
HO OAhN OH
0 O OH o
H
2 Jon M . N
" HO o 0 H
OH HO 0\/\N,N
OH OH Ho [l O 5 KLH

Figure 8 — Vaccin glycoconjugué monovalent de typ@-glycoside

L’évaluation immunologique de ce composé chezdaris a permis de mettre en
évidence la production d'immunoglobulines IgG é#ligles anticorps produits se sont avérés
réactifs vis-a-vis de cellules cancéreuses MCFeggntant a leur surface I'antigene Globo-H

et ont été capables d’induire la lyse de ces aslul
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On peut également citer 'exemple d’'un composée analent préparé par Cipolla ak
dans lequel I'épitope B, I'antigéne Tn, est intriddsous forme de C-glycosid.ll a été
montré que cette structure était présentée pacdkgles dendritiques et reconnue par les

cellules T spécifiques de I'épitope T (ici OVA).

OH OH
(0]

H
O PN 3
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s
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\ﬁf—J

T-épitope = OVA

Figure 9 — Vaccin glycoconjugué monovalent de typ@-glycoside

D’autres groupes ont proposé des vaccins multigpjtees et notamment le groupe de
A. Delma$” qui a synthétisé un vaccin présentant les monbssides Tn et TF. Testé chez
la souris, ce composé a déclenché la productiontid@ps capables de reconnaitre les

MUC1 natives associées a la tumeur, sur une ligeéllules de cancer du sein.

o 0
H H
Ho,N— — X
N—{PADRE}-Muc. N N/\[(N\/\N’O\)J\MucTF
H o

NH
OT o
\N 'O\)J\MucTn

Figure 10 — Vaccin multiépitopique

- Vaccins multivalents mono- et multi-épitopiques
Dans la famille des mucines, les épitopes de tgmbohydrate sont portés sur des
résidus de sérine ou de thréonine adjacents okgmers « clusters » de deux a cing épitopes.
De plus, ces clusters semblent étre des ciblegégiges pour les anticorps monoclonaux. On
peut donc envisager que mimer cet effet « clustedlans des vaccins synthétiques pourrait
améliorer leur immunogénicité. En effet, les intdi@ns polyvalentes sont caractérisées par la
liaison simultanée de ligands multiples d’'une upgidgntité biologique (molécule, surface)
avec des récepteurs multipf8<Ces interactions présentent des caractéristiqatisydieres,
inexistantes pour des interactions de type monatalPar exemple, des interactions
polyvalentes peuvent étre collectivement beaucolys dortes que I'ensemble des
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interactions monovalentes correspondantes. Ce diipteractions multivalentes est mis en
jeu dans des phénomenes de liaison cellule-cetluleellule-molécule. La surface de la
plupart des pathogénes invasifs, cellules tumoralemprises, est caractérisée par une
répétition d’épitopes. La polyvalence entre alonsjeu afin d’augmenter les affinités de
liaison a ces surfaces. Par exemple, les immunalji@s sont des anticorps qui présentent
plusieurs sites récepteurs équivalents. Ainsiaiadn polyvalente de structures, telles que des
antigenes ou d’autres ligands présents a la sudiadeactéries, virus, parasites, cellules du
non-Soi ou cellules du Soi altérées (cellules canuses), semble étre une caractéristique
omniprésente de la reconnaissance immunitaire.

On a donc assisté a la naissance de vaccins naatesynthétiques de deuxieéme
génération.

On peut prendre comme exemple le vaccin élabar®anishefsky ou le cluster Tn(c)
est lié & la protéine KLH déja évoquBejia un espaceur. L'évaluation immunologique de ce
vaccin a montré chez la souris la production dauxtélevé d’'lgM et un taux modéré d’'lgG.
Des études complémentaires ont permis d’'ameneom@asé en phase |l de tests cliniques

chez 'lhomme?!

H
\/\/N\H/\S o)
0 o) o) Y o
AcHN § N— KLH
HOW g H
OH OH

Figure 11 — Cluster monoantigénique sur une base dguelette peptidique

On peut aussi citer lutilisation par Dumy d'undrusture de type RAFT
(Regioselectively Addressable Functionalized Temaplacomme structure pour la
présentation de quatre copies d’'antigéne®*The glyco-lipopeptide est constitué d’'un
squelette peptidique cyclique porteur des quatitoggs Tn. L’ensemble est couplé a un
épitope hybride résultant de la combinaison d’'uito@p des cellules T CD8+ (OVA, issu de
I'albumine) et d’'un épitope universel des cellules CD4+ (PADRE). L’édifice est alors
conjugué a un lipopeptide (Pa@ys). Inoculée chez la souris, cette structuredhit la
production d’'IgG et IgM spécifique du RAFT, ainsiegdes cellules T CD8+ et T CD4+,
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respectivement spécifiques des épitopes OVA et PRAOR traitement de souris porteuses

de tumeurs par ce candidat vaccin a permis dengiumasse tumorale.
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Figure 12 — Cluster monoantigénigue de type RAFT p#idique

On trouve également, dans la littérature, desimaanulti-antigénique (MAG) de type
dendrimérique comme le MAG:Tn3-PV développé parL&clerc et colf® Testé sur des
lignées cellulaires humaines et animales, ce vaacigenéré une production d’anticorps
reconnaissant les cellules tumorales exprimanitégp Tn.
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Figure 13 — Cluster monoantigénique de type dendrigrique
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De maniere plus ponctuelle, on trouve égalemestak®mples de candidats vaccins
dont le squelette porteur des antigenes n’est pamtlire peptidique. Il s’agit dans I'exemple
suivant d’'un « scaffold » de type calix[4]aréne présente quatre copies du saccharidé’Tn.
L’édifice obtenu est couplé au lipopeptide Babys. L'immunogénicité de cette structure a

éte testé@ vivochez la souris et il a été montré qu’elle stintuproduction d’'IgG anti-Tn.

Figure 14 — Cluster monoantigénique de type calix[drene

La littérature rapporte également des exemplesadeins anticancéreux présentant des
antigénes de différentes natures sous forme désclus nouveau, on peut citer le groupe de
Danishefsky qui a évalué le potentiel immunogéneladetructure suivante (Figure 15),
présentant les antigénes Globo-H, LéveisTn** Une production élevée d’lgG et d'IgM a été

détectée dans le sérum de souris immunisées awsccin multiépitopique.
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Figure 15 — Cluster multivalent multiépitopique

La liste des vaccins présentés ci-dessus est l@iredexhaustive mais permet

d’apprécier la diversité des vaccins anticancérsymthétiques existants a ce jour, dont

certains sont en phase d'essais cliniques avaragsplupart du temps, ces vaccins

glycoconjugués sont basés sur des chaifeptidiques. Peu d’exemples sont rapportés dans

la littérature de vaccins glycoconjugués anticadcease dg-peptides.

Au-dela de leur utilisation comme structure de bgesmur d'éventuels vaccins
anticancer, lesp-peptides présentent une forte tendance a adopsr structurations
secondaires. Nous allons donc nous intéresserta catégorie d’oligomeres issus fle

aminoacides.
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lI- Lesp-peptides

1- Généralités

a- Lesp-aminoacides

i- Les différents types d’aminoacides

Les aminoacides naturels sont caractérisés pagnamele diversité. Dans la nature, les

acides aminés protéinogéniques (issus de la digedés protéines) sont au nombre de vingt.

Ce sont desx-aminoacides dont deux d’entre eux, l'acide (L)satigue et I'acide (L)-

glutamique, peuvent étre également considérésctgpment comme ufi ety aminoacides.

Les aminoacides naturels protéinogéniques sontdewsnfiguration L $), sauf la cystéine,

de configuration ). De maniére générale, plus la chaine carbonédoegtie, plus les

aminoacides se raréfient dans la nature, ce qugte lesa et f aminoacides sont les plus

abondants. La figure suivante (Figure 16) présdese principaux types d’aminoacides,

naturels ou synthétiques.
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Figure 16 — Classes d’aminoacides et substitution

Lesp-aminoacides permettent une grande variété deisulmst du fait de la présence
d’'un carbone additionnel entre les fonctions aatleamine. En cela, ils different des
aminoacides qui ne peuvent étre que mono- ou difuds en positiorn sur I'atome de
carbone & Lesp aminoacides, eux, peuvent donc &tre mono- ou sliués en position
et/oup, c'est-a-dire sur les carboned &/ou G. Le plus simple de§-aminoacides est I'acide
B-aminopropionique f-alanine) : il ne présente aucune substitution rdéeéé Afin de
distinguer les différents isoméres possibles, S#éba proposé les termes @& et p*-
aminoacide, ou les chiffre? et 3 indiquent la position de la chaine latérale. Dgpuette

classification est devenue une convention dangh@amhination def-aminoacides.

ii- Exemples de-aminoacides

A T'état naturel, lef3-aminoacides se présentent soit sous forme libite dans la
grande majorité des cas, comme constituants de as#smaturels (peptides, cyclopeptides,
depsipeptides, glycopeptides, alcaloides ou teidésh lls ont été rencontrés dans des
especes procaryotes (marines et terrestres) et diemsorganismes eucaryotes (plantes,
champignons, animaux), ces derniers les incorpprpat exemple, comme métabolites
secondaires servant a assurer leur sdtvie.

On peut citer quelqugsaminoacides existant naturellement a I'état libleep-alanine
(isolée de cyanobactéries), lapBtysine (isolée de bactériedethanogenium cariaci

notamment) ou encore lafl-arginine (isolée de bactéri8sreptomyces griseochromogenes

NH, H NH,
HoN A~_COH HN._N ~_COH
2 \/\COQH H,N 2 2 \n/ NN Y2
NH
B-alanine 44 (S)—p-lysine 412 (S)-p-arginine 44
(B-Ala) (L-p-Lys) (L-p-Arg)

Figure 17 — Exemples dg-aminoacides naturels isolés sous forme libre

LespB-aminoacides existent également sous forme assdaite des composés naturels
(Figure 18 et Figure 19).

On peut donner en exemple l'antibiotique TAN-1057dont la structure inclut un
résidu B-Arg. Ce composé présente une activité intéressatgena-vis des souches
Staphylococcus aureuésistantes a la méthicillifé.
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Le Taxol® (paclitaxel), bien connu pour son a¢évantitumorale, présente une chaine
latérale de type phenylisoseritte.

Les streptothricines sont des antibiotiques glgofugués a large spectre, qui sont
utilisés, de nos jours, comme marqueur de séleetidniologie moléculair&

On retrouve également des motfsaminoacides dans les composés macrocycliques
tels que la jaspamide présentant un m@tifyrosine et qui a manifesté des activités
antifongiques, cytotoxiques, antimicrobiennes sedticides”

Lesp-aminoacides peuvent aussi se présenter sous faioyelique ou cyclique. On
peut citer comme exemple deaminoacide alicyclique la cispentacine, qui a mdrdes
effets antibiotiques intéressants et qui peut@itieée comme produit phytosanitafte.

Sous forme hétérocyclique @idactames, on trouve les motilsaminoacides dans les
familles des pénicillines et des céphalosporines,pgésentent des propriétés antibiotiques

mises & profit depuis longtemps.

TAN-1057 A 14

streptothricine F 16 jaspamide 17

Figure 18 — Exemples de structures naturelles incporant des résidus-aminoacides
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Figure 19 — Exemples de structures naturelles incporant des résidug-aminoacides
iii- Intérét des p-peptides

On l'a vu, lesp-aminoacides existent a I'état naturel et incorpaténs des structures
plus complexes, notamment associés aodaminoacides, pour donner des composés aux
caractéristiques biologiques souvent trés intéreesaQu’en est-il des structures de nature
essentiellemerfi-peptidiques et de leurs propriétés biologiques?

LesB-peptides sont des oligomeresfaminoacides. Un certain nombre de polymeres
peptidiqgues naturels ont été identifies et notanmnhery-peptidic poly[R)-glutamic acid],
découvert par Ivanovics efl. en 1937%° On le trouve chez certaines bactériBaqllus
licheniformis Bacillus anthracis Bacillus megateriumBacillus subtili§ pour lesquelles il
présente des fonctions de réserve. A notre coramaies aucun polymere d’acide (L)-
aspartique naturel n'a été répertorié. Ainsi, flepeptides sont essentiellement d’origine
synthétique.

Dans la plupart des processus biologiquesydesptides naturels peuvent interagir avec
des protéines, avec des substrats d’enzymes, @&gebiodmacromolécules ou avec des sous-
structures cellulaires. Mais ce sont des moléadkdivement fragiles, notamment du fait de
leur sensibilité vis-a vis des protéases. Il esicdégitime de se demander dans quelle mesure
lesB-peptides pourraient étre utilisés comme peptidastiopes.

La premiére caractéristique dggeptides est leur grande stabilité enzymatijuen
peut citer en exemple Seeb&cét al. qui ont testé 15 peptidases surfs0y-, a/p- peptides
linéaires, cycliques, protégés ou non aux extr&ni®es de 300 expériences ont ainsi été
réalisées et, de maniere spectaculaire, dans awasyra rupture d’une liaison entre deiix
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aminoacides n'a été observée. Ipeptides se sont averés également tres stableivo
chez le raf/ chez des larves d'insectes et sur des culturesltides de mais:

Les activités antibiotiques dp-peptides amphiphiles ont été étudiées de maniére
exhaustive par DeGradd, Gellman®® et Seeback Certains p-peptides présentent des
activités hémolytique¥ Ils peuvent aussi étre utilisés comme peptidegémguesd® ou
encore comme mimes d’hormorfén peut citer comme exemple I'utilisation fieeptides
comme analogues de la somatostatine, hormone mpmidconstituée de 14 résidus
aminoacides?°>°® Seebach, par exemple, a étudié chez I'animal leprigtés biologiques
d’un pB-tétrapeptide, comme analogue de la somatostataserésultats tres encourageants ont
montré sa biodisponibilité et sa grande stabiliééaholique.

Des relations structure-activité trés intéressaoiet été mises en évidentapres la

découverte de la grande tendancefdpsptides a adopter des structurations secondaires.
2- Synthése deg-aminoacides
a- Biosynthese

Les B-aminoacides peuvent étre synthétisés par diffésembies métaboliques chez le
mammifére.

Une de ces voies consiste en la dégradation dess hgyrimidiques de 'ADN et de
I'’ARN en B-Ala ou enf®methyl-Ala. Lesp-aminoacides peuvent aussi étre obtenues par

biosynthése au départedaminoacides.

O O

O
HNJ]/R NAPDH HNJj-‘R +H50, -CO,, -NH3 HOJj' R
)\ dihydrouracil o)\H dihydropyrimidinase

O 'N
H deshydrogenase B-ureiopropionase HaN
uraci!e :R=H B-Ala:R=H
thymine : R = Me B%-methyl-Ala : R = Me
phenylalanine-}
leucine- 2,3-aminomutase NH
CO,H ina- ALRY)
R/Y 2 lysine R/\/COZH
NH,
R =Ph H-BiPhe-OH
R = iPr H-B!Leu-OH
R = H,N(CH,)s H-BiLys-OH

Schéma 1 — Exemples de biosynthese fi@minoacides
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Les exemples de biosynthése dgkaminoacides exposés ci-dessus sont loin d’étre
exhaustifs. La grande diversité structurale et @ desp-aminoacides laissent aisément

imaginer la diversité des voies de synthese quident associées.

b- Obtention desp-aminoacides par voie chimique

Comme évoqué plus haut, la diversité structurak3eaminoacides par rapport aux
aminoacides est une évidence, I'atome de carbqr@é&uentaire du squelette augmentant de
maniére conséquente le nombre de structures pessiBlr ailleurs, rappelons que fes
aminoacides peuvent éf& oup*> monosubstitués mais augét-, p>>-, B> disubstitués.

Ainsi, mises a part les méthodes de dédoublemenneatique, il en découle un tres
grand nombre de voies de synthése. Les différembéss d’accés a deB-aminoacides
racémiques sont résumées sur la Figure 20. Le érwblrécurrent de ces méthodes réside
dans la variabilité des excés énantiomériques @soacides obtenus. Sans dresser une liste

exhaustive, nous donnerons I'exemple le plus satif de synthése énantiosélective.

NC

NH2 \(

R;

CO.R

)K/COQR

COQH
COH
002H
NH,

COZH

<COZH 0 2/\R1
CO,H R;” H . N NH, OH + CISONCO
rcozR ' ROZCYCOZR A
R4 R,
A- Hydrolyse de nitrile F- Oxidation

B- Homologation d'a-aminoacide (Arndt-Eister) G- Ouverture de cycle p-lactame

C- Addition de Michael H- Réarrangement (Curtius)
D- Condensation de Knoevenagel modifiée |- Amination réductrice
E- Amido-methylation J- Réduction de nitrile

Figure 20 — Voies d’acces auf-aminoacides par synthese chimique
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La méthode la plus employée de facon généraléheshologation de Arndt-Eistert
pour I'obtention de8*-aminoacides au départodaminoacides. Ces derniers sont des réactifs
idéaux. En effet, s'ils existent a I'état natuikd,peuvent étre également obtenus par un grand
nombre de voies de synthese et présentent un ctétémgene dont la configuration peut étre
retenue dans I'aminoacide homologué sans racémmsaignificative. La fonction acide
carboxyliqgue d’'un composé (chlorure d’acide) réagec du diazométhane pour donner une
diazocétone qui, sous traitement photolytique nimdytique ou catalytique (AY en présence
de nucléophiles protiques, subit un réarrangementlff avec perte de N laissant le

substrat homologué d’un groupe méthyléne.

R R R H R O

vat HoN NuH

PG. on AN g x PG. - PG A
N N N N, ot Ag’ N Nu
H 5 H H 0 H

0]

Nu=OH, OR'...

Schéma 2 — Homologation de Arndt-Eistert di-aminoacides

3- Propriétés de structuration desp-peptides

a- Notion de structuration secondaire

Les molécules oligomériques, totalement synthésquui adoptent une structuration
secondaire particuliere sont appelées foldameéres.

Le concept de « foldamére » a été énoncé la prerfoés par Gellman en 1998.Ce
terme caractérise tout oligomére ayant une fortelaece a adopter une conformation
compacte bien définie et prévisible en solutiontt€estructure est stabilisée par des
interactions non covalentes et non adjacentesoldiarnére est constitué d’'une chaine homo-
ou hétéro-oligomérique, c’est-a-dire qu’il peuteéissue de la répétition d’'un unique résidu
ou d’'un enchainement de résidus différents. Enifinaspect crucial et non négligeable est le
caractére dynamique de la conformation. On peugfieh, réellement parler de « réaction de
repliement » pour décrire le phénomene faisantgpassoligomere d’'un état désordonné a un
état ordonné. Ce repliement a lieu en solutioraetdture du solvant peut avoir alors une

influence sur la modulation des liaisons non cavale faibles mises en jeu.
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b- Propriétés de structuration desp-peptides

De maniére indépendante, les groupes de Se¥letae Gellmatt ont été les premiers
a découvrir les propriétés biologiques et struddsrinsoupconnées dpspeptides. Le groupe
de Seebach a mis en évidence la structurationlee €14 d’unp*-hexapeptide (Hp-hVal-
B-hAla-B-hLeu)-OH) en solution, soit dans le méthang]-soit dans la pyridinesd Dans le
méme temps et indépendamment des travaux du gari@eebach, Gellmann a étudié des
oligomeres de p-aminoacides rigidifiess du transACPC  (acide trans2-
aminocyclopentylcarboxyliqu&}®* et mis en évidence la formation d’hélice de typed-12.

De maniére générale, ils ont montré que de codigeroéres, présentant au minimum six
résidus, pouvaient adopter des structurations si@s particulieres et notamment en hélice.
On est donc loin des 15 résidus nécessaires podoriaation d’hélice a partir d-
aminoacides dans les solvants protidifes.

Il est donc apparu que la nature @emminoacides du squelette de I'oligomere pouvait
avoir une influence cruciale sur les propriétéstdacturation.

Nous allons donc brievement passer en revue liesipaux types de structurations
secondaires observées sur des oligom@reeptidiques, a savoir : hélices, feuillets et
coudes?®?

Mais tout d’abord, voyons quelles sont les causestructuration dep-peptides en
hélices ou en feuillets. Le phénomene de replierabsérveé sur les oligoméerggpeptidiques
trouve son origine dans la conformation locale fleminoacides qui le composent. Malgré la
présence d'un atome de carbone supplémentaire dasrefonctions amine et acide
carboxylique qui introduit un angle diédre supplétage, I'existence d’'une conformation
locale peut engendrer des préférences confornmail@s marquées. Dans la convention de
Banerjee et Balarafif,les angles de torsion de la chaine principale sotés :¢, 0 ety

comme le montre la Figure 21.

O ¢y
H Ho ,V H
)J\ N_ o2 Ny >N N
N Y
(0] (0] (0]
a-aminoacide B-aminoacide

Figure 21 — Angles diédres d’uru- et d’un p-aminoacides

Le repliement en hélice ou en feuillet nécessite oonformation de type gauche au

niveau de I'angle diédré défini par la liaison &C°.
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Figure 22 — Conformations de la liaison &C?

De nombreuses études ont été menées sur les aédfetsubstituants sur la géométrie

locale de3-aminoacide$>°®®(Figure 23)

O R O o) o) O R, O
R)J\N/k/U\NHR' R)J\N/\‘)J\NHR' R)J\N/'\‘)LNHR'
H Hog, HoR,

p3-aminoacide pZ-aminoacide syn-B23-aminoacide

~—_ -
I

conformation gauche

o)

O R O 7,
R)J\NJ\.)J\NHR' HN NHR'
H Iiz R o)
anti-p?3-aminoacide trans-p%3-aminoacide cyclique
conformation antipériplanaire conformation gauche

Figure 23 — Substitutions des atomes“@t C* et conformations de la liaison &C*

Ainsi, si on se base sur ces considérations cor#onnelles, tous Igsaminoacides
sont susceptibles de se replier en hélices ou aillefs, & I'exception degransp**
aminoacides dont la conformation relative antidéripire crée des genes stériques
défavorables, dues a la proximité spatiale desnelaatérales. C’est-a-dire que lorsque les
substituants en<et C sont en position relativanti, la conformatioranti-périplanairede la
liaison CG-C? favorise la formation de structure en feuiffetDe méme, les oligoméres fle

aminoacides di-substitugé* etp** ne forment pas d’hélice.
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i- Les hélices

Le repliement en hélice de la chapwpeptidique est d0 a des interactions de type
liaison hydrogene N-HO=C entre le proton de la fonction amide d’'un résidavec la
fonction carbonyle d’un résiduin.

A ce jour, cing types principaux d’hélices ont iéntifiés? : I'hélice H-14, I'hélice H-
12, I'hélice H-10, I'hélice H-10/12 et I'hélice H-&es liaisons hydrogénes mises en jeu sont

récapitulées sur le schéma suivant :

AN N N N AN N N
IR SAE e S I e Vi i

hélice-8 hélice-10 hélice-12
- N e -
AAdh Sl Sy ¢ AN NN N
o o o O R _.O O R O
hélice-14 hélice-10/12

Figure 24 — Les différents types d’hélices observea ce jour pour lesl-peptides

Le tableau ci-dessous récapitule les principa@sitions employées pour définir les
hélices constituées de pseudocycles a 12 et 1aigi notamment celles utilisées par

Seebach et Gellman. Dans notre cas, nous adoptfarontation de Gellman.

Gellman Seebach Nomenclature des hélices
H-14 (P)3 314
H-12 (P) 2.5 2.5,
H-14 (M) 3, 31
H-12 (M) 2.5, 2.5,

Gellman : nombre d’atomes inclus dans une boucle de tEbéliSeebach (P) et (M) = respectivement hélicité
droite et gauche ; chiffres 3 et 2.5 = nombre d&ws par pas de I'héliceNemenclature des hélices chiffres
3 et 2.5 = nombre de résidus contenus dans udegBisélice ; chiffres 14 et 12 = nombre d’atomesliis dans

une boucle de I'hélice.

Tableau 1 — Systeme de notation pour les héliced 2 et 14 chainons
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L’hélicité dépend de la stéréochimie desminoacides constitutifs de I'hélice. On

peut donc avoir des hélices d’hélicité gauche d¢litité droite.

v e
-__-.': :-....—.
--’ l—
gauche droite

- Hélice-14
C’est le type d’hélice le plus répandu chezlgmptides : les oligoméres fie, def?-
et de synp?>- aminoacides forment des hélices®i4les p>-peptides dérivants de L-
aminoacides naturels forment des hélices H-14 titélgauche.
Ce type d’hélice est stabilisé par des liaisordrdyene entre le proton Nide I'amide
d’un résidu i avec le carbonyle G@du résidu i+2 pour former des boucles incluant 14
atomes. La liaison hydrogéne est dirigée dansre edrémité N-terminale-> extrémité C-

terminaleformant ainsi un macrodipéle orienté dans cettection.

SERE

Figure 25 — Hélice H-14
Comme évoqué précédemment, Seebach et coll. énegtpremiers a trouver une

structuration en hélice H-T4.L'étude portait sur I'hexapeptid&HN-(-p-hVal-B-hAla-B-
hLeu)-OH, constitué exclusivement eaminoacides de configuratio8)(

14 14 14

Figure 26 — Liaisons hydrogene impliquées dans urelice H-14
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Les études par RMN dans la pyridinged par dichroisme circulaire, corroborées par
une étude par modélisation moléculaire ont permsaateurs de montrer que cet oligomere,
formé de six résiduB-aminoacide, se structurait en hélice H-14. La métnecturation a été
observée a I'état solide.

Le groupe de Gellman a étudié des oligomereg$-dminoacides rigidifiés de type

alicycliques®®

SRR LR (R

23
14 14 14 14

Figure 27 — Liaisons hydrogene impliquées dans urelice H-14

Ainsi, ils ont pu mettre en évidence sur un hexantitransACHC (acidetrans-2-
aminocyclohexanecarboxylique) que la présencg-dminoacides contraints engendrait une
forte stabilisation de I'hélice H-14 formée. Lesgls imposés a la structure par [gs
aminoacides constitutifs en seraient la princigalese, du fait du blocage de la conformation

synclinale.

axial
lateraj  H™
8]
e
. (5 M helix i
- . /
- ™ K
Coa Lo H .
lateral 5 i &
axial i
(+)-sC Lt

Figure 28 — Structuration en hélice H-14 d’'un hexamre dutranssACHC
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- Hélice-12
La structure de I'hélice H-12 est stabilisée pae gérie de liaison hydrogéne entre le

proton NH de I'amide d’un résidu i avec le carbonyle G@un résidu i-3.

I LF

Figure 29 — Hélice H-12

La structuration en hélice H-12 a été mise enanad pour la premiere fois par
Gellman®® Au cours d'études par modélisation moléculairetidéss & comparer les
oligomeres duransACHC (cyclohexyl) et duransACPC (cyclopentyl), Gellman et coll.
ont mis en évidence qu’un hexameéretthnsACPC, ne se repliait pas en hélice H-14 mais
en une hélice H-12 conformationnellement plus fakte. Des études expérimentales sont
ensuite venues confirmer ces prédictions, a I'étdide et en solution. Les auteurs ont
également étudié et comparé les repliemenfspkeptides duransACPC et de laransAPC
(acide trans-3-amino-pyrrolidine-4-carboxylique), cette dereiéétant unp-aminoacide
hétérocyclique a cing chainons incluant un hétéronat Dans les deux cas, la conformation

en hélice H-12 a été la plus favorable.

H H H H H H
>‘/O\H/N N N. N N. N o\/©

12 12 12 12 24 X = CH, - trans-ACPC
X =NH - trans-ACP

Figure 30 — Liaisons hydrogene impliquées dans urelice H-12

- Hélice-10
L’hélice H-10 est stabilisée par un ensemble @isdns hydrogéne entre le proton;NH
de I'amide d’un résidu i avec le carbonyle G@'un résidu i+1, pour donner des boucles
incluant 10 atomes.
Ce type de repliement a été observé par Fleatllet®dors de leurs études d’'un hexa-

B-peptide dérivant de I'acideis-3-amino-oxétane-2-carboxylique, lraminoacide de type
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oxétane, de configuratiorctis, contrairement aux résidus tels que le cyclohexane
cyclopentane- ou pyrrolidine- discutés précédemnumit la configuration relative était

trans

OR OR OR
SL(I)\ S-.lo e}
/7—N/ )—N/‘S—NH SN
H o B o 0
10 10 10
25
R = TBDMS
R=Bn

Figure 31 — Liaisons hydrogene impliquées dans uretlice H-10

S'appuyant sur les travaux de Gellman, Filsal.ét ont montré que des tétraméres de
(RR) et §9 transACHC se repliaient en hélice de type hélice H-Cette découverte
présente un intérét non négligeable dans le senkstagit ici d’'un tétramére. Ceci montre
bien l'influence de [rlintroduction dep-aminoacides rigidifiés sur les propriétés de

structuration des oligomeéres dans lesquels ilsischis.

H H H
H,N N N N NH,
\ﬂ\g \g\ﬂo ﬂ\ﬂo ﬂ\g
26 10 10 o
()

Figure 32 — Liaisons hydrogene impliquées dans urelice H-10

- Hélice 10/12
Ce type de repliement a été observé sur des ofiggsnmixtes alternarf- et -
aminoacides. Sachant que I% et les p>aminoacides induisent des repliements des
oligoméres qui en sont constitués en hélice H-Mawrait pu penser qu'un peptide dont le
squelette alternerait ces deux types @laminoacides adopterait le méme type de
structuration. Les études menées par Seébcbnt montré un comportement tout a fait

singulier de ce type d’oligomeres, a savoir quasment une hélice H-10/1®hélicité droite,
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constituée d'une alternance de boucles a 10 ettathes stabilisées par des liaisons

hydrogéne.

o) /'\ o) o) I o) o)
RHN N )J\N N )J\N N OR' 27
H H H H H

10 12

HIYAPL XX

Figure 33 — Hélice H-10/12 et liaisons hydrogéne pliquées

Dans le cas de I'hnexamere présenté sur la FigBrec&te hélice consiste en une
boucle centrale a 10 chainons encadrée par deugldso@ 12 chainons. Les liaisons
hydrogene pointant alternativement vers le haweet le bas de I'axe de I'hélice, le moment

dipolaire résultant est nul.

- Hélice-8

Le repliement en hélice H-8 est obtenu par foromatde liaisons hydrogéne
stabilisantes entre le proton Née 'amide d’un résidu i avec le carbonyle i G@un résidu
i-2, pour donner des boucles incluant 8 atomes.

Tout comme I'hélice H-10, I'hélice H-8 n'a, a aauy, jamais été observée sur fles
peptides composés d’aminoacides protéinogénique®logués. La littérature rapporte deux
exemples de structures adoptant une structuratidmekce-8.

Seebaclf a présenté un B-peptide constitué de motifs d’acide
1-(aminométhyl)cyclopropanecarboxylique. Il s’egéi@ que ce composé avait une tendance
a se replier et a former des boucles incluant S1aso
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Figure 34 — Liaisons hydrogene impliquées dans urelice H-8

On peut également citer comme exemple les tradauklein et coll’? qui ont détecté

la formation d’une hélice H-8 sur des oligoméraginaux dérivés d’oxanorbornéne
D’autres exemples sont rapportés dans la litteeatomme par exemple d’'oligomeres

constitués d'unitég®-azd>® et p*-oxa-aminoacide&’ Cesp-aminoacides ont la particularité

de présenter un hétéroatome en positioet se structurent en hélice H-8

13 [0}
HZN\O/\H/OH
o}

p3-oxa-aminoacide

o

HN B OH
N
R O

p3-aza-aminoacide
Figure 35 — Structures de$®-aza etp>-oxa-aminoacides

— Hélices chimériques
Gellmarf®> a mis en évidence le fait que les oligoméres raixiep- et o-aminoacides
montraient une tendance a se replier en hélicesnaks. Ce comportement est a rapprocher

de celui observé pour des oligoméres mifefs>-. Il a donc décrit I'existence d’une hélice

« chimérique » 11/11/12 pour un hexamere

Figure 36 — Liaisons hydrogene impliquées dans urielice chimérique H-11/11/12
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ii- Les feuillets et les coudes

Ce type de structuration est observé pour un wigge quand la formation d’'une
hélice est défavorisée, notamment du fait de ldororation deg3-aminoacides constitutifs.
Ainsi, les p**aminoacides de configuratiomnti engendrent des oligoméres qui se
structureront en feuillet plutét qu’en hélice. Uigomere pour lequel chaque résidu présente
un angle de torsion%aC? antipériplanaire pourra se structurer en feudkettous les groupes
carbonyles d’amide du squelette seront orientésoappativement dans la méme direction et
tous les NH d’amide seront orientés dans la divaabpposée.

Un feuillet est formé par I'assemblage de plusiedhaines3-peptidiques issu de
I'établissement de liaisons hydrogene entre les diinide d’'une chaine et les groupes

carbonyle d’'une autre chaine comme le montre larEig7.

N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal
Ry O Ry O

E)k )\)kN)\)LNJ\)kN E)& J\)I\NJ\_)LNJ\)LN

H 1 H S H H H : H 5 H H

: . R ; ; PR U R

(5 R, O 0 0 O R, O R O '

M M M M AKX J\A X,
_ R, R, Rz Rz

N-terminal C-terminal C-terminal N-terminal

feuillet paralléle feuillet antiparalléle

Figure 37 — Les deux types de structuration en fdlets

On pourra alors observer deux types de feuiliggsallele ou antiparallele, selon la
direction prise par chaque squelette peptidique.p@ut citer en exemple les travaux de

Seebactetal.”® qui ont montré un empilement en feuillet de tries2constitués de trofs'*
aminoacides présenté sur la Figure 38.
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Figure 38 — Exemple de structuration d’un trimere @ feuillet
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O--IZ

%:

TFA.H,N

feuillet paralléle

La structuration en coude peut induire une stration en feuillet. En effet, un coude
est obtenu par le repliement d’'une chaine peptedipgour donner un empilement de type
feuillet antiparalléle. Le coude peut étre naterknt issu d’'une torsion au niveau d’'une
fonction amidé® ou il peut étre artificiellement induit par limmuction d’une fonction

adéquate comme un amide tertiaire rigidifié par aminoacide hétéro- ou alicycligife

(Figure 39).

_[ % (CH)4NH, o

WR 5. 00

o] NH )=0-"HN HN
Lo o o )=0---HN
n N
NH, CO,H 32 3
31
(oo oy
L-proline 10 Acide R-Nipécotique 34

Figure 39 — Exemples de structuration en coudes
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B- Objectifs
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Introduction

La finalité des travaux de I'équipe est de consdrudes eédifices correctement
apprétées capables d’induire une réponse immumitdficace. Notre choix, s’est porté sur
des plateformeB-peptidiques. Lef-peptides présentent des avantages en termeshié@ésta
et leur utilisation permet de conserver le caracfptidiqgue de la chaine qui doit présenter
les différents épitopes, notamment saccharidiqupspidiques.

Dans le cadre de ma théese, je me suis essentielleatachée a construire des
assemblage$-peptides-épitope Tn. Ces assemblages constit@emdur d’édifices plus
complexes visés dans I'équipe et qui résulteronadmnjugaison avec un peptide épitope T-
helper ou bien encore avec I'immunoadjuvant R&ys-OH. La conjugaison avec un
fluorochrome pour étudier le ciblage des cellulesdtitiques est également prévue.

Parallélement a I'élaboration d&peptides glycoconjugués pour I'immunothérapie
anti-cancer, le second objectif qui m’'a été assigstél’étude de la structuration secondaire
des oligoméres obtenus.

Pour les deux parties du projet, nous avons @tdis courts oligomeres @epeptides
comme structure de base. Pour ce qui est de lhésmides édifices glycoconjugués destinés
aux tests biologiques, nous avons restreint nogsatra a I'étude de triméres. En effet, la
littérature rapporte des exemples de vaccins ard@ade type trimérique. L'équipe du
Professeur Leclerc (Institut Pasteur, Paris), apgaous avons débuté une collaboration sur
cette partie du sujet, a notamment obtenu desta¢sutés encourageants sur des vaccins
trimériqgues. La partie « Analyse conformationnelledu projet a porté sur ['étude

d’oligomeéres ayant jusqu’a six résidus.
|- Immunothérapie anticancéreuse

L'élaboration de vaccins induisant une réponse umitaire antitumorale a visée
thérapeutique est un challenge de longue date. iise Bn évidence de déréglements de
certains processus de transformations cellulaitesiigeau des cellules cancéreuses mais
surtout la compréhension croissante de ces phéresmam abouti ces dernieres années a
I'élaboration de vaccins anticancers de plus ens giwometteurs. L'identification de
nombreux antigénes associés aux tumeurs (TACAs)erip leur utilisation dans la
composition de vaccins et leur évaluation biologi@ti clinique. Certains de ces vaccins sont

actuellement en phase de tests cliniques chez fmnD’autres approches présentent un
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intérét grandissant et notamment le ciblage degyémds tumoraux directement sur les
cellules présentatrices d’antigenes.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre tradal recherche. Notre but est de
synthétiser et d’évaluer le potentiel immunogénesttectures bioconjuguées totalement
synthétiques. Nous visons deux aspects de la répomsunitaire. D’'une part, les édifices
synthétiques permettront l'induction de réponseticarps. Ce type de réponse passe par
I'apprétement de I'antigéne par une cellule préseice de I'antigéne, ce qui entraine une
activation des lymphocytes T, suivie de la diff@ation de lymphocytes B, induisant la
production d’anticorps. D’autre part, les vacciygathétiques permettront I'induction d’'une
réponse immunitaira médiation cellulaireen ciblant les cellules présentatrices de |'amtéey
professionnelles (APC), telles que les cellulesddégues (CD). Ces cellules, les plus
efficaces des APC, sont présentes dans les org§yanphoides mais également au niveau de
la peau et des muqueuses ou elles jouent un r@erdmelle. Les CD sont connues pour leur
aptitude a internaliser les antigenes par phageeytpar macropinocytose et par endocytose
faisant intervenir des réceptedfs? Les cellules dendritiques présentent & leur surface
différents récepteurs de I'immunité innée et notaanies récepteurs de type lectine (C-type
lectin receptors CLRS) ; les lectines sont desémmes pouvant se lier aux carbohydrates. Les
CRLs sont des récepteurs impliqués notamment damecbnnaissance de I'antigéne, son
internalisation dans la cellule dendritique et s&sentation. lls interviennent également dans
les processus de signalisation. Ceci entraineiaodn des cellules J et déclenche ainsi
l'induction de réponses immunitaires adaptativesmdrale et/ou cellulaire. Les CLRs
prennent part non seulement au processus de rassanee de motifs moléculaires associés a
un pathogéne (PAMP -spathogen-associated molecular patfgritels que les antigenes
glycosylés, mais aussi a la reconnaissance dedig@mdogenes assOCIiés aux processus
d’interactions cellule-cellule au cours de la rémmmmunitaire. lls peuvent par ailleurs se
lier & des antigénes solubles du Soi et gérer &nghénoméne de tolérance immunitéfre.
Les CRLs peuvent étre effectifs seuls ou en cotltimn avec d’autres récepteurs tels que les
récepteurs Toll (TLRs Toll-like receptory. De nombreux CLRs ont été identifiés. Par
exemple, le MR (Mannose receptor) et le DC-SIGNnd@#&ic Cell-Specific Intracellular
adhesion molecule-3-Grabbing Nonintegrin) sont désepteurs présentant une grande
affinité pour les antigénes mannosylés. Des étadesmontré que des protéines mannosylées
pouvaient déclencher une réponse immunitirdy fait de leur capacité a cibler les
récepteurs MR? L'élaboration de structures totalement synthétiguehimiquement bien
définies, combinant des ligands de type carbohgdparmettant la reconnaissance par un

CLR et des épitopes peptidiques spécifiques ddsleIT, présente un grand intérét pour
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I'élaboration d’'un vaccin antitumoral passant par aiblage des CDs. Les processus de
reconnaissance par les récepteurs de mannoseéoassgz largement étudfé<Ces études
laissent ainsi a penser que les CRLs seraient gungdi dans la reconnaissance d’antigenes
associés aux tumeurs (TACAs). Récemment, il a éétnd que le CLR DC-SIGN pouvait
reconnaitre des épitopes glycaniques spécifiquefasuigene CEA (carcinoma embryonic
antigen) dans des cancers du cdfoRar ailleurs, il a été montré que les antigénésamnts
sur des cellules nécrotiques pouvaient, dans oerts, induire une réponse immunitéire.
Les travaux récents de Reis e S8Usat montré que la perte ou le bloquage d'un CIeR, |
CLEC9A (ou DNGR-1), réduisait significativement lprésentation par les cellules
dendritiques d’antigénes associés aux cellulesotigaes, réduisant ainsi I'immunogénicité
de ces derniéres. Ce récepteur crée un lien emtperception de la nécrose cellulaire et le
principal sous-ensemble des cellules dendritigoggigquées dans la stimulation des cellules
T cytotoxiques CD8+.

Les études portant sur la reconnaissance de gs¢éaotl de GalNAc par les CDs sont
peu nombreuses. Il a cependant été démontré oxi$teeun CLR, le récepteur MGL
(macrophage galactose-type C-type lectin) capaldesd lier au galactose et aw
acétylgalactosamine GalNAc sous forme de monosadesa’ Ce récepteur est une
glycoprotéine transmembranaire de type Il qui pdssgn unique domaine extracellulaire de
reconnaissance des carbohydrates. Il est expriméesuCDs immatures chez 'lhomme, la
souris et le rat’ ainsi que sur les macrophages dans la peau gafegions lymphatique¥.

Il peut reconnaitre des sucres présentant des usesi@al/GalNAc terminaux et
particulierement des clusters de chaines tronqi€esrbohydrate®-glycosylés tels que les
antigénes TF et Tn des mucifféar ailleurs, il a été montré que des glycopegtitke type
Tn-MUC1 sont internalisés via les MGL et qu’ils salivrés dans les endosomes des CDs
qui sont les compartiments ou les antigenes squésags et couplés aux molécules de classe
Il du CMH.*° On comprend ainsi toute I'importance que revélbBération d’un vaccin
permettant de cibler ces récepteurs MGL afin dénita réponse immunitaire de maniéere

efficace.
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1- Structure des vaccins

Les objectifs du projet consistent en la synthgtskevaluation biologique d’édifices
totalement synthétiques, chimiquement définis guisenteront plusieurs blocs différents

greffés sur une plateforme centrale. La natureedebtocs variera en fonction de I'objectif

Visé.
(€] (€] (€] O (€] O
SR S SR SRS
C9”}e o"§ o’"}e o’$ o’"}e ®’§
.
A —— Plateforme présentatrice =~ —{ — B
e = plateforme B-peptidique (3>-, p>—, B%/p—, cyclique, B-peptoide)
—(—  =ligation A =< =biotine + espaceur , Pam;-Cys
GalNAc = résidu N-Acétylgalactosamine a B = fluorochrome, épitope T

Figure 40 — Structure générique des vaccins synthgues envisagés

Les édifices seront construits séquentiellemenigueé 40). La plateforme
présentatrice, obtenue par synthése chimique, geféée avec les unités saccharidiques.
L’ensemble sera ensuite couplé avec les blocs R,afont la nature dépendra des tests

biologiques envisagés.

a- Plateforme présentatrice multivalente de typg-peptidique

Les CLRs présentent un domaine de reconnaissawsutres avec un ou plusieurs
sites de liaison. Ainsi, la liaison se fera préhdiedlement avec des sucres présentés sous
forme de clusters plutét que sous forme monomeérique

Nous avons choisi de cibler de maniere plus pdrie les MGLs. C’est pourquoi la
plateforme présentatrice sera construite de fagprésenter des copies multiples de résidus
GalNAc. Les interactions entre les unités sacciguabs et les lectines dépendront non
seulement de la densité de ligands saccharidiquetasplateforme mais aussi du type de
plateforme et de ses propriéetés géoméetriques. Des, pleffet « cluster », évoqué

précédemment, entre aussi en ligne de compte darghEnomeénes de reconnaissance entre
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le TACA GalNACc et les anticorps anti-GalNAc pouinfiuction d’'une réponse immunitaire
humorale. La présence de trois résidus GalNAc-8erfonsécutifs est essentielle pour
mimer le caractére épitopique des MUC1 tumoralégilisation d’anticorps monoclonaux a
permis de mettre en évidence I'importance de lagmtation des épitopes Tn sous forme de
clusters. Ceci a été montré, par exemple, sur tdeopeptides issus de la digestion de
Glycophorine A par une glycoprotéaSeAprés traitement de ces fragments par une siaidas
et unep-galactosidase, les auteurs ont montré que sesllfrdgments présentant trois ou
quatre résidus GalNAc-Ser/Thr conseécutifs pouvaieat lier a I'anticorps monoclonal MS
128.

Nous avons choisi de travailler avec des plateésride typeB-peptidiques. Leur
grande stabilité vis-a-vis des processus de détjpadamétaboliques et protéolytiques en fait
des structures de choix pour des applications piglees. Les chaingspeptidiques seront
obtenues selon une approche la plus convergensibpms

Nous inclurons également dans nos travaux desfptates de typp-peptoide. Le§-
peptoides sont des analoguesegeptides sur lesquels les substituants latérausone pas

portés par les atomes de carbones du squelettepardiatome d’azote du lien amide.

H o R . R
NS N %
k' o ” o
2 @]
résidu B-aminoacide résidu p-peptoide

Figure 41 — Différences structurales entr@-aminoacide et résidug-peptoide

LesB-peptoides sont des pseudopeptides, décrits p@uetaiére fois en 1998. Tout
comme lesp-peptides, ils sont peu sensibles aux processusiégeadation biologique
(protéases, peptidases) et possédent une grandispupibilité, notamment du fait de leur
plus grande facilité a traverser les membranesolig faciles a synthétiser, ne présentent pas
de centre chiral sur le squelette mais permettémtidre une grande variété au niveau des
chaines latérales. D'autre part, ils ne sont pamggquement immunogénése qui présente
un grand intérét pour I'élaboration de vaccinstantoraux.

De facon générale, leB-peptoides sont des structures trés flexibles du da
I'absence de liaisons hydrogéne, due a la préessgmdien amide tertiaire. De plus ils peuvent
se présenter sous la forme d’'isoméreou transau niveau des liens amide. Lgpeptides et
B-peptoides ont donc des comportements tres dit®emtermes de flexibilité des chaines et
seront donc complémentaires pour notre étude.
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b- Introduction des résidus GalNAc par ligation chimicue

Les résidus GalNAc seront introduits sur la platefe de maniére simple et
simultanée par ligation chimique. Pour cela, desleéd seront menées sur deux types de
ligation : une ligation de type 1,2,3-triazole, eftie par réaction de cycloaddition catalysée
au cuivre entre un alcyne et un azoture (CUAAC -ppeo catalysed Alcyne-Azide

Cycloaddition — « Click Chemistry ») et par unealign de type oxime.

N~ “n-R
. . +© Cu (1) N" N
Ligation de type 1,2,3-triazole N
R'———H R
1, 2, 3 - triazole
Ligation de type oxime R/\O’NH2 + 0° R —~ R/\O/N\\’d R

Figure 42 — Types de ligation mises en ceuvre

Les avantages de ['utilisation des réactions deAATl seront développés
ulérieurement.

En ce qui concerne les réactions de formationidiex elles sont d’une part faciles a
mettre en ceuvre et efficaces et d’autre part, stes hautement sélectiv¥sL’avantage de
ce type de ligation est sa grande stabilité sur gamame relativement étendue de pH aux
alentours du pH physiologiqi2.De plus, il a été montré qu’une ligation de typene
pouvait étre parfaitement en adéquation avec lofase®n d'une réponse immunitaire,
humorale et & médiation cellulait®.

Les syntheses des plateformes et des sucres sénsntidaptées au type de ligation

envisagee.

c- Structure des différents édifices synthétisés

Comme évoqué précédemment, les objectifs visédus @u moins long terme
consistent en la synthése de structures glycocoépg) qui permettraient d’induire des
réponses spécifiques de cellules tumorales, et dnacvaccination thérapeutique permettant
I’élimination de ces cellules. Dans ce cas, laghtatme sur laquelle les unités saccharidiques

auront été greffées sera couplée a un immunoadjuiBloc A. En effet, la partie
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saccharidique est responsable du ciblage des exlldéndritiques, mais l'induction de
réponses immunitaires optimales dépend de la nimtnrdes cellules dendritiques qui est
induite par des adjuvants tels que des ligands Tdd®. Notre choix s’est porté sur le
Tripalmitoyl-S-glycérylcystéine (PaiwCys) qui possede des propriétés adjuvantes. Le-Pam
Cys est un lipide synthétique dérivant de la pattierminale de lipopeptides bactériehsl

est connu pour étre un activateur des cellules Best macrophages. Par ailleurs, il a été
montré qu’il induisait la maturation des celluleendritiques par I'intermédiaire du récepteur
TLR2,%® participant ainsi & part entiére & la réponse imitaire. L'ensemble obtenu pourra
également étre couplé a un épitope spécifique eledas T Bloc B), reconnu par le TCR en
association avec les molécules du CMH. Dans no&® ©ous nous intéressons plus
particulierement a la réponse immunitaire de tyg@4Cimpliquant les cellules T et la
présentation des antigenes par les molécules deeclh du CMH. En effet, la branche du
systéeme immunitaire mettant en jeu les celluleselpdér CD4 joue un réle important en
termes de défense mais surtout de mémoire immrmitBies essais cliniques ont montré
'importance de cette voie du systeme immunitairpla production de cellules Th
spécifiques des tumeurs et de CTL, devant permlatgénération d’une réponse immunitaire
de longue duré® La plupart des vaccins anticancers présententactigité a trop court
terme, visant plutét a prévenir des cas de rechapess des traitements chirurgicaux ou de
chimiothérapie. La mise a profit de cette voie patipermettre I'élaboration de réels vaccins
générant une réponse immunitaire de longue durée.

Mes travaux de recherche ont essentiellement prrtéla synthése de structures
devant servir d’ « outils » préliminaires a la $ygge de molécules ayant une application en
vaccination anti-cancer. Le premier type d’outéstiné a évaluer I'antigénicité par I'étude de
la reconnaissance par des anticorps spécifiguesTmle sera constitué de trimeres
glycoconjugués couplés uniqguement a de la biotael'mtermédiaire d’un bras espaceur
(Bloc A). En ce qui concerne le ciblage des cellules daeqdes, deux types de structures
seront a terme synthétisées. Dans un premier telepsedifices glyconconjugués seront
couplés a un fluorochromélpc A), ce qui permettra de mettre en évidence leurucayt
leur internalisation par les cellules dendritiquBar la suite, 'immunoadjuvant Pg@ys

(Bloc B) sera ajouté a cet ensemble édifice glycoconjugilidorochrome.
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2- Stratégie de synthese

La stratégie de synthése est résumée sur la F@ure

YOy o R

Plateforme présentatice ~—— C——— > — Plateforme présentatrice ~—{ _

Greffage des sucres

— B

Assemblage des blocs additionnels

A —= Plateforme présentatrice =~ — — B

Figure 43 — Voie de synthése envisagée pour I'oht®n des vaccins synthétiques
lI- Analyse conformationnelle

Les plateformeg-peptidiques synthétisées ainsi que les compogés@injugués qui
en découlent seront étudiés d’'un point de vue mdiffé En effet, au-dela de leurs propriétés
biologiques, les3-peptides montrent de maniere assez systématigeefarte tendance a
adopter des structurations secondaires en héiaélet ou coude.

Dans cette partie du projet, nous nous sommes aomsacrées a I'étude des
oligomeresp-peptidiques constituant les plateformes présecgstrafin de déterminer la
présence ou l'absence de repliement en structuteylare. Cette étude mettra en ceuvre
différentes techniques d’analyses spectroscopiqgueamment la RMN (1D et 2D), le
dichroisme circulaire et I'infrarouge en solutidua confrontation des observations effectuées
a lissue de ces difféerentes analyses devrait mmimettre de statuer sur la nature d’'une

éventuelle structuration secondaire.
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Par ailleurs, il nous a semblé particulieremenérassant de nous pencher sur les
structures glycoconjuguées dérivées des oligomeséa d'étudier linfluence de
I'introduction des unités saccharidiques sur leggfbrmes d’un point de vue structural. Les

résultats des analyses seront comparés a ceuxuslygenr les oligomeres seuls.
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C- Résultats
& Discussion :

Synthese
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|- Synthese des oligomere-peptidiques

Les objectifs visés dans cette partie sont I'olid@nd’oligomeresp-peptidiques qui
serviront de plateformes présentatrices des émtspecharidiques et en vue de I'étude de
leur préférence conformationnelle. Nous aurons uec@ deux méthodes différentes de
ligation chimique pour ancrer les sucres sur lesefdbrmes, a savoir : 1,2,3-triazole et oxime,

d’ou découleront les fonctions chimiques devard ptésentes sur les plateformes.

1- Essai de synthese itérative d@-peptides sans agents de

couplage
a- Rappels bibliographiques

Au début de notre projet, des travaux récents .dev.J Bodé® ont attiré notre
attention. Cette équipe proposait en effet la ®sethde courts oligomeérg3peptides par une
voie originale en milieu aqueux et sans agent delege.

Cette nouvelle voie de synthese de liaison amidé enejeu une condensation-

décarboxylation d’um-cétoacide et d’'uni-alkyhydroxylamine :

0] 0]

HO., .R, -H;0, -CO
R AN oH L Oy Hoco, N R
1 H 1
0 DMF, 40°C H
0,2-0,01M

Schéma 3 — Condensation-décarboxylation d’'ua-cétoacide et d’uneN-
alkyhydroxylamine

Cette réaction peut étre menée dans des solvalatisgsoprotiques ainsi que dans des
solvants apolaires. Aucun catalyseur ou réactitagplage ne sont nécessaires et les seuls
sous-produits de la réaction sont de I'eau et duydie de carbone. Ces conditions font que
cette réaction d’amidation entre dans la classeré@stions chimiosélectivé® a savoir :
conditions de réaction douces, souvent en miliaieax], concentrations molaires faibles, pas
de réactif ou de catalyseur et pas de sous-produit.

Cette voie de synthése itérative ffepeptides en solution agqueuse met en jew-un

cétoester et une isoxazolidine comme forme masdegeamino acide (Schéma 4%
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—Oome

= CH,'Pr ; R? = (CH,),CO,tBu ; R® = CH,Ph

R1 CH,Ph ; R?= CHyPr; R® = (CH,),CO,tBu
i) NaOH = CH,Pr ; R? = (CH,),CO,tBu ; R® = (CH)4NHBoc
ii) H,0, no reagent R1 =Pr; R?= 'Pr; R® = (CH2),CO,Bu

O R'" 0 R O HN—O
B B OMe
E)J\N/\)J\N/\)Hfowb . 3/'\/g‘/OMe
H H R
0 0

iy NaOH
ii) H,O, no reagent

IBSRSES
' : : OMe
Schéma 4 - Synthése itérative dg#-peptides

Dans cette approche, les isoxazolidines sont abtersous forme énantiopure en
mettant & profit la réaction de cycloaddition déaébsélective de Vaselfd entre une nitrone
en position anomeére d'un monosaccharide et un aeryiSchéma 5* Ce protocole a été
appligué avec du 2-méthoxyacrylate de méthyle. i€astions de cycloaddition [3+2] sont
hautement régio- et diastéréosélectives et ont fiau simple chauffage d’'un mélange
d’hydroxylamine dérivée de D-Mannose (auxiliairéral), de 2-méthoxyacrylate de méthyle
et d'un aldéhyde en présence d’'une quantité cajabytd’oxyde de dibutylétain. Une fois
I'isoxazolidine formée, I'auxiliaire chiral sacchdigue est éliminé, soit par traitement acide,
soit en présence d’hydroxylamine, pour fournir diazolidine. Cette derniere est

partiellement épimérisée au niveau de I'acétal.

X,
g% :
2
R™ H I NHoH
35 7§
X
\ HCIO4, MeOH
, N0 ome ou HN™0 ome
méthyl-2-methoxyacrylate e Wome NH,OH.HCI, MeOH RZJ\/KWOMe
Bu,SnO cat. o) (0]
toluéne, reflux
X = sucre

Schéma 5 — Préparation des isoxazolidines
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L’isoxazolidine ainsi obtenue réagit aisément auaa@-cétoester selon la procédure
de condensation-décarboxylation.
Nous avons donc décidé d’appliquer cette méthajila la synthése des chaiifids

peptidiques qui nous intéressent plus particuli@mm
i- Synthese des précurseurs

Il s’agit, dans un premier temps, de synthétissrdifférents précurseurs nécessaires a
la réaction de cycloaddition, a savoir I'auxiliaichiral, le 2-méthoxyacrylate de méthyle et
les aldéhydes correctement fonctionnalisés.

(a) Auxiliaire chiral *°°

Il est obtenu a partir de D-Mannose qui réagipeFsence d'acétone et deglB. Le
lactol obtenu est traité par du chlorhydrateNdieydroxylamine et de I'acétate de sodium dans
I’éthanol pour donner I’hydroxylamine anom&®a avec un rendement de 78%. Ce dérivé de
2,3-5,6-diO-isopropylidened-glucofuranose existe en équilibre avec la formanex35b.
Dans notre cas, seule la forme oxiB&b a été observée sur le spectre RMN dans le
DMSO-a;.

OH o o)
R >< . o} DA OH
H 1- (CH5),CO, P,O o' o T
IQIO (CHa), 205 g A HOH i SNOH
o

OH " 2. NH,OH HCI
NaOAc, EtOH

789
% 35a 35b

Schéma 6 — Synthése de l'auxiliaire chiral 35
(b) 2-méthoxyacrylate de méthyl&®®

Le 2-méthoxyacrylate de méthyBY est obtenu au départ de pyruvate de méthyle
(Schéma 7). Ce dernier est traité par du triméttiyddormate et de I'acide sulfurique
concentré dans le méthanol pour donnefatdiméthoxypropionate de méthyk6 qui est
ensuite chauffé en présence d’APTS pour donnersapistillation fractionnée le 2-

méthoxyacrylate de méthylg7 avec un rendement de 40% sur deux étapes.
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O CH(OMe)3, H,SO4 MeO. OMe
)KWOMe MeOH )S(OMe APTS, 140°C M OJH(OMe
- . e

(0] O O
77 % 51 %

36 37

Schéma 7 — Obtention du 2-méthoxyacrylate de méthg/37
ii- Synthese des aldéhydes et réactions de cycloadutiti3+2]

La nature des aldéhydes doit étre adaptée audigy/pigation chimique ultérieurement

envisagée pour le greffage des unités sacchariglisurela plateforme.

(a) Isobutyraldéhyde

Afin de nous familiariser avec ce type de réagtiapbus avons commencé par
reproduire I'enchainement réactionnel réalisé padd®® au départ d'isobutyraldéhyde
commercial.

L’isobutyraldéhyde commercial fraichement distiléagit selon la procédure de
cycloaddition [3+2] avec I'hydroxylamin85 et le 2-méthoxyacrylate de méthyd?, en
présence de B8nO (Schéma 8). On obtient I'isoxazolidine glycésyd8 avec un rendement
de 49% Ijt.*%%: rdt = 48%). L'auxiliaire chiral est éliminé emésence d’acide perchlorique et
I'isoxazolidine ainsi déprotégé&9 est couplée avec de I'acide phényl-pyruvique mtmrmer

I'amide 40 avec un rendement de 37% sur les deux derniéapessit. 1%% : rdt = 45%).

o
37 H H - |:|
M O/YQ\
i 78 Lo Meojkf(o ) 0 N0 owme
%H o ! - Mom
+ H
o_ 0O NHOH Bu,SnO, Toluéne e}
el reflux 38
499
35 9%
o
Ph OH  Ph
HCIO, 70% wiw HN—0 \)]\NH o)

OMe
MeOH, reflux MOMe o) MOMe
0 0

80 % tBUOH/H,0 1:1, 40°C
39 46 % 40

Schéma 8 — Obtention du monomeére au départ d’'isobytaldéhyde

La reproduction de cet enchainement réactionnéltast avérée satisfaisante
(rendements conformes a ceux de la littératurenedt@s satisfaisantes), nous avons décidé de

I'appliquer a la synthese de nos oligomeéres.
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(b) 5-hexyn-1-al

Dans le cas présent, nous nous intéressons #gatierl de type 1,2,3-triazole obtenue
par cycloaddition 1,3 dipolaire entre un alcynauetazoture (CUAAC €opper Catalyzed
Alcyne-Azide CycloadditignLa plateforme présentera le partenaire alcyoes $orme d’un
motif propargylique.

Nous avons choisi d’appliquer la méthodologie gdénte avec le 5-hexyn-1-41'%’
qui apporte la fonction alcyne nécessaire poueédation de CUAAC. Ce dernier est obtenu

par oxydation de Swetff avec un rendement de 97 % au départ de 5-hexyn-1-0

1- (COClI),, DMSO, CH,Cl,, -78°C

N~~~ 2- Et;N
OH

g/
OI

41

97 %

Schéma 9 — Acces au 5-hexyn-1-al 41

Le spectre RMNH de I'aldéhydetl a montré une pureté trés satisfaisante : il a donc
été engagé dans I'étape suivante sans purification.

>

37 (@) o)
H E N |;|
o/ﬁ)Q
M 0
H H MeoJﬁ( OMe ﬁ/o N0 oute
0 \\\/M(OMe

Bu,SnO, Toluéne 0

o. O
41 )T x reflux 42

Schéma 10 — Essai de synthése du composé 42

Le suivi de la réaction a rapidement montré lasgnée d'un grand nombre de
composes, rendant la purification de ce milieu dexg impossible. La fonction alcyne est
manifestement entrée en compétition avec I'acrydatant la réaction de cycloaddition [3+2]

sur la nitrone de fagon intermoléculaire.
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(c) Dialdéhydes
La réactivité de la fonction alcyne semble dorteritire sa présence sur I'aldéhyde
mis en jeu. Nous avons alors décidé d'utiliser dieddéhydes qui présentent une de leurs
fonctions aldéhyde masquée sous forme d’acétale @eiction aldéhyde déprotégée présente
permettra le greffage des sucres antigéniques padigation oxime ou 1,2,3-triazole apres

I'avoir transformée en fonction alcyne (réactiopdyCorey-Fuchs).

0 4,4-diméthoxybutanal

L'acrylate de méthyle réagit avec du nitrométhaneprésence d’HMPT selon une
réaction de Michael catalysée au phosphore pounafole 4-nitrobutyrate de méthyks
(Schéma 11° comme produit de monoalkylatidf Ce dernier est ensuite traité avec de la
potasse dans un mélange MeOH/THF selon une réadgoNef pour donner I'aldéhyde
correspondant protégé sous forme d'acéfat’ par traitement avec de I'acide sulfurique dans
le méthanol avec un rendement de 7484.a fonction ester méthylique est ensuite réduite e
présence de DIBAL-H dans le dichlorométhane a -483@ donner le 4,4-diméthoxybutanal

453 avec un rendement brut de 69%.

1- KOH, MeOH/THF OMe
OMe CH3NO,, HMPT, 0°C OMe 2 - Hy,S0O,, MeOH
/\[r OQN/\/\[( 2004 MeO OMe
0 (0] 0

55 % 43 71 % 44
DIBAL-H, CH,Cl,, -78°C OMe
MeOH, Na,SO, H 45

MeO

O
69%

Schéma 11 — Synthese du 4,4-diméthoxybutanal 45

L’'aldéhyde45 est utilisé sans purification dans I'étape de fation de l'isoxazolidine

malgré une pureté moyenne visualisée sur le spRafi.

(0] )V o_ 0 Bu,SnO, Toluéne OMe o)
x reflux
45 35 46

Schéma 12 — Essai de synthése du composé 46
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De nouveau, la réaction de cycloaddition [3+2Joart lieu a un mélange complexe,

rendant la purification impossible, ceci étant p&wé di a la pureté de I'aldéhyde

o 3,3-diéthoxypropanal

Nous avons tenté la formation de l'isoxazolidinee@ un autre aldéhyde, le 3,3-
diéthoxypropanal, qui est relativement facile d&kcla premiere étape consiste en la
synthese de 'alcéne précurseur du 3,3-diéthoxypralp

Le 4,4-diéthoxybut-1-ené7 est obtenu avec un rendement de 60% par diménsati
de I'éther vinylique en présence d’'acétate mercaeridig(OAc) et de BER.Et,O dans
I'éther™® (Schéma 13). Il est ensuite traité dans des donditd’ozonolyse réductrice en
présence de triphénylphosphitfepour donner le 3,3-diéthoxypropadd avec un rendement
brut de 69%.

OEt  1-0Oj CH,Cl, MeOH H OEt
Hg(OAc),, BF4.Et,O, Et,O 2 - PPh
Okt g(OAc),, BF3.Ety 2 /\/I\OEt 3 OMOEt
60% 47 69% 48

Schéma 13 — Synthése du 3,3-diéthoxypropanal 48

La formation de I'isoxazolidind9 a été observée lors de la réaction de cycloadditio
[3+2] (Schéma 14). Cependant, les rendements ttteamt loin d’étre satisfaisants. En effet,
en présence de BBnO comme catalyseur, le rendement aprés purditatiest que de 8%.
Nous avons réalisé un essai sans catalyseur afijugkr de son influence lors de la
cycloaddition. Le rendement a été nettement an&timais reste modeste (36 %).

La coupure entre I'isoxozolidind9 et l'auxiliaire chiral « sucre » a été tentée en
présence d’hydroxylamine. L'utilisation des corafis acides précédemment utilisées n’étant
pas applicables ici du fait de la présence desaBgéious avons di utiliser les conditions
basiques alternatives. Cependant, l'isoxazolidifen’a pas été obtenue a l'issue de cette

réaction.
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e

37 H —H
H  OFt H o H MeoJ}( € 0 OEt N—O q1e
AN o {-OMe
0 ot * Q = NHOH EtO
/&O o. 0O cat., Toluéne 0
x reflux 49
48 35
cat. = BuySnO - rdt = 8% NH,OH.HCI, NaOAc
cat. = aucun - rdt = 36% MeOH/H,0 3:1, 60°C

EtO HN_O\\OMe

I

0]

Schéma 14 — Essai d’obtention de I'isoxazolidine 50

iii- Conclusion de I'étude

Nous avons réussi & reproduire la séquence réaelle décrite par J. W. Botfé au
départ d’isobutyraldéhyde. Mais celle-ci n’a pueéétendue aux aldéhydes fonctionnalisés
gue nous avions choisis. Il faut noter que Bodepas utilisé d’aldéhyde tres fonctionnalisé,
il s'agissait essentiellement de chaines alkylesl’ester. De ce fait, les rendements moyens
annoncés dans cette étude, auxquels s’ajoutenessas infructueux (milieux complexes,
purifications difficiles, rendements modestes ablés) nous ont poussé a abandonner cette
approche. Rappelons en effet que nous cherchonsveieed’accés aux oligomeres-

peptidiques qui soit facile, rapide et efficace vare d’obtenir des quantités d’oligoméres
conséquentes.

2- Synthése des oligomeres par couplage peptidique stique
a- Plateformes de type « propargy! »
+ Rappels bibliographiques

Nous avons choisi de construire nos plateforfigseptidiques au départ d'un
aminoacide naturel : l'acide (L)-aspartique. Eregfteta-aminoacide présente une fonction

acide carboxylique en positigh) ce qui permet de le considérer commertiat comme uifi-
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aminoacide. Le fait qu’il s’agisse d’Ustaminoacide naturel permet de s’affranchir de tout

probléeme relatif au caractére énantiopur de I'amdmte de départ.

CO,H HoN B
2 \‘/\COZH
Ho,N" o "CO,H CO,H
a-aminoacide B-aminoacide

Schéma 15 — L’acide aspartique : um- et p-aminoacide

A notre connaissance, les oligoméres ou polym@iasde (L)-aspartique n’existent
pas dans la nature. On trouve cependant quelgeesptes d’oligomeres synthétiques d’acide
aspartique dans la littératur.

Considérant ce dernier comme fssaminoacide, la fonction acide carboxyliquecen
représente dans notre approche une chaine laténationnelle et modifiable.

Dans le cas de synthése d’homo-oligoméres, lesomeres amine et acide
carboxylique sont classiquement obtenus au dépamé&mne aminoacide, par déprotection de
'extrémité C-terminale et de [I'extrémité\-terminale. Les oligoméres ne seront pas
synthétisés pas a pas : notre stratégie consisttnerdémarche itérative. Les plateformes
seront construites en allongeant de la chaine de aleités a chaque étape : nous accederons

donc aux dimeres, tétrameres, hexameres. Nous&igaitons €galement les trimeres.
i- Introduction du motif alcyne par une fonction amide
(a) Série Boc/OMe
Les fonctions amine et acide carboxylique de dlac{L)-aspartique sont dans un
premier temps protégées classiquement sous formeadmmate deert-butyle (Boc) et
d’ester méthylique. L'ester méthyliqid est formé en présence de chlorure d’acétyle dans |

méthanol et le groupement Boc est introduit sUpkection amine en présence de Bocde

triéthylamine dans un mélange dioxane/E4u.
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NMM, IBCF
propargylamine

H,N 1- CHyCOCIMeOH  gocHN THF BocHN
2 CO,H TN coMme ——— 7 CO,Me
COH 2- Boc,0, EtsN CO.H
2 Dioxane/Eau 2:1 2 O~ °NH
o 4 %
89% 2 étapes 52 80% 53 A

Schéma 16 — Synthese du monomere 53

Le motif propargylique est ensuite introduit safdnctiona-CO,H par I'intermédiaire
d’'une fonction amide en utilisant la méthode ddsydrides mixtes par traitement de l'acide
52 en présence dd-méthylmorpholine, de chloroformate d’'isobutyledet propargylamine
dans le THF:!® Aprés purification, on obtient le compds&avec un rendement de 80%.

L'obtention du dimére nécessite la préparation @estenaires amine et acide
carboxyligue du monomef&3. L'amine est déprotégée quantitativement en preesdiacide

trifluoroacétique dans le dichlorométhane pour doia sel de TFA4.

TFAH,N
2 I\COQMe
TFA/CH,CI, 0% “NH 54

BOCHNI\COQMe s 56
0% “NH
\\\ 'II_'ilfijFl-}l-VTéngHQO B°°HNVO H,0 50:50
53 3:1:1 ) N\—: +
55 BocHN H\/ 57
HO,C O
@-CO,H

Schéma 17 — Déprotections du monomére 53 et formaiti d’aspartimide 55

Malheureusement, la saponification de I'ester Iyl&the ne conduit pas uniguement
au p-aminoacide souhaite6. Ce dernier est obtenu en mélange ave@thinoacides7 dans
des proportions 50:50 (Schéma 17). La présencesddemier s’explique par la formation
d’un aspartimides5 qui est ensuite réouvét en présence d'eau pour conduire aux deux
acides. L'aspartimide, que I'on peut visualiser &&M au cours de la réaction, a été isolé et
parfaitement caractérisé par la suite. Sa formatsh tres bien documentée dans la
littérature’®® Ce phénomeéne, propre aux dérivés de l'acide agpartet de l'acide
glutamique, se produit en milieu acide et/ou basigtill a été observé le plus fréquemment
lors de synthéses supportées sur phase solide Y8P&8ligoméres contenant des résidus
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Asp ou les amines étaient protégées sous formeodarais plus particulierement de Fmoc.
La formation d’'aspartimide a été tres souvent ol&seldors de I'étape de déprotection du
groupement Fmoc (pipéridine/DMF).

Dans notre cas, la formation d’aspartimide n’aacfigervée qu’en milieu basique, lors
de la saponification. Nous avons donc tenté de teodas conditions de saponification :
LIOH.H,O (3 éq.), LIOH.HO (1 éq.) et KCOs"* (1ég.) mais sans succés. Nous avons
également tenté d'utiliser des conditions neutres d.il*** mais en vain. Dans tous les cas,
on observe la formation d’aspartimide et des deaictes56 et57 sur CCM des les premieres

dix minutes de réaction.

% Mise au point d’'une voie alternative

Compte tenu des problemes rencontrés lors dessdwvéentatives de saponification de
'ester méthylique sur le compoS8, nous avons mis au point une voie d’obtention du
monomerel-CO,H indépendante de I'obtention du monomere >Ndii elle ne pose aucun
probleme en présence de TFA/{H}.

L'acide B-CO,H 56 est obtenu par ouverture d'un anhydride cycligi®?® selon
I'enchainement décrit sur le Schéma 18. La foncsimine de l'acide (L)-aspartique est dans
un premier temps protégée sous forme de carbarmedtstdutyle 58 en présence de Bgid
et de soude dans un mélange dioxanef&aianhydride59 est obtenu quantitativement en

présence de DCC dans 'acétate d'étHylet il est utilisé sans purification.

BOCHNI\COQH

1-NaOH, Boc,0 O~ 'NH B-CO-H
Dioxane/Eau 1:1 :
propargylamine 56
HgN\‘/\ 2-DCC/ACOEt  BocHN O solvant X
CO,H —_ +
CO,H o H
0,
74% © BocHN N__7Z a-COMH
59
57
HO,C O

Schéma 18 — Acces au deux acides 56 et 57

L’aminolyse de I'anhydrid®9 en présence de propargylamine fournit un mélaege d
acidesb6 et57 qui sont séparés par chromatographie sur gelide.si

La littérature rapporte que la nature du solvanit@voir une influence importante sur
la régiosélectivité de la réaction et donc suralora-CO,H/B-CO,H.*?® Les études menées
montrent que les solvants aprotiques tres poldDé4SO, DMF, DMAC) conduisent a des

mélanges contenant majoritairement I'acideAu contraire, les solvants apolaires ou peu
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polaires (benzene, chloroforme, acétate d’éthyiehlorométhane...) conduisent a des
mélanges contenant majoritairement I'acflePar ailleurs, il a été mis en évidence que la
présence d’'une petite quantité d’acide acétiquerfsait la formation de l'acid§. Nous
avons donc testé différents solvants: acétatehyl&t mélange acétate d’éthyle/acide
aceétique, dioxane. Les meilleurs résultats onbbténus en utilisant I'acétate d’éthyle et 1,2
équivalent de propargylamine : nous avons donc guixir en appliquant ces conditions
optimisées qui permettent d’obtenir un mélangedies acide$6 et57 dans des proportions
60:40.

Ces derniers ont été obtenus purs et ont pu atectérisés. La différence entre ces
deux composés est visible sur CCM et sur le sp&iudl *H dans le DMSO-glau niveau de
certains protons, notamment au niveau de protonseNNH’ (respectivement NHBoc et
NHpropargyl). Les principales caractéristiques ds deux composeés sont reportées dans le

tableau suivant.

21

ccM RMN o]’

Eluant AcOEt/MeOH 90 : 10 DMSO-d;

3(NHBoc) = 6,90 ppm

Acide S3(NHpropargyl) = 8,31 ppm 12,50
-CO,H Rf = 0,30 8(Hz) = 4,27 ppm ’
B-CO; (Hs) pp (¢ 1,12 — CHG)
56 d(H;) = 3,06 ppm
3(Hy,HY) = 2,45-2,54 ppm
8(NHBoc) = 6,99 ppm
Acide 3(NHpropargyl) = 8,22 ppm pp
a-CO.H Rf=0,61 8(Hz) = 4,24 ppm ’
2 (Hs) pp (¢ 1.0 - CHG)
57 d(H7) = 3,09 ppm

8(HxHy) = 2,43-2,57 ppm

Tableau 2 — Données physico-chimiques des acideseb®7

Afin de confirmer que nous avions le régioisomeahaite, I'acidé6 a été traité par
DCC/DMAP dans le méthandf afin de reformer I'esteb3. Le spectre RMNH et le point
de fusion du composé obtenu sont conformes a cemxathomereé3.

Ainsi, ayant en notre possession les deux monaidit, et —CQH), le dimeére60 a
été obtenu en utilisant TBTU comme agent acylanpesence de triethylamine dans le
DMF.
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TBTU, EzN

DMF BocHN o
BOCHNrCOQH * TFA'HZNI\COZMe B°°””ﬂ rc%Me + V
N
07 “NH 0% “NH 40% NH 07 “NH d =
56 54 aspartimide 55

Schéma 19 — Acces au dimere 60

Le rendement modeste de 40 %, que nous n'avonshgashé a optimiser, s’explique
par la formation d’aspartimidg5 et par les difficultés de purification du compagg est trés
peu soluble dans les solvants organiques usuels.

Cette voie de synthése impose d’allonger le stiegteptidique d’'une unité a chaque

étape. Le trimére a donc été obtenu par couplaie kacide56 et le sel de TFALformé a

partir du diméres0.

1- TFAICH,CI, 1:1

BOCHNIY I\COQMe =% T B o BOCHNI\W ﬂHI\COQMe
NH O 559 o2 NH © NHOO NH
N NN

60 + aspartimide 55

Schéma 20 — Acces au trimere 62

Dans le cas présent, la solubilité du trimégest de nouveau un obstacle pour la
purification par chromatographie sur gel de silipgee nous avons réalisée. Il est cependant

obtenu pur avec un rendement de 55% en produé.isol

Conclusion

De tres nombreux problemes ont été rencontrésderta synthese des oligomeéres
dans la série Boc/OMe. La formation indésirablesplaatimide55 lors de la saponification de
I'ester méthylique ne permet pas d’appliquer lesditions classiques de couplage peptidique.
Ce probleme a été momentanément contourné parskanipoint d'une voie alternative pour
I'obtention de I'acidel-CO,H 56. Ceci nous a permis d’accéder au dim@deet au trimere
62. Mais le caractére peu soluble de ces composék lesnpurifications sur gel de silice
difficiles et altére les rendements. D’autre pkatlongement de la chaine ne peut se faire que
unité par unité, ce qui rend cette voie d’acceglenet peu convergente.
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(b) Etude de groupements protecteurs

Compte tenu des observations faites précédemmeus, avons entameé une étude de
différents couples de groupements protecteurs déinpallier au probleme récurrent de
formation d’aspartimide. Ce dernier n'a été obsegquéen conditions basiques lors de la
saponification de I'ester méthylique. Il a donc éé&idé de conserver le groupement Boc sur
I'amine et de choisir des esters se déprotégeabeditions neutres ou légéerement acides

pour protéger I'acide.

% Boc/OTCE
Un ester trichloroéthylique se déprotege dans amwditions douces de pH, en
présence de zinc dans l'acide acétique. Ces conditégerement acides ne doivent pas, a
priori, conduire a la formation d’aspartimide.
Au départ de l'acid®&6, précédemment obtenu par ouverture de I'anhyd8iaous
avons tenté d’introduire l'ester trichloroéthyliquBlusieurs conditions, résumées sur le
Schéma 21, ont été testées mais sans succes :talendes cas, le produit isolé aprés

purification s’est avéré étre I'aspartimifig.

BocHN;liA\H/O\V/CCb
/ © “”O ”
BocHN 002 \\

aoubouc

\ BocHN 0
ﬁ 55

(o) __—

NH

/

Schéma 21 — Conditions réactionnelles testées pdarsynthese du monomere 63

Dans un premier temps, des conditions classigaeodplage ont été mises en ceuvre
en utlisant le 2,2,2-trichloroéthanol avec d'unartp DCC/DMAP dans un mélange
MeCN/DMF=° puis d’autre part avec TBTU/ARt dans le DMF. Dans ces conditions, aucune
trace du produit attendu n’a été constatée. Il étéale méme en appliquant les conditions de
la réaction de Mitsunobu: en présence de tripipodphine, de diisopropyl-
azodicarboxylate DIAD et de 2,2,2-trichloroéthamiains le THF, on a isolé uniquement

I'aspartimide55. Les différentes conditions testées sont résumiees le tableau suivant.
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Réactifs de  Quantité de réactifs Quantité de 2,2,2-

Essai Solvant _ ] Résultats
couplage de couplage trichloroéthanol
’ ’ CH;CN/DMF ’
DCC/DMAP 1,06éq. / 0,11éq. - 1,06€q.
! DCC/DMAP 1,06éq./0,11éq. al 1,06éq. .
a g Al a Formation
DCC/IDMAP  1,06éq. / 0,11éq. CH,Cl, 2560 majoritaire
d’aspartimide
b TBTU/EGN 1,25éq. / 2,0éq. DMF 2,0éq.
c PPh/DIAD 2,4éq./ 2,2éq. THF 1,5€éq.

Tableau 3 - Conditions réactionnelles testées potliobtention de I'ester 63

Conclusion

Les tentatives d’estérification de I'acide [@se sont toutes soldées par un échec. Ceci
est d0 a la nucléophilie du 2,2,2-trichloroéthafielérieure au méthanol ou a I'éthanol) qui
n’est pas suffisante ici pour faire pencher la hadaen faveur de la formation de I'ester plutot

que de la cyclisation intramoléculaire aboutissalat formation d’aspartimide.

% Boc/OTMSE
Devant les difficultés a introduire rapidementstar trichloroéthylique, nous avons
orienté notre choix vers un ester triméthylsilyldidue. En effet, ce type d’ester peut étre
éliminé en présence de fluorures.
Nous avons envisagé de former I'ester,C@SE directement au départ de l'achi@
en présence de DCC/DMAP et de 2-(triméthylsylihaétol dans le dichlorométhane. L’ester
64 est bien obtenu avec un rendement de 78 %.

BocHN DCC, DMAP, CH,Cl, BocHN
I\COZH od ﬂO%SiMea

0”7 "NH Me,si” > o7 NH
X
N 78% N
56 64

Schéma 22 — Accés au monomere 64

En présence de TBA# dans le THF, la déprotection de I'acide aboutindmélange
de deux acides identifies par CCM et par RMN. LeiSOCM de la réaction a par ailleurs

permis de mettre en évidence la formation d’aspdote 55.
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H P
BocHN TBAF, THF
ocl J\/\’(O\/\S“\”e3 BOCHNI\COQH + BocHN\‘/\WN\//
O

07 “NH 07 NH COZHO 57

NS X
X
S + aspartimide 55
64 56

Schéma 23 — Déprotection de la fonction acide duamomeére 64
De ce fait, la basicité du TBAF a été diminuéesdiessai suivant en utilisant un

mélange TBAF/APTS (3:1 puis (3:2). L'aspartimid&5 est éliminé au cours des lavages

aqueux. On obtient I'acide6 avec un rendement de 59%.

TBAF/APTS (3:2), THF

BocHN
BOCHNI\H/O\/\SiMes oc I\COM
(6] NHO 59% o]

NH
NG %

64 56

Schéma 24 — Acces a 'acide 56

Afin d’accéder au partenaire amine, le comp64é été traité par du TFA dans le
dichlorométhane. Différentes proportions ont égéées (1:5 — 1:2,5 — 1:3'3) mais le suivi
CCM de la réaction montre invariablement la présete deux composés majoritaires, non
isolés. L'un pourrait correspondre a 'amine sotéet5 et I'autre, beaucoup plus polaire, a

un composé totalement déprotégé (spectre RMINU brut).

TFA/CH,Cl, (1:5)  TFA.H,N o) .
0 O

0~ °NH O™ 'NH 0~ "NH
A A X
64 65 2:1 66

Schéma 25 — Déprotection de la fonction amine sug monomere 64
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(c) Fmoc/OtBu

Notre choix s’est porté sur le couple de groupdmprotecteurs Fmoc/CG(Bu, et ce,
pour deux raisons. Les informations concernantolaétion d’aspartimide sont largement
relayées dans la littérature. En effet, de nomle®@sudes ont été menées afin de limiter sa
formation lors de la synthése d'oligopeptides.’dvére que la présence d'un ester d'alcool
tertiaire trées encombré peut permettre de limieire d’empécher totalement la formation
d’aspartimide:** De plus, le Fmoc-Asp(Bu)-OH est un produit commercial, relativement
abordable.

La propargylamine est couplée a la fonctix@O,H du Fmoc-Asp(@Bu)-OH en
présence de EDCi et d’HOBt dans le dichlorométhaaepropargylamid&7 est obtenu avec
un rendement de 80%. Dans le méme temps que s@laérnt nos travaux, ce compose a été

synthétisé par Zieglér>

. HN EDCi, H(?BT, CH,ClI, ErmocHN
moc ropargylamine
Y\002t8u propargylami I\coztsu
COzH 80% 0~ "NH

N
67

Schéma 26 — Acces au propargylamide 67

La déprotection de l'acide est realisée classigmegmpar du TFA dans le
dichlorométhane. On obtient I'acidi8 quantitativement. La fonction amine est déprotégée
par de la diéthylamine dans I'acétonitrile. Apresification, on obtient I'amine libré9 avec
un rendement peu satisfaisant de 40%. Elle eskefiment obtenue quantitativement, aprés
purification, en traitant le carbama®@ par de la pipéridine a 20% dans le DMF. Aucune
trace d’'aspartimide n’a été observée. La littémturapporte cependant des exemples de
formation d’aspartimide en présence d’egtet-butylique. Heureusement, cela n'a pas été
notre cas.

On accede au dimere en appliquant les conditiensodplage classiques, a savoir en
présence d’EDCi, de HOBt dans le dichlorométhane. dbtient le dimeref0 avec un

rendement de 82%.
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EDCi, HOBt,

H
a-ou b- CH.CI FmocHN N
FmOCHNI\COZtBu _&oub RHNI\COZR- L, moci I\ﬂ/ I\C()ztBu
0

O~ 'NH O~ 'NH 82% O~ 'NH O~ 'NH
67 \\\ \Q \% \%
70
a- TFA/CH,Cl, 1:1 68 R =Fmoc, R'=H ; quant.

b- Pipéridine 20%/DMF 69 R =H, R' = CO,tBu; quant.
Schéma 27 — Synthése du dimére 70

Le dimére70 est trés peu soluble dans les solvants organiglassiques rendant
extraction et lavage impossibles. N'étant pas augmuble dans 'eau, il peut étre lavé sous
forme solide. Des lavages successifs avec de &acittique 5%, puis avec une solution
saturée en NaHC{et enfin avec de I'eau permettent de I'obtenircanee excellente pureté
(HPLC > 99%, RMN).

Le trimere73 est obtenu par couplage entre le dimere ~NHet le monomere —
CO.,H 68 (Schéma 28). La déprotection du diméi@ en présence de diéthylamine dans
I'acétonitrile permet I'obtention de 'amine libi&l de maniere quantitative. Le trimére étant
peu soluble dans le GHI,, la réaction a ét¢é menée dans un mélangeCGHDMF en
présence de EDCIi/HOBL. Les lavages aqueux sutsessnme décrits précédemment sur le
dimére nous ont permis d’obtenir le trim&avec une tres bonne pureté (HPLC > 99%).

Le tétramerer4 est obtenu dans les mémes conditions que le &inpar couplage
entre le dimere —NH71 et le dimére —C@H 72, ce dernier étant obtenu quantitativement par
traitement du dimeér&0 en présence de TFA dans le dichlorométhane (Scia@nhaNous
avons obtenu le tétramérd apres lavages sous forme solide avec un rendedeef?%. Les
spectres RMNH et™*C dans la pyridinesimontrent une pureté trés satisfaisante. Le pdefil
pureté est difficilement obtenu par HPLC pour dgsans d’insolubilité.

De la méme facon, 'hexameré est obtenu par couplage entre le dimere »RiHet
le tétramere —CEMH 74, obtenu quantitativement par traitement du tétrarid en présence
de TFA dans le CpCl, (Schéma 28). L'’hexamere étant absolument insolalales un
mélange CHCI,/DMF 2:1, le couplage est donc réalisé dans le QMMF, solvant dans lequel
la solubilité n'est tout de méme pas totale. En mméemps que se déroulaient nos travaux,
|:'I.36

Kaur et col ont publié la synthese d’'un hexamere dérivé deid&a (L)-aspartique

fonctionnalisés par des amides latéraux.
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FmocHN aou
COstBu aoub COzR’
(0] 71 R =H,R'=tBu, quant.
NH™ O

NH ®) \ 72 R =Fmoc, R = H, quant.
X X X S
70 a- Et,NH, MeCN
b- TFA/CH,Cl,
EDCi, HOB F HN H
i t moc
COutBuU
68+71  _CHCLDMF2:1 m I\g
NH O NH O NH
87% \ \ \
X X X
EDCi, HOB, H H H
CH,CI,/DMF 2:1
71+72 PARY) FmOCHNﬂNﬂNﬂNI\COZtBU
(0] (6] (6]
73% 07 >NH” 07 "NH™ 07 NH™ 07 “NH 4

1- TFA/CH,Cl,
2- 71 EDCi, HOB,

69%

FmocHN
I PR EPePaP
O O (0] (0] O 76
NH

NH O NH O NH O NH O NH

AN T N

Schéma 28 — Acces aux oligoméres 73, 74 et 76

(@]

/)
v

A ce jour, seule I'analyse par HR-MS prouve gheXamer&’6 a été obtenu. En effet,

ce dernier est trés peu soluble voire totalemenblible dans les solvants organiques

classiques. De ce fait, I'analyse par RMN n’a pasére effectuée dans la pyriding-d

solvant utilisé pour les oligomeres plus courtail & DMSO-@ nous a permis d’enregistrer

un spectre RMNH mais ce dernier est mal résolu. Par ailleursyayrofil de pureté n'a pu

étre obtenu par HPLC.

Afin de le caractériser, nous avons tenté de leraléger en partie au niveau de

'amine. Cette tentative s’est soldée par un échacsolubilité étant insuffisante dans le

DMF, la déprotection de I'extrémitl-terminale en présence de pipéridine a 20% dans le

DMF n’a pas donné I'amine souhaitée.

Conclusion

Nous avons donc réussi a synthétiser tous lesrakges souhaités dans cette série, du

monomere jusqu’a I’hexamere, avec de bons rendement
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ii- Introduction du motif alcyne sous forme d’éther

En parallele des travaux menés précédemment paltemtion des oligoméreg-
peptidiques présentant des chaines latérales @eptypargylamide, nous avons étudié des
voies d’introduction du motif propargylique sousne d’éther. L’objectif était d’obtenir des
composés présentant une meilleure solubilité desmsdlvants organiques et de diminuer la
complexité des oligomeres en vue de l'analyse camdtionnelle (absence d’amides
latéraux).

Les différentes voies explorées ont pour subsigaiépart commun l'alcodl7. Il est
obtenu par réduction de la fonctiorCO,H du Boc-Asp(OMe)-OHb2. La fonction acide en
a est tout d’abord activée sous forme d'ester ersgrée deN-hydroxysuccinimide en
utilisant le DCC dans l'acétate d'éthyle. La réduttest effectuée par NaBHlans un

mélange THF/KO pour donner I'alcodl 7 avec un rendement de 68% aprés purification.

1- CICO,Et, NMM, THF
2-NaBH,, MeOH

60%
BocHN BocHN
Y coMe oc CO,Me
OH
1- NHS, DCC, AcOEt
2-NaBH,, THF/H,O
52 68% 77

Schéma 29 — Conditions testées pour I'obtention dialcool 77

L'alcool 77 a également été obtenu en formant un anhydridéendixpartir du Boc-
Asp(OMe)-OH en présence de chloroformate d’éthyleleeN-méthylmorpholine dans le
THF, lequel est ensuite réduit par NaBtans le méthandf® Aprés purification, on obtenait

I'alcool 77 avec un rendement moins satisfaisant de 60%.
(a) Alkylation en présence de (BgSn)O
Dans un premier temps, il a été envisagé d'utiliexyde de bis-(tributylétain) pour
procéder a I'alkylation de 'alcoal7. Ce dernier a donc été traité par 0,75 éq. dgSBrO

en présence de bromure de propargyle (6,0 égg btammure de tétrabutyle-ammonium (1,0

éq.) dans le toluén€® Un milieu complexe a été obtenu et n'a pas pupirié.
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1- (BuzSn),0, Toluéne BocHN \(\002Me

2- Bromure de propargyle
V o 78
BocHN \%
\(\COZMe milieu complexe

OH

77 BocHN o)
1- (Bu3Sn),0, Toluéne \(Y 79
(0]

2- Bromure de propargyle

BuyNI TP
composé mgoritaire

Schéma 30 — Essai d’alkylation de I'alcool 77 en gsence de bromure de propargyle

Une deuxieme tentative a été réalisée dans dektioms similaires en utilisant BN

a la place de BINBr. Aprés purification, le composé majoritairelésest la lacton&9.
(b) Alkylation par formation d’un imidate intermédiaire

La deuxiéme voie testée consistait a remplaceréenure de propargyle par un
équivalent plus réactif, a savoir un imidate. Comprécédemment avec les éthers de
tributylétain, la réaction d’alkylation passant par imidate ne requiert pas de conditions
basiques.

L'imidate 80 est obtenu par traitement de 3-butyn-1-ol partdglture de sodium en
présence de trichloroacétonitrifé.L’alkylation de I'alcool77 est ensuite réalisée en présence
de 2 équivalents d’'imidat®0 et d’'une quantité catalytique d’acide trifliqueOH'** dans un

mélange CHCl,/cyclohexane 1:1.

BOCHN\CCOZMe
NaH,CCI;CN NH Q
an, 3
Y % / 78 \
Ho/\/ =Y CI3C)J\O/\/ %

a- ou b-

a- 77, TfOH cat. (1.32.10q) BocHN \(\coznne

CH,Cl,/cyclohexane (1:1)
b- 77, TfOH cat. (5.02.10%¢q) 0

CHCl,/cyclohexane (1:1) 81 HN)\CCI
3

Schéma 31 — Essai d’alkylation de I'alcool 77 passiapar un imidate intermédiaire

Aucun des deux essais effectués n'a permis d'abtencomposé attendu. Apres
purification, le seul composé isolé des milieuxctié@mnels complexes est semble-t-il le
trichloroacétimidateB1l. Ce produit, obtenu en tres faibles quantités,bderétre issu d’un
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transfert de I'imidate sur I'alcoal?. Il existe en effet de grandes similitudes erggedpectres
RMN 'H de composé§7 et 81 On note de plus la présence du signal caradtgristdu
proton NH de I'imidate a 8,37 ppm. Par ailleurs,tdgitement en milieu fortement acide,

méme en quantités catalytiques, ne doit pas laisggoupement Boc intact.

(c) Alkylation en milieu basique

Une autre possibilité pour former I'éth8B consiste en une réaction d’alkylation
réalisée directement au départ de l'alcddl en présence de NaH et de bromure de
propargyle*? Trois essais ont été réalisés (Tableau 4) maistrpas permis de former le
produit attendu. Dans tous les cas, le composérit@je obtenu aprés purification est la
lactone 79 qui a pu étre caractérisée et qui est identiqueelie isolée lors des essais

d’alkylation en présence de (§&n)0.

LiOH.H,O
THF/MeOH/H,0
BocHN 3:1:1
\(\COZMe - BocHN\CCOZH BOCHN\CCO?_H
OH 98% NaH,DMF 83
OH Bromure de propargyle o
77 82 \\\

BocHN (o)
\(Y 79
o

composé mgoritaire

Schéma 32 — Essai d’alkylation de I'alcool 77 en ti@u basique

Bromure de

) NaH Solvant Conditions expérimentales
Essai propargyle
1 2,4 éq. 1,4 éq. DMF 0°C— RT
i i Sous atmosphere inerte
2 2,4 éq. 1,4 eq. DMF
0°C— RT
i i Sous atmosphére inerte
3 4,0 eq. 2,0 eq. DMF
0°C— RT

Tableau 4 — Conditions testées pour I'alkylation déalcool 77

Aucune des conditions testées n’a permis d’obterproduit d’alkylation attendu.
Nous avons donc écarté cette voie de synthesaitddes difficultés rencontrées.
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b- Plateformes de type « azoture »

Dans le cas présent, les plateformes portent alestions azotures qui représentent
'un des deux partenaires dans les réactions deACuA.es unités saccharidiques devront

étre fonctionnalisées par des motifs alcynes.

i- Acces au monomere

Le monomere nécessaire a I'obtention des plateferde type « azoture » est obtenu
au départ de l'alcool 7 préecédemment synthétisé. Ce dernier est transfermsdn analogue
iodé 84 en présence de triphényphosphine, d'imidazole eetdiiode dans un mélange
Et,O/CH,Cl,*? La substitution de I'iode par un azoture s'effecpar NaNdans le DMF &

5138

60°C. Le monomer85—°° est obtenu avec un rendement de 93% et une tre® lpureté.

I, PPhg, Imidazole

BocHN Et,O/CH,CI, 2:1 BocHN NaN;, DMF
oc \(\CO2Me 2 212 ocl \(\C%Me _NalNg, VIF BOCHN\CCOZMe

OH 71% ' 93% N3
77 84 85

Schéma 33 — Accés au monomere « azoture » 85

ii- Acces aux oligomeres

La déprotection de la fonction amine se fait eédspnce d’acide trifluoroacétique
(Schéma 34). On obtient donc 'amine sous formeselede TFA86 qui est utilisé sans
purification. La saponification de I'ester méthyle est effectuée par traitement avec de la
lithine LIOH.H,O dans un mélange THFB/MeOH 3:1:1. On obtient I'acide correspondant
87 qui est utilisé sans purification. Le dime88, intermédiaire qui va nous permettre
d’accéder a I'ensemble des oligomeéres plus lorgjspletenu par couplage avec EDCI/HOBt
en présence de triethylamine entre l'acg&¥eet 'amine86 avec un tres bon rendement de
82%.
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- oub- RHN
BocHN\(\C%M o _aoub- \(\COZR' EDCIi, HOBY, H
Et;N, CH,Cl,  BocHN N
\ \ EtsN, CHCl, | Boc m \(\C02Me
85 3 °
82% 0

N3 N3

a- LiOH.H,0,THF/MeOH/H,0 86 R =H(TFA), R'=Me, quant. 88
b- TFA/CH,CI, 87 R=Boc, R'=H, 94%

Schéma 34 — Synthese du dimére 88

Pour I'obtention des oligomeéres plus longs, la position du solvant varie en
fonction de la longueur de la chaine pour des trestde solubilité. A partir du dimére,
I'allongement de la chaine peptidique est réaliséfaton itérative, deux unités par deux
unités. Le trimer®1 est obtenu par couplage entre le dimére a®&et le monomere acide
87 avec un rendement tres satisfaisant. Le tétragest obtenu avec un trés bon rendement
par couplage entre le dimére amBet le dimere acid80. Le tétramer®2 est finalement
déprotégé quantitativement au niveau de I'aming pauplé au dimére aci@ pour fournir
I'hnexaméred4 avec un tres bon rendement.

L’ensemble de la séquence réactionnelle est réssomde Schéma 35.

On obtient donc I'ensemble des oligoméres aveaelm$ements trés satisfaisants qui
restent relativement constants avec I'allongemenadahaine peptidique.
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H H
- - RHN N
BOCHN\(\’(N\(\COJ\AG _coud m \(\C()zR'
O N3O N,

N3 N3

88 c- TFA/CH,Cl, 89 R =H(TFA), R'= Me, quant.
d- LiOH.H,O,THF/MeOH/H,0 90 R =Boc, R'=H, 95%

87, EDCi, HOB,

H H
EtzN, CH,CI N
87 + 89 3N, CH,Cl, BOCHN\(\H/N\(\H/ \(\Cone o1
74%
Ny O Ny N

EDCi, HOB,EtsN, H H H
g0+99 CHeCl/DMF 2:1) BocHN\(\H/N\(\H/N\(\ﬂ/N\(\Cone o
89%
° Ng,O Ng,O N3O N,

1- TFA/CH,CI,
2- 90, EDCi, HOB,
Et;N, DMF

RHN N N N N N
o, (0] (0] (0] (0] (0]
83% N3 N3 N3 N3 N3 N3

94 R=Boc :|TFA/CHZCI2

quant.
95 R=H(TFA)

Schéma 35 — Acces aux oligoméres de la série « ar®t»

On peut constater que la solubilité des oligoméiesnue avec l'allongement de la
chaine. Ainsi, le dimére a été obtenu par couptteges le CHCI, pur et la quantité de DMF
ajoutée a été progressivement augmentée jusqu® J@@r I'obtention de I'hexamere. Les
oligomeres ont pu étre purifiés par chromatograghiegel de silice jusqu’au trimére (pureté
HPLC > 99%). A partir du tétrame@2, les milieux bruts ont été lavés sous forme solide
successivement par de l'acide citrique 5%, par swiation saturée de NaHG@t par de
I'eau. La pureté du tétrame®e est tres satisfaisante (HPLC > 99%) et celle exameéré®4
est correcte. La recristallisation de I'hnexam@redans un mélange THF/MeOH a permis
d’améliorer significativement la pureté, ce quité@ érifié par HPLC et RMN.

Afin de procéder a I'étude conformationnelle deekamereé4, nous avons déprotégé
'extrémité N-terminale quantitativement en présence d’acidéludacétique dans le
dichlorométhane. Le sel de TF¥ obtenu est totalement soluble dans le méthagatda

dispersion des signaux du spectre RifNa été trés largement améliorée.
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Conclusion
Dans cette série « azoture », nous avons donawlbelis les oligomeéres, excepté le
pentamere, avec de tres bons rendements. A noimeaigzance, ces structures sont les

premiersp-peptides « poly-azoture » synthétisés a ce jour.
c- Plateformes de type « oxime »

Les plateformes de type « oxime » doivent portex des deux fonctions partenaires
pour I'établissement d’une ligation de type oxif@us avons choisi de commencer par des
plateformes fonctionnalisées par des groupes amjndes unités saccharidiques porteront la
fonction aldéhyde. La fonction aminooxy devra gretégée afin de permettre I'allongement

de la chaine peptidique par couplage peptidique.

n n
H H
N N\L/\COZR' —  RAN Nr\cozR' SN RHN\(\COQR'
o) ol
ONR"

ONH, ONH, ONR" ONR"

RH

Schéma 36 — Schéma rétrosynthétique pour I'acces»aligomeres de la série « oxime »

Deux voies d’acces aux oligomeres ont principalenée étudiées et ont pour réactif

de départ commun l'alcodl7.

i- Voie « Phtalimide »

La synthese débute par l'introduction de la fanttaminooxy sur le monomere qui
servira d'unité de base pour l'obtention des oligoes. Dans le cas présent, la fonction
aminooxy sera masquée sous forme de phtalimideguintroduit au départ de I'alco@l
par une réaction de Mitsunobu en présence de tryppiéosphine, de DIAD et dél-
hydroxyphtalimide dans le THE?

PPhg, DIAD, THF BocHN
BocHN CO,Me 3 , THE CO,Me
N-hydroxyphtalimide
OH 60% Q 9%

o N._o
Schéma 37 — Synthese du phtalimide 96
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Le phtalimide96 est obtenu avec un rendement de 60%. La puriicatle ce
composé pose quelques problémes : deux ou troisnetiographies sur gel de silice sont, la
plupart du temps, nécessaires pour éliminer touteacet de dihydro-
diisopropylazodicarboxylate (forme réduite du DIADgous-produit de la réaction qui
cristallise avec le phtalimid@6 et qui co-élue lors de la chromatographie suidgetilice. En
présence de DEAD, la réaction aboutit a un probit dont la purification ne pose pas de
probléme : on obtient le phtalimi®® avec un rendement de 80% apres deux purifications.

La fonction amine du compo8é est déprotégée quantitativement en présence d'acid
trifluoroacétique dans le dichlorométhane pour doritamine sous forme de sel de TRA
(Schéma 38).

La déprotection de l'acide est réalisée en présete lithine dans un mélange
THF/MeOH/H,0 3:1:1. A ce stade, nous n’avons pas obtenu Eacatboxylique attendd8
pur. Celui-ci est contaminé par un sous-produitt d@istructure n’a pu étre élucidée mais qui
semble correspondre a un produit d’ouverture duwpmgment phtalimide. Il semblerait que
dans cette topologie, le groupement phtalimide oiepas aussi stable que prévu. Afin de
pallier & ce probleme, nous avons testé d’autreslitons de saponification de l'ester
méthylique. Les mémes résultats ont été obtenus k@0O; dans un mélange MeOH48 et

avec Lil dans l'acétate d’éthyle.
BocHN \(\002Me
O

TFAH,N
TEA/CH,CI, 1:1 \(\002Me 97
V OPht
|

o..N__o
LIOH.H,0
THF/MeOH/H,O BocHN + sous-produit
3:1:1 \CCOZH

OPht
98

96

Schéma 38 — Déprotection du monomere 96

La synthése du dimére a tout de méme été tentéilsant le sel de TFA7 et le
mélange contenant I'acidi8. Le couplage est réalisé en présence de TBTUjéthyiamine
dans le DMF et aboutit & un mélange difficilemeumtifiable. En revanche, aprés couplage en
présence d’EDCIi, de HOBt et de triethylamine dan€H.Cl,, le dimered9 est isolé avec un

rendement de 25%.
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EDCi, HOBt

TFAH,N Et3N, CH,Cl, H
2 \(\CO,_Me + B°°HN\(\002H BOCHN\(\WN\(\COZMe
0
OPht
98 OPht 25% OPht OPht
97 + Impureté 99

Schéma 39 — Acces au dimere 99

ii- Voie « Alloc »

Les difficultés rencontrées précédemment nousabméné a changer la nature du
groupement protecteur de la fonction aminooxy, temtassurant I'orthogonalité entre les
différents groupements protecteurs déja présehtsedt avéré qu'un carbamate allylique
Alloc serait compatible avec le groupement Bocvetd'ester méthylique étant donné que sa
déprotection est réalisée en présence de Pd

Deux approches ont été envisagées et menées altelgarLa premiere consiste en
I'introduction directe du motif aminooxy protége tebu au départ de l'alcool7. La

deuxiéme consiste en I'introduction du groupemdidcfapres déprotection du phtalimide.

BocHN
2éme approche CO-Me 1ére approche
BocHN 2
\(\COZMQ P — \(\ _ BOCHN\(\COQMG
(@)
OPht NHP X
77 X=O0H
96 84 X=I

Schéma 40 — Stratégies pour 'acces aux monomeres
(a) 1°"® approche

La premiére approche envisagée consiste en ldntriion directe du motif aminooxy
sous forme protégée. Pour ce faire, nous avons dipager I'hydroxylamine 100
L’hydroxylamine, sous sa forme chlorhydrate, eaitée par du chloroformate allylique en
présence de soude dans I'Bdupour donner I'hydroxylamine protégé00 avec un

rendement de 96%.

H,NOH.HCI
NaOH/H,0
_~O_Cl 2 /\/O\”/NHOH 100
o) o)

96%

Schéma 41 — Synthese de I'hydroxylamine protégéeQlO
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%+ Au départ de l'alcool 77
L’alcool 77 et 'hydroxylaminel00 sont engagés dans une réaction de Mitsunobu en
présence de triphénylphosphine, de DIAD dans le #{F

100, PPhg, DIAD, THF

BocHN
\(\COQMe BOCHN\Ccone
101

OH (?
77 NHAlloc

Schéma 42 — Essai de synthese du monomere 101 pzaation de Mitsunobu

Aucune réaction n’est observée. Le suivi de latiéa ne montre pas la formation de
I'intermédiaire bétaine, caractérisée par une atilmm marron-rouge trés intense du milieu
réactionnel. Deux essais ont été réalisés dans@&ses conditions et ont abouti au méme
résultat. Cette absence de réactivité doit vraisgiidment provenir de I'acidité insuffisante

du groupement hydroxyle de I'hydroxylamine.

% Au départ du dérivé iode 84
Nous avons également tenté d'introduire directeémiédrydroxylamine 100 par

substitution sur le dérivé iod en présence d’hydrure de sodium dans le DMF.

100, NaH, DMF
BocHN 0-5°C
\CCOZMe B°°HN\CCOZMe
| 0 101
84 NHAlloc

Schéma 43 — Essai de synthese du monomere 101 pdrssitution

On obtient un mélange complexe de sous-produits’gupas pu étre purifié. L'étude
du spectre RMN du brut ne permet pas de voir girtauit attendul01 s’est formé. En
revanche, il semblerait qu’'on ait des traces assgmwrtantes d’un composé issu d’une
réaction d’élimination (présence de protons éthiglées sur le spectre RMNH) par

arrachement du protongHarrachement rendu possible dans les conditiothe id&ction.
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(b) 2°™ approche

Le groupe phtalimide est éliminé par hydrazinolyse présence d’hydrazine
monohydratée dans un mélange ,CH/MeOH*® L’aminooxy obtenu102 semblant
visuellement instable, il est utilisé sans puriiica. Il est protégé sous forme d’Alloc en
présence de chloroformate allylique, de DIPEA dan€H,Cl,**’ pour donner le monomeére

protégél01avec un rendement de 74% apres purification.

BocHN NoH4.H,0 BocHN Alloc-Cl. DIPEA BocHN
COMe —————— CO,Me ——————»
r\ 25 " CH,Cl/MeOH r\ 2 CH,Cl, r\COQMe

OPht 70% Q 74% Q
NH, NHAlloc
96 102 101

Schéma 44 — Acces a I'aminooxy protégé 101

A ce stade, nous avons souhaité tester la dépiatede I'aminooxy afin d’évaluer si
le groupe Alloc était bien adéquat dans notre thscarbamate allylique se déprotége en
présence d’espéces palladiéed files que Pd(PRh,**® Pd(dba),**° Pd(OAcyTPPTSH
Pd-C*! L'utilisation d’acide formique ou d’espéces nugiéies telles que la morpholifié
BusSnH®? PhSiH'*® est indispensable. Nous avons choisi d’utilisePtPPh)s, qui est

commercial, en présence de morphofiffe.

Pd(PPh3)4, morpholine

BocHN THF
\(\COQMe BOCHN\Ccone

0 0
NHAlloc 40% NH,
101 102

Schéma 45 — Essai de déprotection de I'aminooxy 101

L’aminooxy attendu.02 est obtenu avec un rendement de 40% aprés chrgrapkoe
sur gel de silice. Ce rendement modeste s’expliguda difficulté de purifier des aminooxys
par cette technique.

Nous avons donc considéré que, pour notre étedgrolupe Alloc pouvait convenir
comme groupement protecteur de I'aminooxy. Nousnavalors tenté de synthétiser les

oligomeres correspondants.
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BocHN
oc CO,Me
101

?
NHAlloc

_ LiOH.H,0
TFA/CH,Cl, 1:1 2
2v2 THF/MeOH/H,O
quant. 94%

TFA.H,N BocHN AllocHN
2 CO,Me CO,H o¢ CO,H
NaHoossy 104 + 105

0 0
NHAIIoc NHAlloc NHBoc
H
2 \(\COQMe \ ~ J ?
109

o

| EDCi, HOBt,

NHAlloc \ Et:N, CH,Cl,

30%

H H
BocHN N
\(\ﬂ/ \CC%Me AIIocHN\(\H/N\(\CO2Me BocHN\(YO
0% o * © ’ ANO

: : o o o

NHAlloc  NHAlloc NHBoc NHAlloc (6]
106 107 ? 108
30% 15% 43%

Schéma 46 — Accés au dimére 106

Dans un premier temps, 'amid@3 est obtenue quantitativement sous forme de sel de
TFA aprés traitement du compo48l1 en présence de TFA dans le dichlorométhane. La
saponification de I'ester méthylique en présencéthime dans un mélange THFR&/MeOH
a abouti a un mélange 73:27 de deux composés, mévidence lors du suivi CCM de la
réaction (R différents) et confirmé par le spectre RMN du mélange (présence de deux
résonnances différentes pour les protons NHBoc KalNCc). L'HR-MS du « mélange »
donne le pic moléculaire attendu et I'étude par M8-a montré la présence de deux
composés de méme masse molaire. A ce stade, lescdewposés obtenus n'ont pas été
isolés. Nous n'avons pas pu identifier le deuxi@mmposé, a savoir s'il s’agit d’'une forme
rotamere tres stable ou d’un produit issu d’un Bgkaentre les groupements protecteurs Boc
et Alloc. Il est a noter qu’en présence de Lil demsétate d’éthyle, le résultat est identique.

Partant de I'hnypothése que les deux composésit@rdtle mélange sont deux acides
dont celui qui nous intéresse, nous avons tentédation de couplage en vue d’obtenir le
dimére en présence de EDCi/HOBt. Nous avons ohiamaélange de trois composeés qui ont
été isolés et caractérisés. Deux d’entre eux présele méme pic moléculaire (HR-MS) et
des spectres RMRH trés similaires. Ceci abonderait dans le senshyeothése de deux

formes acides obtenues a I'issue de la saponificati

101



CCM RMN

Eluant CHCl,/MeOH 80 : 20 CDCl;
] 3(NH,) = 5,70 ppm $(NHg) = 8,31 ppm
Dimére 106
Rf = 0,55 3(NHAlloc) = 8,41 — 8,48 ppm
8(Hza) = 4,13 ppm H(Hzg) = 4,55 ppm
0(NH,) = 5,67 ppm $(NHg) = 7,18 ppm
SR S (NHa) ppm H(NHs) pp

Rf = 0,50 d(NHAlloc) = 8,15 — 8,34 ppm
8(Hza) = 4,15 ppm H(Hsg) = 4,56 ppm

Tableau 5 - Principales différences physico-chimices entre les dimeres 106 et 107

Le troisiétme composé08 isolé et caractérisé, est un produit de cycbsati
intramoléculaire faisant intervenir I'atome d’azate 'aminooxy et le groupe carbonyle de
I'acide 104. Aprés purification, on obtient majoritairementripureté108 a hauteur de 43%.
Les deux dimered.06 et 107 sont respectivement présents a hauteur de 30%&t 1

Nous avons cherché a minimiser la formation decomposé cycliquel08 en
modulant la basicité du milieu. Pour ce faire, nnass sommes inspiré de travatbrelatifs
a I’ « overacylation » de la fonction —NH-O- en étion de la base utilisée lors des couplages
peptidiques. Nous avons ainsi testé différentstiféaie couplage avec différentes bases. Le
couplage a également été réalisé en utilisant Hamsbus forme de sel de THA3 et sous
forme libre 109, obtenue par neutralisation d®3 par une solution saturée en NaHCO
(Schéma 48). L'utilisation de I'amine libre nousparmis, dans certains cas, de nous

affranchir totalement de l'utilisation de la base.
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Les différentes conditions testées sont résumiées le tableau suivant (Tableau 6).

Amine de Réactifs de Quantité de réactifs
i Base Solvants Rdt
départ couplage de couplage
Sel de TFA . § § 5
103 EDCi/HOBt 1,2 éq./1,2 éq. Et:N (1,2 éq.) CH,Cl, 3096
Sel de TFA . . | . Non
EDCIi/HOBt 1,2 éq./1,2 éq. B (1,0 éq.) CHCI, _
103 isolé
Sel de TFA i 3
TBTU 1,25 éq. EtN (2,0 éq.) DMF 45%2
103
Sel de TFA i i
FDPP 1,2 éq. DIPEA (3,0 éq.) DMF 4F%
103
Amine 109 FDPP 1,2 éq. DIPEA (3,0 éq.) DMF 5306
Amine 109 enciHoBt 1,2 6q./1,2 éq. ; cal, 3996
Amine 109 5 o CH,CI,/DMF
HATU 1,0 éq. 2,4,6-Collidine 59%%
(4:1)
Amine 109 FDPP 1,2 éq. 2.4,6-Collidine DMF 27%

# Rendement en dimef®6 apres purification

Tableau 6 — Conditions réactionnelles testées poliobtention du dimére 106

A lissue de cette étude, nous avons réussi anoldeedimerel06 avec un rendement
optimisé de 59% en utilisant HATU en présence de62Collidine, dont le pKa de 7,4 est
inférieur a celui de la DIPEA (pKa = 10,1) ou dettigthylamine (pKa = 10,6). Dans ces
conditions, la formation du composé cyclidu@8 n’est plus observée.

Nous avons ensuite entrepris de synthétiser heete en appliquant les conditions
mises au point ci-dessus. Le diméas@b6 est déprotégé en présence d’acide trifluoroacétiqu
dans le dichlorométhane. Aprés neutralisation parsolution saturée de NaHg®@n obtient
I'amine libre 110 qui est engagée dans la réaction de couplage ackdel 104, contaminé,
comme évoqué précédemment, avec ce que I'on sugb@san autre acide carboxylique. Le
trimérel11 est obtenu avec un rendement de 53%. Ici aussibserve par CCM la présence
d'un second composé des Rroche qui n'a pas été isolé. Ce second composérgio

correspondre a un trimére dont I'un des groupéscAerait interchangé avec le groupe Boc.
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1- TFAICH,Cl,

H H H
BocHN N 2-NaHCO; sat.
CO,Me 3 BocHN N N CO,Me
o 3-104, HATU S S
Q CI) 2,4,6-collidine, (o] (0] (6]
. |
NHAlloc  NHAlloc CH,Cl,/DMF 4:1 NHAlloc NHAlloc NHAlloc
106 53% 111

Schéma 47 — Acces au trimére 111

Pour la formation du tétramére, nous avons eneislegcoupler deux dimeéres. L'issue
de la saponification de I'ester méthyligL@6 est semblable a ce que nous avions observé lors
de la saponification du monomek@l L’'analyse du mélange (RMN, HR-MS, LC-MS) tend a
montrer que nous sommes de nouveau en présenaurlecides. Les différences spectrales
en RMN 'H sont cependant moins évidentes que pour les deugres106 et 107: on
n'observe qu'un léger épaulement au niveau desopsoiNHAIlloc. Malgré les difficultés

inhérentes a la saponification, le tétrankt8 est obtenu avec un rendement de 59%.

H
BOCHNmN\(\002Me
106
0% Mo

NHAlloc  NHAlloc
LiOH.H,0

1- TFA/CH,Cl, 1:1

2- NaHCO, THF/MeOH/H,0
quant. 93%
H BocHN H
MY o T T

0© o 0 o
NHAlloc  NHAlloc NHAlloc  NHAlloc

110 N / + ijsomére

HATU, Collidine,

CH,Cl,/DMF 4:1
59%

BocHN N N N
¢ \(\,( \(\,( \(\,( \‘\/\COZMe 113
0©° 0©° 0©° 0

NHAlloc NHAlloc NHAlloc  NHAlloc

Schéma 48 — Acceés au tétrameére 113

Conclusion

Malgré les difficultés rencontrées lors des safmations du monomerd&01 et du
dimére 106, le travail de méthodologie sur I'étape de couplpgptidique nous a permis
d’'accéder au dimérg06, au trimerelll et au tétramerél13 avec des rendements modestes
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mais acceptables. Par manque de temps, nous n'@asngu poursuivre cette voie mais elle
sera approfondie par la suite, notamment afin deraléner la nature exacte du deuxiéme
composé obtenu lors des saponifications et quivessemblablement a l'origine de la

formation du deuxieme isomere obtenu lors des egas peptidiques.

d- Conclusion

Nous avons donc en notre possession deux fami@spletes de chaines
pseudopeptidiques fonctionnalisées, du monomeguijashexameére. Nous avons également
synthétisé les oligomeéres de la série oxime jusgtéramere.

Par ailleurs, nous avons envisagé d’inclure daneerprojet des plateformes de type
B-peptoide pour la partie concernant I'élaborati@n wéccins anticancéreux. La synthese
originale de ces oligomér@speptoidiques a été mise au point au laboratdire.

Nous ferons désormais référence a ces différéateiies comme suit (Schéma 49):

ZT S

O,

n
F N n H
mMOocCi
CO,tBu H BocHN N
0 BocHN N COM \(\COZMe
07 "NH NH 2\Vie o)
NS ON Q Q
SN SN 3 3 NHAlloc  NHAlloc

série "propargylamide” série "azoture" série "oxime"

NH
\%\ \

série "peptoide" linéaire série "peptoide" cyclique

Schéma 49 — Récapitulatif des différentes famillede composés obtenues
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lI- Synthése des unités saccharidiques

Parallelement aux travaux de recherche pour Ilhilie des plateformes
présentatrices, nous avons synthétisé les unitehaadiques correctement fonctionnalisées
pour étre en adéquation avec le type de ligatiaenijeu.

Dans le but d’évaluer le potentiel immunogéne o composés, il a été nécessaire de
synthétiser des édifices glycoconjugués trimériquessentant, d’une part, les épitopes Tn
(GalNACc) et, d’autre part, des sucres qui servidmtontrole lors des tests de reconnaissance

antigene/anticorps (ELISA).

<

& & &
c_)\) %\) c_)\)
|
<\|‘)O Jfo Qﬁ R = Fmoc, Boc, H
, = Fmoc, Boc,
RHN JJ\N” J]\N/\ ~COR R' = Me, {Bu, H
H H
N J
'

Glycoconjugués
$*~peptide / f-peptoide

OH OH

—C I S OHo Ol-c|)
— = ligati = -
igation ucre o Hﬂo
AcHN
GalNAc Man

sucre référent

Figure 44 — Structure générale des édifices glycagagués a synthétiser

Pour ce faire, nous avons synthétisé des glycesideivant du GalNAc pour les
épitopes Tn et du D-mannose pour les sucres réfi€rs derniers, le 2'-azidoéthyl-2,3,4,6-
tétraO-acétyla-D-mannopyranosidé® 114 et le propargyl-2,3,4,6-tét@-acétyle-D-
mannopyranosidd’ 115 sont décrits dans la littérature. Nous les avemsthétisés au
laboratoire en appliquant la méthode des imidabes [étape de glycosylation.

OAc OAc

OP(\)C OP(\)C
A%gm A%%oﬁg
3

114 115

Figure 45 — Sucres référents
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Nous ne décrirons donc que la synthéese des deuwpsitles dérives du GalNAc, a
savoir le 2'-azidoéthyl-2-acétamido-3,4,6-@iacétyl-2-deoxys-D-galactopyranoside® 116
et le homopropargyl-2-acétamido-3,4,6@+acétyl-2-deoxyx-D-galactopyranoside 117
(Schéma 50). Ces glycosides peuvent étre prépar@@part dex-D-galactosamine, mais,
dans notre cas, le prix élevé de ce sucre de déparbus aurait pas permis de synthétiser les
résidus GalNAc souhaités en grande quantité. Neossadonc choisi de les synthétiser a
partir du D-galactose.

OAc OAc 116 OAc OAc 17
(0]
(e}
Aco% Acom
ACHN - o~ N AcHN 0/\/
série "propargylamide” série "azoture"

série "peptoide"

Schéma 50 — Nature des unités saccharidiques a Syétiser

Il nous fallait préparer le bromure de glycositi2l commun a la synthese des
glycosidesl16et117 Sa préparation a été décrite par Lemieux et ifafc’ en 1979 et a été
réutilisée tres fréquemment par la suite par debmenx groupes de recherche. L'étape clé de
cette synthése est l'azidonitration du 3,4,82w&cétylb-galactal que nous avons nous-
mémes préparé. Son codt n'est pas rédhibitoire matie projet nécessitait des quantités

assez importantes. La ségquence réactionnelle estedgur le Schéma 51.

OH OH OAc OAc OAc OAc
o 1- Ac,O,HCIO, o o
HO 2- HBr, AcOH ACO Zn, AcOH, H,0 ACO B 119
OH “OH AcO
Br
98% 118 37% CAN,NaN;
CH4CN
51%
OAc OAc OAc OAc
o) . o} 120
LiBr,CH5;CN
121 ACO% ® Aco%
N3 Ny ONO;

Br
65%

Schéma 51 — Synthese du dérivé bromé 121

107



Le D-galactose est tout d’abord peracétylé daashldride acétique en présence
d’acide perchlorigue. La position anomérique estuér bromée par traitement avec de
I'acide bromhydrique dans l'acide acétique. On efittie bromure de 2,3,4,6-té{taacétyl-
a-D-galactopyranosyf&® 118 avec un rendement brut de 98% qui sera utilisés san
purification. Sa réduction en présence de zinc dienkacide acétique aqueux a 50% fournit
le 3,4,6-triO-acétylb-galactall19avec un rendement de 37%.

Ce dernier réagit ensuite selon une réaction déairation en présence de nitrate
d’ammonium cérique (CAN) et d’azoture de sodiumgdigacétonitrile. Apres purification, on
obtient le nitrate de 3,4,6-t@-acétyl-2-azido-2-déoxyfB-D-galactopyranosidel20 sous
forme d’'un mélange d’anoméres (ratigp 68:32) avec un rendement de 51%. Lemieux et
Ratcliffe’®® rapportent la possible présence d'un composé widditionnant aux deux
anomeres. Dans notre cas, la formation de cet igonia pas été observée.

Le mélange d’anomeére$20 est ensuite traité par du bromure de lithium dans
l'acétonitrile’® pour obtenir le bromure de 3,4,6-@kacétyl-2-azido-2-déoxy-D-
galactopyranosyl@21avec un rendement de 65% aprés purification.

A ce stade, nous avons en notre possession tigiaire commun pour la synthése

des deux types de glycosides.
1- Séries « propargylamide » et « peptoide »

Le sucre doit présenter sur la partie aglyconfotation azoture nécessaire pour la
ligation de type 1,2,3-triazole.

La glycosylation est réalisée dans les conditidedoenigs-Knor*? sur le bromure
de galactopyranosylE21 par du bromoéthanol, en présence de perchloiatgedt, de 2,4,6-
collidine et de tamis moléculaire 3A en poudre denslichlorométhane (Schéma 52). On
obtient le composé&22 avec un rendement tres satisfaisant de 88% mais @we sélectivité

moyenne : on obtient un mélange d’anomeyfg67:33) inséparables.
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OAc OAc OAc OAc OAc OAc

% Bromoéthanol/AgCIO,4 m 0 123

2,4 6-collidine/CH,Cl, AcSH
AcO AcO =9, AcO Br
Ns Ny 0 B HACO™

Br N

88%
121 /B =67:33 122 77%

NaN,, DMF

77% (0+P)
56% (o))

OAc OAc OAc OAc

0 0 124
116 AcO + AcO O\/\ Na
AcHN 3 ~_N3 AcHN

Schéma 52 — Accés au sucre 116 pour les séries ggargylamide » et « peptoide »

Le groupe azoture du glycosid#22 est réduit en acétamide dans l'acide
thioacétiqué®® pour donner un mélange d’anomélés inséparables avec un rendement de
77%.

La derniére étape consiste en lintroduction dotifrazoture par substitution du
brome sur les glycosideE23 en présence d’'azoture de sodium dans le DMF a.60fC
obtient alors 'anomére, soit le résidu GalNAd 16 souhaité, avec un rendement de 56%

aprées avoir purifié le mélange d’anomeéres par clatographie sur gel de silice.

2- Série « azoture »

Le sucre doit ici présenter le motif acétyléniaugeessaire pour la ligation par chimie
« Click ».

La glycosylation est réalisée sur le bromure déaagepyranosylel2l par du
3-butyn-1-ol, en présence de perchlorate d'arg#mt?,4,6-collidine et de tamis moléculaire
3A en poudre dans le dichlorométhHiéSchéma 53). On obtient le compds#s avec un
rendement trés satisfaisant de 81% mais, de nouweaec une sélectivité moyenne. Les

anomeresd/p = 70:30) sont inséparables a ce stade de la sgthé
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OAc OAc OAcQAc

o 3-butyn-1-ol/AgCIO, o
2,4,6-collidine/CH,CI _ 125

AcO U 2~72 AcO =

N, N; o/\/

Br
81%
121 a/p=70:30 AcSH
61% (0+P)

30% (o)

OAcOAc 0OAcOAc 126

0 0
17 Acom +  AcO o
AN |~ _Z VAN

Schéma 53 — Synthese du sucre 117 pour la sériezotare »

Le groupe azoture des glycosidd®5 est réduit en acétamide dans l'acide
thioacétiqué®® pour donner le dérivé de-acétylgalactosamingl7 avec un rendement de

30% en anomeére, apres purification du mélange d’anomeres parmhatographie sur gel de
silice.

lll- Synthése des édifices glycoconjugués

1- Etude bibliographique : B-peptides glycosylés

A ce jour, il existe assez peu d’exemples3gmeptides glycosylés. On peut citer les
travaux de Arvidsson et Norgréfiqui ont synthétisé dgs-peptides glycosylés par une unité
GalNAc sur un résidu homo-sérine differemment pasité sur la chaine principale. Un
exemple est présenté Figure 46.

OAcOAc
(0]

Acom NH,
AcHN | COH COH 127
H,N N N N N N N NH,

H H H H H H

Figure 46 — Exemple de structurgy-peptidique O-glycosylée
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Les auteurs ont montré que ces structures etaemunnues par quatre lectines
(Glycine maxagglutinin,Vicia Villosaagglutinin,Bandeiraea simplicifoliaagglutinin etHelix
pomatia agglutinin)*®® Par ailleurs, les propriétés de structuration @s @-peptides
monoglycosylés ont été étudiées et des repliemamtsélices H-14 ont été constatés dans
tous les cas, quelle que soit la position de [&ir®alNAc sur le squelette peptidigti@.
Mikata et coll. ont préparé et étudié les propsété structuration de triméres glycoconjugués
de typep®-peptidiques dans lesquels les trois unités glgaiet sont liées au squelette par des
liaisons carbone-carbort®. Le composé RSR128 construit par assemblage d'unités

glycosylés a montré une structuration stable sotmd d’'un pseudocycle a 12 chainons.

FmocHN CO,tBu

(@]
AcO

OAc

OAc
OAc

128 129

Figure 47 — Exemple de structurg-peptidique C-glycosylée

On peut également citer les travaux de Burgero#t'® qui ont synthétisé ui-
aminoacide présentant deux unités glucidiqguesgel'é@tant liée au a la chaine principale par

un lien de type urée et I'autre par une liai€sglycosidique (Figure 48).

AcO OAc
O
OAc AcO 130
o wn u ¢
ACO%N N
AcO o ~ X
L G S

Figure 48 — Exemple de structurgp-peptidique O,N-glycosylée

Simultanément & nos travaux de recherche, Ziegleoll**®

ont décrit la synthése de
building blocks glycosylés dérivant de l'acide @9partique (Figure 49). A ce jour, les

auteurs n’ont pas publié d’oligomeres construipadir de ces unités.
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AcO o _#

OAc

Figure 49 — Exemple de monomeére glycosylé par ligah de type 1,2,3-triazole

On trouve également des exemples d’oligomeres titods de f-aminoacides
hétérocycliques présentant plusieurs unités saicityaes. Ainsi, Gallagher et cdff® ont
synthétisé un hexamere dérivant de l'acidens-3-aminopyrrolidine-4-carboxylique et de
transACPC utilisé ici comme espaceur. Se basant sutrdesux de Gellmah’ les auteurs
ont montré que l'introduction stratégiques d’'uniféGalactose sur les résidus 1,i + 2 eti
+ 4 par un lien de type sulfonamide n’altérait festructuration en hélice H-12 adoptée par

I'oligomere.

résidui résidui+1 résidu i+2 résidu i+4
H H H H H
PhOCHN N N N N N NH,
2N 20 2\ 2 2l A
Hojéo Hojéo Hojéo
(0] (0] (¢}

o) o) o) 132
OH OH OH
HO HO HO
HO HO HO

Figure 50 — Exemple de-peptide glycosylé par un lien sulfonamide
Enfin, on peut citer un exemple fgeptide cyclique par Lonnberg et coll. obtenu par

SPPS (Figure 51). Ce tétramére cycligdeeptidique joue le réle dscaffold et présente

trois unités saccharidiques liées au squelettepatiaison de type amidé*
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(0]
o HO HO O 133
HO
;Z O2 LO
Figure 51 — Exemple de-peptide cyclique glycosylé

2- Ligation de type 1,2,3-triazole

a- Rappels bibliographiques : Cycloaddition 1,3-dipolae —

Conditions expérimentales

Les cycles 1,2,3-triazoles peuvent étre forméspealoaddition 1,3 dipolaire (réaction

de Huisgen)? entre un azoture et un alcyne.

partenaire azoture

@

N”'N‘g’R NUN-R

+ —
R———H )_/

triazole

partenaire acétylénique

Schéma 54 — Cycloaddition 1,3 dipolaire

Les alcynes et les azotures sont facilement inttedsur une molécule et sont
relativement stables sous une grande variété déitaors. lls sont en particulier inertes dans
la plupart des conditions biologiques et organigetesn présence d’oxygéne moléculaire et
d’eau. Mais cette grande stabilité est a I'origileela faible vitesse avec laguelle les réactions
de cycloaddition 1,3 dipolaire ont lieu. Ceci impode mener ces réactions sous certaines
conditions de chauffage ou avec des temps de oéatés longs. Cependant, les réactions de
Huisgen menées a chaud conduisent de facon gén&rale mélange de 1,4- et 1,5-
régioisomeres, sauf dans le cas du couplage entazature et un alcyne terminal pauvre en

électrons”
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régioisomére 1,4 régioisomere 1,5
mélange 1:1

Schéma 55 — Cycloaddition 1,3-dipolaire thermique

De maniére indépendante, les groupes de Sharfflessle Melddi” ont montré que
I'utilisation de C’ conduisait exclusivement au régioisomére 1,4 etirdiait le temps de
réaction de 10fois, permettant ainsi de s'affranchir totalemeetia nécessité d’'une élévation
de température. Les réactions de cycloaddition dip8laire ainsi réalisées rentrent
parfaitement dans le cadre de la « Click Chemistry

La « Click Chemistry » est un concept défini paupremiére fois par Sharple¥$.i
se base sur différents criteres qu’une réactioh reonplir afin de pouvoir étre qualifiée de
« Click Chemistry ». Les criteres énoncés par Sasspsont les suivants :

» laréaction doit étre modulaire (mettant en jeu«lbfocs » & assembler),

» laréaction doit présenter un large champ d’appboa

* les rendements doivent étre trés élevés,

* les sous-produits générés doivent étre « inoffensiét doivent pouvoir étre
éliminés par des méthodes non chromatographiques,

 la réaction doit étre stéréospécifique (mais pascessairement

énantiosélective).

Ces caractéristiques incluent par ailleurs :

» des conditions de réaction simples (idéalementnsibes a I'oxygéne et a
I'eau),

» des matériels de départ et des réactifs facileaagssibles,

» [|'absence de solvant ou l'utilisation d’'un solvaain toxique (tel que I'eau) ou
facilement éliminable,

e un processus d’isolement du produit formé qui soiple (cristallisation,
distillation, méthodes non chromatographiques).
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Il existe un grand nombre de réactions de formatie liaison carbone-hétéroatome

qui peuvent entrer dans le cadre de la « Click Géteyr», comme par exemple :

cycloadditions d’espéces insaturées : cycloaddifi@idipolaire, réaction de Diels-
Alder,

chimie des substitutions nucléophiles, réaction udésture électrophiles
d’hétérocycles contraints tels que les époxydesamiridines, les ions aziridinium, et
les ions épisulfoniums,

chimie des carbonyles de type «non-aldol », tele ¢p formation d'urées, de
thiourées, d’hétérocycles aromatiques, d’oximeréth#hydrazones et d’amides,
additions sur des liaisons carbone-carbone insegutélles que les époxidations, les

dihydroxylations ou les additions de Michael.

Les réactions de cycloadditions 1,3-dipolaire enin alcyne et un azoture catalysées

au C peuvent trés bien remplir ces critéres. Sharplessle ont proposé un mécanistie

mais d’autres mécanismes ont par la suite été ayeéss Le cycle catalytique proposé est le

suivant :

R4
R Culn =\
>:( N. _N.
N R,
R N. ,N\R
1 't?uLn 7 N 2
I " e
Ny, N A P v
N R, Tt s
A
' [LnCu]*
R—==—Culn ---""=~.\
4 .
,L_\ \ R—=—H
NENY 2 ¥
= * R—==—Culn
11
|
Nao N
N R,

Schéma 56 — Proposition de mécanisme de cycloadditil,3 dipolaire catalysée au Ct)

La premiére étape consiste en l'insertion du eudans la liaisoreC-H pour donner

I'intermédiairel. Des calculs théoriques semblent écarter I'hyptbed’une cycloaddition

concertée [2+3] qui serait de trop haute énergiaistent envisager une voie passant par un

composé intermédiairél aboutissant & la formation de I'hétérocycle a shainons

intermédiairelll dont le réarrangement fournirait le cycle 1,2i8zmle V. La régénération

de I'espéce [CuLrJpermettrait au final I'obtention du composé attendu
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L'espéce C{l peut étre introduite directement sous forme des €ul, CuBr,
CuOTf.GHe...) mais elle peut également étre introduite soaméode sels de ¢, tels que
CuSQ.5H,0, en présence d'un réducteur, comme l'acide agpogbou l'ascorbate de
sodium.

Ce sont ces derniéres conditions que nous all@tseren ceuvre. Le cuivre Blest
utilisé sous forme d’'une solution aqueuse de sulfiat cuivre CuS©de concentration 0,1M.
L’'acide ascorbique est utilisé sous forme d'uneutsmh aqueuse de concentration 0,1M
toujours fraichement préparée et stockée a I'abltadumiere.

De maniére générale, nous emploierons 1 équivdkestcre par partenaire : ainsi, un
tétramere présentant quatre motifs acétyléniquestssté avec quatre équivalents de sucre.

Les sucred34 et 135sont des sucres « modéles » que nous avons sifkaé la mise

au point des réactions de CuAAC.

AcOOAC o Ns
o o
134 135
Acomo\/\ Ns o&’
OAc %

Figure 52 — Sucres « modeles » utilisés pour la raiau point des conditions
réactionnelles pour la CuAAC

Le sucrell4, dérivé du D-mannose, sera un sucre « référetitiséypour la synthése

des édifices glycoconjugués qui serviront de ré@iéegoour les tests biologiques envisages.
b- Série « propargylamide »
(a) Mise au point des conditions réactionnelles
A l'issue de nos travaux portant sur la synthése plateforme$-peptidiques, nous
sommes en possession d’'un certain nombre d’oligesnprovenant de différentes sources.

Nous avons des composeés issus de la série Boc/Qitémus par application de la voie

alternative décrite précédemment ainsi que le®woléyes de la série FmodBN (Figure 53).
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Figure 53 — Plateformeg-peptidiques de la série « propargylamide »

Ceci nous a permis d'accéder a un certain nombereodnposés glycoconjugués en

mettant en ceuvre des réactions de CuAAC ou legfptates présentent ici le partenaire
alcyne « -GECH ».

0]
NH

LS

53 n=1
60 n=2

4

CuSQ4 (0,1M aq.)

Acide ascorbique (0,1M aq.)

solvant

R-N;

Schéma 57 - Réaction de CuAAC

AcOOAC

AcO

g!

134

La mise au point des conditions réactionnellessdeette série a débuté sur le

monomere53, en utilisant comme partenaire « azoture » lesvé@rdu D-galactos&34 et

135 qui ont été synthétisés au laboratoire a

conditions ont ensuite été étendues au dir6@re

a partipméocoles décrits’’1"® Les meilleures

) R CuSO,.H,O  Acide ascorbique Composé a
Oligomere Sucre Solvant _ Rdt
(0,AM aq.) (0,1M aq.) glycoconjugué
Monomere ) ’ tBuOH/
134 0,08 éq. 0,24 éq. 136 53%
53 H,O 1:1
Monomeére
£3 135 0,08 éq. 0,24 éq. DMF 137 88%
Dimére
- 135 0,16 éq. 0,48 éq. DMF 138 65%

a N g .
: rendement aprés purification

Tableau 7 — Conditions testées pour la réaction dBuAAC
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Le monomere53 est traité par 1,0 équivalent de sud®4 dans un meélange
tBUOH/H,O 1:1 dans les conditions de CuAAC décrites dan3dkleau 7. Le composé
glycoconjuguél36 est obtenu avec un rendement de 53% et une exteepereté (HPLC >
99%).

Sachant que les oligomeres plus longs de cette sérsont plus solubles dans le
mélangetBuOH/H,O 1:1, nous avons testé la réaction de CUAAC darBMF1"?*"*Nous
avons testé la réaction dans le DMF avec le 6-azidalactopyranosidd35 Dans les
conditions décrites précédemment, le com@d®&Eest obtenu avec un rendement de 88% et
une trés bonne pureté (HPLC = 94%).

Nous avons ensuite testé les conditions de réastio le diméres0 avec le méme
sucre modeld 35 Aprés 20h de réaction, le suivi de la réactiomtrait toujours des traces
de matériel de départ. Les quantités de cuivreaatide ascorbique ont donc été doublées
pour atteindre respectivement 0,16 et 0,48 équitsle Aprés purification par
chromatographie sur gel de silice, le dimére glpojuguél38 est obtenu avec un rendement
de 65% et une excellente pureté (HPLC > 99%).

Il est a noter que le composE38 ne présente pas de probléme de solubilité
contrairement au dimere non conjugd@ L'introduction des unités saccharidiques devrait

donc améliorer nettement la solubilité des composés
(b) Synthese des composés glycoconjugués
Ayant mis au point les conditions de CuAAC lesspadaptées a nos composés, nous
les avons appliquées a la synthése des glycocagugipligoméres issus de la série
Boc/OMe et Fmoc/@u.

«+» Série Boc/OMe

Dans cette série, nous disposons des monomeér@raligt trimere, ce dernier ne
présentant une pureté moyenne en raison des predldenpurification liés a son manque de

7, 7

solubilité. Les problémes de purifications ontégolus ultérieurement en série Fmd&8@

Nous avons donc appliqué les conditions de CuAAécgdemment décrites sur le

dimere et le trimere avec le résidu GalNKb.
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Schéma 58 — Greffage des unités saccharidiques $eidimeére 60 et le trimére 62

Le composél39 a été obtenu avec un rendement de 78% apréscatiofi. Dans le
cas du trimérd 40, la réaction a été effectuée sur une trés petigmtité, ce qui ne nous pas
permis de le purifier. Mais sa formation a étésaéte lors du suivi de la réaction par CCM qui

montrait la présence d’un unique produit et lerpaléculaire a bien été observé par HR-MS.
% Série Fmoc/QBu

Cette série est compléte : nous disposons desnodites « propargylamide », du
monomere jusqu’'a I'hexamere. Nous avons donc apglites conditions de CuAAC
précédemment décrites sur chacun d’entre eux avet@livé du D-mannos&l4 comme
partenaire « azoture ».

Il est apparu que les conditions précédemmenséris et appliquées ici au monomere
67, a savoir 0,16 équivalent de Cus€ 0,48 équivalent d’acide ascorbique, n’ont persnis
une conversion totale de ce dernier. En effet, a@4h de réaction, on observe bien la

formation d’'un uniqgue composé mais il reste unedgeaquantité de monomeseé.

CuS0O, (1,0 éq.)
Acide ascorbique (3,0 éq.)

DMF FmocHN
FmocHN CO,tBu CO,tBu
OAc
OAc

O~ "NH o) 114 O~ °NH
AcO N
[ AcO \
A | °N 141
(0]
67 TN, HN
82%
(6]
(0]
AcO—
AcO
OAc
OAc

Schéma 59 — Accés au composé 141
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Les quantités de cuivre et d’acide ascorbique dohc été progressivement
augmentées par tranches respectives de 0,08 ésntivetl 0,24 équivalent Finalement, en
utilisant 1,0 équivalent de cuivre et 3,0 équivided’acide ascorbique, on obtient le
monomere glycoconjuguB4l avec un rendement de 82% et une excellente p(MEtEC =
96%). La modification des groupements protecteunsaaifestement eu un effet significatif
sur les conditions de cette réaction. Dans cefielégie, le monomeré7 doit étre un bon
ligand du cuivre, ce qui explique sans doute quaiibreté obligé d’augmenter les quantités de
cuivre dans de telles proportions. Ce comporteraeété observé pour le reste de la série
jusqu’au tétramere. Les glycoconjugués sont totsmis en utilisant 1,0 équivalent de cuivre
et 3,0 équivalents d'acide ascorbique dans le DMFnombre d’équivalents de cuivre est
rapporté a la quantité d'oligomere de départ. Aiosi constate que la quantité de cuivre
nécessaire par résidu diminue avec I'allongemerta dbaine. Par exemple, pour le tétramere
144, 1 équivalent de cuivre correspond a 0,25 équitglar résidu. Ceci met en évidence le
caractére auto-catalytigue de la réaction. Les tpsredes composés obtenus apres

chromatographie flash sont tres satisfaisantes (HP06%).

CuS04 1,0 éq. n
Acide ascorbique 3,0 éq.
F N DMF FmocHN
moc rCoztBu
0 AC SAc
NH o & 0~ "NH™ 0” °NH
AcO
AcO N N
\\ Q K[ N K[ N

O\/\N3 ‘)\l N/
o} o
142 n=1,74% 0 o}
143 n=2,70% AcO AcO
144 n=3,80%
a5 non o AcO AcO
OAc OAc
Ac OAc

Schéma 60 — Synthese des édifices glycoconjugué®, 11413, 144 et 145

A ce jour, nous n'avons pas réussi a obtenir Eme&re glycoconjugu#45. En effet,
I'hexamere76 présente une telle insolubilité dans le DMF qe'dt impossible de suivre
I’évolution de la réaction que ce soit par CCM au HPLC.

Dans le cadre du projet « Immunothérapie anticaus® », nous avons synthétise le
trimére glycoconjuguél46 qui sera par la suite utilisé pour un test de meagssance

antigéne-anticorps. Il est obtenu avec un renden®iiB% et une pureté HPLC de 85%.
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CuSO, (1,0 &q.)

H Acide ascorbique (3,0 éq.) H H
DMF Fi HN N N
FmocHN N CO,tBU moc CO,tBu
0o o) OAc OAc Io) o
NH™ O NH (@) NH &‘ 116 (0] NH O NH O NH
AcO N N N
TN NN e T T T
73 N3 N N N

73%
O NHACO NHACO NHAC
AcO
AcO ACOACO ACOACO AcO

146
Schéma 61 — Synthese du glycoconjugué 146

(c) Optimisation des conditions de réaction

Les réactions de CuAAc meneées sur les oligomeeeta dsérie « propargylamide »
Fmoc/GBu ne peuvent plus étre considérées comme catalyméecuivre puisqu’il a été
nécessaire d’en utiliser 1,0 équivalent. Nous awdorsc décidé d’effectuer une courte étude
méthodologique afin d’optimiser ces conditions éaction. Nous avons testé différentes

sources de cuivre et différentes conditions réanttles, résumées dans le Tableau 8.

H " Cu, Additifs H n

N OtBu solvant N OtBu

Fmoc Fmoc
OA
ACO - 07 “NH
\ ACO N
N o) | °'N

67 :n=1 14 > ON;  141:n=1 N
70 n=2 142'n=2 iy

Schéma 62 — Réaction de CuAAC
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Source de Composé

Essai  Oligomere | Additif Solvant ~ Conditions  Rdt°
cu® glycoconjugué
Acide )
. CuSQ.5H,0 ) Micro-onde8
1 Dimere70 ascorbique DMF ) 142 73%
(0,32 éq.) 5 (85 min)
(0,96 €q.)
Dimere DIPEA
2 Cul (0,1 éq.) ) DMF TA - -
70 (1,0 éq.)
Monomére  CulP(OEt} DIPEA . Micro-onde$
3 : : Toluene . 141 95%
67 (0,1 éq.) (2,0 éq.) (30 min)
4 Dimere CulP(OEt} DIPEA . Micro-onde$
i i Toluene . 142 traces
70 (0,1 éq.) (2,0 éq.) (30 min)
Dimére CulP(OEt) DIPEA Micro-onde$
5 DMF ) 142 35%
70 (0,1 éq.) (2,0 éq9.) (30 min)

3|es réactions sous micro-ondes sont menées & 8686, une puissance de 50\WRendement en composé

glycoconjugué aprés purification par chromatograglaish.

Tableau 8 — Conditions testées pour la réaction dBuAAC

La littérature rapporte que I'utilisation des nai@ndes pour les réactions de CuUAAC
peut souvent améliorer les conditions de réactfteraps, quantité de cuivre, rendements...).
Il nous est donc apparu comme évident d’essayeppttpier cette méthodologie a la
synthese de nos composeés afin d’essayer de réelolractere catalytique de la réaction de
CUuAAC. Le dimeérer0 a ainsi éteé traité en présence de 2,0 équivatentsucrel14 dans le
DMF'" selon les conditions décrites décrite pour I'eséaiTableau 8). Le dimére
glycoconjuguél4?2 est obtenu avec un rendement de 73% et I'utitisaties micro-ondes a
permis de diviser par trois la quantité de cuiwe,qui est relativement satisfaisant : cela
correspond a 0,16 équivalent de cuivre par pamenaialcyne », quantité que l'on peut
qualifier de catalytique.

Par ailleurs, il est possible d'introduire le aaivsous sa forme &uce qui permet de
s’affranchir de Il'utilisation d'un agent réductecwmme l'acide ascorbique. Ainsi, le dimere
70 a été traité par 2,0 équivalents de suctd dans le DME’® dans les conditions décrites
dans le Tableau 8 (ess3)i Aprés 18h de réaction, aucune trace de compé@attendu n'a
été observée. Les quantités de Cul et de DIPEAlont été augmentées mais sans résultat.
La coloration bleu-vert du milieu, signe de la prése de la forme oxydée &y a mis en

évidence I'absence de Guécessaire a la réaction de CUAAC.
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Nous avons ensuite testé le CulP(GEY) comme source de €u préparé au
laboratoire. Le monomeég est traité par 1,0 équivalent de sutid dans le toluene dans les
conditions décrites Tableau 8 (ess®i |l est obtenu avec un excellent rendement.
Malheureusement, ces mémes conditions appliquéesdiraare 70 n’ont pas fourni le
composé souhaité, seules des traces ont été astdoté du suivi de la réaction par CCM.
Pensant que l'origine du probléme résidait danfailble solubilité du dimer&’0 dans le
toluene, nous avons appliqué des conditions ideasien changeant la nature du solvant : le
toluene a été remplacé par le DMF (eskat Tableau 8). Dans ces conditions, le dimére
glycoconjuguél4?2 est obtenu avec un rendement modeste. Il sembigrail’utilisation de

CulP(OEt} comme catalyseur de la réaction de CUAAC ne switgalapté dans notre cas.
(d) Désaceétylation des unités saccharidiques
La désacétylation de I'unité saccharidique suntmomerel41 est effectuée dans les
conditions de désacétylation de Zemplén en présdaddeONa dans le méthanol anhydre

(Na/MeOH). Malheureusement, le suivi de la réeachanCCM met en évidence la formation

de trois composeés.

FmocHN MeONa, MeOH FmocHN
I\coztsu e rCoztBu OACO%:
0% “NH Man(OAC), = ACO&
(o}

0”7 °NH I
N N,
K[ \(N K[ \/N o O\:s
N
N on
H H Man(OH),= HO -
Man(OAc), Man(OH), OH
O,
141 147 Ry

Schéma 63 — Essai de désacétylation du composé 141

Des expériences complémentaires (Schéma 64 eim@ch&) nous ont permis de
déterminer l'origine de ces trois composés. La cétyiation des sucres a successivement été
tentée sur I'acidé48et sur 'aminel51, obtenus respectivement par traitement du monomere
141 en présence de TFA dans le dichlorométhane ourésempce de diéthylamine dans
I'acétonitrile.

L'acide 148 a été soumis aux conditions de désacétylationrésepce de MeONa
dans le méthanol. Le suivi par CCM de la réactionomtré la formation de deux composés.
L’étude par LC-MS du mélange obtenu a révélé lsqmée de deux produits désaceétylés,

dont un ne porte plus de groupement Fmoc. Ce darid@&ant donc pas aussi stable que prévu
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est éliminé en partie, ce qui représente un olestaclla désacétylation des unités
saccharidiques. La littérature rapporte des exesnple, dans de telles conditions, le
groupement Fmoc est en partie éliminé, avec desécumences non négligeables sur le

rendement de la réactioft

TFA/CH,CI MeONa, MeOH
FmOCHNI\COQtBu 212 FmocHNI\C02 FmocHNI\CO H O+ HZNI\CO2

O~ "NH O~ "NH
N, N, N, N,
| N | N | N [N
N N N N
Man(OAc),4 Man(OAc),4 Man(OH),4 Man(OH),4
141 148 149 150

Schéma 64 — Essai de désacétylation du composé 148

La désaceétylation a ensuite été testée sur I'aftbieobtenue au départ du monomere
141avec un rendement de 97% apres purification pahfthromatographie. Le traitement de
cette derniere par du MeONa dans le méthanol corgjslement & un meélange de deux
composeés identifiés par LC-MS. Le composé majoethb2 est le produit de désacétylation

attendu et le second est I'aspartimidd

FmocHN Et,;NH, MeCN  H,N MeONa, MeOH
moc I\COQtBu 2 2 I\COQtBu = HZNI\COQtBu + HZNI>:0
97% 0

07 NH NH 07 “NH 07 N
N N N, N

| N | N | N | N

N N N N

Man(OAC), Man(OAC), Man(OH), Man(OH),

141 151 152 153

Schéma 65 — Essai de désacétylation du composé 151

L’alternative envisagée a été la déprotectionleotls composéd 41 afin de procéder
ensuite a la désacétylation. L'amine lii'gl est donc traitée par de I'acide trifluoroacétique
dans le dichlorométhane pour donner quantitativénf@minoacide correspondant. Ce
dernier est alors soumis a un traitement par du Ne@ans le méthanol pour donner

quantitativement le composé déproté$e.
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1- TFA/CH,Cl,

HyN 2- MeONa, MeOH HoN
2 I\COZtBu s ? I\COZH
quant.

0”7 "NH 0”7 “NH

N, N,
| °N | °N
N N
Man(OAc), Man(OH),
151 150

Schéma 66 — Désacétylation du composé 151

Ce procédé a donc été appliqué avec succes aidis de la série :

n 1- Et,NH, MeCN n
H 2- TFA/CH,Cl, H
FmocH NrCOZtBu 3- MeONa, MeOH HAN NrCOZH
o) NHO O~ "NH o NHO 0~ "NH
N N N, N,
| °N | °N | °N | °N
N N N N

H 165 n=1,91% H H
o 157 n=2,84%

o 159 n=3,72% o] o}
o] o] o (of
AcO AcO HO HO
AcO AcO HO HO
OAc OAc OH OH

OAc OAc OH OH

Schéma 67 — Désacétylation de I'ensemble des édifiglycoconjugués de la série
« propargylamide »

Nous avons donc obtenu I'ensemble des compos&nalgjugués présentant les

unités saccharidiques désacétylées avec de batesments.
c- Série « peptoide »

La synthése des oligomeres linéaires et cycligleeta série « peptoide » ayant été
mise au point au laboratoit® il a rapidement été possible d'utiliser ces stites pour la
synthese d'édifices glycoconjugués mettant en cewes réactions de CuAAC. Les
oligoméres ont été conjugués a deux sucres diffeérele dérivé du D-mannosEl4 et le
dérivé de GalNAd 24

Le trimére de la série « peptoidd.60 a ainsi été mis en présence de sudré et
traité par 0,16 équivalent de Yuet 0,48 équivalent d'acide ascorbique dans le DM¥F.

glycoconjuguél6lest isolé avec un rendement de 63%.
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AcO AcO

OAc OAc OAc
OAc OAc OAc
; ; O
N\ N\ N\
= = = CuSO, (0,16 &q.) l N’N \ N’N l N’N
Acide ascorbique (0,48 éq.)
HN N N DMF HN N N
~N V}r ~CotBu 5 SN o8
A
o) CO%C
AcO g 114
160 CACO 161

Schéma 68 — Synthese du composé 161

Aucun probléme ne s’est posé au cours de la afacte CUAAC, notamment en
matiére de quantité de cuivre @uintroduite : la réaction peut étre considérée cemm
catalytique.

La cycloaddition 1,3-dipolaire entre le tétrapép#ol62 acétylé a I'extrémitéN-
terminale, et du GalNAd24 a pu étre effectuée avec 0,16 équivalent d& @t de 0,64
équivalent d’acide ascorbique dans le DMF. Le gitgrgugué 163 est obtenu avec un

rendement de 74%.

N

~ P CuS0, 0,21 &q. \
/ / Acide ascorbique 0,64 éq.
AcN N DMF AdN N
~"C0,tBu ~"C0,tBu
R OAc OAC ol
O 116
162 AcO
AcHN 163

O\/\N
74%

3

Schéma 69 — Synthése du composé 163

Nous avons également réalisé les cycloadditionsdss peptoides cycliques. Le

tétramerel64 et le pentamerg65 cycliques ont été mis en présence respectiveneeiteat 5
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équivalents de GalNAL16 et traités avec 0,16 équivalent de'Cat 0,48 équivalent d’acide
ascorbigue dans le DMF. Les glycoconjugté$ et 167 avec des rendements respectifs de
51% et 55% aprés purification. Les puretés de oegposés sont trés satisfaisantes (HPLC >
99%).

QaINAc
O

n
NN \L _N

\ NS
Q \ Q CuS0, 0,16 éq. NONn
Acide ascorbique 0,48 éq.  GalNAc 0 \\S 0
N N
=z DMF !
=z N
-~
N

= N
j\ /\/’L\/ OAc OAc N=N \)\/N
0“ >N o) % 116 /\/g \ —\—O
AcO N
AcHN

\
\Q o o GalNAc
o~ N
N XN
N
1o2 n=) 166 n=1,51% 1
165 n=2 n=1,51% _GalNA
167 n=2. 55% o PaNAe

Schéma 70 — Synthese des peptoides cycliques glpogugués 166 et 167
d- Série « azoture »

Dans le cas de cette série, les plateforfiigeptidiques présentent le partenaire
« azoture » nécessaire a la réaction de CuAAC.

Les oligomeres$5, 88, 91, 92 et 94 sont traités en présence de la quantité adégeate d
sucrel15, de 0,16 équivalent de €let 0,48 équivalent d'acide ascorbique dans le DMF.
Les oligomeéres glycoconjugué$8 169 170 171et172 sont obtenus aprés purification par
chromatographie flash avec des rendements tréfagsdints. Il est intéressant de noter que
ces rendements restent constants et élevés : iBinmauent pas avec l'allongement de la
chaine. Dans le cas de la série « azoture », guoleme ne s’est posé lors des réactions de
CUAAC, en ce qui concerne la quantité de cuivrd’Quilisée. Les puretés des composés
obtenus sont trés satisfaisantes (pureté HPLC >)9%%s unités saccharidiques sont
déprotégées sans probleme en présence de Na/MeRldbt@nt les composés déprotégés
173 174,175 176et177 avec d’excellents rendements et d’excellentestgsi@ureté HPLC
> 99%).
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n CuS0O,4.5H,0 n
’{ H Acide Ascorbique H
BocHN N DMF BocHN N
O \‘\ACOZMG OAc O \(\CO2M6 1os nol B
169 n=1,88%
Ns Na o N M 170 n=2,80%
AcO N N 171 n=3,82%
AcO P N N 172 n=5,76%
85 n=0 O (0]
88 n=1 O\//
91 n=2 115 (0] 0]
gi 2 = g AcO AcO
B AcO, AcO,
OAc OAc
OAc OAc
Na/MeOH
n
BocHN H
oc \(\002Me
o]
N \ [\l \ 173 n=0, quant.
N+ N+ 174 n=1,97%
N N 175 n=2, quant.
176 n =3, quant.
© © 177 n=5, quant.
O, O
HO HO
HO HO
OH OH

Schéma 71 — Acces aux glycoconjugués 173, 174, I, et 177

Dans le cadre du projet « Immunothérapie anticause », nous avons synthétise le
trimere glycoconjugué78. Le trimere91 est mis en présence du sutl& (GalNAC) et traité
par 0,16 équivalent de €liet 0,48 équivalent d’acide ascorbique dans le Qidé&r fournir

le glyconconjugud.78avec un bon rendement et une excellente purete@HP99%).

CuS0, 0,16 éq.

Acide ascorbique 0,48 éq. H

H H
BocHN N DMF
f\!f f\W \(\COQMe BOCHN\L/\WN\(\H/N\L/\Cone
0 N3O OAc OAc o) le}

" " o SRS
AcO N\\N N‘\N N\\N
o1 ACHN | ~_Z
O o0-7=9 0 o)
s3% NHACO™ /NHACQ™ /NHAC
0 AcO AcO AcO
AcO
€O R0 ACO A0
178

Schéma 72 — Synthese du composé 178
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3- Ligation de type oxime

Nous avons envisagé de tester les conditions meation du lien oxime. Nous avons
utilisé 'aminooxy102 et I'aldéhydel80'® obtenu par ozonolyse ditallyl glycoside179 qui
est présent sous forme d’'un mélange d’anomerede@ger a été synthétisé au laboratoire en

appliquant des protocoles décrits.

OAc 03, Me,S OAc
3 2
red MeOH/CH,Cl,/Pyridine QAc
ACA%O 10:10:1 AcAoO
X ¢ o

179 180

99%

Schéma 73 — Obtention de I'aldéhyde 180 par ozonsky

Le sucrel79 est obtenu avec un excellent rendement et unetépwaisfaisante
(RMN). Il est donc utilisé sans purification afinéditer toute dégradation. On obtient un
mélange d’anomeres dont le raii, déterminé par RMN, est de 4:1.

L’aminooxy 102 est traité par 1,0 équivalent de sut88, en présence d’'une quantité
catalytique d’acétate de sodium (0,2 équivalentsda mélange MeOHAD 1:1.

NaOAc, MeOH/H,0 1:1
BocHN COMe —mo ZOOTTTR B°°HN\C002Me
OAc
ONH, o 80 o
A0 - =N
102 o) o
82% AcO AcO;
181
ACOACO

Schéma 74 — Formation de I'oxime 181

On obtient apres purification un mélange insédarale quatre composés. On a en
effet utilisé le sucre sous forme d’'un mélangg = 4:1 d’anomeres et on observe sur le
spectre RMN'H dans CD{ la présence de deux isomeér2s ¢t €) indifférentiables, dans
des proportions 1:1, issus de la double liaison GNde la fonction oxime. On observe
parfaitement sur le spectre RMN les quatre isomguéesiécoulent de la combinaison de ces
deux types de stéréochimie, notamment au niveaproiwn H et sur certains protons du

sucre.
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Isomere Isomeére 1

7.40 7.20 T.20 7.10 7.00 8.90 8.80 8.70

Figure 54 —Spectre RMN'H de I'oxime 181 - Proton éthylénique H

Conclusion

Les conditions reéactionnelles testées nous onimigerd’obtenir le composé
glycoconjuguél8l, présent sous forme d’'un mélange d’isomé@sf E). L'extension aux
oligomeéres plus longs est en cours d’étude au ¢ébive.

V- Synthese des structures pour les tests biologiques

1- Tests de reconnaissance antigene-anticorps

Les premiers tests biologiques envisagés sontedts de reconnaissance antigene-
anticorps de type ELISA (Enzyme-Linked ImmunosotbAssay) qui ont été effectués a
I'Institut Pasteur, dans I'équipe du professeut.€clerc (Unité de Régulation Immunitaire et
Vaccinologie). Un ELISA est un dosage immunoenzyoou& sur support solide dont le

principe sera développé dans la Partie D « Test®@@gues ».
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a- Schéma général des structures

La structure générale des molécules devra égeilante :

o & & o
) % X %>
HN” “NH | | |
H H H (0] (0] (0]
NM -~ /\(ﬁ)]\ ~_COR
/ N N N~
s /\/\[g N N N
N o\ AN J
v v NG
. Glycoconjugués
Biotine Espaceur
ot P B3—peptide / p-peptoide
R = Me, tBu, H
OH OH
o Hﬂ -0 Man
—(C—  -=ligation Sucre = ¢ sucre référent

v

OH

OH
o Q GalNAc
AcHN

v

Figure 55 — Schéma géneérique des structures envisgmg pour les tests ELISA

Les édifices seront construits par assemblagee elets différentes plateformes
glycoconjuguées et la biotine préalablement appr&éec un espaceur. Les syntheses
s’achéveront par la déprotection des unités saictihaes suivie de la déprotection de
I'extrémité C-terminale des édifices.

Les structure$-peptidiques oB-peptoidiques présenteront deux types de sucees : |
résidu GalNAc, épitope de I'antigéne Tn et du maengui servira de contrble pour les tests
de reconnaissance et qui permettra de mettre dera la spécificité de la reconnaissance.

La biotine servira a fixer les édifices glycocayyés sur la plaque de microtitration
par l'interaction avec une protéine fixée sur ledales puits. Comme cela a déja été évoqué,
les structures ont été synthétisées de maniere raemies clusters d’antigénes Tn,
caractéristiques des mucines MUC1 de cellules aéaples. Il est donc nécessaire de
présenter au moins deux ou trois unités glycosysées forme de clusté¥ C’est pourquoi
nous avons choisi de commencer avec les oligontémeériques. En fonction des résultats

obtenus, le travail pourra étre poursuivi avecalgmmeres plus longs.
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b- Synthése des composés pour les tests ELISA

i- Synthese du motif biotine-espaceur

Nous avons choisi une approche convergente guistena préparer un bloc biotine-
espaceur qui est ensuite couplé aux édifices gbygagués. Désormais, nous y ferons
référence par le terme « Biot-spacer ».

La biotine présente une fonction acide carboxgidipre qui est dans un premier
temps transformée en anhydride mixte en présencehtteoformate d’isobutyle et de
tributylamine dans un mélange DMR®BL*®® Cet anhydride mixte réagit ensuite avec I'acide
6-aminocaproique pour donner le motif Biot-spat8f avec un rendement de 74%. Ce

composé est utilisé sans purification.

0 0
N IBCF, N(n-Bu)s, DMF/Hz0 (3:1)
HN™ "NH H,N-(CH,)5-COH HN- NH
H H H H y
., ., N _~_~_COH
S //\/\COZH 74% S /\/\n/

O

Biot-spacer 182

Schéma 75 — Synthese du motif Biot-spacer 182

ii- Synthese des structures finales

Nous avons synthétisé les composés glycoconjugugants (Schéma 76), greffés

soit par du mannose soit par I'épitope GalNAc.

132



Série "propargylamide” Série "azoture"

H
FmocHN N
I\ﬂ/ I\COQtBU BocHN N\(\COQMe
(e} NHO (e} NHO (e} NH N o N O N
N N N
N, N, N, Nan )N N
\ n n
I’ [N [N o. o. O
HN HN HN “Sucre  Sucre  Sucre
s “Sucre s “Sucre O\Sucre

170 Sucre =Man,n=1
178 Sucre = GalNac, n=2

143 Sucre = Man
146 Sucre = GalNac

Série "peptoide"
HO/SucreHO/SucreHo/Sucre
N,
I N
N N

HN\/\H/N\/\H/N\/\COQtBU

161 Sucre =Man

Schéma 76 — Récapitulatif des composeés glycoconjégusynthétisés

De maniéere générale, ces édifices seront dansamigr temps déprotégés au niveau

de I'extrémitéN-terminale puis couplés par couplage peptidiqumatif Biot-spacer.
(a) Série « azoture »

Les composés glycoconjugué30 et 178 sont tout d’abord traités par de I'acide
trifluoroacétique dans le dichlorométhane pour @wngquantitativement les sels de TFA
correspondants.

Le sel de TFAL70aissu du compos&70 est ensuite couplé au motif Biot-spat&p
en présence d’EDCi, de HOBt et de triéthylamine sdén dichlorométhane. On obtient
I'édifice correspondant83 avec un rendement de 50% aprés purification. beement de
couplage étant moyen, nous avons testé d’autreditmoTs pour le couplage du motif Biot-
spacerl82 sur le sel de TFA78aissu du glycoconjugu#78 Nous avons choisi d'utiliser
HATU en présence de DIPEA dans le DMF. On obtiergrbduit de couplage correspondant
184 avec un rendement moyen de 63% apres purification.

133



BocHN H H
oc| \(\H/ \(\Cone
0 0 170 n =1, Su(OAc) = Man(OAc)
N N N 178 n =2, Su(OAc) = GalNAc(OAc)
New Sy Moo gy No )
NN NTY)a

O~ su0Ac®~su(0Ac~su(0A)

1- TFA/CH,Cl,, quant.

2-aoub a- 170a, Biot-spacer 182, EDCi, HOB, Et;N, CH,Cl, — 183, 50%

- iot- 0,
3- Na/MeOH, quant. b- 178a, Biot-spacer 182, HATU, DIPEA, DMF - 184, 63%
H/\/W \(\[‘( \(\”/ \(\COZR R = Me :|K2003
Hiy—{nH 0 0 (0] R=H MeOH/H,0, quant.

, R = Me, Su(OH) = Man(OH)

. R = Me, Su(OH) = GaINAc(OH)
"R = H, Su(OH) = Man(OH)

"R = H, Su(OH) = GalNAC(OH)

HN.__NH ["’% !“N !“N
NS N Ny
T NN NN 185

O\Su(OH) O\Su(OH) O\Su(OH) :gg

533535
nmunn
NN =

Schéma 77 — Obtention des structures finales dedarie « azoture »

La désacétylation des unités saccharidiques des @eoduits de couplage est
effectuée dans les conditions de Zemplén (Na/Me@élr donner quantitativement les
structures finale4d85 et 187 avec une excellente pureté (HPLC > 99%). Les @slifisont
ensuite déprotégés quantitativement au niveau eldrémité C-terminale en présence de

K,CO; dans un mélange MeOH/8 pour donner les acides correspondaBget 188123

(b) Série « propargylamide »
La fonction amine est dans un premier temps ldoéé groupement Fmoc par de la

diéthylamine. Aprés purification, ces amines sogagées dans la réaction de couplage avec

le motif Biot-spacer qui est effectuée en préseatecelATU et de DIPEA dans le DMF.
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1- EtoNH, MeCN, Man(OAc):63%, 156 ; GalNAc(OAc):49%, 189
2- HATU, DIPEA, DMF

Biot-spacer 182, Man(OAc):70%, 190; GalNAc(OAc):52%, 191
3- TFA/CH,Cl,, quant.

4- Na/MeOH,quant.

H
W”N\/\WNI\W I\W 1\002
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i A
d | N | N | N
192 Su(OH) = Man(OH) H H H

193 Su(OH) = GalNAC(OH)
O~suoH) ©~suon) ©~suon)

O

Schéma 78 — Obtention des structures finales dedarie « propargylamide »

Comme observé précédemment sur le monomere giypmpet 141, la présence de
I'ester tert-butyligue a de nouveau posé probléme lors de &aabdylation des sucres du
compos€l90 (Su(OAc) = Man(OAc)). La saponification de ce cars@ a en effet conduit a
un mélange de trois composés dont I'analyse paMSCa montré la présence du produit de
désacétylation attendu et de deux autres compasga ge jour, n'ont pas pu étre identifiés.
C’est pourguoi, il a été nécessaire de déprotéaeicbmposés au niveau de I'extrén@te
terminale en présence de TFA dans le dichlorométhaiim de procéder ensuite a la
déprotection des unités saccharidiques. Avec Su(GAdlan(OAc), on obtient bien le
composél92 attendu. En revanche, avec Su(OAc) = GalNAc(OAays n'avons pas réussi a
obtenir le compos&93 souhaité suite a un probléme non identifié lordaddésacétylation
des unités saccharidiques. Le produit attendu l@siha en mélange avec deux sous-produits
non identifiés a ce jour. Par manque de temps analkériel de départ, la synthése de ce

COMpOSE n’'a pas pu étre reitéree.

(c) Série « peptoide »

Le composé glycoconjugug6l présentant une fonction amine secondaire libre a
I'extrémité N-terminale, aucune étape de déprotection préalatde été nécessaire,

contrairement aux séries « azoture » et « propangyle ». Nous avons donc tenté de coupler
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le motif Biot-spacerl82 sur le composél6l en présence d’EDCi, de HOBt dans le
dichlorométhane. Cependant, aucune réaction n'alésérvée et le matériel de départ est
récupéré intact. Le méme comportement a été cénstatutilisant HATU et de la DIPEA

dans le DMF : aucun produit de couplage n’est formé

Su(OAc Su( OAc) _Su(OAc)

,/N ,/N ,/N 161 Su(OAc) = Man(OAc)
N N N

HN\/YN\/\H/N\/\COZtBU
0o o

a- EDCi, HOBt, CH,Cl,
Biot-spacer 182
b- HATU, DIPEA, DMF
Biot-spacer 182

aoub

o SU(OAC) - Su(OAc) . Su(OAc)

e
L

s N/\/\/\H/N\/\[(N\/\”/N\/\COZtBU
H O (0] (0]

He—{ H
HN_ _NH

o

Schéma 79 — Essai d’introduction du motif Biot-spagr 182 sur le peptoide
glycoconjugué 161

Il est reconnu que les réactions de couplage gigpe sont beaucoup moins efficaces
au départ d’amine secondaire du fait de leur philsld réactivité. Ce caractére prend toute
son importance dans le domaine des peptoides. f&n kdmine terminale engagée dans la
réaction de couplage est une amine secondaire.trB’qart, I'encombrement stérique du
peptoide peut, dans certains cas, avoir un effjeifgatif sur 'avancement de la réaction de
couplage® Dans le cas qui nous intéresse, ces deux facteumine secondaire et
encombrement stérique, sont réunis, ce qui pedioggy I'absence totale de réactivité.

Nous avons donc mis au point une voie alterngtimer accéder au compo$64 en
contournant les problemes évoqués ci-dessus. Lmig@me étape consiste a coupler le
peptoidel60 et le motif Biot-spacet82 réaction réalisée avec succeés en présence de HATU
de DIPEA dans un mélange g@E,/DMF. L'encombrement stérique semble donc étre la
cause prédominante de I'échec des réactions ddagmupApres purification, on obtient un

produit de couplage avec trés bon rendement de &¥gproduit de couplage est ensuite
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engagé dans une réaction de CUAAC en présence 1de éguivalent de GYi et 0,48
équivalent d’acide ascorbique dans le DMF avecégjlivalents de sucrEl4 (Man) oull6
(GalNAc). Les composés glycoconjugués corresposdsmmt obtenus avec des rendements
respectifs de 64% et 73%.

7
160 HN\/\H/N\/\I(N\/\coztBu

| Biot-spacer 182

SN
\

HATU, DIPEA
CH,Cl,/DMF

82%

~ 7 7
S
N/\/\/\H/N\/\H/N\/\H/NV\COZBU
195 Hro—(H H
HN NH
(0]

Su(OAc) 114 ou 116, CuS0O40,1M
acide ascorbique 0,1M, DMF

_Su(OAc) /SU(OAC) _Su(OAc)

H H H
° ([N"“ ([N"“ (EN"“

S N N N
Nw \/\n/ \/\"/ \/\COZtBu
194 Su(OAc) = Man(OAc), 64% Hio H o o o

-
196 = 0
Su(OAc = GalNAc(OAc), 73% HN. NH

Na/MeOH, quant.
Su(OH) /Su(OH) /Su(OH)

R =tBu ,,N /,N ,,N
Rt :ITFA/CHZCIZ,quant. o) N N N

S N N N\
197, R = tBu, Su(OH) = Man(OH) MH I T I 2

199, R = tBu, Su(OH) = GalNAc(oH) H"'/—\""H
198, R = H, Su(OH) = Man(OH) HN_ _NH
200, R = H, Su(OH) = GalNAc(OH) hig

0

Schéma 80 — Obtention des structures finales dedarie « peptoide »

La désacétylation des unités saccharidiques esepcé de MeONa dans le méthanol
n'a posé aucun probléme ici. On obtient les compaS& et 199 de facon quantitative. Les
édifices sont également déprotégés de facon gativitau niveau de I'extrémité-terminale

en présence de TFA/GHI, pour fournir les acides correspondat@s et 200.
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Conclusion

L’enchainement initialement prévu pour I'obtentioies édifices destinés a étre soumis
aux tests ELISA n’a pu étre appliqué de facon giréa I'ensemble des trois familles de
glycoconjugués que nous avions synthétisés. En, effacune de ces familles, de par ses
propres spécificités, a nécessité une adaptatios lEnchainement des différentes étapes. En

résume :

» Famille « azoture »(au départ des composés glycoconjugués)
Déprotection de la fonction amine de I'extrémitkéerminale sur les glycoconjugués
Couplage au motif Biot-spac&B2 (EDCi, HOBt, CHCl, et HATU, DIPEA, DMF)

Désacétylation des unités saccharidiques

A

Déprotection de I'extrémit€-terminale

e  Famille « propargylamide »(au départ des composés glycoconjugués)
Déprotection de la fonction amine de I'extrénmitéerminale

Couplage au motif Biot-spac&B2 (HATU, DIPEA, DMF)
Déprotection de I'extrémit€-terminale

A

Désacétylation des unités saccharidiques

e Famille « peptoide » &u départ du peptoid&60)
Couplage au motif Biot-spacer 182 (HATU, DIPEA, ££H/DMF)
Introduction des unités saccharidiqudsl et 116 par réaction de CUAAC

Désacétylation des unités saccharidiques

A

Déprotection de I'extrémit€-terminale

2- Evaluation de la réponse immunitaire et tests de olage

Dans le cadre de I'évaluation de la réponse imtairai et des tests de ciblage,
différents assemblages sont envisagés a partirpldesformes glycoconjuguées que nous
avons synthétisées. Certains édifices visés incerpot le motif PamCys-OH (tripalmitoyl-
S-glycérylcystéine), que nous avons déja évoquérmmitant un immunoadjuvant conduisant

a l'activation des cellules dendritiques.
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Les édifices envisagés seront construits de marieobtenir le type de structure

suivante :
@ @ @
(_000‘ %Qd %\)c}
|
0] o] + o] dﬁ 0 ﬁ) 0
A~
PN A T 3
o] H H H H
O HN
O 0O
N . JERN ~ J
Bras espaceur Glycoconjugués
B3—peptide / p-peptoide
C— = ligation — B = Fluorochrome, épitope T

OH

OHO
Sucre =
HO%

v

GalNAc
Figure 56 — Structure générique des composeés pousl tests de ciblage et d’évaluation de
la réponse immunitaire

Par manque de temps, nous n’avons pas pu nousssédra I'étape de couplage du
motif lipopeptidique PamCys-OH sur les plateformes glycoconjuguées maiss n@avons
d’ores et déja synthétisé.

La synthese du tripalmitoyl-S-glycérylcystéine Babys-OH a été réalisée avec le Dr
Roland Remuson (Chargé de Recherche, membre daep&gen appliquant la procédure
décrite dans la littérature par Wiesmiilleaketpour les trois premiéres étapés.

Les deux fonctions acide de la L-Cystine sont dam@remier temps protégées sous
forme d’estertert-butyligue en présence d’acétate téet-butyle dans I'acide perchlorique
(Schéma 81). Le composé protégé obtenu est ensoitelé a de l'acide palmitique en
présence de DCC et d’'une quantité catalytique deAPMans le dichlorométhane. A l'issue
de ces deux étapes, on obtient I'eftelN’-Dipalmitoyl-cystine-ditert-butylique (Pal-Cys-
OtBu),*® avec un rendement de 70%.
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o}
1- AcOtBu, HCIO, 1W
NH, 2- Pal-OH, DCC, NH
DMAP,CH,Cl,
HOZC/'\/ S\s/\(CO2H - = tBuOQC/'\/ S\s“‘/COﬂB“ 202

NH, 70% (2 étapes) HNW
13

0]

Et3N, CHCI;
1,4-dithioerythritol

quantitatif

0]

A
13 203
tBuOZC)\/ SH

Schéma 81 — Synthese de l'intermédiaire 203

La coupure de la liaison soufre-soufre est réal#r traitement du (Pal-Cys#u),
avec du dithioérythritol commercial en présencetrdghylamine dans le chloroforme. On
obtient le monomere correspondant Pal-CyB«203 de maniere quantitative.

La prochaine étape de notre voie de synthesedeliffé celle décrite par Wiesmdller et
al. En effet, les auteurs ont ensuite procédé aulagapentre le Pal-CystBu 203 et du
3-bromo-1,2-propanediol. Le prix trés élevé de oeposé nous a incités a trouver une
alternative synthétique. Nous avons choisi de ®figér un analogue iodé obtenu en deux
étapes a partir de (S)-Solketal.

Le (9-Solketal, soit le 9-(+)-1,2-isopropylideneglycérol, est traité en gméce de
diiode, de triphénylphosphine et d'imidazole dansmglange EO/CH,Cl,.**® On obtient le
dérivé iodé204,'® composé trés volatile, avec un rendement de 93%.

I, PPh3, Imidazole

. Et,0/CH,Cl, 2:1 R Acétone, HCI 1N, 80°C —
o o OH
)T 93% AT 89%
204 205

Schéma 82 — Synthése de l'intermédiaire 205

Les fonctions alcool sont ensuite déprotégéesrpgement dans lI'acétone a chaud en

189 obtenu avec un

présence d’acide chlorhydrique (1N). LR)-3-iodopropane-1,2-dia205,
rendement de 89%, est utilisé sans purification.
Le Pal-Cys-@Bu 203 est ensuite engagé dans une réaction de sulmstitatiec le

(R)-3-iodopropane-1,2-dioR05 en présence de triéthylamine dans le DMF a 88°@n
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obtient l'ester S[2,3-dihydroxy-(R)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-cysteinetert-butylique 206

avec un rendement de 67%.

o o

M NH /1;HJ\NH oH 206
H Et;N, DMF, 80°C S ... _OH
tBquC/'\/S ° tBquC/'\/ N
HO™ >N
203 OH 205
Pal-OH, DCC,
67% DMAP, CHCl,
86%
o o 13 13 0 % 13
/I/\I\/U\NH oM /[/\l\/U\NH OM
TFA/CH,CI 207
s ", O 2Cl S ., O
Hozc)\/ \) (e th -— tBUOzC/'\/ \) ' W3
o o)

Schéma 83 — Obtention du PagaCys-OH 208

Le couplage du composg206 et de l'acide palmitique est effectuée comme
précédemment en présence de DCC et d'une quaataBtique de DMAP dans CHgbour
donner l'esterS[2,3-bis(palmitoyloxy)-(&)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-cysteinetert-butylique
207 avec un rendement de 86%. Sans purification pgotsglee compos@07 est ensuite traité
par de l'acide trifluoroacétique dans le dichlordnaée pour donner le tripalmitoyl-S-
glycerylcystéine208 avec un rendement de 61%.

Par manque de temps, la synthese des édificedgmtests de ciblage et d’évaluation

de la réponse immunitaire s’est arrétée a ce stade.
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D- Résultats &
Discussion :

Tests biologiques
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Introduction

L’interaction antigene-anticorps est une intexactibimoléculaire du méme type
gu’une interaction enzyme-substrat mais a la difiée pres que cette interaction ne conduit
pas a une modification chimique irréversible datigéne ou de I'anticorps. Elle dépend de
quatre types de liaisons non covalentes : liaidgisogeéne, liaisons ioniques, interactions
hydrophobes, interactions de van der Waals. La mgmadle spécificité des interactions
antigéne-anticorps a permis le développement drandynombre de techniques de dosages
immunologiques basées sur ce principe. Ces dogagesent étre utilisés a diverses fins :
détection de la présence d’un antigéne ou d’urcars, diagnostic de maladies, contréle du
niveau de la réponse immunitaire humorale, ideatifon de molécules d’intérét biologique.

Les tests ELISAEnzyme-Linked Immunosorbent Agsfayit partie de cette catégorie
de tests biologiques.

1- Tests de reconnaissance antigéne-anticorps — Pripei de
L’ELISA

Le principe de 'ELISA repose sur l'utilisationudie enzyme conjuguée a un anticorps
qui réagit avec un substrat incolore pour donnerptoduit de réaction coloré. Il existe
différents types de dosage ELISA (indirect, santdwicompétitif, chimioluminescence,
ELISPOT) mais, dans notre cas, la technique dega#oBalISA indirect sera appliquée.

Un ELISA indirect permet de détecter et/ou doser amticorps. Un échantillon
d’antigéne est adsorbé sur la surface d’'une pldguaicrotitration (Figure 57). Le sérum, ou
I'échantillon, a doser contenant un premier anpspdit anticorps primaire Acest déposé
dans les puits de la plaque de microtitration agjitédonc avec I'antigene adsorbé. Un lavage
permet d’éliminer 'Ag en exces. La présence de I'anticorps lié a I'émggest alors détectée
par ajout d'un deuxieme anticorps Adit anticorps anti-isotype secondaire, qui estnti-
Ac;. Cet anticorps AgG conjugué a une enzyme, se lie a I'anticorps. Ae complexe Ag
Enzyme peut étre du type lgG-enzyme. Les enzymbisstgue la peroxydase ou la
phosphatase sont tres largement utilisées. Un éapagmet d’éliminer I'exces d’anticorps
Ac,. Un substrat de I'enzyme est alors ajouté etdiiattion enzyme-substrat produit un
composé coloré. On peut donc mesurer I'absorbaacespectrophotométrie UV-Visible.
L’absorbance sera proportionnelle a la quantitéaeplexe Ag-enzyme et donc a la quantité
d’anticorps Ag. Ainsi, le test apportera, d’une part, une infatiora qualitative, concernant
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I'existence d’une interaction entre I'antigene fed’anticorps Ag, preuve d’un processus de
reconnaissance Ag-Ac et, d’autre part, cette in&diom sera quantitative : si interaction il y a,
il sera possible de quantifier le nombre d’anticsofjm; ayant interagi avec I'antigene fixé.

Coloration
1 i I
- =i ——— .l‘_.-_\;__

- | LAVAGE || LAVAGE || * & ]: LAVAGE || = = <Xl

- | —— == 55 | IR |

| Po|! |I H “edl | { e,

. e '-L—'. |1-*'.—._—__!_—_4 '[‘:‘._!TL-!
Puits avec l'antigéne Ajout de 'anticorps A]Ol_Jt de,l’f;\nncorps Ag Ajout dudsulk’J_sttrat E‘T:,
adsorbé Ac, spécifique conjugué a une enzyme mesure de lintensité

de la coloration

Figure 57 — Principe de I'ELISA indirect

En pratique, I'antigene, ou la structure synthéigrésentant I'antigene, est adsorbé
sur la plaque de microtitration par I'intermédiaidf@ne interaction entre une protéine et un
substrat. Plus particulierement dans notre cate aaeraction mettra en jeu de l'avidine ou
de la streptavidine dans le role de la protéira biotine comme substrat.

Dans la nature, la biotine est une vitamine hyaltdde connue sous le nom de
vitamine H. C’est également une coenzyme qui ppgiau métabolisme des acides gras, des
glucides et des acides aminés, ainsi qu’a la sgaetbées vitaminesdg®t B;,.

HN NH
H H
S "’//\/\COZH

Schéma 84 — Biotine

La streptavidine, isolée d&treptomyces avidinigu I'avidine, glycoprotéine du blanc
d'ceuf,sont des protéines présentant quatre sites deofixavec une affinité tres forte et
stable pour la biotine et les composeés biotinyAéstre d’exemple, la constante d’association
Ka du complexe biotine-streptavidine est de I'ordee~d16° mol.L*%, ce qui en fait une des

interactions non covalentes les plus fortes gustert dans la nature.
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Streptavidine

tétramérique

Composé

biotinylé

Figure 58 — Fixation d’'un composé biotinylé sur Iastreptavidine

Les différentes interactions mises en jeu lorad&LISA indirect sont résumées sur le

schéma suivant.

Anticorps Ac, anti-
Ac; margué
peroxydase

Peroxydase—

Lecture
luminescence
ou couleur

Reconnaissance
de |'édifice par
I'anticorps Ac,

Edifice

biotinylé
| immobilisé : anti-Tn

w{ Streptavidine |

—

Figure 59 — Récapitulatif des interactions mises geu lors d’'un test ELISA indirect
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2- Résultats

Les structures soumises aux tests anticorps esrguivantes (Figure 60). Il s’agit des
triméres glycoconjugués des séries « azoture »peptoide » présentant, soit trois épitopes
GalNAc, soit trois unités saccharidiques dérivédDdmannose. Ces ensembles sont couplés
au motif Biot-spacer. Les structures greffées aescrésidus de D-mannose serviront de

contrdle pour les tests de reconnaissance pante®gs anti-Tn.

Q H H H
S N N N
Hw r\ff \(\W \(\C02R n=1, Su(OH)=Man(OH):R=Me 185
Hio—H o] o) 0 R=H 186
HN_ _NH N7} A N n = 2, Su(OH) = GalNAC(OH): R = Me 187
hig N ) Ns ) Ns ) R=H 188
o) N n N n N n

O/Su(OH) O/Su(OH) o-Su(OH)
l\’l) N N Su (OH) =Man(OH): R=tBu 197
\ ‘N \ \N l \N R=H 198
N N N Su(OH) = GalNAc(OH): R = tBu 199
0] R=H 200

Figure 60 — Structures soumises aux tests de recaissance anticorps

L’évaluation de Il'antigénicité des structures @ é&talisée avec trois anticorps
monoclonaux anti-Tn, notés mAbmd@noclonal Antibody Pour des raisons de propriétés
intellectuelles, il ne nous est pas possible densamquer le nom de ces anticorps. Nous les
nommerons donc anticorps mAb#1, mAb#2 et mAb#3. ressiltats obtenus sont présentés

sur la Figure 61.
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Figure 61 — Résultats des tests anticorps pour leéries « azoture »1) et « peptoide » %)
avec trois anticorps monoclonaux : A) anticorps mAB1 — B) anticorps mAb#2 — C)

anticorps mAb#3
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On constate bien que les structures de controlgOf3) = Man(OH)) ne sont
reconnues par aucun des trois anticorps utilisési §liggere que les édifices (plateforme +
sucre différent de GalNAc) ne présentent aucunégémtité vis-a-vis des anticorps
monoclonaux testés ici.

Les grapheg\- montrent que I'anticorps anti-Tn mAb#1 reconnail hea différentes
structures. Cet anticorps est plus stringent gsi@lgres mAbs dans sa maniéere de reconnaitre
'antigéne Tn. Il nécessite notamment que les t&siGalNAc soient portés par des
aminoacides naturels ; il ne reconnait pas lesluésGalNAc sur des résidus homoseérine ou
acide glycolique, ce qui explique les résultatseolss spécifiquement avec nos structures. De
plus, il reconnait plus faiblement les antigenesnatifs sur les cellules tumorales. Mais tout
cela reste a confirmer.

En revanche, on observe une trés bonne reconneéssie I'ensemble des autres
structures par les deux autres anticorps mAb#2Adi#8 (Graphe®- et C-). Ces profils de
reconnaissance sont tout & fait comparables &’'oa geut observer dans la littératdpé:**

On remarque tout d'abord que les édifices sont hiém reconnus, que l'extrémité-
terminale soit sous forme d’ester{} ou d’acide (e-). Il semblerait donc que la nature
chimique de [I'extrémité C-terminale n’ait pas dinfluence sur le phénomene d
reconnaissance des épitopes GalNAc par les ansicbans le cas de I'anticorps mAb#2, on
observe une tres légére différence entre les foramide et ester. Cette différence est
quasiment absente dans le cas de l'anticorps mAl#$3 courbes sont méme totalement
superposées dans la série « azoture » (gi@phe

La comparaison des deux familles « azoture »pptoide » nous amene a constater
une reconnaissance relativement similaire par ées @nticorps mAb#2 et mAb#3. De fagon
générale, a concentration égale en anticorpstiestgres de la série « azoture » sont mieux
reconnues (ORonn(10pg/L) ~ 3,0) que les structures de la famillgpeptoide »
(OD4g2nn{10pg/L) ~ 2,5 & 3,0).

Conclusion

A lissue de ces tests préliminaires, nous avanspntrer I'antigénicité des structures
gue nous avions synthétisées. La reconnaissanceédifises glycoconjugués par des
anticorps anti-Tn était une prérogative indispetesabur la poursuite du projet. Désormais,
avec ces informations, la synthése des structiedgpe candidat vaccin pourra étre mise en

ceuvre pour leur évaluation en immunothérapie amti&@use a proprement parlé.
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|- Rappels bibliographiques: Techniques d’analyse

conformationnelle

Introduction

Plusieurs techniques spectroscopiques existem dfétudier les préférences
conformationnelles d’oligoméres présentant des#tis de repliement. Les structures sont
stabilisées par des interactions faibles, de typison hydrogéne ou dipble-dipdle, mais
égalemerit? par des effets de répulsion stériques qui jouslennon négligeable.

De maniere générale, les techniques habituelleméhsées sont la résonnance
magnétique nucléaire, l'infrarouge en solution, diehroisme circulaire, la microscopie
électronique a balayage, la diffraction des raydnst la modélisation moléculaire. Quelles
que soient les techniques utilisées, c’'est la omtéition et la corrélation des différents
résultats obtenus qui permettent de déterminer déwveaulus grande certitude possible la

structure tridimensionnelle d’'une molécule.
1- Résonnance Magnétique Nucléaire RMN

La spectroscopie par RMN (Résonnance Magnétiqueléidine) est la technique
incontournable pour I'élucidation de la structupatitridimensionnelle de peptides et de
protéines en solution.

Il existe trois types d’analyses : la RMN a uneeinsion (1D), a deux dimensions
(2D), a trois dimensions (3D). De maniere génétakeanalyses par RMN 1D et 2D sont les
plus souvent utilisées.

L’échantillon doit étre préparé dans une gammeateentration qui doit permettre de
réaliser une analyse qui soit indépendante depiogéihomene et interaction qui ne soient pas
dus au processus de repliement. Ainsi, on doititsersentre 8 mM et 15 m¥t’’ Une
concentration trop basse impliquerait une perterésolution due a la sensibilité du
spectrometre RMN ; une concentration trop élevéerrrpd induire des phénomenes
d’agrégation intermoléculaire, ce qui aurait demséguences sur l'allure du spectre et

pourrait fausser son interprétation.
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a- RMN a une dimension (RMN 1D)

I- Etude qualitative

L'observation qualitative du spectr#l peut dans un premier temps fournir des
informations intéressantes relatives a la strutiurgotentielle de la molécule étudiée.

Des informations précieuses peuvent étre issuekadalyse de spectréH en se
basant sur la dispersion des signaux, la valeuddpkcements chimiques et des constantes

de couplage.

++ Dispersion des déplacements chimiques

L’'observation de I'ensemble du spectre d’un oligoenmais plus particulierement la
zone des NH d'amide peut donner des informations lguprésence ou l'absence de
structuration de maniére générale. Loin d’en faime regle générale, il a souvent été observé
gu’'un oligomére adoptant une structuration secaadparticuliere présentait une bonne
dispersion de ses signatiX:'**Ceci est particulierement vrai pour la région Mésd'amide
dans le cas d’oligoamides structureés.

Le déplacement chimique de ces protons NH d’améend naturellement du solvant
utilisé pour I'étude. Par exemple, I'expérience @ntné que dans CDg;lla zone des NH non
engagés dans une liaison hydrogéne se situait érrgopm a 7,2 ppm alors que ceux
impliqués dans une liaison hydrogéne résonnaie@sachamps plus bas, typiqguement entre
7.9 ppm & 8,8 pprit>

+«+ Valeur des constantes de couplage

Les constantes de couplage peuvent donner desmations relatives a la
conformation locale de la molécule et peuvent pémnale remonter aux angles diedres
correspondants.

Ainsi, dans le cas dgspeptides, si les constantes de couplage entreatorpH-G et
chacun des deux protons H-§bnt trés différentes, cela signifie, qu’a I'édbele temps de la
RMN, il n’y a pas de rotation libre autour de I'dmgliedre HN-G-C,-CO du résidu concerng,
ce qui indique la présence d’une conformation peéfielle?®

Par ailleurs, des valeurs de constantes de caziglagées, notammefit (NH, H-G)
(7,0 — 9,2 Hz) et 3J (H-C,, H-Gy) (9,9 — 11,9 Hz), comme I'a montré entre autresb@eh’’

indiquent que les rotations autour des liaisonsNtG5-C, sont fortement restreintes et que
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les protons impliqués sont dans un environnemetipéiplanaire. Cette déduction est issue
de I'équation de Karplus :
3] = Acos?6 + Bcos® + C
Au dela de I'observation qualitative du spectrequi est loin d’étre suffisante, il
existe des expériences plus fines qui permettemjputer des preuves de la présence d'une

structuration secondaire afin d’en déterminer larea
ii- Etude en température

Les études en température par RMN s’appliquentpoions d’amide NH dont on
étudie la variation de déplacements chimiques eatiion de la température. Ceci fournit des
renseignements sur la présence de liaisons hydeodgenvariation de température peut en
effet avoir une influence sur la valeur des dépfam@s chimiques des protons d’amide NH.
On appelle cette variation le coefficient de terapéne :

85 _5,-9,
AT T,-T,

Les coefficients de température peuvent donner iddgations précieuses sur la
présence de liaisons hydrogéfi®.Dans le cas des structures peptidiques, de maniére
générale, on considére qu'un proton d’amide NH dentoefficient de température est
supérieur a -6 ppb/°C (ou -4 ppb/°C selon les asjerst engagé dans une liaison hydrogene,
tandis qu'un proton d’amide NH ayant un coefficielet température inférieur a cette valeur
charniére sera un proton exposé, non engagé dansiaison hydrogene. Certains auteurs
conseillent cependant de corréler les résultatenoist & I'issue d'une expérience en
température avec les résultats d’'une expérienahadreye isotopique”

Lors de ces études en température pdgeptides, on peut également observer
I'évolution des constantes de couplage(NH, H-G) et 3 (H-C,, H-G;), en rapport avec
I'angle diedre HN-G@-C,-CO. Si celles-ci sont conservées, alors ceci uligque la molécule
adopte une structuration secondaire trés statdelennéé?®

Par ailleurs, la conservation de I'éclatement sigmaux au cours de I'expérience

indique la présence d’une structuration secondcaigle.
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iii- Echange hydrogéne-deutérium

Les expériences d’échange entre le proton d'urdardiun peptide et le deutérium
d'un solvant deutéré, appelé échange isotopiquet sa excellent moyen de prouver
I'existence de liaisons hydrogéne au sein du peptid

Un échantillon de peptide est mis en présence duoimant deutéré. Le but est
d’enregistrer les spectrési a intervalles de temps connus afin de suivreolidion des
signaux des NH. La diminution rapide et/ou la digfwa d’un signal de NH indiquera que ce
proton n'est pas engagé dans une liaison hydroganeontraire, la présence continuelle ou
la disparition lente du signal d’'un NH indiquerdigest engagé dans une liaison hydrogéene.
La vitesse de disparition du signal donnera desermmdtions sur la force de la liaison

hydrogene impliquée. Il existe principalement denéthodes :

++ Utilisation d’un solvant deutéré protique, tel daeanéthanol-¢glqui permet a la fois de
solubiliser I'échantillon et de permettre I'écharg@topique
% Solubilisation de I'échantillon dans un solvant ®@eé aprotique et ajout d'une

quantité minime d’eau lourde §D) comme source isotopique.

iv- Titration au DMSO-d ¢4

Cette méthode de titration repose sur le faitlguUeMSO-d est un excellent accepteur
de liaisons hydrogene et peut donc entrer en cotgpétavec les C=0 d’amide de
I'oligomére étudié. On s’'intéresse ici a la vaonatide déplacements chimiques des NH
d’amide en fonction de la concentration en DMSO-One faible variation indiquera

limplication du proton concerné dans une liaisgdriogéne™*°

b- RMN a deux dimensions (RMN 2D)

L'étude structurale des protéines et des peptio@sse nécessairement par des
expériences de RMN a deux dimensions.

Certaines expériences rentrent dans le cadreatiedution des signaux du spectté
car elles fournissent des informations a I'échdtieale. On utilise communément les
expériences de COSYCOQrrelation SpectroscopY'H-'H), TOCSY {TOtal Correlation
SpectroscopY'H-'H dans un méme systéme de spin, par exemple un mésit acide

aminé dans un peptide), HSQEGleteronuclear Single Quantum Coherends-'*C) et
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HMBC (Heteronuclear Multiple Bond CorrelatiortH-*C). Ces méthodes sont basées sur
des interactions qu’on appelle couplage scalaicuigbassent par un réseau d’atomes.
D’autres expériences en revanche permettent dioldes informations dans I'espace
sur la structuration tridimensionnelle d’'une moléciDans ce cas, on utilisera la NOESY
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscpeY¥la ROESY Rotating-frame Overhauser Effect
Spectroscop)
Effet nOe

i N
\Z
\\“C_C"I/ \ I
'y \ 4 S

COSY - TOCSY NOESY - ROESY
HSQC - HVBC OES OES

Figure 62 — Corrélation scalaire et corrélation diplaire

Ces deux méthodes sont basées sur les intera@mirs les spins magnétiques de
deux atomes d’hydrogerieet] proches dans I'espace, qu'on appelle couplagdaiipo La
variation de l'intensité du signal du protordue a son couplage dipolaire avec le prgton
s’appelle effet nucléaire Overhauser, noté n@Qeleéar Overhauser effgctLa variation de
I'intensité du couplage dipolaire dépendant deistadce entre les proton®tj, I'effet nOe
observé variera en fonction de cette distance leszace.

L’intensité des corrélations entre les protoesj est inversement proportionnelle a la

distance qui les sépare dans I'espace selon laufersuivante :

ou ;;estladistance calculée entre les proicets

1r¢r €St la distance entre deux protons de référence

a; ; est le volume de la corrélation entre les protcet$

a,sr €st le volume de la corrélation entre les deuxom®de référence.

La distance maximale pour détecter des corrélsiish de 5A.
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Il est essentiel de mettre au point des conditierpérimentales adéquates qui
fourniront un spectre avec une bonne résolutioguéetpermettront d’observer correctement
les corrélations nOe. Il faut notamment détermiagemps de mélange le plus adapté. C’est
le paramétre le plus important a fixer pour lesésignces de NOESY. Le temps de mélange
est le temps pendant lequel un nOe est transféreé @eux protons. Il faut donc que ce temps
soit suffisamment long afin de permettre aux deuirssde se voir dans I'espace et d’obtenir
un nOe d’intensité acceptable. A contrario, un tem@ meélange trop long peut générer une
diffusion de nombreux spins, générant des nOe @iexdl peut donc étre nécessaire
d’enregistrer plusieurs expériences afin de détsmie temps de mélange le plus adapté. De
facon générale, on considére que pour les moléaldegetites tailles (< 1000 g.rn) le
temps de mélange doit étre proche de 400 ms et I[psumolécules de plus grande taille
(>1500 g.mot), il doit étre fixé aux alentours de 200 ms.

Pour des structurations en hélices, on sait maante que chaque type d’hélice
présente un jeu de corrélations qui lui sont prepre

Rappelons les types d’interactions mises en j&s tkzs différents types d’hélices qui
ont été décrites a ce jour.

résidu i-3 résidui-2 résidui-1 résidui résidui+1 résidu i+2

H-10

o 0 o 0 o 0 o
Ay~ Ay~ A A~ A~
H H H H H H H

H-12
H-14

H-8

Figure 63 — Récapitulatif des liaisons hydrogene ®es en jeu selon les différents types
d’hélice

L’identification des corrélations caractéristiquedonne ainsi de précieuses
informations relatives a la nature de I'hélice caimée. On a la possibilité d’observer des
couplages dipolaires impliquant des protons d’amiitté mais d’'autres protons peuvent
fournir des informations (i, GH).
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Hélices *J (NH-CgH) nOe observées

NH; — NH.1; NH — GHi4q

H-14 85— 12 Hz NH; — GH:; NH; — GHurz
NH; — GHiva
NHi - Hi+ ; Hi - CIHH'
H-12 8 — 9 Hz GHi2: G ’
CsHi — GHiss

NH; — GHis2; NH — GHi5
NHi — GHiz; NH; — GHis

H-10/12 7—9Hz
NH; — GHisz; C|3Hi — GHi:2
CgHi — GHiss
NHi - Hi+ ; NHi - Hi+
H-10 ; G2 Gt
CgHi — GHisz
NH: — NH.; NH; — GH.
H-8 9- 10 Hz JSU R RS
NH; — GHis

Tableau 9 — Récapitulatif des nOe attendus en forioh du type d’hélice
2- Dichroisme Circulaire (DC)

Le dichroisme circulaire est une technique uglipéur I'élucidation des structures
secondaires des protéines et des peptides. Le Dihesnéthode chiroptique nécessitant que
la molécule analysée présente une activité optiqagoremiére utilisation pratique de cette
technique est rapportée en 1965 par Holzwarth &’ffet concernait I'étude d’'une hélice
Avec le temps, le DC est devenu une technique dneemployée pour la détermination de
structures secondaires de peptides, de protéinesjdes nucléiques et doligo- ou
polysaccharides.

Quand la lumiére traverse une substance optiqueactie possédant un ou plusieurs
chromophores, non seulement les vitesses des camtpesdroite et gauche d’un faisceau de
lumiere polarisée deviennent différentes, aboutissadeux longueurs d’'onde différentes,
mais ces deux composantes sont aussi absorbéedeaneamplitudes différentéS! En effet,
de maniéere générale, la vitesse des deux onderdus®es est diminuée par I'interaction avec
la molécule chirale. Une de ces ondes (droite awcly®) est cependant plus retardée que
l'autre, ce qui génére une nette bande d'absorptfoBette différence entre les absorptions
est appelée dichroisme circulaire DC et peut &fimidoar la formule suivante.

DC = A9 — A%
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ou A9 et A% désignent respectivement les absorbances des santps gauche (g) et
droite (d) du faisceau de lumiere circulairementapsée. L’absorbance étant définie par la

loi de Beer-Lambert, on arrive a la définition sante du DC :

DC = g4.1.C —¢4.1.C d’'ou DC = Ae.l.C

ou Ae est la difference d’absorption molaire, soit laffadence des coefficients
d’extinction
| est le chemin optique parcouru par la lumiétegers I'échantillon (cm)

C est la concentration de I'échantillon (mof)L

L'équation précédente met en évidence le fait lguBC ne peut étre mesuré gu’en
correspondance avec des bandes d’absorption. @& aqiserve sur le spectre est un pic
dichroique, appelé eff@otton du nom de son découvrelr.

Le dichroisme circulaire est mesuré par l'ellipécd. Le terme dellipticité fait
référence a la forme elliptique prise par le vectdectrique lorsqu’une des deux formes de la
lumiere est absorbée par I'échantillon de maniéférdnte de I'autre forme. La trajectoire de

la lumiere devient au fur et a mesure une ellipse.

4 EcE

Figure 64 — Trajectoire elliptique de la lumiere
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La lumiére, de nature ondulatoire, voit sa trajget progressivement devenir
elliptigue (Faisceau bleu — Figure 64). Cette #dif® est transformée a chaque longueur
d’onde en une valeur qui dépend de la masse maleit&chantillon, de sa concentration et

du chemin optique selon la formule suivafifeCette valeur est appelée ellipticité molaire :

0.
0=7¢

avec [6] est I'ellipticité molaire (deg.cthdmol?)
0 est I'ellipticité (mdeg)
M est la masse molaire (g.ri)l
| est le chemin optique (mm)
C est la concentration de I'échantillon (g)L

Pour la comparaison d’oligoméres appartenant méee série, il est nécessaire de
normaliser la valeur de I'ellipticité molaire endanvertissant en ellipticité par résidu :

AL

=——=MRE
[.C.n

ol [6]..est lelipticitt par résidu (deg.cndmol®), notée MRE (Main Residue
Ellipticity)

n est le nombre de résidus

Plusieurs solvants peuvent étre utilisés pour élider I'échantillon a analyser.
Cependant, la transparence du solvant dans la gadenngueur d’onde étudiée est
essentielle afin de ne pas altérer les informatomfigctées.

Le DC est une technique trés sensible : il essiptesd’enregistrer les spectres de DC
pour des échantillons de concentrations dtl.L ™.

Dans le cas des peptides, la liaison peptidiquestidae un chromophore qui absorbe
dans I'UV lointain vers 220 nm (transition—+rt*) et vers 140 nm et 190 nm (transition
T—Tr*). La transition r>1t* d’'une liaison amide, bien que faibleytx < 100) possede une
énergie relativement sensible a la formation dedrmhydrogene. Les chromophores présents
sur les chaines latérales peuvent également aveimfluence sur le DC.

L’ellipticité dépend de la conformation de la nmlée. Les structures ordonnées telles
que les hélices, les feuillets et les coudes, ptése un macrodipble qui leur est
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caractéristique qui généerera des absorptions qugelont propres. Ainsi, le spectre de DC

sera caractéristique d’un certain type de strudfigure 65).

Cependant, une étude théorigue menée par le geifeebach a montré que des

spectres de DC similaires pouvaient résulter digrdifites conformatiorfS® C’est pourquoi

les observations faites sur la base d’'un spectrB@ealoivent étre corrélées a des résultats

issus d’autres expériences, notamment de RMN dadifftaction des rayons X quand cela est

possible. Il n'en reste pas moins que I'étude p@rdun oligomeére peut, dans un premier

temps, renseigner sur l'existence ou l'absence el’'pnéférence conformationnelle. La

présence de plusieurs structures ordonnées pellewurs étre observée a lintérieur d’un

méme spectré®

12-helix

Gellman et col.

14-helix

Gellman et col.

14-helix
Seebach et al.

12/10-helix

Seebach et al.
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Figure 65 — Profil de dichroisme circulaire dans lenéthanol en fonction du type d’hélice

3- Infrarouge

La spectroscopie infrarouge est I'une des pluseanes techniques expérimentales

utilisées pour I'analyse des structurations secioeslales polypeptides et des protéines. Plus

particulierement, la spectroscopie infrarouge asi@mée de Fourier (FT-IR) permet la

mesure de la longueur d’onde et de lintensité 'dbsbrption d'une radiation IR par un
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échantillon. De fagcon générale, dans le cas degnauks, les données expérimentales sont
interprétées en termes de vibration d’'unité stmadéurépétitive qui donnent naissance a neuf
bandes d’absorption caractéristiques relativediaiton peptidique et qui sont résumées dans

le tableau suivarf®’

Nombre d'onde

Bande caractéristique o Description
approximatif (cm_y)
Amide A 3300 NH élongation
Amide B 3100 NH élongation
Amide | 1600-1690 C=0 élongation
_ CN élongation
Amide Il 1480-1575 _
NH déformation
) CN élongation
Amide Il 1229-1301 _
NH déformation
Amide IV 625-767 OCN déformation
Amide V 640-800 NH déformation hors du plan
Amide VI 537-606 C=0 déformation hors du plan
Amide VII 200 Torsion du squelette

Tableau 10 — Bandes de vibration associées a unadoon amide

La présence de structuration secondaire, stabifigéeles liaisons non covalentes de
type liaisons hydrogéne, va pouvoir étre mise @deéce par I'observation de deux bandes

vibrationnelles principales : la bande Amide laabhnde Amide A.

a- Amide |

La région du spectre la plus sensible au phénordérstructuration secondaire est la
bande Amide 1, qui correspond a la bande de viimadi'élongation de la liaison C=0 de la
liaison peptidique. Chaque type de structuratiocosdaire va générer une fréquence de
vibration différente, due en particulier a une gétme tridimensionnelle unique et aux
liaisons hydrogene mises en jeu. Ainsi, un groupeltercheurs, travaillant sur des protéines
dans HO et DO, a mis en évidence une certaine corrélation datfe2quence de la bande

Amide | et le type de structuration adopté papleséines’’
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H,07

Mean frequencies Assignment

D.0*

Mean frequencies Assignment

1624+1.0
1627+2.0
1633£2.0
1638£2.0
1642£1.0
1648£2.0
1656£2.0
1663£3.0
1667£1.0
1675+1.0
1680+2.0
1685+2.0
1691+2.0
1696+2.0

B-sheet
B-sheet
[-sheet
[-sheet
[-sheet
Random
o Helix
3o Helx
B-Tum
B-Turn
B-Turn
B-Turn
B-sheet
B-sheet

1624=4.0

1631=3.0
1637=3.0
1641=2.0
1645=4.0
1653=4.0
1663=4.0
1671=3.0
167550
1683=2.0
1689=2.0
1694=2.0

B-sheet

B-sheet
B-sheet
3y Helix
Random
o-Helix
B-Turn
B-Turn
B-sheet
B-Turn
B-Turn
B-Turn

Tableau 11 — Corrélation entre nombre d’onde et sticturation secondaire

b- Amide A

Par ailleurs, il est connu que lorsque la vibratune liaison NH (Amide A) est

perturbée par quelque interaction ou par son imapéo dans une liaison hydrogene, la

fréquence d’élongation de cette liaison se trouw@rdiée. En opérant en solution trés diluée

dans un solvant inerte, les molécules d’échantilerseront ni agrégées ni en interaction avec

le solvant. Il sera donc possible de distinguexdsanes dans la région Amide A : une zone

de plus basse fréquence correspondant aux bansliéiaidens NH engagées dans des liaisons

hydrogéne et une zone correspondant aux bandesiuitmelles des liaisons NH libré&¥.

A titre d’exemple, on peut citer les travaux deel@h et coll. qui ont étudié

I’évolution du spectre IR en solution dans le cbforme (concentration 5 mM) d’'une série de

p>2oligomeéres dérivant de I'acide 1-(aminomethyl)oprbpane-carboxyliqu®.Les auteurs

ont montré que I'hexameére de cette série se replahélice H-8.
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COzMe =1.235
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3344
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Figure 66 — Evolution du profil IR (zone des NH) par une série d’oligoméres

On observe une évolution nette au niveau des axteAmide A. Le dimére (n = 1)
présente deux bandes distinctes : une bande deifaensité & 3446 cincorrespondant a
I'élongation d’une liaison NH libre et une bandeabeoup plus faible & 3344 €m Cette
derniere bande suggere la présence de liaison®dsue faible. Au fur et a mesure que la
chaine peptidique s’allonge, cette deuxieme bawitesa fréquence diminuer et son intensité
augmenter. Ceci traduit typiquement la présendad®ns hydrogéne de plus en plus fortes.

4- Diffraction des rayons X

Les méthodes de diffraction, qui englobent larddfion des rayons X, des neutrons
(ND) et des électrons (ED) sont des techniquesfauinissent les informations les plus
détaillées sur la structure tridimensionnelle d’'oama&écule. La diffraction des rayons X, plus
particulierement, est une technique d’analyse quir@alisée a I'état solide, contrairement a
toutes les techniques présentées précédemmentedllappliquée a I'étude de structures
cristallines dont la taille peut descendre jusqu@® cnrt. Cette méthode nécessite donc
I'obtention de cristaux de la molécule, ce qui psativent étre un obstacle, toutes les
molécules ne cristallisant pas.

Les limitations de I'analyse par diffraction des/ons X résultent, d’'une part, de la
nécessité d’avoir un monocristal de la moléculediém et, d’autre part, du fait que les
résultats obtenus ne représentent pas ceux d’ulecuh® isolée mais ceux de molécules sur

lesquelles les forces du cristal s’appliquent.
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A titre d’exemple, on peut citer les travaux delli@an et col. qui ont obtenu des
structures cristallines de defixpeptides : un octamére dérivé mans-(1R,2R)-ACPC* et le
tétramére dérivant dinans-(1R,2R)-ACHC : ®°

Octamére du trans-(1R,2R)-ACPC Tétrameére du trans-(1R,2R)-ACHC

Figure 67 — Structures cristallines dg-peptides

Pour ces deux molécules, I'analyse par diffracties rayons X a mis en évidence les
similitudes de la structuration secondaire a I'étaide et en solution : le tétramere tdans
ACHC se replie en hélice H-14 et 'octameéretchnssACPC en hélice H-12.

5- Modélisation moléculaire

La modélisation est devenue une technique inconédnle dans [|'étude des
structurations secondaires de peptides et desipestéEn effet, elle permet d’accéder a des
populations de conformations parmi lesquelles sever la conformation la plus stable, celle
qui présente un minimum global d’énergie. Une étpdemodélisation moléculaire peut se
limiter a des calculs théoriques, avec ou sansraimies théoriques imposées, mais elle peut
aussi étre menée en incluant des parametres exmdaux (angles diedres, distances
interatomiques issus d’expérience de RMN...) qui poar but de diminuer I'étendue de
I'espace conformationnel. On appelle espace cordbomnel 'ensemble des conformations
que peut adopter une molécule.

On trouve principalement trois approches appliqgué&e I'étude de [I'espace

conformationnel d’'une molécule de haut poids mdhipel
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+ La dynamique moléculaire
Cette méthode permet d’explorer I'espace confdonael d’'une molécule en
appliquant les principes de la mécanique classiflle. permet d’accéder rapidement aux

populations de conformations apres des calculsiguaht ou non des contraintes extérieures.

% Recuit simulé

Le recuit simulé entre dans la catégorie des ndéthale dynamique moléculaire.
Cette technique permet d’accéder a la conformateminimum global d’énergie en agissant
sur la température et avec ou sans contraintesextes. La molécule est soumise a un cycle
comprenant deux principales phases : une phasgrdentation de la température et une
phase de refroidissement lent. A I'issue de cee;yamh obtient la conformation de minimum

global d’énergie.

++ Monte-Carlo

Cette méthode permet de générer aléatoirementnsentle de conformations au
départ d’'une structure donnée. Cette méthode peopad cycle itératif. En effet, a chaque
nouvelle conformation trouvée, si I'énergie poteldi de celle-ci est inférieure a I'énergie
potentielle de la structure de départ, elle estrsaloonsidérée comme une nouvelle
conformation de départ pour I'étape suivante. Cefiproche permet de s’affranchir de la
barriére d’énergie potentielle et permet ainsi déter a la conformation de minimum global

d’énergie.

De maniere générale, de nos jours, la plupartgdespes de chercheurs travaillant a
I'étude de structurations secondaires fipeptides incluent une étude par modélisation
moléculaire. Dans la majorité des cas, ces étunl@sconduites sous contraintes extérieures
(RMN).
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lI- Analyse conformationnelle — Série « azoture »

1- Etude des oligomeres

a- RMN

La RMN est la technique de choix, au coeur du @su® de recherche
conformationnelle. Elle permet d’établir des hygstss qui peuvent étre ensuite complétées
par des données issues d’autres techniques.

Un préalable incontournable est I'attribution lagpcompléte possible des signaux des
protons et des carbones qui composent la chainaligge, mais également, si possible, des
chaines latérales qui peuvent donner des informasopplémentaires notamment en termes
de distance issues d’effets nOe par exemple.

Il est donc crucial de trouver le meilleur solvanssible qui allie une bonne solubilité
de I'ensemble des oligoméres d’'une série avec anaddispersion des différents signaux de
la chaine peptidique. Dans notre cas plus pardiiient, nous nous intéresserons aux zones
des NH d’amide, des & et des GH. On I'a vu, une bonne dispersion les signaux lest,
plupart du temps, le signe gu’un oligomere adomie structuration secondaire particuliere.
Nous avons teste différents solvants deutéréslte@aforme CDCY, le méthanol-g CD;OD,
le méthanol-g CDsOH, la pyridine-g CsDsN et un mélange CI®D/CsDsN. A l'issue de ces
essais, nous avons retenu le méthagoldest le solvant qui offre le meilleur compromis
entre solubilité et dispersion des signaux. L’hegsmprotégé a ses extrémitls et C-
terminales94 présente une solubilité médiocre dans le méthdsnohe permettant pas
I'enregistrement de spectres de bonne qualité. &manche, son analogue déprotégé a
I'extrémité N-terminale95 est plus soluble et la bonne dispersion des sigaatmaintenue.

Le pic résiduel de I'eau dans le méthanpkthnt tres important, il a été nécessaire
d’effectuer une présaturation de ce signal. Tolgeanalyses (1D et 2D) dans £IH ont été

effectuées sur un spectrométre 500MHz.
+¢ Numérotation

La numérotation des atomes des molécules de il s@zoture » est resumée sur le

schéma suivant en prenant pour exemple le tétrad2ere
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A B c D
i : Résidus : notés A, B, C... a partir de I'extrémité N-terminale
H 'H ‘H o, .
BocHN LN N IN AL Carbones et protons:
\L/\HE m: \L/\W: \L/\COZ'V'e - notés C, et Cg dans le cadre de I'analyse conformationnelle
N O NS AN, - notés 1,2,3... pour la description RMN (partie expérimentale)
' ‘ ' Ex : le proton porté par le carbone Cg du résidu A sera noté CgHp

pour |'analyse conformationnelle et Hi, lors de I'attribution des signaux
dans la partie expérimentale

Figure 68 —Numeérotation pour la série « azoture »
i- Etude des spectres RMN 1D

Tous les oligomeres ont été attribués le plus dermment possible malgré les
recouvrements de signaux. Pour ce faire, nous autiis® une combinaison de différentes
expériences de RMN a 2 dimensions (COSY, HSQC, HMBOCSY). La Figure 69
présente les spectrésl du trimére91, du tétramére®?2 et de 'hexamére protéd¥ et de
I'hnexamére déprotégeé au niveau de I'extréritierminale9s dans le méthanolsd

Le tableau suivant (Tableau 12) récapitule ledad&ments chimiques des protons
d’amide NH pour chaque oligomére. Les constantesodmlage3J(NH,CﬁH) sont précisees
entre parentheses, les autres constantes de ceupkgant pas pu étre déterminées. Dans
tous les cas, nous avons attribué les signaux fectan la plus compléte possible mais les
deux protons ¢H (PraR et Pr¢g) n'ont pas pu étre différenciés du fait de la sppsition des

signaux correspondants.

Oligomére Résidu A RésiduB RésiduC RésiduD ReésiE RésiduF

_ 6,74 8,08 8,24 -
Trimére 91 - -
(8,3Hz) (8,1Hz) (8,0Hz)
6,79 8,07 8,13 8,24 -
Tétrameére 92 -
(85Hz) (8,1Hz) (8,0H2) (8,0 Hz)
6,89
Hexamere 94 7,71(1H) — 8,00 (2H) — 8,11(2H)
Hexameére 95 7,65(9,0 Hz) — 8,03(9,1 Hz) — 8,12(8,8 Hz) — 8,2h(8z) —
(sel de TFA) 8,32(8,3 Hz)

Tableau 12 — Déplacements chimiques et constantes cbuplage®J (NH, CgH) pour les
oligomeres de la série « azoture » dans GOH

De facon générale, les spectfesdu trimére91 et du tétramér®2 présentent une
bonne dispersion des signaux dans la zone des NHré=69). Les protons NiH(carbamate)
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de ces deux oligomeres présentent des déplaceroemsques similaires, naturellement
différents des protons d’amide.

Si on compare les valeurs des déplacements chamigies protons NH avec les
données de la littératuf& ces valeurs sont un peu faibles pour affirmer cggeprotons sont
engages dans des liaisons hydrogénes fortes. Toptua, ils correspondent a des liaisons
hydrogene intramoléculaire de faible intensité. tBat état de cause, dans £IH, a la
difféerence de CDG] il n'est pas évident de statuer sur I'implicatide protons NH sur la
seule base de leurs déplacements chimiques.

C’est au stade de I'hexamere que I'on trouve dgrinations les plus intéressantes.
Malgré une mauvaise qualité de spectre due a $de faolubilité qui rend impossible
I'attribution des signaux, on observe une trés lodispersion dans la zone dedHCet un
profil de la zone des NH différent du trimere ettdtramere mais toujours aussi éclaté. Ces
deux observations laissent envisager la présengeedpréférence conformationnelle au
niveau de I'hnexameére que I'on n'‘observe pas posiroligomeéres plus courts. La meilleure
solubilité de 'hexamére déproté§8 permet I'enregistrement d’un spectre de bien ewaid
qualité, présentant une trés bonne dispersion ideawsx dans la zone des NH et de#C
L’éclatement des signaux dans la zone dgd €est cependant pas optimal. L'étude de la
zone des NH est particulierement intéressante. li3erge bien les signaux des cing protons
d’amide, trés bien séparés. Les valeurs des déptatds chimiques de certains protons NH
(8,12 — 8,26 — 8,32 ppm) sont cohérentes avecdgegent de ces protons dans des liaisons
hydrogene, en particulier le proton a 8,32 ppm.les, certaines constantes de couplage
3J(NH,CBH) présentent des valeurs (9,0 et 9,1 Hz) qui pstuserrespondre localement a un
arrangement antipériplanaire des protons NHget €dncernes.
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Trimére 91

UL |

zone des NH zone des (H zone des H l
T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T ‘ - T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)
Tétramere 92 uu
T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T ‘ T T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

|
Hexameére 94 j W

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)
Hexamére 95
déprotégé a I'extrémitéN-terminale
I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

Figure 69 — SpectresH (500 MHz) des oligoméres de la série « azoturedans CD;OH
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s Tétramere
Dans le cas du tétramé®2, on constate la présence d'épaulements au niveau d
certains protons, notamment des NH, dgbl @ des protons de I'ester méthylique et du

groupement Boc (Figure 70).

O

ppm (1}

Figure 70 — Zone des NH du tétramere 92

Afin de statuer sur l'origine des épaulements pli®e a savoir s'il s’agit d’'une
impureté ou d’une conformation stable minoritaire éguilibre, nous avons procédé a une
expérience en température. Les spectres, enregesttd°C, 30°C, 40°C, 50°C et 60°C sont
représentés sur la figure suivante (Figure 71).

On peut observer une disparition progressive gasléments avec I'augmentation de
la température. De méme, on observe une simpldicates signaux dans la zone de$iC
Ceci tend a montrer que la RMN réveéle la présemcdeadix conformations dont I'une reste
minoritaire. En effet, si on avait été en présaioae impureté, une variation de température
n'aurait pas dd avoir d’effet. D’autre part, le tlint ce tétramer@2 est issu a été purifié par
HPLC préparative en phase inverse, ce qui est ge gapplémentaire de pureté (HPLC >
99%).

L'expérience en température nous permet égalerd&fitidier le comportement
intrinséque du tétramere en fonction de la tempédfFigure 72). L'amplitude des variations
de déplacements chimiques fournit des informatunsl'implication des protons dans des
liaisons hydrogéne. De facon générale pour lert&ra, on peut constater un déplacement de
I'ensemble des signaux des protons NH vers les phdorts. Le fait que tous les signaux
voient leur déplacement chimique diminuer de manignificative semble indiquer une
absence de structuration. En effet, dans le casaim les protons engagés dans des liaisons
hydrogene verraient leur déplacement chimique l&gerement modifié en fonction de la
température. Il peut tout de méme étre intéresdamialculer leur coefficient de température.

Pour cela, il suffit pour chaque NH de rapportar wu graphe les valeurs des déplacements
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chimiques en fonction de la température. La peetelthque droite fournit le coefficient de

température de chaque proton NH.

8.00 7.50 7.00 6.50
ppm (t1)
o
30°C A
" " o - ik
Ao o y Y
I I I I
8.00 7.50 7.00 6.50
ppm (t1)
40 ) C M
s b At P Fy o m it b mu'/\‘mw
’ P b vy J L L
‘ ‘ T ‘ T T ‘ T T
8.00 7.50 7.00 6.50
ppm (t1)
50°C
M ; W — ore? ™o
G W . ,
I I ' I I
8.00 7.50 7.00 6.50
ppm (t1)
60°C
WA‘“ - . Aoy et o)
I I I I
8.00 7.50 7.00 6.50

ppm (t1)

Figure 71 — Etude en température par RMN (400 MHzJu tétramere 92 dans CRQOH

8,5
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fé\ 7,5
s —o—résidu A
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\ —&—résidu C
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6 T T T T 1
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Figure 72 — Graphed (ppm) = f[T(°C)] pour le tétramére 92 dans CROH
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Les évolutions sont parfaitement linéaires (cofits de corrélation des droite$ R
0,997). Les coefficients de température des diffsrgorotons NH sont reportés dans le
tableau suivant.

NHA NHs NHc NHp
C. T. (ppb/°C) -10,6 -6,9 7.4 7.7

Tableau 13 — Calcul des coefficients de températues NH du tétramere 92 dans
CD3OH

Ainsi, les coefficients de température des diffié&eprotons NH sont tous négatifs, ce
qui est normal, mais ils sont tous inférieurs pb/°C. Rappelons qu’il est admis que les
protons dont le coefficient de température est segéa -6 ppb/°C sont susceptibles d’étre
engagés dans des liaisons hydrogéne. Dans notréecaoton NH présente un C.T. trés
éloigné des autres, ce qui met en évidence le cderpent bien différent d’'un proton NH de
carbamate en comparaison avec les NH d’amide. te®ns NH, NHc et NHy ont des
coefficients de température proches mais inféri@uls valeur charniére. Cette observation,
corrélée aux valeurs des déplacements chimiquesedeprotons a température ambiante
pourrait laisser supposer qu’ils ne sont pas ergedgas des liaisons hydrogene.

Il semblerait donc qu’on soit plutét en présencendéquilibre entre plusieurs
conformations dont deux seraient plus stables cepse dutres, mais apparemment pas
stabilisées par liaisons hydrogéne.
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ii- Etude des corrélations dipolaires (effets nOe)
% Tétramere 92
L’expérience de NOESY a été réalisée avec un sedgpmélange de 500ms. Les

corrélations auxquelles nous nous intéressons gadsculierement peuvent étre classées en

trois catégories et sont définies sur la carte @esite :

ok B W - ppm
. I F1
o me -z
w0 ¢ 1 g ¢ ? ,z:’
i F3
¥ t J 00 47 a4
b !' L) ] -4
té | f q | @ 1]
N | 4 )
NH-CBH‘ { )\ CH-GH  is
ag F6
{
' ] !
§ F7
1
H
{
o

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 ppm

Figure 73 — Carte de NOESY (500 MHz) du tétramére®@dans CQ3OH

L’étude des différentes zones de la carte 2D s p@rmettre de voir précisément les

corrélations dipolaires existant au sein du tétrarfi2
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s Zone NH-GH
Un agrandissement de la zone de corrélation dieohH-C,H est représenté sur la

Figure 74.

NHa
NHc
NHD NHB J\l\
—~ A ppm

F2.25
. F230

C.Hs

C,Hc " 240

(* 235
‘

5

Il Foas
250
255
-2.60

2.65

-2.70

7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm

Figure 74 — Zone de corrélation NH-GH

Les taches de corrélationll, lll etlV de forte intensité correspondent a des nOe a
courte distance, de type NB,H; un sein d'un méme résidu. En revanche, la ta¢he
correspond a une corrélation nOe de type-8Hi., ou NH-C,Hi.,. Le recouvrement des

signaux GHg et GHc rend impossible toute distinction entre les detsidus.
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% Zone NH-GH

La zone de corrélation NHg8 est représentée sur la Figure 75.

NHc NH,
NHD NHB
o ppm
3.9
F4.0
CgHa VI ‘ v
-4.1
F4.2
CBHB “\ u“ N | [4-3
CgHe ALl {
Y WY L4
IV |
~4.5
T T T T 4.6
8<‘2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm
Figure 75 - Zone de corrélation NH-GH
Les taches de corrélationll, Il , IV de forte intensité représentent des nOe de type

NH;-CgH; un sein d'un méme résidu. Les tache®t VI, en revanche, correspondent a des
corrélations inter-résidus. La tache de corrélaWfode moyenne intensité correspond a un
nOe de type NHCgH;.1 (NHg <> CgHa). On observe egalement un nOe de faible intedsité
type NH-CgHi>» (NHc < CgHap). Cette derniere corrélation, bien que de faibitenisité
dénote une certaine proximité spatiale de ces gwatons, ce qui suggére un début de

repliement de la molécule.
% Zone GH- C;H

Cette zone n’est pas informative puisque les setidlehes observées correspondent a

des corrélations intra-résidu.
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Conclusion
Les différentes corrélations nOe observées sosimées sur la Figure 76. Les
corrélations pour lesquelles un doute subsistergpmésentées en pointillés.

— NH; & CiHi.1
NH; < CHi»

N N N
BOCHNWNW W WCOZMe NH; > CgHis
N3O N3O N3O N, NH; <> CgHi-2

Figure 76 — Corrélations nOe inter-résidus observéesur le tétramére 92 dans CEDH

b- Infrarouge

Afin d’apporter des preuves supplémentaires ausendations faites a lissue des
expériences de RMN 1D et 2D et de dichroisme @iyl nous avons entrepris une étude de
la série d’oligomeres par spectroscopie infrarougemme évoqué précédemment, ceci
devrait nous permettre de mettre en évidence lasepc® de liaisons hydrogene
intramoléculaires.

Le spectre de chaque composé C est obtenu pdenmit informatique par

soustraction du spectre du solvant pur S au spdetféchantillon C+S.

spectre(C) = spectre (C + S) — spectre (S)

Les spectres ont été enregistrés dans le chlonefade qualité spectroscopique (Acros
Organics), stabilisé avec de I'amylene et non pas ae I'’éthanol dont la bande OH proche
de celles des NH, qui nous intéressent, rend défia soustraction du spectre du solvant.
Nous avons également testé I'acétonitrile qui nesrep pas permis d’obtenir des spectres de
qualité.

Les échantillons ont donc été préparés par dissoluans le chloroforme a des
concentrations connues. La concentration usuelleotédisée dans la littérature est de 2 mM.
Il a cependant été nécessaire de préparer destiélonanbeaucoup plus dilués pour le
tétramered2 et 'hexameré4 du fait de leur tres faible solubilité dans learhforme.
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Oligomere Concentration (mM)

Monomere3& 7,3
Dimere8¢€ 2,0
Trimere91 1,3
Tétraméred?2 0,3
Hexamered4 0,2

Tableau 14 — Préparation des échantillons

A l'issue de ces expériences, on obtient lestspe des différents oligomeres

qui sont superposes afin de mettre en évidencéwsrduelle évolution.

— monomered5

— dimére88

— trimere91 X
— tétramered2

— hexamére protég@4 ﬁ

LA L  L  B LANLIL I L L B L L B IO
3450 3375 3300 32 5 3450 3375 3300 3225

Figure 77 — Spectre IR (zone de vibration des liais NH) de la série « azoture »

On constate une nette évolution de l'allure dextsps avec I'élongation de la chaine.
Pour le monomér85, on observe une bande unique & 3433 qui correspond a la vibration
de la bande NH de I'amine protégée sous forme deaoete. Des le dimere, on constate

I'apparition d’'un épaulement & 3302 ¢mAvec I'allongement de la chaine, on observe une
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disparition progressive de la bande vers 3400 amprofit d’une augmentation de l'intensité
de I'épaulement. Le spectre du tétram@Pemontre la présence simultanée de deux bandes
d’égale intensité & 3427 ¢met 3319 crit, ce qui laisse suggérer la présence de deux
environnements différents : le premier au dessu 3’ correspondant aux liaisons NH
dont le proton n’est pas engagé dans les liaisgdeobene et le second au dessous de 3400
cm’ correspondant aux liaisons NH dont le proton esagé dans des liaisons hydrogéne.
On arrive finalement & une unique bande & 3284 dams le cas de 'hexamédd. Ce profil

de bande unique, combiné a la valeur de la fréequeleccette bande, met en évidence la
présence d’'une structuration ordonnée de I'hexammattant en jeu des liaisons hydrogene.

On peut cependant s’étonner de ne pas observerrdie bésiduelle au dessus de 3400.cm

c- Dichroisme Circulaire

L’ensemble de la série « azoture » a été étudi@ighroisme circulaire a 20°C dans
deux solvants différents, transparents dans la gadiabsorption UV considérée. Le premier
solvant utilisé a été le trifluoroéthanol (TFE).e€f un solvant de choix pour les expériences
de dichroisme circulaire puisqu’il est connu poawndriser I'établissement de conformations
ordonnées en diminuant la constante diélectriqumitieu. Le méthanol a été utilisé dans un
deuxieme temps afin de corréler au mieux les résulle DC et de RMN. Les échantillons
sont préparés par dilution de solutions concentafiesde limiter les incertitudes liées a la
pesée des composés.

La superposition des courbes correspondant a ehaligomere, enregistrées dans le

TFE, est représentée sur la Figure 78.
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Figure 78 — Spectres de dichroisme circulaire desigomeres de la série « azoture » dans
le TFE — monomere (197,9 uM), dimére (100,0 uM),itnere et tétramere (50,0 uM) et
hexamere (45,0 uM)

Le dimere, trimere et tétramere présentent le m@moid de courbe de DC, caractérisé
par un faible effeCottoncentré a 225 nm et un maximum intense a 195 nnspkeetre de
I'hexamere est tres différent. On observe une bauddtive intense centrée a 217 nm et un
fort effet Cotton est observé a 190 nm. De telles différences sagyarne préférence
conformationnelle différente entre 'lhexameére stdégomeres plus courts. Le spectre de DC
de I'hexamere ressemble au profil caractéristiqeip-peptides dans le méthanol structuré en
hélice H-14, d’hélicité gauct@®?19-2!1

Afin d’étudier de facon plus approfondie la préfgce conformationnelle de
I’hexamere, les spectres ont été normalisés paora@u nombre de résidus (Figure 79).
Dans le cas particulier des peptides, ceci permehettre en évidence I'ellipticité propre de

chaque résidu et, dans certains cas, de montréstbace d'un effet coopératif.
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Figure 79 — Spectres de dichroisme circulaire paésidu (MRE) dans le TFE
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Les spectres ainsi normalisés montrent clairemeattransition conformationnelle qui
augmente avec l'allongement de la chaine peptididquie dimére, trimére et tétramere
adoptent des conformations similaires, reliées eenglles par une interconversion
conformationnelle, comme le suggeére la présengeodds isodichroiques (dimere/trimere a
~ 213 nm et dimére/tétramére a ~ 208 nm). L’hexanm@ontre une signature de DC
significativement différente de celles des oligoesaplus courts.

On remarque que la MRE du tétramere est plusefaijple celle observée pour le
trimére suggérant ainsi une conformation moinslatabur le tétramére que pour le trimere

Les spectres de DC des oligoméres ont été emegistans le méthanol afin de
corréler les résultats obtenus avec les obsensfaites lors de I'étude par RMN. Seuls les
spectres du dimere, trimere et tétramere ont puedtregistrés du fait de la faible solubilité de

'hexameére dans le méthanol.
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Figure 80 — Spectres enregistrés dans le TFE et date méthanol pour a) dimere, b)
trimere et c) tétramere — d) Spectres de dichroismarculaire par résidu (MRE) dans le
méthanol

Tous les composés étudiés dans le méthanol montnespectre de DC semblable a
celui obtenu dans le TFE, caractérisé par un fatilt Cottoncentré a 225 nm et une bande

négative intense centrée en dessous de 205 nnrérB@a), b) etc)). On observe également
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un tres léger décalage des courbes (environ 3m)&ans le méthanol. L'analyse n’a pas pu
étre effectuée en dessous de 205 nm a cause derbance intrinseque du solvant. Afin
d’établir la stabilité conformationnelle comme ftino de la longueur de la chaine, les
spectres ont été normalisés (Figured3p Ceci permet de constater, comme précédemment
dans le TFE, que ces trois oligomeéeres présentaimet préférence conformationnelle
semblable. De plus, avec l'allongement de la chpkidique entre le dimere et le trimere,
on observe une augmentation de la population décutgds adoptant la méme conformation.
En d’autres termes, la conformation observée peuriinere est plus stabilisée que dans le
dimére. De facon surprenante, le tétramere préssr@eVRE inférieure a celle du dimeére et
du trimere, ce qui est indicatif d’'une stabiliténémrmationnelle plus faible dans le cas du
tétramere : la (les) conformation(s) observée()rde dimere et le trimere se trouvent
déstabilisées dans le tétramere. Ceci est a negitrelation avec les observations faites lors
de I'étude du tétramére par RMN. Des épaulemerdient/ été observés sur le spectteet
I'étude en température avait suggéré que ces dsrngprésentaient deux conformations
stables dont une est majoritaire.

Afin d’étudier la nature de la conformation obssrvpour I’hexamere, ainsi que sa
stabilité et les forces mises en jeu lors du peuesle repliement, un dosage paOHinsi

gu’une étude en température ont été menées.
+ Etude en température dans le TFE
Les spectres de DC de I'hexam®# ont été enregistrés a différentes températures

comme le montre la Figure 81.
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Figure 81 - Etude en température de I'hexamére 9415,0 uM) dans le TFE
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Une augmentation de la température entraine umediion linéaire de l'ellipticité
molaire a 195 nm et 215 nm, ce qui indique une aumation de la flexibilité de la molécule
mais globalement, la nature de la conformatiorergsthangée. Il est intéressant de constater
gu’'avec l'augmentation de la température le pradéis courbes reste le méme, ce qui montre
clairement qu’il n'y a pas de changement important niveau de la préférence
conformationnelle de I'hnexamere. On observe cepanda tres Iéger décalage des courbes
entre 10°C et 65°C (minimum négatif ~ 192 anr~195 nm et maximum positif ~ 216 nm
~220 nm).

¢ Titration par H ,0O dans le TFE
La Figure 82 présente les spectres de DC de Ithera obtenus aprés variation de la
proportion d’eau dans I'échantillon, de 0% a 70%s Lproblemes de solubilité de cet
oligomere empéchent I'addition d’une quantité plaportante d’eau ainsi que I'utilisation du

méthanol.
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Figure 82 — Titration par H,0 dans le TFE pour I'hexamere 94 (20,0 uM)

Cette étude montre que la conformation adoptéé&tmramere dans le TFE n’est pas
affectée par la présence d’eau (jusqu’'a 70%). Lentrea de la conformation observé ici
contraste avec la perte de la structuration cafstaar Seebaabt al**® lors de titrations par
H,O dans le méthanol. Ainsi, dans notre cas, tromthgeses peuvent étre émises :

* la conformation observée n’est pas stabilisée ip@ohs hydrogene. Nous serions donc
en présence d’'une hélice H-14, non stabiliséeigaohs hydrogéne,
* |la conformation est stabilisée par des liaisonsrdgehe tres fortes qui ne sont pas

perturbées par I'addition d’eau,
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* les liaisons hydrogene ne sont pas accessiblesans

Conclusion

A ce jour, nous sommes en possession de plusigorsations qui nous permettent
de présumer de la présence d'une structurationndece au niveau de I'hexamegd.
Malgré un spectréH de trés moyenne qualité dans le méthagpbd peut observer une
bonne dispersion des signaux, ce qui peut étrigihe gle la présence d’une structuration. Par
ailleurs, tout en tenant compte du fait que le aafwitilisé était différent, I'étude par IR a mis
en évidence un profil d’évolution caractéristique ltetablissement de liaisons hydrogene.
L’étude par dichroisme circulaire indique tres rdment la présence d'une préférence
conformationnelle marquée pour ’hexamére ; le ipd# la courbe observée correspondrait a
une structuration en hélice H-14. Cependant, latiiin HO/TFE sur I'hexamer®4 ne
montre pas de modification importante, ce qui paigser a penser que la structuration
adoptée ne serait pas stabilisée par liaisons bgde Ceci prendrait tout son sens si on tient
compte des résultats de I'étude en températurel'lsexamére qui montre une rapide
perturbation de la structuration. Du fait de saiiité limitée, nous avons décidé de ne pas
effectuer d’études plus poussées par RMN sur ceposé Nous préférons analyser de
maniere plus approfondie son analo@tedéprotégé au niveau de I'extrémNeterminale
dont le spectréH semble d'ores et déja trés prometteur. Ce compyaét été obtenu trés
récemment, nous n'‘avons pas en notre possessiod,jaur, 'ensemble des informations
nécessaires permettant de statuer sur la natueeabaformation adoptée. Nous envisageons
bien sar, sur 'hnexamere déprotég® de réaliser des études RMN (titration au DMSO et
NOESY), couplées a des expériences de dichroisroelaire. L’ensemble de ces données
devraient nous permettre, avec I'appui de la med&tin moléculaire, de déterminer la nature

de la structuration secondaire.

2- Edifices glycoconjugués

a- RMN

L’introduction des unités saccharidiques sur I|dategformes B-peptidiques a
considérablement amélioré la solubilité des compo$éus les composés glycoconjugués
jusqu’a I'nexamere sont solubles dans le chlorotoriiétude RMN de la série a donc été

entierement conduite dans CRCNous avons également enregistré les spectiesles
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composeés glycoconjugués dans le méthapakfth de pouvoir les comparer a ceux des
oligomeéres seuls qui n'ont pu étre effectués ques 23OH du fait de leur faible solubilité

dans d’autres solvants.

+«¢ Numérotation
De maniere générale la numérotation des atomesalaposés glycoconjugués est

calquée sur celle des oligoméres « azoturen glycoconjugués (Figure 68Figure 83).

A titre d’exemple, nous présenterons uniquemespéxtre de 'lhexamerter2 dont le
précurseu®4 avant conjugaison est, selon nous, structuré.obaptexité du spectre (Figure
83), due a l'introduction des résidus saccharidigeteau recouvrement important de certains
signaux, a rendu l'attribution impossible, excepbér le résidu A. Est présenté également le

spectre'H dans DO de I'hexamérd 77 dont les unités saccharidiques sont désacétylées.

a) MJ
L o

zone des NH zone des ¢H zone des H

T T T T T T I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
I b

m(t1)
A}

o
©

L N,

I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I I ‘ I I ‘ I I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
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Figure 83 — a) SpectredH (400 MHz) a) de 'hexamére 172 dans CDGEt b) de
I'hnexameére 177 présentant les sucres désacétylésndd,O

Le spectre dans CDELCIFigure 83)) présente toutefois une bonne dispersion au
niveau de la zone des NH et on distingue une bdrspersion au niveau des protongiCet

CgH malgreé le recouvrement avec certains signaux deégsusaccharidiques. La zone des NH
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s’étend de 6,17 ppm a 7,82 ppm. Les valeurs delaa@pents chimiques des NH, (I,

(1) et(IV) sont cohérentes avec une éventuelle implicatiocegdeprotons dans des liaisons
hydrogene. En effet, au-dela de 7,2 ppm dans g@l considere généralement les protons
comme impliqués dans des liaisons hydrogene.

NH (1)

»

(“)

(Bl

8.00 7.50 7.00 6.50 6.00

NH (111)

Figure 84 — Zone des NH d’amide de I'hexamere 172ds CDCk
« Comparaison avec les oligomeres non glycoconjugués

Les spectre$H de I'ensemble des composés glycoconjugués orgrétgistrés dans

CDsOH afin de les comparer avec les spectiidsdes oligomeéres « —<\»> précurseurs.
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Figure 85 — Comparaison des oligomeres a) avantlet apres glycoconjugaison dans C{DH
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De facon générale, on constate pour les trois osé® glycoconjuguét70 171 et
172 un déplacement des signaux des NH vers les chdomss par rapport a ceux des
oligoméres « —pN» apparentés. Ceci suggére qu’'une modificatiohétkt conformationnel
est générée par l'introduction des unités saccitpred. Dans le cas de I'hexamdre2 les
valeurs des déplacements chimiques des NH d’amoiaieus) peu basses, a I'exception de I'un
d’entre eux, dont le signal, superposé avec cewsxpidetons des triazole vers 8,15 ppm,
pourrait évoquer I'établissement de liaisons hydrag

b- Infrarouge

Nous avons ensuite procédé a une étude de ladséligomeres glycoconjugués par
spectroscopie infrarouge en solution, que nous avoenée sur les composés présentant les
unités saccharidiques acétylées. L'étude a purétneée dans le chloroforme sans probléme
de solubilité. En effet, on I'a vu, lintroductiodes motifs glycaniques a trés fortement
amelioré la solubilité des oligomeres dans lesauly organiques usuels. Les échantillons, a
partir du dimere, ont donc été préparés par sadalibn dans le chloroforme a des
concentrations de 2 mM. Les spectres des diffé@igemeres sont présentés Figure 86 afin

de mettre en évidence une éventuelle évolution.

— dimérel69
— trimerel70
— tétramerel71
— hexamerel72

Figure 86 — Spectre IR (zone de vibration des liais NH) de la série « azoture »
glycoconjuguée
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L’évolution des spectres des glycoconjugués avattomgement de la chaine
peptidique est différente de celle observée préoétnt pour les oligoméres seuls. Le
dimére présente une unique bande de vibration R#D& cni". Mais, dés le trimér&70, tous
les NH apparaissent déja comme impliqués dansiaiesnis hydrogene. En effet, on observe
la présence, non pas d'un simple épaulement, masiment de deux bandes distinctes,
toutes les deux inférieures & la valeur charni@@&4DO0 crit. Les fréquences de ces bandes
indiquent, pour la premiére (3370 ¢nla présence de liaisons hydrogéne faibles etr @
seconde (3318 ch), de liaisons hydrogéne plus fortes. Cette tenela@® retrouve sur le
spectre du tétramére. L'intensité de la secondeldate plus faible fréquence (3310 Hm
devient plus importante. En revanche, pour I'hexai&2 on n’observe plus qu’'une seule
bande plus large & 3357 ¢m

Au final, méme si I'évolution en fonction de Ianlgueur de chaine est conforme, dans
son ensemble, & ce qu'on observe généralementldaras d’oligomeres dont la chaine
peptidiqgue est structurée par liaisons hydrogées, droupements acétates des unités
saccharidiques, également accepteurs, peuventipariiinterprétation.

c- Dichroisme circulaire

Les expériences de dichroisme circulaire ont éialisees sur les composeés
glycoconjuguésl73 174, 175 176 et 177 présentant les unités saccharidiques désacétylées.
En effet, les groupements acétate sont des chramepldans I'UV lointain : leur présence
pourrait donc fausser les résultats obtenus.

Les spectres ont été enregistrés dans l'eau, itlddala trop faible solubilité des
composes a partir du trimere dans le TFE et |le améth

Comme observé précédemment pour les oligomeresingeurs non glycosylés dans
le TFE, les glycoconjugués jusqu'au tétramére sentbladopter une préférence
conformationnelle similaire, caractérisée par urximam positif a 222 nm et un maximum
négatif a 195 nm (Figure 87). Ceci est confirmé lpgsrésence d’un point isobestique entre
les courbes de ces trois composés. L’hexamere, esanche, semble adopter une
conformation Iégérement différente des composés qiurts.
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Figure 87 — Spectres de DC dans I'eau des compog@goconjugués 173, 174, 175, 176 et
177 - a) Ellipticité moléculaire — b) MRE (a 20°C)

A partir de la Figure &), il est possible détablir que les préférences
conformationnelles changent avec la longueur @bdne peptidique.
- la préférence conformationnelle adoptée par le dinmgemble différente de celles
adoptées par le trimere et le tétramére
- le trimére et le tétrameére ont des spectres corhlgmadonc des préférences
conformationnelles également comparables.
- I'hexamere, en revanche, adopte une préférencewnafionnelle différente de celle du
monomeére et du dimere mais en relation avec cellé¢richére et du tétramere, comme le
montre la présence d'un second point isodichrof@d8 nm). L’augmentation de la MRE
montre une éventuelle augmentation dans la régglae la conformation adoptée par
I'hnexamére.

Bien que les spectres n'aient pas été enregistaés les mémes solvants, une
comparaison visuelle est tout de méme possible éggroligomeres « \»> précurseurs et les

composes glycoconjugués correspondants.
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Figure 88 — MRE a) des oligoméres «4\W» dans le TFE et b) des composés
glycoconjugués dans I'eau
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Il apparait que la présence des unités sacchaesgigur les oligomeéeres et/ou la
présence d’eau augmente significativement la réig@ilatructurale adoptée par le squelette
peptidigue. On constate que les MRE des composéoainjugués (Figure 88)) sont
beaucoup plus importantes que celles observéeslgauwligoméres « N» précurseurs. De
maniere trés intéressante, on constate, par ajlgue les allures des courbes de I'hexamere
« N3 » 94 et de son analogue glycosyl€7, sans tenir compte de la glycosylation et de la
nature du solvant (eau), suggéerent que ces deupasia adoptent la méme préférence

conformationnelle, au contraire des composés @ugs.

lll- Analyse conformationnelle - Série « propargylamide

a- RMN

Le choix de la pyridineglcomme solvant deutéré s’est rapidement imposé& peaise
permet de solubiliser tous les oligomeéres jusquétamere. Nous avons di mettre de coté
I'étude de I'hnexameére du fait de sa totale insditébdans la pyridine¢let de sa trop faible
solubilité dans le DMSOw

« Numérotation

La numérotation des protons est résumée sur leefiguivante.

Résidus : notés A, B, C... en partant de
I'extrémité N-terminale

A B c D
H H H 2 | Carbones et protons:
FmOCHNI\WE NI\WENI\”: Nrcoztsu - notés C, et Cp; dans le cadre de I'analyse conformationnelle
i | - notés 1,2,3... pour la description RMN (partie expérimentale
o) NHOEO NHQEO NHO;O £NH' P P P P )
' ' : 5\ Proton d'amide:
S S NN

- chaine principale : noté NH
- chaine latérale: noté NH'

Ex : le proton porté par le carbone Cg du résidu A sera

noté CgHa pour l'analyse conformationnelle et Hza lors
de l'attribution des signaux dans la partie expérimentale

Figure 89 —Numeérotation pour la série « propargylande »

Dans le cas particulier de cette série, I'étudefmonationnelle a été réalisée des le

stade du dimeére. En effet, la présence de fonctmngles sur les chaines latérales (notés
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NH’) peut avoir une influence sur les propriétésstteicturation en multipliant le nombre de

liaisons hydrogene qui peuvent s’établir.
i- RMN 1D

Les spectretH du dimére, du trimére et du tétram&f 73 et 74 dans la pyridine
sont représentés sur la Figure 90.

i
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Figure 90 — SpectresH du dimére 70 (400 MHz), du trimére 73 (500 MHz) edu
tétramere 74 (500 MHz) dans la pyridine-¢

Les déplacements chimiques des protons NH, NHi guns les valeurs des constantes
de couplagéd (NH, GH) sont reportées dans le tableau suivant poumtere et le trimere
uniquement, l'attribution du tétramere n'ayant pasétre effectuée du fait du recouvrement

des signaux dans la zone des NH.
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Oligomere Résidu A Résidu B Résidu C

NH NH’ NH NH’ NH NH’
9,21 9,74
Dimere 70 9,25 9,78 - -
(8,6 Hz) (8,5 Hz)
9,18 9,84 9,78
Trimere 73 9,24 9,24 9,77
(8,6 Hz) (8,6 Hz) (8,6 Hz)

Tableau 15 — Valeurs des déplacements chimiquesdets constantes de couplage dans la
pyridine-ds

Contrairement a une étude par RMN dans des salyalos « classiques », comme
CDCl; ou CDsOH, il est difficile de tirer quelque conclusiorr $a seule base de la valeur des
déplacements chimiques lors d’'une étude dans ldipgrds. En effet, dans la littérature, il
existe peu d’exemples d’études conformationnelleséas dans la pyriding-dOn retrouve
essentiellement des exemples dans les premierauttasur lesp-peptides du groupe de
Seebaci? Dans notre cas, on peut constater que les déptatsnchimiques des protons
d’amide NH et NH’ sont relativement élevés, maiest difficile a ce stade de savoir si cela
est d0 a une implication des protons concernés daes liaison hydrogéne ou a une
exposition au solvant, sachant que la pyridine pedé¢ntiellement participer a des liaisons
hydrogene. Les constantes de couplage, quantss Besont pas suffisamment élevées pour
étre indicatives d’'une préférence conformationndtieale. Mais de maniere générale,
I'ensemble du spectre présente une bonne dispersitammment dans les zonegHet GH.

Il est toutefois intéressant de constater, pous fea oligomeres, la présence de deux types

d’amide latéraux différents (Figure 91).
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Figure 91 — Zone des NH du dimére 70, du trimere 78t du tétramere 74 (500 MHz)
dans la pyridine-cs

Dans le cas du dimére, on trouve un premier blecptbtons comportant NH
(carbamate) et NH’ et un deuxieme bloc comportant plifamide) et NHs. On peut donc
dire que les environnements des protons Nt NH’s doivent étre différents. Ces deux
protons sont distants de 0,5 ppm, ce qui n'est ttutméme pas négligeable. En ce qui
concerne le trimere, le proton Nd£st distant de 0,5 ppm des deux autres protonsiadéam
latéraux, NHg et NH’A. Ainsi, dans les deux cas, le proton NH’ de I'értité C-terminale

semble avoir un environnement bien différent descdmitres protons NH'.

« Titration au DMSO sur le trimére 73

Nous avons, par ailleurs, étudié la présenceaiohs hydrogene éventuelles sur le
trimére 73 par titration au DMSO+ Les spectresH de plusieurs échantillons, de
concentrations difféerentes en DMSO, ont été enm&gisdans la pyridinesdLa Figure 92
présente la variation de déplacement chimique da®ms NH en fonction de la quantité de
DMSO-a.
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Figure 92 — Variation du déplacement chimique desrptons NH du trimere 73 dans la
pyridine-ds en fonction de la quantité de DMSO-gl

Globalement, I'ensemble des protons NH voient t&placement chimique diminuer.
Le fait intéressant réside dans I'amplitude deecgtriation. En effet, on constate que les
protons d’amide latéraux Ni’et NH’s sont ceux pour lesquels cette variation est I& plu
limitée (- 0,24 ppm entre 0 et 10% de DMSO), lesemuprotons subissent une diminution de
leur déplacement chimique plus importante (de @4856 ppm entre 0 et 10% de DMSO).
Ceci suggere donc que I'exposition au solvant detops NHx et NH’s est moindre, donc
gu'ils seraient susceptibles d’étre engagés damsialsons hydrogéne.

Cette expérience de titration permet de mettrévitience que tous les protons NH ne
sont pas exposes de la méme maniere au solvant.doatile déplacement chimique varie le
plus sont ceux qui sont les plus accessibles atalsplc’est-a-dire ceux qui ne sont pas
associés de facon intramoléculaire par liaisonsdgghe. Dans le cas de ces protons, le
DMSO introduit entre en compétition avec la pyraipour créer des liaisons hydrogéne
soluté-solvant. Dans le cas des NH d’amide assaatamoléculairement, la moindre
accessibilité de ces protons au solvant se tra@dmitine moins grande sensibilité a I'addition
de DMSO et, en fonction de I'amplitude de variatthndny, il est possible de distinguer les
protons en termes de force d’association.

Par ailleurs, dans notre cas, les spectres soagiistrés dans la pyriding;dce qui ne
nous permet pas d'effectuer le méme raisonnemeatdgns CDGl En effet, de fagon
générale, dans CDglles protons impliqués dans des liaisons hydrogénesouvent les plus
déblindés. Ce n’est manifestement pas notre aas priotons NH (NH et NH’g) les plus

blindés sont ceux qui semblent étre associésutltémir compte du fait que la pyridine est un
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solvant accepteur de protons, ce qui a tendancertanfent déblinder les protons non
impliqués dans des liaisons hydrogene de facoanmiléculaire. Il n’est donc pas évident de
se baser sur les valeurs de déplacements chimipres la pyridine- pour récolter des

informations en termes d’association par liaisoydréigene, comme on pourrait le faire dans

CDCl; par exemple.

ii- Etude des corrélations dipolaires (effets nOe)

Le spectre de NOESY du trimei8 a été enregistré avec plusieurs temps de
mélange : 300ms, 400ms et 1000ms. On peut obskxvenémes taches de corrélation quel
gue soit le temps de mélange. Il est donc certalgs corrélations observées ne sont pas
issues d’'un effet de diffusion de spin mais soenle reflet de nOe. La meilleure carte de

NOESY, obtenue avec un temps de mélange de 10@3tgprésentée sur la Figure 93.
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Figure 93 — Carte de NOESY (500 MHz) du trimere 73
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Comme précédemment, nous allons plus particuli@némous intéresser a trois
zones de corrélation dipolaire : celle des cori@tatNH-GH, celle des corrélations NHg8,

et enfin celle des & -CgH.

+ Zone des NH-¢H
La zone considérée est représentée sur la Fidgure 9
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Figure 94 — Zone des corrélations NH-¢H

Les corrélations dipolaires de type NHHCobservées sont essentiellement du type
NH;-C,Hi au sein d’'un méme résidu et correspondent auxesdchll. La nature de la
corrélation nOe représentée par la tatha'a pas pu étre définie : il peut s’agir d'un nGe d
type NH-C,H; (NHa < C,Ha) ou NH-C,Hi:; (NHa < C,Hg). La tachelV représente une
corrélation nOe impliquant soit le proton NHoit le proton NH.. Dans les deux cas, il peut
s’agir d'une interaction de type<» i-1 (NHc/NH' ¢ <> C,Hg) ou i < i-2 (NHc/NH' ¢ <
C.,Ha). On observe également deux tachést VI, de faible intensité, qui correspondent a un
nOe de type NHC,Hi+1 (NH'z < C,Hc) ou NH-C Hiso (NH A < C,Hc), impliquant les
protons NHx ou NH’s que nous n'avons pas réussi a différencier. LesegVIl et VIII
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correspondent a des nOe entre les protons d’amiéle|lx NH; et les protons acétyléniques

du motif propargylamide.

% Zone des NH-gH

La zone de correlation dipolaire NBgH; est représentée Figure 95.
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Figure 95 — Zone des corrélations NH-gH

Sur cette carte, on observe des corrélationspeXy{-CgH; intra-résidu, représentées
par les tachek Il etlll . On observe un nOe, représenté par la tA¢hegui peut étre de type
NH’;-CgHi2 (NH ¢ < CgHa) ou NH-CgHi.o (NHe <> CgHp). Cette corrélation dipolaire est
intéressante puisqu’elle met en évidence la pasgbbximité spatiale des résidus A et C,
accompagnant un possible début de repliement deh#ne peptidique. La tache de
corrélationVIl représente un nOe d'intensité moyenne intra-rédltic <> CgHc. Il est
impossible de déterminer avec certitude la natwaete des nOe représentés par les taches de
corrélationV etVI, du fait du recouvrement des signaux des deutopsd\NH)s et NH’s. La
seule information qu’'on puisse donner ici est qu'git d’effets issus d'une proximité
spatiale & courte ou moyenne distance. La tAtheprésente les deux corrélations NH’
CgHiv2 (NH’ A <> CgHc) ou NH’-CgHi+1 (NH'g <> CgHc) superposees.
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% Zone des ¢H -C;H
La zone de corrélation ,8-CgH n'est pas informative puisqu'on n’observe

uniguement des corrélations intra-résidu.

Conclusion de I'étude par NOESY

De nombreuses taches de corrélations ne peuvenatétibuées avec certitude du fait
des superpositions des signaux. Néanmoins, le reddicorrélations inter-résidus est assez
important, ce qui peut signifier I'existence d’upférence conformationnelle marquée pour
ce trimere. En particulier, des corrélations etgseunités A et C sont le signe d’'un probable
repliement de la chaine peptidique. Une sélectiercarrélations nOe, pouvant confirmer
cela, est représentée Figure 96. Les corrélatiangoitillés sont celles pour lesquelles un

doute subsiste, a savoir, d'une part, iQa nOe2, et d’autre part, nO& ou nOe’.

F HNE‘ H H
Mot CO.BU
0 Qj)

O NH O NH O NH( ...................

AN P

Figure 96 — Sélection de nOe pouvant indiquer un pliement du trimere 73 dans la
pyridine-ds

Conclusion générale

La corrélation des différentes informations cdkes lors de I'étude par RMN, a
savoir la titration au DMSOgdet I'étude des nOe, nous laisse penser que lereiiF3
présente un début de repliement assez signifid¢ffacon surprenante, ceci fait intervenir
les chaines latérales et non pas la chaine pepdigigncipale. La titration nous a permis de
montrer en effet que les protons d’amide latératk Net NH’g devaient certainement étre
impliqués dans des liaisons hydrogéne. De plustdleses de corrélations nOe montrent une
proximité spatiale des résidus A et C.

Ces observations devront étre complétées par tude @ar modélisation moléculaire
afin de déterminer avec le plus de certitude pésdétype de conformation adoptée par le
trimére73 et la nature d’'un éventuel pseudo-cycle.
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F- Résultats &

Discussion :
Projet GELS
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I- Introduction

1- Origine du projet

Durant nos travaux concernant la synthese desfptatesp-peptidiques, nous avons
observé que certains composés de la série « prdaanide » montraient une forte tendance a
former des gels dans certains solvants organigdescomportement a été a l'origine de
nombreux problémes, notamment en termes de puidficdes composés concernes.

Dés lors, il nous a semblé intéressant d’étudernthniere plus approfondie ces
propriétés de gélification afin d’en comprendre hedcanismes et tirer profit des difficultés

gue nous rencontrions.
2- Etude bibliographique

Le design de nouveaux biomatériaux capables didgieavec les tissus biologiques
selon des processus bien définis suscite un injéadidissant et fait appel a des compétences
issues de difféerents domaines : chimie organighénie des matériaux, biochimie... Les
biomatériaux sont communément définis comme desénmaak biocompatibles avec
I'organisme humain. lls trouvent notamment des iappbns médicales et para-médicales
(prothése, cartilage, tissu, implant) et peuvent ée natures tres différentes : polymeres,
céramiques, métaux...

Dans ce contexte, les gels représentent une @ssesl de biomatériaux les plus
importantes. Un gel est défini comme un matéridids@ I'aspect de gelée. C’est un systeme
dilué constitué d’'un réseau élastique qui ne ptéspas de flux liquide quand il se trouve
dans un état rigidifié™ Il existe deux types de gels : les organogelsesthydrogels. Un
organogel peut étre défini comme un matériau saiwte cristallin, thermoplastique composé
d'une phase liquide organique piégée dans un rés@dimensionnel enchevétré. Cette
définition s’applique également a un hydrogel aiféérence prés que, dans ce cas, la phase
liquide emprisonnée dans le réseau tridimensioestehon plus un solvant organique mais de
'eau. Les hydrogels présentent des espaces itimsspouvant contenir entre 90% et 99%
d’eau en massg’ Les gels peuvent notamment étre préparés par golsation chimique ou
par auto-assemblage physique mettant en jeu deadations non covalentes telles que les

liaisons hydrogene, les interactionst, les interactions électrostatiques et de Van Daal/
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Le processus d’auto-assemblage hiérarchique espo@sent dans les systémes biologiques.
On peut citer 'exemple bien connu du collagénes des protéines les plus abondantes chez
les mammiféres dans laquelle trois chaines polygignes qui se replient en une triple hélice
peuvent s’auto-assembler pour former les fibresallagéne.

A collagen molecule 300 nm long and 1,5 nm in diartes

==

" Collagena-chain e

;’.ﬂ, ot -y
ST .
L H
o
L ..-J‘D- '_#.._

ol

Assembly into

microfibrils

ETTUTTEOTY

Assembly into mature

collagen fibril

K —
ey Aggregation of collagen fibrils
= ¥ - = to form a collagen fibre

Figure 97 — Processus d’autoassemblage aboutissarit formation des fibres de
collagéné®

Le processus de formation d'un gel peut étre déblé de différentes fagons:
variation de la température, du pH, voie enzymatiqu

Le champ des molécules capables de s’auto-assestblie former des gels est tres
vaste. Depuis peu, les composés de bas poids nalécaont de plus en plus étudiés. La
découverte et le développement de ce type de canmsraient conduire a de applications
potentielles dans le domaine des matériaux poumée®- et les biotechnologies. Nous

restreindrons notre étude bibliographique aux caépale type peptidique puisque cela nous
concerne plus particuliéerement.

+ Organogels

Les organogels sont issus d’'une classe de mokcalgables de s’auto-assembler a
différents niveaux pour former des superstructaresnisée$'® Beaucoup de matériaux de

type gel sont constitués de fibres assemblées eas@au tridimensionnel immobilisant une
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grande quantité de solvaiif. De nombreuses études ont été menées sur des get@no
notamment sur l'influence de la nature du solvant & processus de gélification
macroscopique. Ainsi, Makareviet al**” et Hirst et al?*® ont montré qu'il existait une
corrélation entre la température de gélificatioraatonstante diélectrique des solvants.
Récemment, le groupe de Li a étudié la formatiam dbrganogel au départ d'un
dipeptide de type diphénylalanine totalement dég®taux extrémités- et N-terminales®
Les auteurs ont montré que la formation du gel aite¢h jeu des interactions de type-®

stacking » intermoléculaires.

f=sheet or f=turn

O n-n stacking B8 amangement
R,
2
e &
gel by entangling
@ = nanofibrils further
iy HaN
Q@

Figure 98 — Assemblage tridimensionnel de diphénylenine dans le chloroforme

La diphénylalanine est solubilisée dans une pagtittité de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol. L’addition de chloroforme sur cette sutdéclenche le processus de gélification.
Le caractere thermoréversible de I'organogel obte®te mis en évidence comme le montre
la Figure 99.

Figure 99 — Réversibilité du processus de gélifiaan

Les auteurs ont tenté avec succes d'incorporemereparticules d’or ainsi que des
Quantum Dots, cristaux semiconducteurs de dimessioanomeétriques présentant des
propriétés de fluorescence ajustables par le dentté leur diamétre. De tels organogels

peuvent trouver des applications dans le domaid@piiéque et de I'électronique.
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On peut également citer les travaux de TauberoBt qui ont montré qu’il était
possible de contrbler la réaction de minéralisatiten'argent dans une matrice de type
organogel au départ de deux oligovalines. Ceci rnigela synthése de nanoparticules

d’argent.
+ Hydrogels

L’étude des hydrogels au départ de molécules dgb@ms moléculaire prend tout son
sens si on considere le formidable potentiel qudprésentent en termes d’applications
notamment biologiques et médicales. lls peuvenefést étre utilisés pour la fabrication de
tissus cellulaires utilisés en médecine régéné&afivu comme vecteur pour la libération
ciblée de principes actifs dans I'organistie?®? Les hydrogels peuvent également étre
utilisés pour la capture et I'élimination de pots’?®

Dans le domaine des peptides, on peut citerdesatix d’Ulijn et coll. qui ont travaillé
sur des dipeptide€? Leurs travaux sur les hydrogels au départ de dihtanine ont
précédeé ceux de Li et coll. sur les organogels.sDarcas du groupe d’Ulijn, la structure du
dipeptide est Iégerement différente puisque I'erité N-terminale est protégée par un
groupement Fmoc. Le dipeptide est mis en solutiansdde l'eau et le processus de
gélification est ici déclenché par variation du gitimilieu.

Figure 100 — Hydrogels sur des dipeptides sous foerd’acide carboxylique
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L’'auto-assemblage des peptides met en jeu dewtigihydrogene intermoléculaires
et, dans le cas particulier des Fmoc-peptidesntesactionsit1t s’ajoutent, favorisant ainsi le
processus de gélification.

Selon la nature des groupements ® R, les auteurs ont observé la présence
ou I'absence de gélification. Certains de ces gafhles a pH physiologiques, ont été testés
pour des cultures cellulaires et les premiers taésubbtenus ont été trés encourageants.

On peut citer les travaux de Xu et coll. qui ontdé la formation d’hydrogels au
départ de dipeptides comportant un résfiaminoacid€?®> Parmi les quatre composés
synthétisés, deux d'entre eux, @+Ala et p>-HPhep*-HPhe couplés & un dérivé de
naphtaléne, forment des hydrogels.

Les mémes auteurs ont également étudié avec slecdesmation d’hydrogels par
déclenchement enzymatique au départ de peptidésnzont de$-aminoacides?®

3- Objectifs

L’étude bibliographique dont nous avons donné uef lapercu nous a permis de
constater que la grande majorité des études diicgtiin concernant des peptides portaient
sur desa-peptides. Il existe a notre connaissance tresdxemples dans la littérature de
gels, hydro- ou organogels, formés & partipgeptides>>22°

L'utilisation de peptidomimétiques tels que fepeptides élargit de fagon significative
le champ d'étude du fait de la possibilité de pnése des chaines latérales non
protéinogéniques. Dans notre cas, la mise a pdeficertaines structures glycoconjuguées
constitue une originalité. A notre connaissancexikte tres peu d’exemples de molécules
glycoconjuguées qui auraient été utilisées daneuetes de gélification.

Nous avons donc décidé d’étudier les propriétégétication des oligomeres les plus
courts de la série « propargylamide » puisque lmdtion de gel n'a été observée que dans
cette famille.

Ce projet fait I'objet d'une collaboration ave@duipe du Professeur Rein Ulijn
(Department of Pure & Applied Chemistry, UniversitfyStrathclyde, Royaume-Uni) et avec
I'équipe du Docteur Alison Edwards (Chemistry ancudp Delivery, Medway School of
Pharmacy, Royaume-Uni). Les composés synthétisésafd des gels ont été analysés d’un
point de vue structural par I'équipe du Profesddlijn (Microscopie, Diffraction, Infrarouge,

Fluorescence...).
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lI- Etudes des propriétés de gélification
1- Etude des composés non glycoconjugués

a- Organogel

Le comportement de gélification a été observéagert significative sur le diméid
de la série « propargylamide » protégé par le @dplgroupements protecteurs FmaBiO
La gélification se produisait lorsque le compos#ulsilisé dans du DMF, était mélangé a

d’autres solvants organiques.

H
FmocHNﬂ NrCoztBu
70
o O

NH™ O” "NH

RSN

Figure 101 — Dimere 70 formant un organogel

Nous avons donc entamé une étude plus approfafidiele déterminer les conditions
optimales de formation de ce gel. Il s’agissaitrdever le(s) solvant(s) adéquat(s) pour que
la gélification ait lieu dans une gamme de coneiuin correcte. En effet, le processus de
gélification doit étre mené dans un milieu suffisaemt dilué pour permettre le phénomene
d’auto-assemblage intermoléculaire. Dans le caga@o®, pour un milieu concentré en espéce
gélifiante, des phénomenes d’aggrégation peuvablger au processus d’auto-assemblage,
jusqu’a devenir prédominants. L'interprétation dbservations serait alors fausseée.

Nous avons donc testé différents solvants etréiffies conditions.

» Conditions expérimentales

Les expériences ont été menées dans des pildiéetscm de diametre puis dans des
tubes a hémolyse de 0,5 cm de diamétre (voir taldleaPartie expérimentale).

Le dipeptide70 (~ 5 mg) est solubilisé dans un minimum de DMF (A0 et un
volume mesuré de co-solvant (dichlorométhane, t@peyclohexane) est ajouté a la solution,
excepté pour I'essai 12 pour lequel le DMF a étutdj dans un deuxiéme temps (Partie
expérimentale).

On considere qu’'un gel est obtenu lorsqu’on olesenv changement de viscosité du

milieu aboutissant a un matériau d’aspect solide.tube doit pouvoir étre retourné a la
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verticale sans «flux gravitationnel », c’est-aediqu’aucune phase liquide ne doit

s'écoulerrt®??4

* Observations
Il est apparu nécessaire d’utiliser une quantit@male de DMF afin de solubiliser le
dimére70 avant d’ajouter le co-solvant déclencheur de l#igation. Li et coll. rapportaient
lors de I'étude de la diphénylalanine que les seolsants ayant déclenché la gélification
étaient le chloroforme et les solvants aromatidtiéBans notre cas, les meilleures conditions
sont remplies lorsqu’on utilise du toluéne. On eftiun organogel translucide tres stable

dans le temps : 30 jours apres, I'aspect du ggltétgours le méme.

Figure 102 — Organogel formé selon les conditions(Voir tableau récapitulatif Partie
expérimentale)

Dans notre cas, plusieurs causes peuvent étoeigite de la gélification. En effet, le
dipeptide70 présente un groupement Fmoc qui participe au psoised’auto-assemblage par
I'établissement d'interactions de typert, comme évoqué dans la littérature. De plus, l&efor
densité de groupes amides sur une molécule de ted@tée(chaines principales et latérales)
doit jouer un réle trés important dans le procesdiassemblage tridimensionnel par
I'établissement possible de multiples liaisons bgane. Il faut noter que le comportement de
gélification avait déja été observé sur le dimé@eprotégé sous forme de Boc et d'ester
méthylique. Ceci suggére clairement que la contiobudu groupement Fmoc ne fait que

s’ajouter a celle des liaisons hydrogene.

209



* Analyses structurales
Le gel obtenu a été étudié par deux méthodesrsgeopiques. L’équipe du Dr Ulijn
a tenté d’obtenir des clichés de microscopie disaitit la technique de 'AFM (Atomic Force
Microscopy), mais les images étaient de qualitéenag.

— Fluorescence et FT-IR

Les spectres de fluorescence et FT-IR du gel sgmésentés sur la Figure 103.
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Figure 103 — Spectres de a) fluorescence et b) FR-tle 'organogel de 70

On observe un pic d’émission de fluorescence maxinvers ~ 325 nm, ce qui
correspond aux espéces de type excimére issuegrogses fluorényle. Un excimeére (de
I'anglais excimer pour excited dimen est une ensemble constitué de deux monomeéres,
identiques ou non, qui ne peut exister qu'a I'&atité. Le retour a I'état fondamental
provogue la dissociation de I'excimére. Cette bad@enission caractéristique montre bien
I'établissement d’interactions entre les groupemriényles, a l'origine de la formation de
I'organogel.

Sur le spectre IR, la zone des carbonyles (1580 tm?) est plus particuliérement
étudiée. Le profil du spectre dans cette zone émeEs de deux bandes entre 1600 et 1650 cm
') permet de mettre en évidence I'établissementaiohs hydrogéne. Ainsi, ces interactions
viennent s’ajouter aux interactions de typ& précédemment mises en évidence. L'allure du
spectre FT-IR suggere, ici, un arrangement de tgpi#let B antiparallele (Figure 104). En
effet, la présence d'une bande de faible intensités 1610 — 1640 cfhet d'une bande

moyenne aux alentours de 1680 — 1695 @st caractéristique de ce type d’arrangement.
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Figure 104 — Schématisation de I'assemblage tridimsionnel du dimére 70
b- Hydrogel
i- Deéclenchement par variation du pH

Le dimére70 ayant montré une tendance a former un gel dansaesnts organiques,
il nous a semblé intéressant d’examiner le procedsugélification dans un milieu agueux.
C’est pourquoi nous avons étudié le dim&i2 déprotégé au niveau de l'extrémi

terminale.

H
FmocHNI\H/ NI\COZH
O 72

O~ NH O” 'NH

RN

Figure 105 — Dimére 72 testé pour I'obtention d’hycbgel

Nous avons appliqgué une méthodologie décrite darligtérature consistant en un

déclenchement de la gélification par variation &L/

» Conditions expérimentales
Un volume mesuré d’eau ultra-pure est ajouté aquamtité connue d’acidé2 pour
obtenir une suspension qui est soumise aux ultsapendant 30-60 secondes. Le pH de la
solution est alors augmenté jusqu’a une valeur reeyr@ a 8 par ajout d’'une solution de
soude 0,5M goutte a goutte (50uL par 50uL). Oneoibtiine solution limpide apres agitation
au vortex. La solution est ensuite lentement aéeipar ajout d’acide chlorhydrique 0,1M
goutte a goutte (25uL par 25uL) suivi d’'une agitatau vortex. Le pH du milieu est estimé
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par dép6t d’'une imine quantité de milieu sur du papier pH universes mémes critéres q

pour les organogels sont appliqués ici pour I'otiend’un gel.

* Observations
Dans notre cas, dés I'ajout de soude, un débuélifecgtion a été observé. L’hydrog
obtenu estrés stable dans le temps. L'aspect visuel estimgiemméme z-dela de 6 mois.

Figure 106 —Hydrogel obtenu selon les conditions 6 (voir tablearécapitulatif — Partie
Expérimentale)

* Analyses structurales

— Microscopie
Le gela été observé par Microscopie Electronique a Trasssom (MET)

Figure 107- Cliché de MET de I'hydrogel du dimére 7:
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L’'observation met clairement en évidence la présate fibres enchevétrées formant
un réseau tridimensionnel. Le diamétre moyen desdj évalué sur ce cliché, est de 10 nm,

ce qui est relativement petit si on compare avewédeurs de la littératufé>

— Fluorescence et FT-IR

Les spectres de fluorescence et FT-IR du gel sgmésentés sur la Figure 108.
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Figure 108 — Spectres de a) fluorescence et b) FR-te I'hydrogel de 72

Comme précédemment, on observe un pic d’émisgdtudrescence maximum a 335
nm, ce qui correspond aux espéeces de type excismres des groupes fluorényle. En outre,
on observe également un pic d’émission relativermepbrtant a 452 nm correspondant a une
forte J-agrégation des cycles fluorényles. Le groupemeanbd- participe donc bien au
processus d’auto-assemblage tridimensionnel.

Le profil du spectre dans la zone des carbonylggére comme précédemment un

arrangement de type feuillptantiparalléle.

ii- Déclenchement enzymatique

Le dimere70 totalement protégé a également pu étre étudié bamsadre de la
formation d’hydrogel. Le but est d’utiliser un enzg, de type esterase, afin de former 'acide
carboxyliquein situ au départ de I'ester correspondant par hydrolyssyreatique. Peu de
groupes de chercheurs ont d’ores et déja travstltécette thématique. Le groupe d’Ulijn en
fait partie’?’ Les auteurs ont étudié I'hydrolyse enzymatiquendtertain nombre de

dipeptides en présence @btilisineet ont pu, dans certains cas, observer la formatio
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d’hydrogels. Le déclenchement du processus deiggidn par voie enzymatique présente
certains avantages par rapport a un déclencheraemntigation du pH ou de la température.
L’équipe du Professeur Ulijn s’est chargée deecétude. Le dimer@0 a donc été
traité par une protéase, Subtilisine & pH physiologiqué?’ Malheureusement, la formation
d’'un hydrogel n’a pas été observée. Le fait quoihisi en présence d’un estirt-butylique
encombré en est peut-étre la cause Suatilisineest connue pour pouvoir hydrolyser des
esters d’alcools primaires tels que les esters yhéties. Nous avons donc synthétisé

I'analogue du dimer209en remplacant I'ester tert-butylique par un estéthylique.

1- TEA/CH,CI, 2:1
2- EDCi, DMAP, MeOH,
CH2CI2/DMF FmocH

N N
o (6]

NH O~ 'NH
\\\ \%

209

H
FmOCHNI\W NI\002tBu
o P NH

NH™ O

\%\\\
70

92% (2 étapes)

Schéma 85 — Acces au dimere 209

Le dimere209 a donc été traité a pH physiologique par dé&idtilisine Mais ici
aussi, aucun hydrogel n’a pu étre obtenu. Il sé¢ gea la présence d’'un groupe méthylene
supplémentaire, di au fait que nous sommes ennmuesBun résidu de typgaminoacide,
soit a I'origine de cet échec.

Le dimere209 a été étudié également pour la formation d’orgahddais, les essais
réalisés se sont soldés par des échecs : quekesoipnt les conditions testées, nous n’avons
pas observé la formation de gel dans les solvagenaues. Le changement de groupements
protecteurs semble avoir eu ici un effet significatr les propriétés d’auto-assemblage du
composeé. La littérature rapporte en effet que tesgements protecteurs jouent un réle dans
la formation d’organogel&®

2- Etude des composés glycoconjugués

L'équipe du Dr Alison Edwards ayant observé larfation de gel au départ d’amino-
glycosides, il nous a semblé intéressant d’étudeipropriétés de gélification des structures
glycoconjuguées dérivées de la famille « propargide » que nous avions synthétisées. Les
objectifs que nous visons sont a terme de gredfeisticres sur le gel pré-formé. Ceci devrait
nous permettre d'étudier d’'un point du vue fondataleles modifications post-gélification
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causées par l'introduction des sucres. De plug, €krgit de facon significative le champ
d’applications des gels ainsi obtenus contenantsdeses. Cette approche prend tout son
intérét dans le cas des hydrogels. Le groupe diesdeur Ulijn a, par exemple, réussi a
greffer des unités galactose sur une surface aehtygrogel et il a été montré que cela rendait
favorable I'attachement de cellules de foie (hépgts). Une telle matrice pourrait donc étre
utilisée comme milieu de culture cellulaire. Latawd de cellules de foie présente un grand
intérét notamment pour I'étude de toxines. Pareail, le groupe du Professeur Grant
(Université de Strathclyde, Royaume-Uni) s’intéeeada culture de cellules de foie a des fins
thérapeutiques (reconstruction de tissus, tesisdiagjiques). Les cellules de foie requierent
des conditions de culture et de prolifération asdeastiques. Les enjeux sont donc
relativement intéressants.

Par ailleurs, il existe peu d’exemples de gelsissde composés présentant des
ligations de type 1,2,3-triazole issues de « Clitlemistry »**°?3°#3Comme précédemment,

nous avons envisagé deux approches : organoggdieidel.

a- Organogel

i- Etude du dimére 142

Dans un premier temps, nous avons étudié le digigomconjuguél4?2 Il s’est avéré
gu’il formait un gel par déclenchement thermiqua.drésence de deux unités saccharidiques,
apportant pourtant un encombrement supplémentagresemble pas poser de probleme au

cours du processus d'assemblage tridimensionnehdéscules.

« Conditions expérimentales et observations
5,4 mg de dimérd42 ont été solubilisés dans 0,5 mL de toluéne. Laiifage du
milieu provoque une solubilisation totale du congpdsn refroidissement lent a température

ambiante et un passage aux ultrasons pendant &ntraine la gélification du milieu.
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Figure 109 — Organogel formé au départ du dimére gtoconjugué 142

* Analyses structurales

— Fluorescence et FT-IR

Les spectres de fluorescence et FT-IR du gel sgmésentés sur la Figure 110.
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Figure 110 — Spectres de a) fluorescence et b) FR-tle I'hydrogel de 142

On observe un pic d’émission de fluorescence maxinvers ~ 335 nm, ce qui
correspond aux especes de type excimere issuegrdapes fluorényle, préecédemment
évoqués, ce qui suggere bien leur implication dassphénomeénes d’arrangement inter-
moléculaire aboutissant a la formation de I'orgasog

Le profil de la zone des carbonyles (1500-1750 cpermet la mise en évidence d'un
arrangement de type feuillet paralléle, accompaghée population d’arrangements
aléatoires (random coil).
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ii- Etude du monomere 141

Par la suite, nous avons décidé d’étudier le mamenglycosylé correspondabdl

Nous souhaitions étudier I'influence de la longuadursquelette peptidique sur les propriétés

FmocHN
CO,tB

O~ 'NH

OAc
= -0
Sucre AcO
N, OAc
| °N

. 0
N 141 ~

de gélification.

Sucre

Figure 111 — Etude du monomeére glycoconjugué 141

Le composé étant, des le départ, totalement solldms le toluéne, nous n'avons pas
réussi a former de gel dans ces conditions. Il $emaib donc qu’il y ait une densité minimale
en liaisons amide nécessaire pour la formation diambre suffisant de liaisons hydrogéne
intermoléculaires. Dans notre cas, la présence’utetd saccharidigue n’'a pas permis

d’équilibrer la balance entre la formation de lais hydrogéne et les interactiamst
b- Hydrogel
i- Etudes du dimére 210

Suite a I'obtention de I'organogel au départ duétie glycoconjugué&42, nous avons
décidé d’étendre I'étude a la formation d’hydrogaldépart de la forme acide. Le composé
210 est obtenu par déprotection quantitative de lace&h présence de TFA dans le
dichlorométhane.

¥ TFA/CH,Cl, 3,5:1

H
FmocHN
CO,tBU FmocHN N COH
(0] s (0]
O~ 'NH 07 'NH quantitatif 07 >NH~ 07 °NH
N, N, N N
| N N | N LN
N

N HN N
Sucre Sucre Sucre Sucre
OACOAc
= -0
142 Sucre ACO 210
OAc
(O f

Schéma 86 — Accés au dimeére acide 210
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Nous avons ensuite tenté de former un hydrogelpgtiquant la méme méthodologie
que pour le dimérg2 a savoir par déclenchement par variation du pHisMdans ces
conditions, nous n'avons jamais observeé la foromati’hydrogel.

Il avait été envisagé d’étudier le méme dimeretaus les sucres auraient été au
préalable désacétylés. Mais comme on l'a vu, lasgirée du groupement Fmoc pose
probléme lors de la désacétylation dans les camditde Zemplén (MeONa, MeOH). Le

composé n'a donc pas pu étre obtenu.
ii- Etude du monomere 148

Bien que le monomeére glycoconjugliél n'ait pas formé d’organogel, nous avons
voulu tester ses propriétés pour la formation drbgel. La forme acide du composé a été

obtenue précédemment par traitement du monotErpar du TFA dans CiTl,.

FmocHN I\ COH
0”7 “NH PAonc
Sucre = -0,
N AcO
K[ N OAc

N O\;

‘

Sucre

148

Schéma 87 — Monomeére glycoconjugué 148

L’application des conditions de gélification parctenchement par variation du pH ne

nous a pas permis de former I’hydrogel.

Conclusion

Nous avons obtenu des résultats tres encourageamtda formation d’organogel et
d’hydrogel au départ dg-dipeptides, glycosylé ou non ; c’est pourquoi éagles vont étre
poursuivies. Nous envisageons notamment d’étudier rhodifications structurales post-
gélification, engendrées par le greffage de moexidur un gel pré-formé. Ceci devrait
permettre d’évaluer dans quelle mesure il est ptessle conserver la structure du gel en
fonction de la nature des molécules greffées adimdintenir la balance entre hydrophilie et

lipophilie, équilibre indispensable au processugéldication.
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Un des objectifs de ce travail de these portait@wynthese d’édifice-peptidiques
glycoconjugués devant servir de structure de bame fa synthese de composés plus
complexes destinés a étre utilisés en immunothérapiticancéreuse. Les épitopes Tn
devaient pouvoir étre greffés sur des plateformessgntatricesp-peptidiques par des
méthodes de ligation chimique. Pour ce faire, ndegions obtenir ces plateformes de la
maniere la plus convergente possible.

Nous avons donc synthétisé trois types d’oligomérerrectement fonctionnalisés,
destinés a deux types de ligation chimique.

Le premier type de ligation envisagé était de ty@&3-triazole obtenu par réaction de
Cycloaddition catalysée au cuivre entre un alcyngneazoture (CUAAC). Nous avons donc
réussi a synthétiser deux familles completes, dmamere a 'hexamére. Ces deux seéries
d’oligomeres different par la nature de la chaetérhle, fonctionnalisée soit sous forme de
propargylamide, soit sous forme d'azoture. Les eemehts atteints pour 'ensemble de ces
deux séries sont trés satisfaisants. La série papgglamide » a demandé un travail de
méthodologie plus prononcé, du fait de problemesaoetrés avec certains groupements
protecteurs et de problemes d'insolubilité récugenprésence damides latéraux

supplémentaires, caractére intrinsequepdesptides).

=0,1,2,35 n=0123

- N ¥ n=01235 y
moc CO,tBu BocHN N
O Boc N oo \(\COZMe
NH~ 07 “NH 2 o)
f\ Q Q
\\ \\ NHAlloc  NHAlloc

série "propargylamide” série "azoture" série "oxime"

Le second type de ligation que nous avions engigdgit une ligation de type oxime.
Dans ce cas, nous avions choisi de fonctionnaligeplateforme p-peptidique par des
groupements aminooxy. L'obtention des oligomérescelte série nous a posé un certain
nombre de problémes, notamment au niveau de I'tbterdes précurseurs acides et au
niveau des étapes de couplage qui ont demandéauailtd’optimisation des conditions
réactionnelles. Nous avons tout de méme réussindhétyser les oligomeres jusqu’au
tétramere, avec des rendements acceptables. Raesil, cette voie de synthese fera I'objet
d’'un approfondissement afin d’obtenir les oligonseagec des conditions optimisées.

Parallelement a ces travaux, nous avons synth&séepitopes Tnll6 et 117,

correctement fonctionnalisés pour étre greffédesmiplateformes
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Ayant en notre possession les plateformes et l@gésusaccharidiques adaptées, nous
avons réussi a obtenir les composés glycoconjugués de trés bons voire d’excellents
rendements. Nous avons inclus dans nos travaupldeformes de typp-peptoide, dont la
synthese a été mise au point dans I'équipe.

Pour le volet « Immunothérapie antitumorale », itgpe Tn a été greffé sur des
oligomeéres trimériques. Différentes structures aimsi été obtenues par couplage de ces
composés glycoconjugués avec de la biotine, paetinédiaire d’'un bras espaceur.

H H H
s N N N
H/W\[f ﬁ \(\W \CC%R n=1,Su(OH) = Man(OH): R=Me 185
Hob—(H o) o) o R=H 186
HN. _NH N} N} N7 n =2, Su(OH) = GalNAC(OH): R = Me 187
b N N ) NS ) R=H 188
d N ) LN BTN Y
o. o. o.
SU(OH) ~“Su(OH ~“Su(OH)
o SU(OH) -Su(OH) ,_Su(OH)
NH N N Su (OH)=Man(OH): R=Bu 197
\ ,\N | ,\N l ,\N _ R-= H_ 198
N N N SU(OH) = GalNAG(OH): R = tBu 199
0 R=H 200
S N/\/\/\"/N\/\H/N\/\H/N\/\CO R
Hio—(H H ’
s o o) o)
HNWNH
o)

La famille « propargylamide » a posé quelques @mlels et n’a pas pu étre incluse
dans la série de tests de reconnaissance antigénerps. L'évaluation de I'antigénicité de
ces structures issues des familles « azoture » pEptoide » a montré une tres bonne
reconnaissance par deux anticorps monoclonauxl epieemité C-terminale soit sous forme
d’ester ou d'acide. Les résultats, tout a fait comfes a ce que I'on peut observer dans la
littérature, étaient le point de départ incontobiagour la suite du projet. A plus ou moins
long terme, les composés glycoconjugués synthépisésont étre intégrés dans des édifices
plus complexes, greffés a 'immunoadjuvant R&ys-OH ou encore a un épitope spécifique
des cellules T. Ces structures pourront alors @ggeesn vitro puis a termen vivo afin
d’évaluer leur potentiel a induire une réponse imitaire efficace et durable.

La seconde partie de mes travaux de thése podail’&ude des propriétés de
structuration deg-peptides obtenus. Nous avons effectué une anatysermationnelle sur
les oligomeres des séries « azoture » et « projaanige ». Dans le premier cas, les résultats
obtenus par RMN, IR et dichroisme circulaire, taidedémontrer que I’hexamé®d adopte

une préférence conformationnelle marquée en solutie profil des courbes de dichroisme
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semble étre caractéristigue d’une structuration hétice H-14, mais des expériences
complémentaires laissent penser qu'elle ne seeatgpabilisée par des liaisons hydrogene
intramoléculaire. La solubilité limitée de ce commponous a poussés a synthétiser son

analogue déprotégé au niveau de I'extrémNitérminale9b.

T T CT Oy Uy (oo o rooc
0 95 R=H(TFA

Nous avons réecemment obtenu I'hnexam@fe A la date de rédaction du présent
manuscrit, I'étude de ce composé est en cours, omageut d’'ores et déja apercevoir, sur la
base du spectre RMMH, des signes potentiels de structuration. Suivrattrellement des
études plus poussées par RMN et par dichroismalaire, accompagnées de modélisation
moléculaire afin de déterminer la nature de cetitecturation secondaire. Dans la série
« propargylamide », les problémes de solubilitérestreint I'étude au dimere et au trimere.
L’étude de ce dernier par RMN, et notamment par B®Et par titration au DMSOgda
permis de mettre en évidence un possible débueplement de la molécule. Dans ce cas
particulier, afin de pouvoir poursuivre l'analysenformationnelle de ces oligomeres
originaux de part la présence des chaines latépabgsmrgylamide, il conviendrait par la suite
d’introduire des groupements aidant a la solubilité

A co6té des objectifs qui m’étaient fixés, certaimdigoméres de la série
« propargylamide » ont été étudiés pour leur teoel@arprenante a former des gels. A I'issue
de ces études, nous avons réussi a former un aelnau départ du dimere
« propargylamide 0. La forme acid&’2 de ce dimére a montré une tendance a former un
hydrogel particulierement stable dans le temps.sNaxons €galement étudié le potentiel de
gélification de structures glycoconjuguées et remmmes parvenus a former un organogel au
départ du dimére glycosylBl2 La suite a donner au projet consistera notammenEtude
de modifications post-gélification. Il s'agira dagser les conséquences générées par le
greffage de molécules ou de sucres sur des gelopnés. Les travaux a ce sujet ont déja
débuté avec la synthése d’'un fluorochrome devamgitre de localiser les zones de fixation

sur le gel.
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I- Généralités

1- Solvants, réactifs et chromatographies

Les solvants et réactifsanhydres sont obtenus par distillation sous argon comme
suit :
— CHsCN, CHCl,, MeOH, EtN, 2,4,6-collidine : distillés sur Cahet stockés sur tamis
moléculaire 4A,
— THF : distillé sur potassium avec de la benzophérairstocké sur tamis moléculaire 4A,
— Toluéne : séché sur fils de sodium,

- DMF : qualité « peptide synthesis » et stocké amig moléculaire 4A.

Leschromatographies sur couche mince (CCMpnt été réalisées sur des plaques de
silice KIESELGEL 60 k4 (MERCK) en aluminium ou en verre. L’éluant utilieét précisé
dans chaque cas. La révélation des plaques ess, uilanpremier temps, effectuée par
fluorescence UV a 254 nm, puis complétée par iaailon de révélateurs chimiques :

— ninhydrine, vanilline, KMnQ pour les aminoacides et les peptides

— acide sulfurique 30%/MeOH et vanilline pour lesrssc

Les purifications par chromatographie sur gel de silicesont effectuées avec de la
silice flash (40-63 um MERCK) et des faibles pressid’air. L'éluant utilisé est précisé dans
chaque cas.

Les spectres HPLC analytiqueont été réalisés sur un appareil DIONEX (TCC-100,
25°C ; pompes P580), couplé a un détecteur UVD34@d.séparations ont été réalisées en
phase inverse avec une colonne ACCLAIM 120 (C1§,n% 120 A, 4,6 x 250 mm). Les
purifications parHPLC préparative ont été effectuées sur un appareil VARIAN (pompe
Prestar 218), couplé a un détecteur a barrettediattes VARIAN ProStar 355RI. Les
séparations HPLC analytiques sont réalisées erepghasrse (C18, 8 um, 250 x 4,6 mm) et
les séparations HPLC préparatives sont réaliségshase inverse (C18, 8 um, 250 x 41,4

mm). Le facteur de scale up utilisé est de 81.
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2- Analyses

Lespoints de fusion (PF)ont été déterminés sur un microscope a plaqueffeme

REICHERT et ne sont pas corrigés.

Les pouvoirs rotatoires [a']TD ont été mesurés sur un polarimetre JASCO DIP-370, a

une longueur d’'onde de 589 nm (raie D du sodium)sdune cuve de 10 cm, a une

température mesurde(°C), en utilisant des concentrationy €n g/100mL.

Lesspectres infrarouges (IR)ont été réalisés sur un appareil PERKIN-ELMER 881
(échantillons utilisés purs entre deux fenétreNd€l, pour les liquides, ou sous forme de
pastille de KBr, pour les solides) ou sur un app&EIMADZU FTIR-8400S équipé d'un
module ATR (échantillons utilisés purs). Les échiamis sont déposés purs sur un cristal de
germanium. Les nombres d’onde) (sont exprimés en ch Dans le cadre de I'analyse
conformationnelle en solution, les spectres onteérégistrés avec 64 scans, avec utilisation
d’'une cellule en NaCl de chemin optique 1 mm. Lesmgosés étudiés sont solubilisés dans
du chloroforme de qualité spectroscopique (ACROSGABRICS 99+%, stabilisé sur
amylene). Le spectre de chaque composé (C) eshwlgar traitement informatique par
soustraction du spectre du solvant pur (S) au spédetl’échantillon (C+S).

Pour l'analyse des gels, les spectres ont étégistm&s sur un spectrophotometre
Perkin-Elmer 2000 FT-IR, avec 32 scans, entre 480800 crit, avec une résolution de 4
cm® et un intervalle de 1 cf Les gels & une concentration donnée sont platés éeux

plaques de cristal de ZnSe.

Les spectres de massesont réalisés en mode électrospray posHESI{) sur un
spectrométre Qtof-micro WATERS (3000V) en utilisane calibration interne @R05"). Les
spectres de masse haute résolutlB8I{HR-MS) sont réalisés avec une calibration externe
(leucine encéphaline m/z = 556,2771) pour les édlmrs de bas poids moléculaire et avec
d’autres composés polychargés pour les échantitbiensaut poids moléculaire. Dans le cas
de spectres de masse couplés a une chromatogtapige (C-MS),les séparations HPLC
sont réalisées en phase inverse sur un systemeACE WATERS (colonne C18, 5 um,
100 mm x 2,1 mm) couplé a un détecteur a barreligediodes, avec un gradient d’élution
eau/acétonitrile (95:5 (t=0minp 5:95 (t=15min)— 5:95 (t=20min)— 95:5 (t=35min)) et
un débit de 0,2 mL.
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Les spectres de Résonnance Magnétiqgue Nucléai(BMN) ont été enregistrés sur
un spectrométre BRUKER AVANCE 400H : 400 MHz,**C : 100 MHz) ou BRUKER
AVANCE 500 (pour les expériences de NOESY). Lescsps™*C sont en général réalisés
avec une sequence Jmod. Les déplacements chinfiusmnt exprimés en partie par million
(ppm), en prenant pour référence le signal résiduedolvant deutéré utilisé, qui est précise
dans chaque cas. Les constantes de couplager(t exprimées en hertz (Hz).

Les abréviations employées pour décrire la miditgl des signaux sont les suivantes :

s : singulet t: triplet

se : singulet élargi td : triplet dédoublé
d : doublet g : quadruplet

dd : doublet de doublet gu : quintuplet

ddd : doublet de doublet de doublet m : multipletnassif

L'attribution des spectres 1H et 13C a été efideta partir d’expériences a deux
dimensions (COSY, HSQC...). Dans le cas des oligosnha&tes expériences de TOCSY ont
éte realisées pour identifier les protons appantera chaque unitéet dHMBC afin de
déterminer la séquence. Les spectres de NOESY emnip de confirmer certaines
attributions et sont utilisés pour I'analyse confationnelle.

Nb: dans CROD et DO, les protons d’amide, échangeables, ne sontipides.

Les spectres de dichroisme circulairesont enregistrés sur un spectropolarimétre
JASCO J-715, adapté avec un porte-échantillon thetate a 20°C. Les échantillons sont
introduits dans une cellule de mesure cylindriquUPBASIL en quartz, de chemin optique
1,0 cm. Les solvants utilisés sont le 2,2,2-trifhgthanol et le méthanol (ROMIL, qualité
supérieure). Les échantillons sont préparés aaeseatrations appropriées afin d’éviter tout
phénomeéne de saturation du détecteur ou d’agrégat@spectre de référence pour la ligne
de base est enregistré avec le solvant pur dam&tae cellule et sera soustrait au spectre de
I'échantillon. Le spectre obtenu est normalisé papport au chemin optique et a la
concentration pour donner I'ellipticité molairé],[ exprimée en deg.cidmol*. Pour I'étude
des oligomeres, les valeurs d’ellipticité molairg 6té normalisées par rapport au nombre de
résidus pour donner la MRE (Mean Residue Ellipt)ciexprimée en deg.cndmor™.

Les spectres d’émission de fluorescenceles gels ont été enregistrés sur un

spectrofluorometre JASCO FP-6500 avec une lumiérsunée orthogonalement a la lumiére
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excitatrice, avec une vitesse de scan de 100 nii,raivec une excitation & 280 nm et une
gamme d’émission entre 300 nm et 500 nm. Une répomsyenne est mesurée avec une
largeur de bande de 10 nm et un pas d’acquisi&oh im.

Etude pamMicroscopie Elctronique a Transmissiondes gels. Des grilles de cuivre
(No. 400), recouvertes de carbone sont soumiseseatraitement de « glow discharge »
pendant 5 secondes et placées, face luisantealivigrs le bas sur la surface d’une goutte de
10 pL d’échantillon contenant 5 mmol/L de gel pardaoins de 5 secondes. Les grilles ainsi
chargées sont immédiatement placées sur une gittdlO de 10 puL pendant 60 secondes
et séchées. Les grilles lavées sont alors placdesire goutte de 10 pL d'une solution
fraichement préparée et filtrée d’acétate d'urari@bé w/v) pendant 60 secondes avant d’étre
séchées de facon continue contre un papier filthatvidian 50. Les données sont enregistrées

a 120 kV sur un microscope électronique a transamszeiss LEO 912 a 30 eV.

Lestests de reconnaissance antigéne-anticormmt été réalisés sur des plaques de
microtitration 96 puits (Nunc, roskilde, Danemack)i ont été au préalable recouvertes avec
0,1 ng de streptavidine par puits d’antigene daressolution tampon carbonate a 50 mM (pH
9,6) et incubés pendant la nuit a 4°C. Apres lawge du PBS contenant 0,1% de tween 20,
les composés biotinylés a 10 pg/mL dans une soludmpon (PBS + 0,1% de tween 20 +
1% BSA) sont ajoutés aux puits pour 2h a 37°C. a@éavages, plusieurs dilutions de mAb
sont ajoutées pendant 1h. Ensuite, apres lavaggepults sont traités pendant 1h a 37°C avec
des IgG ou IgM de type chévre anti-souris conjugées de la peroxydase (Sigma, St Louis,
Mo) puis un mélange O-phenylénediamingdriest ajouté comme substrat. Les plaques sont
ensuite lues par photométrie a une densité optigué92 nm sur un lecteur automatique de

plagues ELISA. (Dynatech, Marnes la Coquette, Feanc

3- Procédures générales

1. Déprotection d’amine protégée sous forme Boc

L’amine protégée (1,0 mmol) est traitée par 3 miindmélange TFA/CKCI, (1:1), a
0°C pendant 1h30. Le milieu est concentré sous. idkexcés de TFA est éliminé par
solubilisation du résidu dans 30 mL de £ puis évaporation sous vide. L'opération est
répétée plusieurs fois. L'amine obtenue sous fodwetrifluoroacétate d’ammonium est
utilisée sans purification.
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2. Déprotection d’amine protégée sous forme de Fmoc

Procédure 1
L’amine protégée (1,0 mmol) est traitée par 7 mindnélange CECN/ELNH (2:1) a
0°C pendant 30 min puis a température ambiantegmer8) min. Les solvants sont évaporés
sous vide. L'exces de ftH est éliminé par solubilisation du résidu dans0de CHCI,
puis évaporation sous vide. L'opération est répdiimsieurs fois. L'amine obtenue est

purifiée par chromatographie sur gel de silice.

Procédure 2
L’amine protégée (1,0 mmol) est traitée par 22,4 dhun mélange DMF/Pipéridine
(8:2) a température ambiante pendant 1h30. Lesastdwsont évaporés sous vide. L’amine

obtenue est purifiée par chromatographie sur gsilide.

3. Saponification d’ester méthyligue COQMe

Une solution dester (1,0 mmol — 1,0 éq.) dans82%L d'un mélange
THF/H,O/MeOH (3:1:1) est traitée a température ambiaateOpl25 mg de LIOH.$O (3,0
mmol — 3,0 ég.). Le milieu est maintenu sous agitgbendant 2h. Les solvants sont évaporés
sous vide et le résidu, solubilisé dans 30 mL,@Hest lavé par 15 mL d’AcOEt. La phase
aqueuse est acidifiée par HCI 1N jusqu’a pH = Zmxtraite par AcCOEt (3x100 mL). Les
phases organiques réunies sont lavées par unésahafueuse saturée en NaCl, séchées sur
MgSQO, et concentrées sous vide.

4. Déprotection d’acide carboxyligue protégé sous form d’ester de tert-butyl

(COtBu)
L'ester (1,0 mmol) est traité par 23 mL d'un m&anTFA/CHCI, (6:4) a 0°C

pendant 2h. Les solvants sont évaporés sous vitkxcds de TFA est éliminé par
solubilisation du résidu dans 30 mL de £l puis par évaporation, I'opération étant répétée

plusieurs fois. L’acide obtenu est utilisé sansfipation.
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5. Procédure générale de couplage peptidigue utilisaiEDCi/HOBt

Procédure 1
Une solution de trifluoroacétate d’ammonium (1,0 eiyndans 12 mL de C¥l; (qsp
0,08 mol/L) est traitée sous atmosphere inerteddda@7 mL de triethylamine (1,2 mmol — 1,2
€g.) a 0°C pendant 10 min. L’acide carboxyliqu® (hmol — 1,0 ég.) est ajouté au milieu, a
0°C, suivi de 0,162 mg d’'HOBtd® (1,2 mmol — 1,2 éq.) et 0,232 mg d’EDCi.HCI (1,2
mmol — 1,2 éq). Le milieu est maintenu sous agitati température ambiante pendant 8h.

Les traitements aprées réaction sont décrits daaguehcas.

Procédure 2
L’amine libre (1,0 mmol) et 0,189 g d’HOBtB (1,2 mmol — 1,2 éq.) sont ajoutés a
0°C, sous atmosphére inerte a une solution d’azadieoxylique (1,0 mmol — 1,0 éq.) dans 5
mL de CHCIl,. Le milieu est maintenu sous agitation a 0°C pehd® min et 0,286 g
d’EDCi.HCI (1,2 mmol — 1,2 éq.) est ajouté. L'agitm est maintenue pendant 8h a

température ambiante. Les traitements apres réasiot décrits dans chaque cas.

6. Procédure générale de couplage peptidique utilisatdATU/2,4,6-collidine

Une solution d’amine libre (1,0 mmol) et d’acidartwoxylique (1,0 mmol — 1,0 éq.)
dans 200 mL d’'un mélange GEl,/DMF est traitée a température ambiante, sous ginéos
inerte, par 0,157 mL de 2,4,6-collidine (1,25 mmdl,25 éq.) puis par 0,372 g d’HATU (1,0
mmol — 1,0 ég.). L'agitation est maintenue pendEft et les solvants sont évaporés sous

vide. Le produit brut est purifié par chromatogriggtash sur gel de silice.

7. Procédure générale de cycloaddition 1,3-dipolairduAAC)

A une solution d’alcyne (1,0 mol) et d’azotureO(Inol — 1,0 ég.) dans 6,2 mL de
DMF sont successivement ajoutés 1,6 mL d’'une smiuiqueuse de Cug0,1M (0,160 mol
— 0,16 éq.) et 4,8 mL d’'une solution aqueuse daaiscorbique 0,1M (0,479 mol — 0,48 éq.),
a température ambiante, sous atmosphére inerteésAfsparition des réactifs (suivi CCM),
le DMF est évaporé sous vide. Le résidu est satdgbdans ChCl, puis lavé par kD (3x)
puis par une solution aqueuse saturée en NaClhaseporganique est séchée sur Mgpds

concentrée sous vide. Le produit brut est puriiéghromatographie flash sur gel de silice.

232



5-((R)-((S)-2,2-diméthyl-1,3-dioxolan-4-yl)(hydroxy)méthyl)-22-diméthyl-1,3-dioxolane-
4-carbaldéhyde oxime (35)

6 6
72 54 0N O7\'s 4 OH 1
A 1 <
(6) SN\3 2 - . 740 SN\3 2N
H NHOH =~ H NOH
Forme hydroxylamine Forme oxime
C12H21NOg
275,30 g/mol

A une solution de D-mannose (25,0 g — 138,8 mmahsd277 mL d’acétone, le®s
(4,74 g — 33,4 mmol) est ajouté par portions, saosphere inerte, a température ambiante.
Le milieu est maintenu sous agitation pendant ia e I'hydroxyde de calcium (18,5 g —
249 mmol) et du charbon actif (9,23 g) sont ajoatésmilieu qui est agité pendant 20 min
supplémentaires puis filtré sur célite et conceatnés vide pour donner 35,4 g de 2,3-5,6-di-
O-isopropylidéne-D-mannose-lactol qui est utilisénssgpurification (rdi.: = 98%). Le
chlorhydrate d’hydroxylamine (13,9 g — 200 mmolJeetNaOAc (16,4 g — 120,0 mmol) sont
ajoutés a une solution de lactol (35,4 g — 136,0othmans 187 mL d’EtOH absolu. Le
mélange est chauffé & 65 — 70°C pendant 1h puiseotré sous vide. Le résidu est solubilisé
dans 250 mL d’AcOEt et lavé par 125 mL d’'une solutaqueuse saturée en NaHCOa
phase aqueuse est contre-extraite par ACOEt (2¢ .phases organiques sont réunies, lavées
par de la saumure, séchées sur Mgfs concentrées sous vide. On obtient 29,8 giniex
35(29 g — 108 mmol) qui est utilisée sans purifimatydtsape= 80 %).

Rendement :brut 78 % (2 étapes)

CCM : Rf =0,60 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

IR (pur) v (cm™) : 3375 ; 3281 (N-H, O-Hy), 2999 ; 2978 ; 2939 ; 2895 (Gsi, v),.

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) : 1,23 (s, 3H, C(CH), isopropylidéne) ; 1,28 (s,
6H, C(CH), isopropylidéne) ; 1,43 (s, 3H, C(GHlisopropylidéne) ; 3,15 (t, 1Hhs-ps= 7,0
Hz, Hy) ; 3,84 (m, 1H, B) ; 3,91 (m, 2H, K, Hg) ; 4,48 (dd, 1HJu3.14 = 0,8 Hz,Juzr2 = 7,8
Hz, Hs) ; 4,63 (d, 1HJ = 7,9 Hz, CH®) ; 5,18 (dd, 1H ot = 4,2 Hz, o3 = 7,7 Hz,
H,) ; 6,92 (d, 1HJn1-42= 4,1 Hz, H) ; 11,13 (d, 1HJ = 0,5 Hz, NH).

RMN '*C (100 MHz, DMSO-d&) & (ppm) : 24,6; 253:; 26,0; 26,8 (CHs):
isopropylidéene) ; 66,2 & ; 69,5 (G); 71,6 (G); 75,4 (G); 76,8 (Q); 108,3 (CCHa),
isopropylidéne) ; 149,9 (dorme oxime).
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Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré’

2,2-diméthoxypropionate de méthyle (36)

MeO_ OMe
OMe

32
O
CesH1204

148,16 g/mol

Une solution de pyruvate de méthyle (22,0 g — 220oijy de triméthylorthoformate
(30,9 mL — 280 mmol) et d’'acide sulfurique concén{®,1 mL) dans 60 mL de MeOH
anhydre est chauffé a reflux pendant 5h jusqu’alldison de 40 mL de MeOH. Le milieu est
refroidi & 10°C et versé sur une solution de KOK6@0 g dans 300 mL). La solution est
extraite par AcOEt (3x). Les phases organiques iedusont séchées sur MgS@uis
concentrées sous vide. Le produit brut est pupéié distillation sous vided§, = 65 — 66°C
sous 8 torr) pour donner 24,5 g de 2,2-diméthoxyipreate de méthyl86 (sous forme d’un

huile incolore.
Rendement :77 %
RMN H (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) : 1,49 (s, 3H, ChH) ; 3,26 (s, 6H, OC}), 3,78 (s, 3H,

CHsz CO.Me).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®
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2-méthoxyacrylate de méthyle (37)

3
oM
Meojgf ©

0
CsHgO3
116,12 g/mol

Un mélange de 2,2-diméthoxypropionate de méthyleD®g — 0,142 mol) et ’APTS
(0,421 g — 0,0022 mol) est chauffé a 140 °C afigliaiiner le MeOH par distillation. Le
milieu est ensuite chauffé a 151-154°C afin dobstepar distillation 9,8 g de 2-
methoxyacrylate de méthy8¥ sous forme d’une huile incolore.

Rendement :51 %

IR (pur) v (cm™) : 2951 ; 2918 ;2833 (Csitd, v), 1743 (C=0 estew) ; 1627 (C=Cy) ; 1438
(C-H,d) ; 1209 ; 1168 ; 1147 (C-Q) ; 1028 (C-O-C).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 3,64 (s, 3H, CHICO:Me) ; 3,80 (s, 3H, OCH ; 4,61
(m, 1H, H) ; 5,34 (m, 1H, H).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 49,8 (CH COMe) ; 55,4 (OCH) ; 93,5 (G) ; 151,5
(C2) ; 163,5 (GQ).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératuré®

Isoxazolidine glycosylée (38)

N_O.\\OMe
5 f, - >~ OMe

o)
C21H3sNOg
445,50 g/mol

Une solution d’oxime35 (1,0 g — 3,62 mmol), d’isobutyraldéhyde (0,261 @,62
mmol) et de 2-méthoxyacrylate de méth$ie(0,841 g — 7,24 mmol) dans 18 mL de toluéne

anhydre est traitée par g&nO (0,045 g — 0,181 mmol) et chauffée a refluxafp&tark)
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pendant 48h. Apres retour a température ambiaatéplléne est évaporé sous vide. Le
produit brut est purifié par chromatographie flagir gel de silice (AcOEt/Cyclohexane
15:85) pour donner I'isoxazolidir@8 (0,790 g — 1,77 mmol) sous forme d’un solide blanc

Rendement :49 %

CCM : Rf =0,68 (AcOEt/Cyclohexane 30 : 70)

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 0,91 (d, 3HJ= 6,7 Hz, C(CH),) ; 0,96 (d, 3HJ=
6,6 Hz, C(CH),) ; 1,36 ; 1,37 ; 1,41 ; 1,48 (4s, 12H, C(§)Hsopropylidéne) ; 1,96 (m, 1H) ;
2,45 (m, 1H) ; 2,53 (m, 1H); 3,10 (m, 1H; 3,353kl, CHO) ; 3,81 (s, 3H, CEHHCO,Me) ;
4,00 (dd, 1HJussu-nssu= 4,5 Hz,uesu-Hesu= 8,7 Hz, Hs) ; 4,08 (dd, 1HJ4esu-Hs50= 6,3 Hz,
Jnesu-Hesu= 8,6 Hz, Hsy) ; 4,16 (dd, 1HJnasy-H3su= 3,6 Hz,Jnasu-mssi= 7,5 Hz, Hgy ; 4,38
(ddd, 1H,dussu-Hes= 4,5 HZ,Inssu-He'su= 6,3 HZ,Iussu-nas= 7,6 Hz, Hs) ; 4,50 (s, 1H, k) ;
4,83 (dd, 1HJuzsu-nasu= 3,7 Hz,Ipzsu-r2si= 6,0 Hz, Hg) ; 5,04 (d, 1HIn2su-H3su= 6,0 Hz,
Hasy).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré?

3-isopropyl-5-méthoxyisoxazolidine-5-carboxylate denéthyle (39)

HN—0 e

5
4321OMe

O
CoH17NO4
203,24 g/mol

Une solution d’isoxazolidin88 (0,450 g — 1,01 mmol) dans 10,1 mL de MeQ@jdp(
0,1M en isoxazolidine) est traitée par un ajout l@acide perchlorique (0,12 mL — 2,02
mmol) a température ambiante puis chauffée a rgfendant 5h. Aprés retour a température
ambiante, le milieu (pH = 1) est neutralisé pamugjde NaCOs; jusqu'a pH basique puis
extrait par ACOEt (3x). Les phases organiques g=usont lavées par de la saumure, séchées
sur MgSQ puis concentrées sous vide. Le produit brut esfi@ypar chromatographie flash
sur gel de silice (AcOEt/Cyclohexane 70:30) pounrdey un mélange de 2 diastéréoisomeéres

39(0,164 g — 0,81 mmol) sous forme d’une huile légent jaune.
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Rendement :80 %

CCM : Rf = 0,2 (AcOEt/Cyclohexane 30:70)

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : diastéréoisomére majoritaire0,94 (d, 3H,J = 6,7
Hz, C(CH),) ; 1,00 (d, 3H,J = 6,7 Hz, C(CH)2) ; 1,69 (m, 1H, B) ; 2,04 (m, 1H) ; 2,16 (m,
1H, Hs) ; 2,58 (m, 1H) ; 3,20 (m, 1H,M; 3,33 (s, 3H, CkED) ; 3,82 (s, 3H, CEHHCOMe) —
diastéréoisomére minoritaire :0,90 (d, 1H,J = 6,7 Hz, C(CH),) ; 0,99 (d, 1HJ = 6,5 Hz,
C(CHg)y) ; 2,47 (dd, 1HJ = 7,5 Hz,0= 13,2 Hz, H) ; 3,82 (s, 3H, CHICOMe).

RMN 'H (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 19,9 (CH); 20,1 (CH); 20,6 (CH): 27,9 (G
mino) ; 30,5 (G majo) ; 45,0 (G mino) ; 46,2 (G) ; 51,8 (OCH) ; 52,7 (CH COMe) ; 67,0
(C4) ; 106, 3 (Q) ; 165,8 (G).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératuré?

5-méthyl-2-ox0-4-(2-phénylacetamido)hexanoate de igle (40)

C16H21NO4
291,34 g/mol

Sous atmosphere inerte, une solution d’isoxazaidiéprotégée9 (0,30 g —1,48
mmol) dans 1,5 mL dBBuOH/H,O (1:1) gsp0,1M en isoxazolidine) est traitée par de I'acide
phénylpyruvique (0,27 g — 0,62 mmol) puis chaufiéd0°C pendant 19h. Le milieu est
extrait par AcOEt (3x) et les phases organiquesiesusont lavées par de la saumure, séchées
sur MgSQ puis concentrées sous vide. Le produit brut esfi@yar chromatographie flash
sur gel de silice (AcOEt/Cyclohexane 50:50) pounrdey un mélange de 2 diastéréoisomeres

40 (0,198 g — 0,68 mmol) sous forme d’une huile |ég#nt jaune.

Rendement :46 %

CCM : Rf =0,29 (AcOEt/Cyclohexane 40:60)

IR (pur) v (cm™) : 3306 (N-H,v); 3086 ; 3064 ; 3032 (Csi, v); 2962 ; 2929 ; 2876
(Csp-H, v) ; 1728 (C=0 estew) ; 1647 (C=0 acrylate;).
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RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) : 0,77 (d, 3H,J = 6,8 Hz, C(CH)») ; 0,83 (d, 3H,J =
6,8 Hz, C(CH),) ; 1,76 (m, 1H, ) ; 2,75 (m, 1H) ; 3,02 (m, 1H) ; 3,53 (m, 2H) 83,(s, 3H,
CH; COMe) ; 4,07 (m, 1H, B ; 5,48 (d, 1HJI\n-Ha = 8,0 Hz, NH) ; 7,23 — 7,35 (m, 5H,
Har).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 17,9 (CH) : 19,0 (CH) ; 31,7 (G) ; 41,4 (G) ; 43,4
(C7); 52,1 (CH CO:Me) ; 53,1 (C4); 127,7;129,2 ; 129,5 (& 134,1 (G)) ; 161,3 (G) ;
172,4 (G) ; 193,9 (Q).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératuré?

5-hexynal (41)

CsHsgO
96,13 g/mol

Une solution de DMSO (0,866 mL — 11,2 mmol) dargsr@l. de CHCI, anhydre est
ajoutée goutte a goutte a -50°C a une solutionhiterre d’oxalyle (0,51 mL — 5,6 mmol)
dans 12,7 mL de Ci&l, anhydre. Apres 2 min, une solution de 5-hexyn-{0¢#6 mL — 5,09
mmol) dans 5,1 mL de CEI, anhydre est ajoutée au milieu en 5 min et I'agitatst
maintenue pendant 15 min supplémentaires. Le mdatuneutralisé par ajout de 3,6 mL de
Et:N puis agité pendant 5 min. 25 mL d’eau sont apetda phase aqueuse est extraite avec
CH.Cl,. Les phases organigues réunies sont successiviauéas par une solution saturée en
NaCl, avec HCI 1N, de I'eau, avec une solution @HRSG; puis une derniére fois par.@.

La phase organique obtenue est séchée sur Mp&® concentrée sous vide pour donner le

5-hexynal38 (0,474 g — 4,9 mmol) sous forme d’une huile.

Rendement :97 %

RMN H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,85 (qu, 2H,J = 7,1 Hz, 2H) ; 1,97 (t, 1HJuera=
2,6 Hz, H) ; 2,26 (td, 2HJ = 2,6 Hz,J = 6,9 Hz, 2H) ; 2,61 (m, 2H, 2k&) ; 9,80 (d, 1HJ =
1,1 Hz, H).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératuré’
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4-nitrobutanoate de méthyle (43)

CsHoNO,4
147,13 g/mol

Sous atmosphere inerte, THMPT (0,43 mL — 2,32 mnesit ajoutée a 0°C a une
solution d’acrylate de méthyle (2,1 mL — 23,2 mnuadhs 25,1 mL de GNO,. Le milieu est
maintenu sous agitation & 0°C pendant 1h. LHMPTI#$NO, sont évaporés sous vide avec
précautions. Le produit brut obtenu est purifié getillation Kugelrohr pour donner le 4-

nitrobutanoate de méthyle (1,87 g — 12,8 mmol) $otme d’une huile incolore.

Rendement :55 %

CCM : Rf = 0,65 (AcOEt/Cyclohexane 50 : 50)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 2,31 (qu, 2H,J = 6,6 Hz, , 2H) ; 2,47 (t, 2HJ = 7,1
Hz, 2H,) ; 3,70 (s, 3H, CEICO:Me) ; 4,48 (t, 2H,) = 6,6 Hz, 2H).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré’

4,4-diméthoxybutanoate de méthyle (44)

OMe

2
1
MeOJ4\3/\H/ OMe

O
C7H 1404
162,18 g/mol

Une solution de 4-nitrobutanoate de méthB(1,30 g — 8,84 mmol) dans 265 mL
d’'un mélange THF/MeOH 2:1 est traitée par KOH (2gt8 44,2 mmol) a température
ambiante pendant 1h. Cette solution est ajoutédegaugoutte a 0°C une solution deS@;,
concentré (17,7 mL) dans 88,4 mL de MeOH. Le milesi maintenu sous agitation a

température ambiante pendant 1h supplémentaird diétre concentré sous vide, le volume
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étant réduit de moitié. Le résidu obtenu est vergéun mélange eau/glace et neutralisé par
ajout d’'une solution de NaOH 4N jusqu’a pH = 8. flsase aqueuse est extraite aw,Clhl
(2x), séchée sur N8O, puis concentrée sous vide. Le produit brut esifipypar distillation
Kigelrohr (86-88°C sous 15 torr) pour donner 1,0degt,4-diméthoxybutanoate de méthyle

(1,01 g — 6,28 mmol) sous forme d’'une huile incelor

Rendement :71 %

RMN *H (400 MHz, CDClg) 6 (ppm) : 1,92 (td, 2HJ= 5,6 Hz,J= 7,5 Hz, 2H) ; 2,34 (t,
2H,J=7,5Hz, 2H) ; 3,32 (s, 6H, OCH) ; 3,67 (s, 3H, CEICOMe) ; 4,39 (t, 1HJ= 5,6 Hz,
Hy).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré?!

4,4-diméthoxybutanal (45)

OMe )
MeO)4\3/\H/H
0
CeH 1203
132,16 g/mol

Le DIBAL-H (5,44 mL — 5,44 mmol, solution a 1,0MmaCHCI,) est ajouté goutte a
goutte sous atmosphere inerte, a -78°C, a une@oldester44 (0,700 g — 4,32 mmol) dans
33,6 mL de CHCI, anhydre. La température du milieu est maintenug8&C jusqu’'a
disparition du réactif (suivi CCM). Le milieu estutralisé par ajout de 0,42 mL de MeOH et
de 1,7 mL d’'une solution aqueuse saturée esSQapuis maintenu sous agitation pendant
18h. 2,09 g de N&O, anhydre sont ajoutés au milieu qui est agité pentla supplémentaire
avant d'étre filtré et les solides lavés au ,CH. Les phases organiques sont réunies et
concentrées sous vide pour conduire au 4,4-dimgthaanal (0,393 g — 2,98 mmol).

Rendement :69 %
RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,93 (m, 2H, 2H) ; 2,51 (td, 2H) = 1,3 Hz,J = 7,2
Hz, 2H) ; 3,32 (s, 6H, OCH ; 4,37 (t, 1H)=5,6 Hz, H) ; 9,76 (s, 1H, k).

Les données spectroscopiques sont en accord alles k@portées dans la littératuré’®
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4,4-diéthoxybut-1-ene (47)

OEt
1 A3 M4
Z OEt

CgH1602
144,21 g/mol

Dans un ballon tricol, muni d'un réfrigérant, d’'urempoule a brome et d'un
thermometre, une solution de BELO (0,35 mL — 2,8 mmol) dans 7,0 mL d:BEtest traitée
par Hg(OAc) (1,32 g — 4,1 mmol). L'éther vinylique (26,6 mL2%47 mmol) est ajouté goutte
a goutte au milieu a une température maintenue’@.4&pres retour naturel a TA, le milieu
est neutralisé par ajout de 14 mL d'une solutionN#HCQ 10 % et on observe une
coloration vert olive. Le milieu est filtré sougiei et les solides sont lavés pafEtLa phase
organique est séchée sur MgS@uis concentrée sous vide. Le produit brut esifipupar
distillation sous vide (106°C sous 88 mmHg) pounrtkr le 4,4-diéthoxybut-1-ene (23,9 g —

166 mmol) sous forme d’une huile.

Rendement :60 %

CCM : Rf =0,82 (AcOEt/Cyclohexane 40:60)

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,20 (t, 6H,J = 7,1 Hz, G1sCH.0) ; 2,39 (m, 2H,
2Hs) ; 3,49 (g, 1HJ = 7,1 Hz, CHCH,0) ; 3,51 (q, 1H, = 7,0 Hz, CHCH0) ; 3,64 (q, 1H,
J=7,1Hz, CHCHO); 3,66 (q, 1HJ = 7,0 Hz, CHCH,0) ; 4,51 (t, 1HJ= 5,8 Hz, H) ;
5,09 (m, 2H, 2H) ; 5,80 (m, 1HJ=7,0 HzJ = 10,2 HzJ= 17,2 Hz, H).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®

241



3,3-diéthoxypropanal (48)

H OEt
1,3
@) OEt
C7H1403

146,18 g/mol

Une solution de 4,4-diéthoxybut-1-éA& (1,6 g — 11,1 mmol) dans 13,3 mL d'un
mélange CHCI,/MeOH 4: 1 est refroidie a -78°C et 'ozone est @isarboter dans le milieu
jusqu’a coloration bleue persistante au bout dé 8sdturation en §). Le courant d’'ozone est
remplacé par un courant d'argon jusqu’'a ce que Ikeum devienne incolore et la
triphénylphosphine (3,2 g — 12,2 mmol) est ajo@te@8°C en 2 ou 3 portions. La solution est
alors maintenue sous agitation a température ameb@endant 12h. Le solvant est évaporé
sous vide sans chauffage. Les sels de triphényhpios sont précipités par ajout d’un
mélange Pentane/& (6:4) puis filtrés sous vide. Le filtrat est centré sous vide sans
chauffer. Le produit brut est purifié par flash @matographie sur gel de silice (PentangdEt
60:40) pour donner le 3,3-diéthoxypropan8l(1,13 g — 7,78 mmol) sous forme d’une huile

incolore.

Rendement :70 %

CCM : Rf = 0,64 (AcOEt/Cyclohexane 60:40)

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,18 (t, 6H,J = 7,0 Hz, G15CH,0) ; 2,70 (dd, 2HJ
= 2,3 Hz,J=5,4 Hz, 2H) ; 3,52 (q, 1HJ = 7,0 Hz, CHCH,0) ; 3,54 (q, 1HJ = 7,1 Hz,
CHsCH,0) ; 3,65 (g, 1H,) = 7,1 Hz, CHCH,0) ; 3,67 (q, 1H,J = 7,1 Hz, CHCH,0) ; 4,94
(t, 1H,J=5,4 Hz, H); 9,72 (t, 1HJ = 2,3 Hz, H).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®
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Isoxazolidine glycosylée (49)

OEt N_O\OMe

>~ OMe

Et06543

o)

C24H41NO11
519,58 g/mol

Une solution d’'oxime35 (1,18 g — 4,30 mmol), de 3,3-diéthoxypropa#@(0,570 g —
4,30 mmol) et de 2-méthoxyacrylate de métt3¥e(1,0 g — 8,61 mmol) dans 21,5 mL de
toluéne anhydre est chauffée a reflux (Dean Staekdant 24h. Apres retour a température
ambiante, le toluene est évaporé sous vide. Leugrbdut est purifié par chromatographie
flash sur gel de silice (AcOEt/Cyclohexane 15:88)mpdonner l'isoxazolidine glycosylé®

(0,804 g — 1,55 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement :36 %

CCM : Rf =0,70 (AcOEt/Cyclohexane 70:30)

IR (pur) v (cm®) : 2978 ; 2939 ; 2901 ; 2886 (GsH, v) ; 1753 (C=0 ester).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,19 (m, 6H, OCHCHs) ; 1,35; 1,36 ; 1,41 ; 1,47
(4s, 12H, C(CH), isopropylidene) ; 1,83 (m, 1Hd= 6,6 Hz,J = 13,7 Hz, H) ; 2,09 (m, 1H,
=4,3Hz,J=7,7Hz,J=12,1 Hz); 2,29 (m, 1H]= 3,0 Hz,J= 13,6 Hz) ; 2,71 (m, 1H] =
8,0 Hz,J= 13,6 Hz) ; 3,36 (s, 3H, OGH; 3,49 (m, 2H, OE,CHj3) ; 3,61 (m, 3H, OE,CHjs,
H,) ; 3,80 (s, 3H, CEICOMe) ; 4,06 (m, 2H, kL, Hesy) ; 4,11 (m, 1H, B ; 4,36 (dt, 1H,]
= 5,4 Hz,J = 7,5 Hz, Hs) ; 4,54 (dd, 1HJ = 4,3 Hz,J = 6,9 Hz, H) ; 4,59 (s, 1H, K ;
4,82 (dd, 1Hzsu-nasu= 3,7 Hz,Ipzsu-r2si= 6,0 Hz, Hg) ; 5,01 (d, 1HIn2su-H3su= 6,1 Hz,
Hasy).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 15,2 (OCHCHS>) ; 24,6 ; 25,2 ; 26,0 ; 26,8 (CHs),
isopropylidéne) ; 37,4 @ ; 44,5 (G) ; 52,0 (OCH) ; 52,9 (CH CO:Me) ; 58,3 (G) ; 60,8
(OCHCHg) ; 60,9 (ACHCHg) ; 66,6 (Gs); 73,2 (Gs) ; 80,1 (Gsy ; 82,4 (Gsy 5 83,7
(Casy) ; 97,8 (Gsy ; 100,8 (@) ; 106,3 ; 109,1Q(CHs), isopropylidene) ; 112,4 ¢; 169,3
(Co).
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Chlorhydrate d’ammonium d’acide (S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-4-méthoxy-4-

oxobutanoique (51)

2
HCIL.H,N_3 21
4\‘Acozlvle

CO,H
CsH10CINOg4
183, 59 g/mol

Du chlorure d’'acétyle (22,4 mL — 315,6 mmol) esiud¢ goutte a goutte a 0°C sur 75
mL de MeOH et le milieu est maintenu sous agitadod’C pendant 30 min. Cette solution
est ajoutée goutte a goutte a une suspension d'dcjehspartique (30,0 g — 225,4 mmol)
dans 75 mL de MeOH a 0°C. Le milieu est agité a paddant 2h puis a température
ambiante pendant la nuit. Le milieu est alors vexse450 mL d’ELO froid. Aprés 2h, le
précipité est filtré et le filtrat est concentrauswide. Le résidu est dilué dans 36 mL MeOH
et versé sur 52 mL d’ED froid. Le mélange est laissé a refroidir pend&npuis filtré. On
obtient 37,8 g de chlorhydrad (37,7 g — 205 mmol) au total sous forme de sdiidec.

Rendement: 91%

CCM : Rf = 0,34 (CHCIy/MeOH 94:6)

PF: 185-187 °C

IR (KBr) v (cm™) : 3448 (N-H,v) ; 3136 (OH acide) ; 2988 ; 2954 (Gs), v) ; 1735 (C=0
ester, C=0 acide) ; 1654 ; 1637 (N-d),

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 2,96 (dd, 1HJno-n3= 5,6 HZ,Jno-n2 = 17,3 Hz,
H,) ; 3,02 (dd, 1HJo-n3 = 5,6 Hz,Jhpr2 = 17,3 Hz, H) ; 3,64 (s, 3H, CHCO,Me) ; 4,16
(t, 1H,Ju3-v2= 5,6 Hz, H) ; 8,64 (se, 3H, NHHCI).

RMN C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm) : 34,0 (G); 48,4 (CH COMe); 52,0 (G);
169,7 ; 169,5 (g Cy).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré’
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Acide (S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-4-méthoxy-4-oxobutamique (52)

2
BocHN _3 1
DACOQMe
CO,H

C10H17NOsg
247, 25 g/mol

L'ester 51 (2,05g — 11,17 mmol) est solubilisé dans 43,7 mundmélange
dioxane/eau 2:1 et traité a 0°C par de la triéthyhe (6,22 mL — 44,69 mmol) pour atteindre
un pH de 9-10. Le BeO (2,68 g — 12,30 mmol) est ensuite ajouté a 0%€ etilieu est agité
a température ambiante pendant 12h. Le dioxanéliesné sous vide. Le résidu est dilué
dans 80 mL d’eau. Le pH doit étre maintenu basiquaécessaire par ajout de NaHCOa
phase agueuse est lavée par de®HEBX) puis acidifiée en présence d’une solutioneage
d’HCI 1IN jusqu’a pH = 2. Le produit est extrait pAcOEt (4x). Les phases organiques
réunies sont lavées par de la saumure, seéché@dgS@, puis concentrées sous vide pour

donner 2,71 g (10,9 mmol) d’acié@ sous forme d’une huile incolore.

Rendement :98%

CCM : Rf =0,64 (MeOH 100%)

IR (KBr) v (cm™): 3360 (N-H,v) ; 3135 (O-H acidey) ; 2980 (CspH, v) ; 1732 (C=0 ester,
C=0 acide, C=0 carbamatg,

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 1,37 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,61 (dd, 1H)o-1s=
7,9 Hz,Jy2-42 = 16,1 Hz, H) ; 2,75 (dd, 1HJ42-n3 = 5,7 HZ,Jy242 = 16,1 Hz, H) ; 3,59 (s,
3H, CH; COMe) ; 4,29 (m, 1H, B ; 7,1 (d, 1HJnns= 8,5 Hz, NH) ; 12,7 (se, 1H,akke.
RMN *C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 28,1 (CCHs); Boc) ; 35,8 (G) ; 50,0 (CH
COMe) ; 51,6 (G) ; 78,2 C(CHs)s Boc) ; 155,1 (C=0 Boc) ; 170,7 {C, 172,6 (G).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré’
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(S)-méthyl 3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-oxo-4-(prop-2-ynylamino)butanoate (53)

2
BocHN._3 A1
oc rCOZMe
4
07 “NH

%
Y

C13H20N205
284,31 g/mol

Une solution d’acidé&s6 (0,512 g — 2,07 mmol) dans 12,8 mL de THF estéeaa
température ambiante par de Maméthylmorpholine (0,252 mL — 2,488 mmol) et de
I'isobutylchloroformate (0,339 mL — 2,488 mmol). lpgopargylamine (0,137 mL — 2,488
mmol) est ajoutée a 0°C et le milieu est mainteoussagitation a température ambiante
pendant 3h. Le précipité formé est filtré et lérdil est concentré sous vide. Le résidu est
solubilisé dans AcOEt puis lavé pag®(3x). La phase organique est séchée sur Mgbi3
concentrée sous vide. Le produit brut est puriéié ghromatographie flash sur gel de silice
(AcOEt/Cyclohexane 50:50) pour donner le compa3€0,471 g — 1,66 mmol) sous forme
d’'un solide blanc.

Rendement :80%

CCM : Rf =0,57 (AcOEt/Cyclohexane 70:30)

PF.71-73°C

[a]3 =+ 18,9 €0,19 - CHCY))

IR (KBr) v (cm™) : 3330 ; 3385 (N-Hy) ; 3226 (Csp-Hy) ; 2984 ; 2938 (CspH, v) ; 1736
(C=0 estery) ; 1686 (C=0 carbamate) ; 1655 (C=0 amide,

HR-MS : m/z calculé pour [GH2oN>Os+Na]" 307,1270 ; trouvé 307,1280 (+3,3 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,44 (s, 9H, C(Ch)3 Boc) ; 2,21 (t, 1H,) = 2,8 Hz,
H-) ; 2,67 (dd, 1HJ42-43= 5,5 HZ,Jy2-12 = 16,9 Hz, H) ; 2,98 (dd, 1HJ42-n3 = 4,5 Hz,J42-
me = 16,9 Hz, H) ; 3,70 (s, 3H, CEICOMe) ; 4,02 (m, 2H, i) ; 4,50 (m, 1H, H) ; 5,7 (d,
1H, Ing-n3= 7,3 Hz, NH) ; 6,83 (m, 1Hl = 2,8 Hz, NH’).

RMN *C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 28,2 (CCHs)s Boc) ; 29,2 (§) ; 35,7 (G) ; 50,5
(CHs COMe) ; 52,0 (G); 71,6 (G); 79,1 C(CHs)z Boc) ; 80,6 (G) ; 155,5 (C=0 Boc) ;
170,4 (G) ; 172,2 (G).
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Acide (S)-3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-oxo-4-(prop-2-ynyamino)butanoique (56)

2
BocHN._3 2.1
oc CO,H
4
07 “NH

%
N\

C12H18N20s
270,28 g/mol

Une solution d’anhydrid&9 (4,61 g — 21,42 mmol) dans 116 mL de dioxane est
traitée a température ambiante par de la propargyta (1,63 mL — 42,84 mmol). Le milieu
est maintenu sous agitation pendant la nuit. Laatie est évaporé sous vide. Le résidu est
solubilisé dans CKCl, puis lavé successivement par une solution aquéasie citrique
5%, par HO puis par de la saumure. La phase organique esiesésur MgSQ puis
concentrée sous vide. Le produit brut est puriié ghromatographie flash sur gel de silice
(CH.CIy/MeOH, 90:10) pour donner l'acide6 (1,9 g — 7,1 mmol) sous forme d'un solide

jaune pale.

Rendement :33%

CCM: Rf=0,61 (AcOEt/MeOH 90:10)

PF:124 —127°C

[a]3 =+ 12,5 ¢1,12 - CHQ))

IR (KBr) v (cm™) : 3343 (N-H,v) ; 3255 ; 3102 (O-H acide, Csp-k), ; 2987 ; 2926 (Csp
H,v); 1719 (C=0 acide;) ; 1685 (C=0 carbamate) ; 1641 (C=0O amide,

HR-MS : m/z calculé pour [GH1gN,Os+Na]" 293,1113 ; trouvé 293,1095 (-6,3 ppm).
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 1,38 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,44 (dd, 1HJo.13=
8,2 Hz,Jyo.y2 = 16,3 Hz, H) ; 2,57 (dd, 1HJy2-n3= 5,3 HZ,J42-12 = 16,3 Hz, H) ; 3,06 (t,
1H,J=24Hz, H); 3,84 (m, 2H, 2B ; 4,23 (m, 1H, HB); 7,00 (d, 1HJI\n-13 = 8,2 Hz,
NH) ; 8,23 (t, J = 5,0 Hz, NH’).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-t) & (ppm) : 28,1 (CCHs)3 Boc) ; 28,1 (§) ; 36,5 (G) ; 50,9
(Cs) ; 72,8 (G) ; 78,2 C(CHg)s Boc) ; 81,0 (G) ; 155,1 (C=0 Boc) ; 170,8 (L; 172,0 (GQ).
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Acide (L)-N-(tert-Butoxycarbonyl)aspartique (58)

2

BocHN. 3 2.1

%N coH
CO,H

CoH15NOs

233,22 g/mol

Une suspension d’acidé)taspartique (5,0 g — 37,6 mmol) dans 50 mL DHest
traitée par NaOH (4,51 g — 112,7 mmol). Une sofutie BogO (9,02 g — 41,3 mmol) dans
50 mL de dioxane est ajoutée a 0°C sur le miliquusie période de 20 min. Le milieu est
maintenu sous agitation a 0°C pendant 2h puisileaniempérature ambiante. Le dioxane est
évapore sous vide et le résidu aqueux est lave&p@r (3x). La phase aqueuse obtenue est
acidifiée par une solution aqueuse saturée en KH®gu'a pH = 1 puis extraite par ACOEt
(3x). Les phases organiques réunies sont séché#dgS0, puis concentrées sous vide. Le
produit brut cristallise dans un mélange AcOEt/Glielxane pour donner le diacidg (6,9 g

— 29,7 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement :79%

CCM : Rf =0,27 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF:116 — 118°C

IR (KBr) v (cm™) : 3357 (N-H,v) ; 2978 (Csp-H, v ; OH acidey) ; 1707 (C=0 acidey) ;
1692 (C=0 carbamate).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 1,37 (s, 9H, C(Ch)s, Boc) ; 2,52 (dd, 1HJno-n3
= 7,7 Hz,Jy2-12 = 16,4 Hz, H) ; 2,66 (dd, 1HJy2-n3 = 5,6 HZ,J42.12 = 16,4 Hz, H) ; 4,25
(m, 1H, H) ; 7,00 (d, 1HJnn-3= 8,5 Hz, NH) ; 12,5 (se, 2H,akkd.

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 28,2 (CCHs3)3 Boc) ; 36,1 (G) ; 50,1 (G) ; 78,2
(C(CHs)3 Boc) ; 155,2 (C=0 Boc) ; 172,0 {C, 172,9 (G).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératuré®
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(S)-tert-Butyl 2,5-dioxotetrahydrofuran-3-ylcarbamate (59)

BocHN 3 2 1 0]
p g

@)
CoH13NOs
215,2 g/mol

A une solution de diacide8 (5,0 g — 21,44 mmol) dans 36 mL d’AcOEt est ajdaté
DCC (4,42 g — 21,44 mmol) a 0°C par portions. Lé&emniest maintenu sous agitation a 0°C
pendant 1h puis a température ambiante pendanigiiésnentaire. Le milieu est filtré puis
concentré sous vide pour donner 'anhyd&8esous forme d’un solide blanc.

Rendement :quantitatif

CCM : Rf = 0,53 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

PF :120 - 122°C

[a]% = + 5,9 €0,205 — CHG))

IR (KBr) v (cm™) : 3383 (N-H,v) ; 2982 ; 2937 (CspH, v) ; 1794 (C=0 anhydridey) ;

1676 (C=0 carbamate).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,38 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,83 (dd, 1HJh2.H3= 6,3
Hz, Juo-nz = 18,4 Hz, H) ; 3,22 (dd, 1HJ4o-n3 = 10,1 Hz,Juonz = 18,4 Hz, H) ; 4,60 (ddd,
1H, 32 = 6,3 HZ,Juz-nu= 7,6 HZ Jyz-42 = 10,0 Hz, H) ; 7,73 (d, 1HInpm3= 7,7 Hz, NH).
RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 27,9 (CCHs)s Boc) ; 34,2 (@) ; 50,1 (G) ; 79,5
(C(CHs)3 Boc) ; 155,2 (C=0 Boc) ; 169,9 {C 172,3 (G).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®
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Dimeére « propargylamide » (60)

BocHN

07 "NH~ 07 “NH
5

C2oH28N407

436,46 g/mol

H
N3 1
COzMe
e} 4
6

Le sel d’acide trifluoroacétique4 est obtenu en appliquant la procédure générale de
déprotection d’amine protégée sous forme de Bagiésant :
- composé3 (0.501g — 1.94 mmol)
- TFA/ICHCl, (1:1 - 5mL)
On obtient le sel correspondant sous forme dpéte marron.
Rendement :quantitatif
CCM : Rf =0,73 (AcOEt/MeOH 50 : 50)
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 2,82 (dd, 1HJuon3= 7,4 Hz,dnpmz = 17,1 Hz,
H,) ; 2,88 (dd, 1HJu2s = 5,2 HZ,Jwomz = 17,1 Hz, H) ; 3,20 (t, 1HJn7-nsms = 2,5 Hz,
H;) ; 3,64 (s, 3H, CEICOMe) ; 3,90 (ddd, 1HJus.H7 = 2,6 Hz,Jys.nw = 5,2 HZ,Jusns =
17,6 Hz, H) ; 3,96 (m, 1HJ=25Hz,J=55Hz,J=17,6 Hz, H) ; 4,09 (m, 1H, H) ; 8,33
(se, 3H, NH") ; 8,94 (m, 1H,J = 5,3 Hz, NH").

Une solution de sel d’acide trifluoroacétich (0,524 g — 1,759 mmol) dans 20,7 mL
de DMF est ajoutée sous atmosphere inerte surdéacarboxyliques6 (0,455 g — 1,683
mmol) a température ambiante. Le TBTU (0,675 g102,mmol) et la triethylamine (0,469
mL — 3,367 mmol) sont ajoutés et le milieu est nein sous agitation pendant 4h30. Le
DMF est évaporé sous vide. Le produit brut estfigupar chromatographie flash sur gel de
silice (CH.CIly/MeOH 98:2) pour donner le dimef® (0,272 g — 0,623 mmol) sous forme

d’un solide blanc.

Rendement :37%
CCM : Rf = 0,26 (AcOEt/Cyclohexane 75:25)
PF:167 - 170°C

[a]3 = - 96,0 € 0,025 — DMF)
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IR (KBr) v (cm™): 3321 ; 3304 ; 3268 ; 3250 (N-M),; 3072 (Csp-Hy) ; 2989 (CspH, v) ;
1735 (C=0 esten) ; 1687 (C=0 carbamate) ; 1638 (C=0 amide,

HR-MS : m/z calculé pour [gH2sN4O-+Na]" 459,1856 ; trouvé 459,1837 (-4,1 ppm).
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 1,38 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,32 (dd, 1HJza-Haa
= 8,1 Hz,Juoa-n2a= 14,5 Hz, Ha) ; 2,53 (M, 2H, Ha et Hpg) ; 2,71 (dd, 1HJu2BH3s= 6,5
Hz, Ju2-128 = 16,2 Hz, Hg) ; 3,06 (t, 2HJ = 2,4 Hz, Ha Hyg) ; 3,58 (s, 3H, CECOMe) ;
3,84 (m, 4H, Ha, Hsp) ; 4,28 (m, 1HJ) =7,7 Hz,J = 14,2 Hz, Ha) ; 4,59 (m, 1H,]J = 6,9 Hz,
J=14,8 Hz, Hg) ; 6,95 (d, 1HI\nH-H3= 8,4 Hz, NH)) ; 8,24 (d, 1HJ\HB-H38 = 8,2 HZ, NH) ;
8,26 (t, 1HJ =5,5 Hz, NHg) ; 8,32 (t, 1HJ = 5,5 Hz, NHa).

RMN C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 28,1 (CCHs)s Boc) ; 28,2 (2€) ; 35,9 (Gg) ;
37,8 (Ga) ; 49,0 (Gs) ; 51,3 (Ga) ; 51,4 (CH COMe) ; 72,8 (2G) ; 78,3 C(CHa)s Boc) ;
80,8 81,0 (26) ; 155,0 (C=0 Boc) ; 169,5 (@) ; 169,9 (Ga) ; 170,5 (Gs) ; 171,1(Gp).

Trimére « propargylamide » (62)

BocH

N N 21
o) o) 4

N
O~ NH O” NH O~ 'NH

5
C27H36N6Og
588,61 g/mol

Le dimere60 est déprotégé selon la procédure de déprotect@mnime protégée sous
forme de Boc et engagé sans purification. Une moludu sel d’acide trifluoroacétiqugl
obtenu (0,240 g — 0,534 mmol) dans 6,8 mL de DMFaggitée sous atmosphére inerte sur
I'acide carboxyliqués6 (0,159 g — 0,587 mmol) a température ambiantelBEU (0,214 g —
0,667 mmol) et la triethylamine (0,149 mL — 1,06Tnal) sont ajoutés et le milieu est
maintenu sous agitation pendant 4h30. Le DMF eap@ sous vide. Le produit brut est
purifié par chromatographie flash sur gel de silig@HCL/DMF de 90:10 a 70:30)
conditionnée au départ avec CH@Ur et le dépbt étant effectué sous forme d’'uhgtisn de
produit brut dans un minimum de DMF. On obtientrienere 62 (0,223 g — 0,379 mmol)

contaminé par des sous-produits.

Rendement :71%
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CCM : Rf = 0,19 (CHCIl,/ MeOH 90:10)

HR-MS : m/z calculé pour [§H3eNeOg+Na]" 611,2441 ; trouvé 611,2446 (0,7 ppm).
RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 1,38 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,30 (m, 2H, bh,
Ho) ; 2,55 (M, 2H, ki, Ho) ; 2,64 (dd, 1H) = 7,1 Hz,J = 14,6 Hz, Hg) ; 2,75 (dd, 1H,) =
6,0 Hz,J = 16,0 Hz, H¢) ; 3,07 (m, 3H, H) ; 3,58 (s, 3H, CEICO,Me) ; 3,85 (m, 6H, k) ;
4,30 (m, 1HJ = 7,4 Hz, Hp) ; 4,60 (m, 2HJ = 7,3 Hz,J = 13,7 Hz, Hg Hac) ; 7,01 (d, 1H,
Jnh-a= 8,2 Hz, NH\) ; 8,28 (m, 5H, 2NH, 2NH").

RMN °C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm) : 28,1 (CCHa3)s Boc) ; 28,2 (3@) ; 30,7 ; 35,7 ;
35,9 (3G); 49,1 ; 49,7 ; 51,2 (3§; 51,5 (CH CO:Me) ; 72,8 (3G) ; 78,4 C(CHs)s Boc) ;
80,8 (3G) ; 155,1 (C=0 Boc) ; 169,5 ; 170,0 ; 170,6 ; 170180,2 (3G, 3Cy).

(9)-3-(tert-Butoxycarbonylamino)-4-oxo-4-(prop-2-ynylamino)butnoate
de 2-(trimethylsilyl) éthyle (64)

2
BocHN._3 2 1
oc O giMe,
4 0

(o)} NH
56
Y

C17H30N205Si
370,52 g/mol

Sous atmosphere inerte et a température ambiamtesolution d’acidé6 (0,100 g —
0,370 mmol) dans 4 mL de GEl, anhydre est traitée par de la DMAP (0,004 g — ®,03
mmol) puis par du 2-(triméthylsilyl)-éthanol (0,188— 0,962 mmol). Le DCC (0,084 g —
0,407 mmol) est ajouté a 0°C puis le milieu estntegiu sous agitation a 0°C pendant 5-10
min. puis a température ambiante pendant 4h. Leipté est ensuite filtré sur célite et le
filtrat est concentré sous vide. Le produit brutmsifié par chromatographie flash sur gel de

silice (AcOEt/Cyclohexane, 30:70) pour donner lenposét4 sous forme d’un solide blanc.

Rendement :78%

CCM : Rf =0,48 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

IR (pur) v (cm™) : 3387 3367 3229 (N-Hy) ; 2982 2955 2918 (Cg, v) ; 1734 (C=0
ester v) ; 1694 (C=0 carbamate) ; 1663 (C=0 amide,
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RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 0,01 0,02 (s, 9H, OCKH,Si(CH3)s) ; 0,97 (m, 2H,
OCH,CH,Si(CHa)s) ; 1,44 (s, 9H, C(CHs Boc) ; 2,21 (t, 1HJn7.ns= 2,5 Hz, H) ; 2,64 (dd,
1H, Juz-n3= 5,9 Hz,dho-o = 17,0 Hz, H) ; 2,97 (dd, 1HJh2-n3 = 4,4 HZ, o2 = 17,1 Hz,
Ho) ; 4,03 (m, 2H, OB,CH,Si(CHa)a) ; 4,17 (M, 2H, 2k) ; 4,48 (m, 1H, H) ; 5,70 (d, 1H,
JnHn3= 7,5 Hz, NH) ; 6,79 (m, 1H, NH).

RMN 'C (100 MHz, CDCkL) & (ppm) : -1,6 (OCHCH,SI(CHs)s); 17,2
(OCH,CH,Si(CHs)3) ; 28,2 (CCHs)s Boc); 29,3 (@) ; 36,0 (G); 50,5 (G); 63,4
(OCH,CH,Si(CHs)s) ; 71,6 (G) ; 79,1 (G) ; 80,5 C(CHs)s Boc) ; 155,6 (C=0 Boc) ; 170,5
(Ca) ; 172,0 (Q).

(S)-tert-butyl-3-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-4-oxo-4-(prop-2-

2
FmocHN_3 21
moc I\COQtBu

4

(e} NH
56
X

Ca26H28N205
448, 51 g/mol

ynylamino) butanoate (67)

Le composé7 est obtenu en appliquant la procédure génératedglage peptidique
2 en utilisant :

- Fmoc-Asp(@Bu)-OH (4,0 g — 9,72 mmol)

- propargylamine (0,443 mL — 11,67 mmol)

- HOBt.H,O (1,57 g — 11,67 mmol)

- EDCIi.HCI (2,23 g — 11,67 mmol)

- CH,ClI, (48,6 mL)

Le mélange réactionnel est agité a température amebpendant 12h. Le milieu est
dilué dans ChCl, et lavé successivement avec une solution aqueasael citrique 5%,
avec HO, avec une solution aqueuse saturée en NateL@nalement avec de la saumure.
La phase organique est séchée sur Mg&@oncentrée sous vide. Le produit brut est jgurif
par chromatographie flash sur gel de silice (AcOflbhexane 30:70) pour donner le
composé attendu sous forme d’un solide blanc.
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Rendement :80%

CCM : Rf =0,43 (AcOEt/Cyclohexane 60:40)

PF:104 — 106°C

[a]3 =+ 20,1 ¢1,0 - CHCY; lit. + 16,9)

IR (pur) v (cm™) : 3290 (N-H,v) ; 3064 ; 3043 ; 3009 (Csi, v) ; 2978 ; 2935 (CspH, V) ;
2122 (GC,v) ; 1728 (C=0 esterv) ; 1694 (C=0 carbamate) ; 1655 (C=0 amide,

HR-MS : m/z calculé pour [gH2sN-Os+H]" 449,2076 ; trouvé 449,2078 (0,3 ppm).

HPLC : tg = 45,59 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, CDCly) & (ppm) : 1,45 (s, 9H, C(Ch); CO:tBuU) ; 2,20 (t, 1HJ = 2,5
Hz, H;) ; 2,62 (dd, 1HJu2-13= 6,4 HZ,Juo-12 = 16,9 Hz, H) ; 2,90 (dd, 1HJ42-43= 3,7 Hz,
Juonz = 16,9 Hz, H) ; 4,03 (m, 2H, 2 ; 4,21 (t, 1HJ = 6,8 Hz, CH Fmoc) ; 4,45 (m, 2H,
CH, Fmoc) ; 4,53 (m, 1H, ¥ ; 5,98 (d, 1HJ\n-n3= 8,0 Hz, NH) ; 6,74 (se, 1H, NH') ; 7,31
(t, 2H, J = 7,4 Hz, 2HAr) ; 7,40 (t, 2H, J = 7,4,F2HAr) ; 7,56 (t, 2H, J = 6,7 Hz, 2HAr) ;
7,76 (d, 2H, J = 7,5 Hz, 2HFmoc).

RMN **C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 28,1 (CCHs)s CO:tBuU) ; 29,4 (G) ; 37,4 (G) ; 47,2
(CH Fmoc) ; 51,1 (¢ ; 67,2 (CH Fmoc) ; 71,8 (@ ; 79,1 (G) ; 82,0 C(CHs)s COtBU) ;
120,1;125,0 ; 127,1 ; 127,8 (@Hmoc) ; 156,1 (C=0, Fmoc) ; 170,2,JC 171,0 (G).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littérature

Acide (S)-3-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-4-oxe4-(prop-2-ynylamino)
butanoique (68)

2
F HN. 3 1
moc COH
4
0] NH

%
Y

C22H20N205
392, 40 g/mol

Le compos&8 est obtenu en appliquant la procédure générateepmtection d’acide
protégé sous forme de GBu en utilisant :
- Ester67 (2,0 g — 4,46 mmol)

- TFA (6 mL)
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- CH.Cl; (5 mL)
On obtient le composé attendu sous forme d’'un edildnc.

Rendement :quantitatif

CCM : Rf = 0,38 (CHCIy/ MeOH 90:10)

PF : 150 — 152°C

[a]3 =- 16,2 € 0,32 — MeOH)

IR (pur) v (cm®) : 3368 ; 3294 (N-H, O-Hy) ; 3066 ; 3001 (CspH, v) ; 2978 ; 2931 ; 2877
(Csp-H, v) ; 1722 (C=0 acidey) ; 1660 (C=0, carbamate, amias,

HR-MS : m/z calculé pour [&H2oN,Os+H]" 393,1450 ; trouvé 393,1465 (3,7 ppm).

RMN *H (400 MHz, Acétone-@) & (ppm) : 2,63 (t, 1HJ = 2,6 Hz, H) ; 2,77 (dd, 1HJno-h3
=7,1 Hz,Jyo-y2 = 16,7 Hz, H) ; 2,90 (dd, 1HJ42-n3 = 5,8 Hz,Jy242 = 16,7 Hz, H) ; 4,00
(d, 2H,J=2,3 Hz, H) ; 4,24 (t, 1HJ = 7,1 Hz, 1H, CH Fmoc) ; 4,31 (dd, 2H= 7,1 HzJ =
10,3 Hz, CH Fmoc) ; 4,39 (dd, 1H] = 7,1 Hz,J = 10,3 Hz, CHFmoc) ; 4,58 (t, 1H) = 6,0
Hz, H) ; 7,32 (m, 2H, 2) ; 7,41 (t, 2H,J=7,5Hz, 28 ; 7,70 (d, 2H, J = 7,5 Hz, 2 ;
7,86 (d, 2H, J = 7,5 Hz, ).

RMN **C (100 MHz, Acétone-@) & (ppm) : 30,1 (G) ; 37,5 (G) ; 48,9 (CH Fmoc) ; 53,3
(Cy); 68,4 (CH Fmoc) ; 73,1 (& ; 80,0 (@) ; 121,8; 127,2; 128,9 ; 129,5 (CHAr Fmoc) ;
157,9 (C=0, Fmoc) ; 171,14, 173,3 (GQ).

(S)-tert-butyl 3-amino-4-oxo-4-(prop-2-ynylamino)butanoate (69)

2
H,N_3 A1
2 I\COQtBu
4
0”7 “NH

%
Y

C11H18N203
226, 27 g/mol

L'amine 69 est obtenue en appliquant la procédure génératipimtection d’amine
protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

- Composé&7 (2,0 g— 4,46 mmol)

- DMF/ Pipéridine (8 : 2 — 100 mL)
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Le produit brut obtenu est purifié par chromatopriapflash sur gel de silice
(CH.Cl,/MeOH 93:7) pour donner 1,01 g (4,46 mmol) d’amiiee 69 sous forme d’'une

huile jaune.

Rendement :quantitatif

CCM : Rf = 0,43 (CHCIy MeOH 90:10)

[a]3 =-12,2 ¢0,5 - CHCY)

IR (pur) v (cm™) : 3367 ; 3295 (N-Hy); 3066 ; 3001 (CspH, v); 2978 ; 2932 ; 2878
(Csp-H, v) ; 2120 (GC,v) ; 1722 (C=0 esterv) ; 1660 (C=0 carbamate, C=0 amidg,
HR-MS : m/z calculé pour [GH1gN,O3+H]" 227,1396 ; trouvé 227,1409 (5,9 ppm).

RMN H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 1,40 (s, 9H, C(Ch)s CO:tBuU) ; 1,75 (s, 2H, Nb) ;
2,19 (t, 1H,J = 2,3 Hz, H); 2,50 (dd, 1HJu2.13= 8,2 Hz,Juorz = 16,6 Hz, H) ; 2,78 (dd,
1H, Ju2-ns = 3,9 Hz,Jyo2 = 16,6 Hz, H) ; 3,62 (dd, 1HJu3-42 = 3,9 Hz,Jyz12 = 8,2Hz,
Hs) ; 3,97 (m, 1HJ)=2,3 HzJ=5,4 HzJ= 17,6 Hz, H) ; 4,03 (m, 1HJ=23 HzJ=5,5
Hz,J=17,6 Hz, H) : 7,62 (m, 1H, NH’)

RMN **C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 28,0 (CCHs)s CO:tBu) ; 28,9 (G) ; 40,4 (G) ; 51,9
(C9); 71,3 (G) ; 79,5 (Q) ; 81,2 C(CHg)3 CO:ABU) ; 171,0 (G) ; 173,2 (G).

Dimere « propargylamide » (70)

FmocHN

07 >NH” O
NN

C33H3zsN40O7

600, 66 g/mol

N3 21
ﬁ I\COQtBu
4
P NH
56

Le dimére70 est obtenu en appliquantpeocédure général@ de couplage peptidique
en utilisant :

- Amine 69 (0,105 g — 0,464 mmol)

- Acide carboxyliques8 (0,200 g — 0,510 mmol)

- HOBt.H,O (0,075 g — 0,557 mmol)

- EDCIi.HCI (0,106 g — 0,557 mmol)

- CH.CI, (2,3 mL + 5 mL pour bonne agitation du milieu)
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Apres 8h de réaction a température ambiante, leargs sont éliminés sous vide. Le
produit brut solide est lavé sur verre fritté nUcaessivement par une solution aqueuse
d’acide citrique 5% (4x), par4® (4x), par une solution agueuse saturé en NaH@x) et de
nouveau par kO (4x). Le produit obtenu est séché sous vide doaner le dimér&0 sous la

forme d’un solide blanc.

Rendement :82%

CCM : Rf = 0,20 (AcOEt/Cyclohexane 60:40)

[a]3 =-25,0 € 0,52 — DMF)

IR (pur) v (cm?) : 3289 (N-H,v) ; 3066 (CspH, v) ; 2978 ; 2933 (CspH, v) ; 1730 (C=0
ester yv) ; 1687 (C=0 carbamate) ; 1649 (C=0 amide,

HR-MS : m/z calculé pour [&H3eN4O7+H]" 601,2662 ; trouvé 601,2659 (-0,5 ppm).
HPLC : tg = 25,11 min (HO/MeCN 50:50)

RMN *H (400 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,44 (s, 9H, C(Ch)s CO.tBU) ; 2,92 (dd, 1H,
Jnze-n3s= 8,0 HZ,Jn2-H28 = 15,7 Hz, Hg) ; 3,04 (m, 3H, 2H Hya) ; 3,28 (m, 2H,) = 6,3 Hz,
J =157 Hz, Ha, Hg) ; 4,18 (t, 1HJ = 6,7 Hz, CH Fmoc) ; 4,34 (m, 5H, 4HCH, Fmoc) ;
4,56 (m, 1H, CHFmoc) ; 5,48 (m, 1HJ43a-nHA= 8,4 HZ,J43a-H24=5,8 Hz, Ha) ; 5,56 (m,
1H, Hgg) ; 7,25 (m, 2H, 2HAr) ; 7,41 (m, 2H, 2HAr) ; 7,66, 2H, 2HAr) ; 7,84 (d, 2H) =
7,3 Hz, 2H; Fmoc) ; 9,21 (d, 1HJnHa-H3a = 8,4 Hz, NH) ; 9,25 (m, 1H, NHJ) ; 9,74 (m,
1H, NH’g) ; 9,78 (d, 1HJNHB-H38 = 8,5 HZ, NH}).

RMN *3C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 28,3 (CCHs)s CO:;tBuU) ; 29,6 ; 29,7 (26 ;
38,7 (Gg) ; 39,6 (Ga) ; 47,9 (CH Fmoc) ; 51,1 @) ; 53,4 (Ga) ; 67,1 (CH Fmoc) ; 72,5;
72,6 (2G) ; 81,0 C(CHs)3z COstBU) ; 81,6 ; 81,7 (26} ; 120,7 ; 125,9; 126,0; 127,8 ;128,4
(CHar Fmoc) ; 141,9; 144,8 (& Fmoc) ; 157,4 (C=0 Fmoc) ; 170,7:6F; 171,2 (Ga) ;
171,6 (Ga) ; 172,7 (Gg).
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Dimére amine « propargylamide » (71)

HoN
07 “NH> 07 “NH
N
C18H26N4Os
378,42 g/mol

Hos2
COztBU
o s
&

Le composé7l est obtenu en appliquant la procédure généralaléeotection
d’amine protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

- Dimere70 (0,376 g — 0,626 mmol)

- CH3CN/EbNH (23,2 mL)

Le produit brut obtenu est purifié par chromatopiapflash sur gel de silice
(CH.Clx/MeOH 90:10) pour donner I'amine libre sous formgné huile incolore.

Rendement :quantitatif.

CCM : Rf = 0,58 (CHCI,/MeOH 80:20)

[a]3" =- 36,1 ¢0,28 — DMF)

IR (pur) v (cm™) : 3279 (N-H,v) ; 3074 (Csp-H, v) ; 2980 ; 2929 (CsgH, v) ; 2119 (GC,
v) ; 1726 (C=0 estew) ; 1634 (C=0 amide;).

HR-MS : m/z calculé pour [GH26N4Os+H]" 379,1981 ; trouvé 379,1986 (1,2 ppm).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(Ch)3 CO:tBuU) ; 1,94 (se, 2H, NK) ;
2,20 (m, 1H, Ha) ; 2,23 (m, 1H, HKB) ; 2,52 (dd, 1HJy2a-H3a= 6,3 HZ,Jyoa-H2a = 14,2 Hz,
Hzp) ; 2,61 (dd, 1HJu2a-H3a= 6,3 HZ,Jy2a-n2a= 14,2 Hz, H4) ; 2,62 (dd, 1HJ428-H38= 5,8
Hz, Ju2s-H28 = 16,8 Hz, Hg) ; 2,89 (ddd, 1HJu2e-H3e= 5,2 HZ,J2p-H28= 16,8 Hz, Hpg) ;
3,80 (t, 1HJ = 6,3 Hz, Ha) ; 4,00 (m, 4H, 4B) ; 4,78 (m, 1H, Hg) ; 7,33 (d, 1HI\HB-H3B=
8,7 Hz, NR) ; 7,71 (t, 1HJywe-nse= 5,1 Hz, NHg) ; 7,56 (t, 1HJInwa-nsa= 5,2 Hz, NHR).
RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,0 (CCHs)s COxtBU) ; 28,9 (Ga) ; 29,2 (Gpg) ;
36,8 (Gg) ; 41,5 (Ga) ; 49,4 (Gg) ; 52,3 (Ga) ; 71,2 (Ga) ; 71,5 (GB) ; 79,4 (GB) ; 79,5
(Cen) ; 170,3 (Gs) ; 170,9 (2G) ; 173,6 (2Ga).
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Dimeére acide « propargylamide » (72)

FmocHN

07 "NH” 07 "NH
CooH28N4O7
544,56 g/mol

N3 21
CO,H
O 4
56

Le composé&'2 est obtenu en appliquant la procédure génératkeptection d’acide
protégé sous forme de GtBu en utilisant :

- Dimere70 (0,100 g — 0,166 mmol)

- CHyCl»(1,5 mL)

- TFA (3 mL)

Le produit brut obtenu est ensuite lavé par du@pour donner un solide blanc.

Rendement :quantitatif.

CCM : Rf = 0,60 (CHCI,/MeOH 80:20)

[a]3" = - 28,3 € 0,24 — DMF)

IR (pur) v (cm') : 3287 ; 3223 (N-Hy) ; 3066 (Csp-H, v) ; 2881 (CspH, v) ; 1697 (C=0
acide, C=0 carbamate) ; 1641 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [gH2eN4O7+H]" 545,2036 ; trouvé 545,2034 (-0,4 ppm).
RMN *H (400 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 3,01 (m, 2H, 2H) ; 3,05 (dd, 1HJmoaH3a= 5,9
Hz, Juoa-nza = 14,4 Hz, Ha) ; 3,25 (dd, 1HJn28-H3= 7,1 HZ,Jh2B-H28= 16,4 HZ, HB) ; 3,31
(dd, 1H,Ju2a-H3a= 8,5 HZ,Jnuoam2a= 14,4 Hz, H4) ; 3,45 (dd, 1H 42138 = 5,7 HZ,Jh2s-
nes= 16,4 Hz, Hg) ; 4,17 (t, 1HJ = 6,7 Hz, CH Fmoc) ; 4,35 (m, 5H, 4HCH, Fmoc) ; 4,55
(dd, 1H,J = 7,2 Hz,J = 9,6 Hz, CH Fmoc) ; 5,50 (m, 1HJ3a-H2a= 5,9 HZ,J3aNwa= 7,6
Hz, Hsa) ; 5,70 (m, 1HJ43s-nwe= 6,7 Hz, Hg) ; 7,25 ; 7,40 ; 7,60 ; 7,83 (m, 8HAH-MOC) ;
9,24 (m, 2H, NH, 1NH’) ; 9,72 (m, 2H, N, 1NH’) ; 11,10 (se, 1H, Hi9.

RMN 3C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 29,9 ; 30,0 (2€) ; 37,9 (Gg) ; 40,0 (Ga) ; 48,1
(CH Fmoc); 51,5 () ; 53,8 (Ga) ; 67,4 (CH Fmoc) ; 72,7 ; 72,9 (2¢; 81,9 ; 83,0 (2¢) ;
120,9; 126,2; 126,3; 128,0; 128,6 (&Hmoc) ; 142,2 ; 145,1 (& Fmoc) ; 157,7 (C=0
Fmoc) ; 171,7 (&) ; 172,3 (Gg) ; 173,0 (Ga) ; 174,4 (Gp).
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Trimére « propargylamide » (73)

NH O NH O

FmocHN s Hos 2
4
0 o
o NH
56

X X \\\7
Ca0H44NeOg
752,81 g/mol

Le composé73 est obtenu en appliguant [arocédure générale 2le couplage
peptidique en utilisant :

- Amine 71 (0,083 g — 0,219 mmol)

- Acide carboxyliques8 (0,086 g — 0,219 mmol)

- HOBt.H,O (0,036 g — 0,263 mmol)

- EDCIi.HCI (0,050 g — 0,263 mmol)

- DMF (3 mL).

Le mélange réactionnel est agité a températureaartedbpendant 4h. Les solvants sont
éliminés sous vide. Le produit brut solide est laugéverre fritté n°4 successivement par une
solution aqueuse d’acide citrique 5% (4x), pa®H4x), par une solution aqueuse saturée en
de NaHCQ (4x), de nouveau par,B (4x) et enfin par du méthanol (3x). Le produitestu
est séché sous vide pour donner 0,143 g (0,190 hdadlimerer3 sous la forme d’un solide

blanc cassé.

Rendement :87%

CCM : Rf = 0,43 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF: 207 — 212°C

[a]3 =- 29,2 €0,25 — DMF)

IR (pur) v (cm™) : 3283 (N-H,v) ; 3075 ; 3053 (CspH, v) ; 2978 ; 2947 (CspH, v) ; 1724
(C=0 ester y) ; 1695 (C=0 carbamate) ; 1641 (C=0 amide,

HR-MS : m/z calculé pour [gH44NsOo+H]" 753,3248 ; trouvé 753,3257 (1,2 ppm).
HPLC : tr = 18,44 min (HO/MeCN 50:50)

RMN *H (500 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(Ck)3 CO,tBu) ; 2,90 (dd, 1H,
Jnzc-H3c =8,1 HZ,Jyac-Hzc = 15,7 Hz, Hc) ; 3,00 (M, 5H, B Hog, 3Hy) ; 3,18 (dd, 1HJh2a-
Haa = 8,4 Hz,Juoamoa =14,2 Hz, H4) ; 3,22 (dd, 1H428-H3s = 8,3 HZ,Jh2s-H28 = 14,2 Hz,
Hzg) ; 3,28 (dd, 1HJn2ch3c = 5,9 Hz,dyzcvoc = 15,7 Hz, He) ; 4,17 (t, 1HJ = 7,0 Hz,
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CH Fmoc) ; 4,31 (m, 7H, 61CH, Fmoc) ; 4,55 (dd, 1H] = 7,0 Hz,JcH2-cH2=10,4 Hz, CH
Fmoc) ; 5,43 (m, 1H, k) ; 5,57 (m, 1H, Ho) ; 5,77 (m, 1H, He) ; 7,25 7,40 7,59 7,84 (8H,
Ha Fmoc) ; 9,18 (d, 1HJnnahsa = 8,6 Hz, NH); 9,24 (m, 2H, 2NH’); 9,77 (m, 1H,
NH'¢) ; 9,78 (d, 1Hnncrsc = 8,6 Hz, NR) ; 9,84 (d, 1H,nneHss = 8,6 Hz, NH).

RMN *C (100 MHz, Pyridine-ds) 8 (ppm) : 28,4 (CCHs)s, COstBuU) ; 29,7 ; 29,8 (3§) ;
38,9 (Go) ; 39,4 (Ge) ; 39,8 (Ga) ; 48,0 (CH Fmoc) ; 51,3 () ; 51,6 (Gg) ; 53,6 (Ga) ;
67,2 (CH Fmoc) ; 72,6 ; 72,7 ; 72,8 (38 ; 81,4 C(CHs)s, COtBuU) ; 81,7 ; 81,8; 82,0
(3Ce) ; 120,9 126,2 ; 127,9; 128,5 iz Fmoc) ; 142,1; 144,9 (€ Fmoc) ; 157,6 (C=0
Fmoc) ; 170,9 (&) ; 171,4 (Gg) ; 171,8 (Ga-Caa) ; 172,7 (Gp) ; 172,9 (Gc).

Tétramére « propargylamide » (74)

ZT

NH o S
5
\% NS
C47H52NgO11
904,96 g/mol

3
NHO ®) NHO 0] P
6
Y

Le tétramere74 est obtenu en appliquant [aocédure générale 2le couplage
peptidique en utilisant :

- Amine71 (0,190 g — 0,502 mmol)

- Acide carboxyliquer2 (0,417 g — 0,766 mmol)

- HOBt.H,O (0,081 g — 0,603 mmol)

- EDCIi.HCI (0,06 g — 0,753 mmol)

- DMF (6,3 mL).

Le mélange réactionnel est agité a températureaartgdbpendant 4h. Les solvants sont
eliminés sous vide. Le produit brut solide est lauéverre fritté n°4 successivement par une
solution aqueuse d’acide citrique 5% (4x), pa®H4x), par une solution aqueuse saturée en
NaHCG; (4x) et de nouveau par@ (4x) et enfin par du méthanol (3x) et de I'étadrylique
(2x). Le produit obtenu est séché sous vide poandon0,331 g (0,366 mmol) de tétraméde

sous la forme d’un solide blanc.

Rendement :73%
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CCM : Rf = 0,88 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF: 252 — 257°C

[a]3" = - 35,2 € 0,145 — DMF)

IR (pur) v (cm®) : 3279 (N-H,v) ; 3059 (CspH, v) ; 2947 (CspH, v) ; 1721 (C=0 ester ;
v) ; 1694 (C=0 carbamate) ; 1643 (C=0 amide,

HR-MS : m/z calculé pour [GHs3NgO11+H] " 905,3834 ; trouvé 905,3829 (-0,5 ppm).
HPLC : tr = 28,18 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (500 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,43 (s, 9H, C(Ck)3 CO.tBu) ; 2,89 (dd, 1H,
Jnzp-H3p= 8,2 HZz,dh2p-H2p = 15,7 Hz, Hp) ; 3,00 (M, 7H, Ha, Hzg, Hoc, 4H7) ; 3,16 (M, 3H,
Hoa, Hos, Hoc) ; 3,28 (dd, 1Hh2p-n3p = 5,8 HZ,Juop-Hop = 15,7 Hz, Hp) ; 4,31 (m, 10H,
8Hs, CH Fmoc CH Fmoc) ; 4,55 (m, 1H, CHFmoc) ; 5,41 (m, 1H, k) ; 5,55 (m, 1H,
Hsp) ; 5,71 (m, 1H, 1K) ; 5,75 (m, 1H, 1K) ; 7,29 7,39 7,64 7,85 (8HFmoc) ; 9,17 (d, 1H,
InHA-Haa= 8,4 Hz, NH,) ; 9,24 (m, 3H, 3NH’) ; 9,77 (m, 4H, NKINHc, NHp, INH’).

RMN *3C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 28,5 (CCHs)s CO»tBU) ; 29,8 : 29,9 (48 ;
38,9 (Gp) ; 39,4 ; 39,5; 39,8 (3¢; 48,1 (CH Fmoc) ; 51,3 ; 51,6 ; 51,7 63€53,7 (Gp) ;
67,4 (CH Fmoc) ; 72,7 ; 72,8 ; 72,9 (4C 81,3 ; 81,7 ; 81,9 (4F; 102,9; 126,2 ; 126,2;
128,0; 128,2; 128,6 ; 129,9 (@HFmoc) ; 136,5; 142,1; 145,0 ACFmoc) ; 157,7 (C=0
Fmoc) ; 171,0;171,7;171,9;172,6 ; 172,7 ;,972G, 4C,).

Hexamere « propargylamide » (76)

07 "NH> 07 "NH> 07 “NH~ 07 “NH~ O NHO *NH
5

Ce1He6sN 12015

1209,26 g/mol

L’hexamere76 est déprotégé en appliquant la procédure géendéaletection d’acide
protégé sous forme de GBu en utilisant :

- Tétramerer4 (0,197 g — 0,218 mmol)

- CH,CI/TFA (3 mL + 8 mL)

Le produit brut obtenu est ensuite lavé par duwCHpour donner quantitativement

I'acide correspondam5 sous forme d’un solide blanc.
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Rendement :quantitatif
CCM : Rf = 0,38 (CHCIy/MeOH 90: 10)
HR-MS : m/z calculé pour [H4sNgO11+H]" 849,3208 ; trouvé 849,3206 (-0,2 ppm).

Le compos€&’6 est obtenu en appliquant la procédure génératoudglage peptidique
2 en utilisant :

- Amine 71 (0,062 g — 0,164 mmol)

- Acide carboxyliquer5 (0,139 g — 0,164 mmol)

- HOBt.H,O (0,027 g — 0,197 mmol)

- EDCi.HCI (0,038 g — 0,197 mmol)

- DMF (4,2 mL).

Le mélange réactionnel est agité a températureaarttbpendant 4h. Les solvants sont
éliminés sous vide. Le produit brut solide est lauéverre fritté n°4 successivement par une
solution aqueuse d’acide citrique 5% (4x), pa®OH4x), par une solution aqueuse saturée en
NaHCG; (4x), de nouveau par,B (4x) puis avec du méthanol (3x) et de I'éther)(2xe
produit obtenu est séché sous vide pour donne7@1®,133 mmol) d’hexamer& sous la

forme d’un solide blanc.

Rendement :69 %

CCM : Rf = 0,38 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF: > 300 °C

[a]3" : Composé insoluble méme a trés faible concentratiors DMSO, DMF

IR (pur) v (cm?) : 3283 (N-H,v) ; 3074 (CspH, v) ; 2945 (CspH, v) ; 1719 (C=0 ester ;
v) ; 1637 (C=0 carbamate, amids,

HR-MS : m/z calculé pour [6iHesN1:015+H]" 1209,5005 ; trouvé 1209,5011 (0,6 ppm).
RMN H : Spectre de mauvaise qualité (composé insoluble Bgridine-c;, DMSO-@)

RMN *3C : Spectre de mauvaise qualité (composé insoluble Bgridine-d¢;, DMSO-@)
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(9)-3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-hydroxybutanoate de méthylg77)

2
BocHN 3 1
oc \(\COZMe
4

OH
C10H1oNOs5
233, 26 g/mol

Sous atmosphere inerte, Nehydroxysuccinimide (2,47 g — 21,43 mmol) est agoat
0°C a une solution dB2 (5,0 g — 20,22 mmol) dans AcOEt (40 mL). Aprésubdisation
totale, une solution de DCC (4,21 g — 20,42 mmahsd20 mL d’AcOEt est ajoutée goutte a
goutte a 0°C. Le milieu est maintenu sous agitgtiendant la nuit. La dicyclohexylurée est
filtrée et le filtrat est lavé successivement pae golution aqueuse saturée en NakB@ais
par de la saumure. La phase organique lavée d#tesé&ar MgS@puis concentrée sous vide
pour donner l'ester activé sous forme d’'un solitknb. Ce dernier est solubilisé dans 13,3
mL de THF puis ajouté goutte a goutte a 0°C a whetisn de NaBH (1,21 g — 31,99 mmol)
dans un mélange @/THF (7,8 mL/60 mL). Le milieu est maintenu sog#ation pendant 5
min. jusqu’a disparition totale de I'ester activéd £CM. La réaction est neutralisée par ajout
de NH,CI sous forme solide. Le milieu est extrait par At(3x). Les phases organiques
réunies sont lavées par de la saumure, séchéddgs®, puis concentrées sous vide. Le
produit brut est purifié par chromatographie flaglr gel de silice (AcOEt/Cyclohexane,
40:60) pour donner l'alcoal7 (3,2 g — 13,7 mmol) sous forme d’une huile incelor

Rendement :68%

CCM : Rf =0,53 (AcOEt/Cyclohexane 70:30)

[a]2 = +5,9 €0,5 - CHCY)

IR (pur) v (cm™) : 3374 (N-H, O-Hv) ; 2978 ; 2953 (CspH, v) ; 1736 (C=0 ester) ; 1691
(C=0 carbamate).

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,39 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,54 (d, 2H) = 6,2 Hz,
2H,) ; 3,58 (m, 2H, 2B) ; 3,60 (s, 3H, CEHICOMe) ; 3,92 (m, 1H, K ; 5,36 (d, 1HINH-H3=
8,2 Hz, NH).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,1 (CCHs); Boc) ; 35,7 (G) ; 49,2 (G) ; 51,6
(CH3; COMe) ; 63,8 (G) ; 79,5 C(CHs)sBoc) ; 155,7 (C=0 Boc) ; 172,1 {C

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératurd’
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(9)-3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-iodobutanoate de méthyle @)

2 4
HN_3
Boc N\CC Me
4

|
C10H18INO4
343, 16 g/mol

Sous atmosphere inerte, le diiode (12,2 g — 48,@®lnest ajouté en trois portions a
0°C en 30 min a une suspension d’imidazole (4,37 6#,31 mmol) et de PR{12,7 g —
48,23 mmol) dans 97 mL d’'un mélange®ACH,CI, (2:1). Le milieu est maintenu sous
agitation pendant 10 min, puis une solution d’alcbo(7,5 g — 32,15 mmol) dans 52 mL de
Et,O/CH.Cl, (2:1) est ajoutée. L'agitation est maintenue apt@m@ature ambiante pendant 22h
puis les solides sont filtrés et lavés par de,CEtLe filtrat est concentré sous vide. Le produit
brut est purifié par chromatographie flash surdaglsilice (AcOEt/Cyclohexane, de 10:90 a

20:80) pour donner le composé idt#(8,3 g — 24,1 mmol) sous forme d’aiguilles blareche

Rendement :75%

CCM : Rf = 0,60 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

PF :60 — 62°C

[a]2 = +9,2 €2,1— CHCL)

IR (KBr) v (cm’) : 3344 (N-H,v) ; 2979 ; 2951 (CspH, v) ; 1733 (C=0 ester) ; 1684 (C=0
carbamate).

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,43 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,62 (dd, 1HJnpn3 = 6,1
Hz, Jhonz = 16,2 Hz, H) : 2,73 (dd, 1HJuz13 = 5,3 HZ,Jhonz = 16,2 Hz, H) ; 3,41 (m,
2H, 2H,) ; 3,69 (s, 3H, CEHICOMe) ; 3,90 (m, 1H, B) ; 5,08 (d, 1HJyn-13= 6,6 Hz, NH).
RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 11,0 (G) ; 28,2 (CCHs); Boc) ; 38,4 (G) ; 47,6
(Cs) ;: 51,9 (CH COMe) ; 79,9 C(CHs)s Boc) ; 154,6 (C=0 Boc) ; 171,1 {C

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®

265



(S)-4-azido-3-tert-butoxycarbonylamino)butanoate de méthyle (85)

BocHN_3 _A_1
\(\COQMe
4

N3

C10H18N4O4
258, 27 g/mol

Un mélange d&4 (8,23 g — 24,0 mmol) et de Nak®,35 g — 144 mmol) dans 600 mL
de DMF est chauffé & 60°C pendant 1h15. Le DMFéesiporé sous vide. Le résidu est
solubilisé dans du Ci€l, et lavé par une solution aqueuse deS@ 10% puis par de la
saumure. La phase organique est séchée sur Mp&® concentrée sous vide pour donner

6,2 g (24 mmol) d’azoturd5 (6,2 g — 24,0 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement :quantitatif

CCM : Rf = 0,53 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

IR (KBr) v (cmY) : 3341 (N-H,v) ; 2994 ; 2978 (CspH, v) ; 2096 (N=N=Ny) ; 1731 (C=0
ester) ; 1679 (C=0 carbamate).

[a]2 =- 18,0 €0,5 - CHCY)

HR-MS : m/z calculé pour [@H1sN4Os+Na]" 281,1226 ; trouvé 281,1238 (4,4 ppm).
HPLC : tr = 11,68 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,54 (dd, 1HJno-Hs= 6,3
Hz, Juo-z = 17,0 Hz, H) ; 2,60 (dd, 1H 215 = 5,6 Hz,Jhomz = 17,0 Hz, H) ; 3,43 (dd,
1H, Jua-n3 = 5,6 Hz,Jya-nae = 12,2 Hz, H) ; 3,51 (dd, 1HJu4-n3 = 5,0 HZ,Jyg-na = 12,2 Hz,
Hz) ; 3,67 (s, 3H, CHICOMe) ; 4,07 (m, 1H, B ; 5,13 (d, 1H,J\n-H3= 6,0 Hz, NH).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,1 (CCHs); Boc) ; 35,9 (G) ; 47,0 (G) ; 51,7
(CH3; COMe) ; 53,5 (G) ; 79,7 C(CHs)s Boc) ; 154,8 (C=0 Boc) ; 171,3 (C

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®
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Trifluoroacétate de (1-azidométhyl-1-méthoxycarboniméthyl)méthylammonium (86)

2
TFAH,N_3 <1
2 \(\COZMe
4

N3
C7H11F3N4O4
272,18 g/mol

Le sel d’acide trifluoroacétiqu@6 est obtenu en appliquant la procédure générale de
déprotection d’amine protégée sous forme de Bagiésant :
- Ester85 (0,501 g — 1,94 mmol)
- TFA/CH,Cl, (6mL)
On obtient le sel correspondant (0,528 g — 1,9%oln sous forme d’une huile

incolore.

Rendement :quantitatif.

[a]3" = - 5,66 ¢ 0,530 — CHGJ) amine libre

HR-MS : m/z calculé pour [@H1eN4Os+H]" 159,0882 ; trouvé 159,0873 (- 5,7 ppm),
RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 2,74 (d, 1HJu2-n3= 4,4HZ, 42142 = 17,0 Hz, H) ;
2,84 (dd, 1HJy2p3 = 3,8 HZ,Jy2-v2 = 17,1 Hz, H) ; 3,71 (m, 6H, K, 2H;, CH; COMe) ;
8,29 (se, 3H, NHTFA).

RMN *3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 33,6 (G); 47,7 (G); 51,4 (G); 52,4 (CH
COMe) ; 170,9 (GQ).

Acide (S)-4-azido-3-tert-butoxycarbonylamino)butanoique (87)

2
3 1
BocHN \(\C02H
4

N3
CoH16N4O4
244, 25 g/mol

L’acide 87 est obtenu en appliquant la procédure générasayplenification d’un ester

méthylique en utilisant :
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- Ester85(2,0 g — 7,74 mmol)
- LIOH.H,0O (0,974 g — 23,23 mmol)
- THF/MeOH/H0 (232 mL)

On obtient 1,78 g (7,29 mmol) d’aci8& sous forme d’un solide blanc.

Rendement :94%.

CCM : Rf = 0,22 (CHCIl,/MeOH 90:10)

PF:59-62°C

[a]3" = - 31,88 ¢ 0,505 — MeOH)

IR (KBr) v (cm™): 3414 ; 3368 (N-Hy) ; 3036 ; 3003 (O-H acide) ; 2985 ; 2935 (CsgH,
v) ; 2104 (N=N=Ny) ; 1722 (C=0 acide) ; 1699 (C=0 carbamate) ; 1&80 amide).
HR-MS : m/z calculé pour [@H1sN4Os+Na]" 267,1069 ; trouvé 267,1083 (5,1 ppm),
RMN *H (400 MHz, Acétone-@) & (ppm) : 1,96 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 2,60 (d, 2HJ = 6,6
Hz, 2H) ; 3,46 (dd, 1HJy4-n3= 5,1 Hz,Jn4-ne = 12,52 Hz, H) ; 3,51 (dd, 1H 413 = 6,3
Hz,Jna-na=12,5Hz, H) ; 4,10 (m, 1H, B ; 6,19 (d, 1H,J\n-13= 6,9 Hz, NH).

RMN 3C (100 MHz, Acétone-d) & (ppm) : 29,5 (CCHs)3Boc) ; 37,9 (G) ; 49,7 (G) ; 55,5
(C4) ; 80,2 C(CHs)s Boc) ; 156,9 (C=0 Boc) ; 173,5 {C

Dimeére « azoture » (88)

BocHN N3 2.1
oc \(\W \(\cozlvle
4
C14H24NgOs
384, 39 g/mol

Le dimére88 est obtenu en appliquant la procédarele couplage peptidique en
utilisant :

- Sel d’acide trifluoroacétiqu@6 (0,198 g — 0,727 mmol)

- Triéthylamine (0,127 mL — 0,914 mmol)

- Acide 87 (0,186 g — 0,762 mmol)

- HOBt.H,O (0,124 g — 0,914 mmol)

- EDCIi.HCI (0,175 g — 0,914 mmol)

- CH.CI(9,1 mL)
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L’agitation est maintenue a température ambiaatelant 4h. Le milieu est dilué dans
CHCI; puis lavé successivement par une solution aquiasale citrique 5%, par ¥D, par
une solution agueuse saturée en Nakl€(ar de la saumure. La phase organique esteéché
sur MgSQ et concentrée sous vide. Le produit brut est jgup&r chromatographie flash sur
gel de silice (AcOEt/cyclohexane, 60:40) pour dorieedimere88 (0,240 g — 0,625 mmol)

sous forme d’'un solide blanc.

Rendement: 82%

CCM : Rf = 0,30 (AcOEt/Cyclohexane 60:40)

PF:107 - 113°C

[a] =-32,11 ¢0,19 — MeOH)

IR (KBr) v (cm™) : 3348 ; 3292 (N-Hy) ; 3082 ; 2984 (CspH, v) ; 2105 (N=N=Ny) ; 1741
(C=0 ester) ; 1696 (C=0 carbamate) ; 1654 (C=0 amid

HR-MS : m/z calculé pour [GH24NgOs+NaJ" 407,1767 ; trouvé 407,1762 (-1,3 ppm).
HPLC : tg = 13,78 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Chk)3 Boc) ; 2,43 (dd, 1HJu2a-H3A=
5,8 HZ,Jy2a-12a= 15,0 Hz, Ha) ; 2,49 (dd, 1HJ2a-H3a = 6,2 HZ 2 a-H2a= 15,0 Hz, Ha') ;
2,57 (dd, 1HJy28-138= 6,0 Hz,J128-128 = 16,3 Hz, Hg) ; 2,62 (dd, 1HJu2s-H3s = 6,0 Hz,
Jnzs-+28= 16,3 Hz, Hs) ; 3,38 (dd, 1HhHaa-H3a= 6,2 HZ,Jhaaraa= 12,2 Hz, Ha) ; 3,50 (m,
3H,) ; 3,68 (s, 3H, CEICOMe) ; 4,01 (m, 1H, Kh) ; 4,39 (m, 1H, HB) ; 5,50 (d, 1HJINHA-
Haa = 6,6 Hz, NH) ; 6,56 (d, 1H,JynB-H3s = 8,4 Hz, NH).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,2 (CCHs)s Boc) ; 35,5 (Gg) ; 37,7 (Ga) ; 45,7
(Csp) ; 47,7 (Ga) ; 52,0 (CH COMe) ; 53,2 (Gg) ; 53,4 (Ga) ; 79,8 C(CHg)s Boc) ; 155,2
(C=0 Boc) ; 169,9 (&) ; 171,3 (Gg).
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Trifluoroacétate d’ammonium dimere (89)

TFAH,N N2 éone
C11H17F3NgOs
398, 30 g/mol

Le sel de TFA89 est obtenu en appliquant la procédure généraldégeotection
d’amine protégée sous forme de Boc en utilisant :

- Dimere88 (0,500g — 1,301 mmol)

- TFA /CH.ClI, (6 mL)

On obtient le sel correspondant (0,518 g — 1,30lommous forme d’'une huile

incolore.

Rendement :quantitatif

CCM : Rf =0,46 (CHCI,/MeOH 90:10)

[a]Z =-10,2 £ 0,295 — CHGY)

IR (KBr) v (cm™) : 3088 (N-H,v) ; 2961 (CspH, v) ; 2112 (N=N=N,v) ; 1780 (C=0 acide
trifluoroacétique) ; 1728 (C=0 ester) ; 1663 (CaBide).

HR-MS : m/z calculé pour [§H16NgOs+H]" 285,1424 ; trouvé 285,1419 (-1,6 ppm)

RMN *H (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm) : 2,58 (m, 1H, Hg) ; 2,61 (m, 1H, Ha) ; 2,70 (m, 1H,
Hoa) ; 2,81 (M, 1H, Hg) ; 3,44 — 3,56 (M, 4H}hsp-nas= 5,6 HZ,Jnapnas = 12,4 Hz, Hg) ;
3,50 (dd, 1HJua-H38 = 5,9 HZ,Iha-Has = 12,4 Hz, Hp) ; 3,56 (dd, 1HJ4sa-H3a= 5,9 Hz,
Jnaa-naa= 12,5 Hz, Hya) ; 3,63 (dd, 1HJuaa-H3a= 5,3 HZ,Jhaa-amaa= 12,5 Hz, Ha) ; 3,74 (s,
3H, CH; COMe) ; 3,77 (m, 1H, k) ; 4,43 (m, 1H, Ke) ; 7,55 (d, 1HInme.H3s = 8,4 Hz,
NHg) ; 8,32 (se, 2H, 2H, NK.

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 35,3 (Ga) ; 35,7 (Gs) ; 46,1 (Gg) ; 49,1 (Ga) ;
52,3 (CH COMe) ; 52,5 (Ga) ; 53,5 (Gs) ; 169,5 (Gn) ; 172,1 (Gg).
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Dimére acide « azoture » (90)

H
BOCHN\(\[(N\SE\E:OQH
4
N3O N,
C13H22NgOs
370, 36 g/mol

L’acide 90 est obtenu en appliquant la procédure généralgadenification d’ester
méthylique en utilisant :

- Dimere88 (0,500 g — 1,301 mmol)

- LiIOH.H,0 (0,164 g — 3,902 mmol)

- THF/MeOH/H,0 (3:1:1 — 39 mL)

On obtient 0,466 g (1,256 mmol) d’aciféleé sous forme d’'un solide blanc.

Rendement :97%.

CCM : Rf = 0,39 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF :150 - 153 °C

[a]3" = - 31,8 € 0,465 — MeOH)

IR (KBr) v (cm) : 3397 ; 3331 (N-H, O-Hy); 2980 ; 2932 ; 2868 (Cs#l, v); 2101
(N=N=N,v) ; 1722 (C=0 acide;) ; 1661 (C=0 carbamate) ; 1632 (C=0 amide).
HR-MS : m/z calculé pour [GH2,NgOs+Na]" 393, 1611 ; trouvé 393,1604 (-1,7 ppm).
RMN *H (400 MHz, Acétone-@) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Ch); Boc) ; 2,46 (dd, 1HJu2a
Haa= 6,8 HZ,Jnuza-H2a = 15,0 HZ, Hp) ; 2,51 (dd, 1HJh2a-H3a = 6,4 HZ,Jy2a-H2a = 15,0 Hz,
Hxa) ; 2,61 (d, 2HJ428-H38= 6,6 Hz, 2Hp) ; 3,45 — 3,55 (m, 4H, Hi; 4,07 (m, 1H, Ha) ;
4,40 (m, 1H, Hg) ; 6,22 (d, 1HInna-H3a = 7,1 Hz, NH) ; 7,49 (d, 1HJ\ne-H3s = 7,5 Hz,
NHg)

RMN **C (100 MHz, Acétone-@) & (ppm) : 29,6 (CCHs)3 Boc) ; 37,5 (Gs) ; 39,7 (Ga) ;
48,1 (Gg) ; 50,2 (Ga); 55,2 (Gg) ; 55,4 (Ga); 80,2 C(CHsg)s Boc) ; 157,0 (C=0 Boc) ;
171,6 (Ga) ; 173,3 (Gg).
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Trimére « azoture » (91)

BocHN N N.s 21
oc| \(\W \(\W \(\002Me
4
N0 N0 Na
C18H30N 1206
510, 51 g/mol

Le trimere91 est obtenu en appliquant la procédure génératoul@age peptidiqué
en utilisant :

- Sel de TFA89 (0,200 g — 0,502 mmol)

- Triéthylamine (0,084 mL — 0,603 mmol)

- Acide 87 (0,123g — 0,502 mmol)

- HOBt.H,O (0,081 g — 0,603 mmol)

- EDCIi.HCI (0,116 g — 0,603 mmol)

- CH,CI,/DMF (2:1 — 6 mL)

L’agitation est maintenue a température ambianted@et 4h. Les solvants sont
éliminés sous vide. Le résidu est solubilisé dans grande quantité de QEl, et lavé
successivement par une solution aqueuse d'acidguat5% (4x), par KO (4x), par une
solution aqueuse saturée en NaHO®@x), de nouveau par B (4x) et par une solution
saturée en NaCl. La phase organique est séchédgs®, puis concentrée sous vide. Le
produit brut est purifié par chromatographie flasin gel de silice (CkCl,/MeOH de 98:2 a
95:5) pour donner 0,190 g (0,372 mmol) de trinBFsous forme d’un solide blanc.

Rendement :74%

CCM : Rf = 0,30 (AcOEt/Cyclohexane 80:20)

PF:154 — 157 °C

[a]Z = - 35,56 ¢ 0,18 — MeOH)

IR (pur) v (cm™) : 3352 ; 3300 (N-Hy) ; 2986 ; 2974 ; 2882 (Csi, v) ; 2100 (N=N=N,
v); 1738 ; 1730 (C=0 ester) ; 1680 (C=0 carbamaiéy7 (C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [GH3N1,0s+Na]" 533,2309 ; trouvé 533,2303 (-1,1 ppm).
HPLC : tg = 15,71 min (HO/MeOH 30:70)

RMN 'H (500 MHz, CD;OH) & (ppm) : 1,39 (s, 9H, C(Ch)3 Boc) ; 2,26 — 2,37 (m, 2H,
2Hz4) ; 2,38-2,39 (m, 2H, 2Hd) ; 2,51 (dd, 1HJn2c-H3c= 8,0 Hz,Jnoc-v2c = 16,0 Hz, Ho) ;
2,58 (dd, 1H 2 c-H3c= 5,8 HZ,Juzc-v2c= 16,0 Hz, H¢) ; 3,34 (M, 2H, 2H) ; 3,40 (m, 4H,
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2Hus, 2Hso) ; 3,63 (s, 3H, CEICOMe) : 4,01 (M, 1H, k) ; 4,27 (M, 1H, k) ; 4,31 (M, 1H,
Hsc) ; 6,70 (d, 1HInHa-u3a= 8,3 Hz, NH) ; 8,04 (d, 1HJ\us-138= 8,1 Hz, Nh) ; 8,20 (d,
1H, InHe-H3c= 8,0 Hz, NR).

RMN 3C (100 MHz, CD;OH) & (ppm) : 28,7 (CCHa)s Boc) : 36,9 (Gd) : 39,0 (Gg) : 39,5
(Cza) ; 47,7 (Go) ; 48,2 (Gp) ; 49,7 (Gn) ; 52,3 (CH COMe) ; 54,5 (Go) ; 54,6 (Gg) ; 55,0
(Can) ; 80,4 C(CHa)s BOC) : 157,5 (C=0 Boc) : 172,1(§) ; 172,4 (Ga) ; 172,6 (GO).

Tétramere « azoture » (92)

N N N 2.1
BOCHN\(\H/N\(\H/ m \(\COZMG
4
Ny Ny N Na
C2oH3eN1607
636, 62 g/mol

Le tétramered2 est obtenu en appliquant la procédure de coupglegédiquel en
utilisant :

- Sel de TFA89 (0,269 g — 0,675 mmol)

- Triéthylamine (0,113 mL — 0,810 mmol)

- Acide 90 (0,250g — 0,675 mmol)

- HOBt.H,O (0,109 g — 0,810 mmol)

- EDCIi.HCI (0,155 g — 0,810 mmol)

- CH,Cl/DMF (2:1 — 7,8 mL).

L’agitation est maintenue a température ambianted@et 4h. Les solvants sont
eliminés sous vide. Le produit brut solide est lauéverre fritté n°4 successivement par une
solution aqueuse d’acide citrique 5% (4x), pa®H4x), par une solution aqueuse saturée en
NaHCG; (4x), de nouveau par,B (4x). Le produit obtenu est séché sous vide poaner
0,383 g (0,602 mmol) de téetram@&2sous forme d’un solide blanc.

Rendement :89%
CCM : Rf =0,31 (AcOEt 100%)
PF :180 - 183 °C

[a]? = - 30,67 ¢ 0,075 — MeOH)

273



IR (pur) v (cm?) : 3298: 3290 (N-H,v); 2986; 2974 ; 2897 (Cspi, v); 2100
(N=N=N,v) ; 1738 (C=0 ester) ; 1686 (C=0 carbamate) ; (6490 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [&H3eN1607+Na]” 659,2851 ; trouvé 659,2858 (1,1 ppm).
HPLC : tg = 17,90 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (500 MHz, CD;OH) & (ppm) : * conformation majoritaire - * conformations
minoritaires : 1,40* ; 1,44 (s, 9H, C(CH); Boc) ; 2,38 (m, 2H, 2k)) ; 2,40 (m, 4H, 2k,
2Hy¢) ; 2,52 ; 2,53 *(2dd, 1HJ42p-130* = 8,0 Hz,Ju2p-H20™ = 16,1Hz,Jh2p-H30* = 8,1 Hz,
Jnzp-Hzp* = 16,2 Hz, Hp) ; 2,59* (dd, 1H 420130 = 5,8 HZ,J2p-H20 = 16,2 Hz, Hp) ; 3,34
(m, 2H, 2H,) ; 3,40 (m, 6H, 2k, 2Hsc, 2Hap) ;3,640 ; 3,644* (3s, 3H, CEICOMe) ; 4,04
(m, 1H, Hp) ; 4,32 (M, 1H, Ko ; 4,34 (M, 2H, ke, Hsp) ; 6,70¢; 6,75* (2d, 1H Inpanss =
11,7 Hz,Inpa-usa* = 8,5 Hz, NH,) ; 8,03 (d, 1HJ\us-H38= 8,1 Hz, NR) ; 8,09* ; 8,13 (2d,
1H, Invc-Hsd = 8,2 Hz,Innc-nsd = 8,0 Hz, NH) ; 8,21* ; 8,25 (2d, 1H,Iynp-H3p* = 8,0 Hz,
JInHp-H3D® = 8,0 Hz, NH).

RMN *3C (100 MHz, CD;OH) & (ppm) : 28,7 (CCHs3)s Boc) ; 37,0 (Go) ; 38,9 ; 39,2 (G,
C20) ; 39,5 (Gp) ; 47,6 (3G) ; 48,1 (Ga); 52,4 (CH COMe) ; 54,7 (4Gg) ; 55,1 (Gp) ;
80,4 C(CHa)s Boc) ; 157,6 (C=0 Boc) ; 172,1 (k) ; 172,2 (Gc) ; 172,4 (Ga) ; 172,8 (Gp).

Trifluoroacétate d’ammonium du tétrameére « azoture» (93)

TFAH,N H H H 21
.My \(\’( m m \ﬁ\cozme
Nao Nao Nao N3
C1oH29F3N 1607
650, 53 g/mol

Le sel d’acide trifluoroacétiqu@3 est obtenu en appliquant la procédure générale de
déprotection d’amine protégée sous forme de Bagibésant :
- Tétramere (0,133g — 0,209 mmol)
- TFA/CH.CI; (4 mL)
On obtient le sel correspondant (0,135 g — 0,2080 sous forme d’un solide

blanc.

Rendement :quantitatif
CCM : Rf = 0,37 (CHCI,/MeOH 80:20)
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HR-MS : m/z calculé pour [§H16NgOs+H]" 285,1424 ; trouvé 285,1419 (-1,6 ppm).

RMN 'H (400 MHz, CD;OD) & (ppm) : 2,55 (m, 8H, 8H) ; 3,43 (m, 6H, 6k) ; 3,71 (m,
6H, CH; COMe, 2Hy, 1Hs) ; 4,42 (m, 3H, 3H) ; 8,16 (d, 1HJun-v3= 8,3 Hz, NH) ; 8,25 (d,
2H, Inp-ns= 8,0 Hz, 2NH).

RMN *C (100 MHz, CD;OD) & (ppm) : 36,1 ; 37,0 ; 38,8 ; 38,9 (4L, 47,6 ; 48,0 ; 48,1
(4G3) ; 52,4 (CH COMe) ; 53,2 54,8 55,0 (4¢°; 170,8;172,1;172,2;173,1 (4C

Hexamere « azoture » (94)

H H H A 0.2,
BOCHNmNmN\(\H/N\(\H/ \(\ﬂ/ \?(\COZMG
4
NSNS NS N N
C30H48N2409
888, 86 g/mol

L’hexamere94 est obtenu en appliquant la procédure géenératedglage peptidique
1 en utilisant :

- Sel de TFA93 (0,136 g — 0,209 mmol)

- Triéthylamine (0,025 mL — 0,251 mmol)

- Acide 90 (0,077g — 0,209 mmol)

- HOBt.H,O (0,034 g — 0,251 mmol)

- EDCIi.HCI (0,048 g — 0,251 mmol)

- DMF (2,8 mL)

L’agitation est maintenue a température ambiantedaet 4h. Les solvants sont
eliminés sous vide. Le produit brut solide est lauéverre fritté n°4 successivement par une
solution aqueuse d’acide citrique 5% (4x), pa®OH4x), par une solution aqueuse saturée en
NaHCG; (4x), de nouveau parB (4x). Le produit obtenu est séché sous vide.rbdyit est
enfin lavé par un mélange THF/MeOH pour donner 8,450,172 mmol) d’hexamere4

sous forme d’'un solide blanc.

Rendement :83%
CCM : Rf =0,31 (AcOEt 100%)
PF : 225 - 228 °C

[a]? = - 10,00 ¢ 0,19 — DMF)
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IR (KBr) v (cm™) : 3287 (N-H,v) ; 3080 ; 2980 ; 2901 ; 2881 (Gsid, v) ; 2102 (N=N=N,
v) ; 1730 (C=0 ester) ; 1682 (C=0 carbamate) ; &390 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [eH4sN24O0+H]" 889,4114 ; trouvé 889,4116 (0,2 ppm).
HPLC : tg = 27,86 min (HO/MeOH 30:70)

L’hexameére94 (0,024 g — 0,027 mmol) est ensuite déprotégé eeanide I'extrémité
N-terminale en présence d’'un mélange TFAJCH (1:1) et purifié par chromatographie flash
sur gel de silice (CyClo,/MeOH/TFA 90:10:1) pour donner le sel de TBA(0,020 g — 0,022

mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement :82%
HR-MS : m/z calculé pour [GH4oN240-+H]" 789,3577 ; trouvé 789,3590 (-1,7 ppm).

L’hexamered5 est en cours d’étude

(9)-3-(tert-butoxycarbonylamino)-4-(1,3-dioxoisoindolin-2-yloy)butanoate de méthyle
(96)

BocHN_3 2.1
oc \Q'(\COQMe

*ho

O._N_O

C18H2oN207
378,38 g/mol

Sous atmosphere inerte, le DIAD (3,6 mL — 17,15 Mimst ajouté goutte a goutte a 0
C° sur une solution d’alcoal7 (3,0 g — 12,86 mmol), de triphénylphosphine (4,5 §7,15
mmol) et deN-hydroxysuccinimide (2,8 g — 17,15 mmol) dans 147 de THF anhydre. Le
milieu est maintenu sous agitation a 0°C pendargu2s concentré sous vide. Le produit brut
est purifié par chromatographie flash sur gel dieesi(AcOEt/Cyclohexane, 40:60). Une
deuxieme purification par chromatographie flash {CHIMeOH 93:7) est nécessaire afin

d’éliminer les traces persistantes de dihydro-giiepyl-azodicarboxylate. Le produit purifié
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cristallise dans EO pour donner le phtalimide6 (2,87 g — 7,59 mmol) sous forme de fines

aiguilles blanches.

Rendement: 59 %

CCM : Rf = 0,56 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

PF:.:92-97 °C

[a]%' = - 2,8 € 0,495 - CHQ)

IR (pur) v (cm™) : 3404 ; 3366 (N-Hy) ; 3003 (CspH, v) ; 2978 ; 2958 (CsgH, v) ; 1790
(C=0 imide,v) ; 1736 (C=0 estew) ; 1695 (C=0 carbamate).

HR-MS : m/z calculé pour [GH2N-O-+Na]" 401,1325 ; trouvé 401,1338 (3,3 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Bl5)s Boc) ; 2,83 (dd, 1HJnp-Hs= 5,7
Hz, Ju2-n2 = 16,6 Hz, H) ; 2,95 (dd, 1HJy2-n3 = 3,8 Hz,J42-42 = 16,6 Hz, H) ; 3,71 (s, 3H,
CH; COMe) ; 4,24 (m, 2H, 2k ; 4,38 (m, 1H, H) ; 5,50 (d, 1HJ\n-13= 5,8 Hz, NH) ; 7,75
(dd, 2H,°3=3,1 Hz23=5,1 Hz, H,) ; 7,83 (dd, 2H? = 3,1 Hz2J = 5,1 Hz, H,).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,2 (CCHs); Boc) ; 35,0 (G) ; 46,3 (G) ; 51,8
(CH; COMe), 78,6 (G) ; 79,7 C(CH3)3 Boc) ; 123,6 (CH) ; 128,7 (G) ; 134,6 (CH,) ;
155,1 (C=0 Boc) ; 163,3 (C=0 phtalimide) ; 171,7)(C

Dimere phtalimide (99)

[0)

BocHN H 3 A1
Ty g b
4
© O

o)

\ O
HO O%

C30H32N4011
624,60 g/mol

Z0

Le phtalimide96 est respectivement déprotégé au niveau de I'extte@aterminale
en présence d'un mélange TFA/&H, (97) et au niveau de I'extrémit€-terminale en
présence de LIOH4®D dans THF/MeOH/pD (98) selon les procédures générales de
déprotection. Le dimer®9 est obtenu en appliquant la procédure généraleodplage
peptidiquel en utilisant :

- Sel d’acide trifluoroacétique7 (0,251 g — 0,641 mmol)
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- Triéthylamine (0,065 mL — 0,641 mmol)

- Acide98 (0,195 g — 0,641 mmol)

- HOBt.H,O (0,087 g — 0,641 mmol)

- EDCI.HCI (0,123 g — 0,641 mmol)

- CHXCI; (5 mL)

L’agitation est maintenue a température ambiantel@et Oh. Le milieu est dilué dans
CHCI, puis lavé successivement par une solution aquiasale citrique 5%, par ¥D, par
une solution agueuse saturée en Nakl€(par de la saumure. La phase organique esteséché
sur MgSQ et concentrée sous vide. Le produit brut est jgup&r chromatographie flash sur
gel de silice (AcOEt/cyclohexane, 70:30) pour daoneedimere99 (0,100 g — 0,160 mmol)

sous forme d’'un solide blanc.

Rendement: 25 %

CCM : Rf =0,34 (AcOEt/Cyclohexane 80:20)

HR-MS : m/z calculé pour [gH3:N4O11+Na]” 647,197 ; trouvé 647,1960 (-1,49 ppm).
RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Bl3); Boc) ; 2,73 (dd, 1HJuzaHza =
6,1 Hz,Juoa-n2a= 14,5 Hz, Ha) ; 2,89 (d, 2HJ = 6,5 Hz, Hg) ; 2,91 (m, 1H, H4) ; 3,67 (s,
3H, CH; COMe) ; 4,19 (m, 2H, Bk Hap) ; 4,27 (dd, 1HJq45-138 = 4,8 HZ,J4ss-Has = 10,2
Hz, Hig) ; 4,42 (dd, 1H HaaH3a = 3,5 HZ,Jhaanaa = 9,1 HZ, Ha) ; 4,47 (dd, 1HhaB-H3B =
4,3 Hz,Jyas-nas= 10,2 Hz, Hg) ; 4,62 (M, 1H, KB) ; 5,75 (d, 1HJInHA-H3A= 6,8 HZ, NH) ;
7,19 (d, IHINpe-H3e= 8,2 Hz, NHK) ; 7,70 (m, 4H, 4K) ; 7,77 (m, 4H, 4HK,).

RMN *3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 28,3 (CCHs); Boc) ; 34,9 (Gg) ; 36,8 (Gn) ; 45,3
(Csp) ; 46,7 (Ga) ; 51,9 (CH COMe) ; 78,2 (Ga) ; 79,2 (Gg) ; 123,6 (CH,) ; 128,7 ; 128,8
(Car); 134,5; 134,6 (CH); 155,2 (C=0 Boc) ; 163,4; 163,5 (C=0 phtalimide.70,3 ;
171,4 (Ga, Cig).
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Allyl-hydroxycarbamate (100)

/\/O\H/NHOH
®)
C4H7/NO3
117,10 g/mol

Le chloroformate d’allyle (3,8 mL — 35,9 mmol) egbuté goutte a goutte a 0°C a une
solution de chlorhydrate d’hydroxylamine (5,0 g 5% mmol) et de NaOH (4,3 mL — 107,9
mmol) dans 36 mL d’kD (gsp 2,0M en hydroxylamine). Le milieu est maintenu sou
agitation a 0°C pendant 1h30. Le pH est ajustéparlajout d’'une solution aqueuse d’'HCI
12N puis le milieu extrait par ED. Les phases organiques réunies sont séchéesgim,M
puis concentrées sous vide. On obtient le comi8€2(4,04 g — 34,5 mmol) sous forme

d’'une huile incolore.

Rendement: 96 %

CCM : Rf = 0,43 (CHCI,/MeOH 90:10)

RMN H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 4,61 (m, 2H, G—CH=CH) ; 5,21 (dt, 1HJ = 1,2
Hz,J=10,4 Hz, C-CH=CH,) ; 5,30 (m, 1H, CRk+-CH=CH,) ; 5,88 (mJ=5,7 HzJ=11,3
Hz,J=17,0 Hz, CH-CH=CH,) ; 7,81 (m, 1H, MOH).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré’
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(9)-4-(Allyloxycarbonylaminooxy)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butanoate de méthyle
(101)

2
BocHN. 3 1
oC \(\COZMe
4

?
NHAlloc

C14H24N207
332,35 g/mol

Une solution de§-4-(aminooxy)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butareate méthyle
102 (4,31 g — 17,33 mmol) dans 130 mL de LCH est traitée par de la DIPEA (3,4 mL —
19,07 mmol) a température ambiante pendant 30 barchloroformate d’allyl (2,03 mL —
19,07 mmol) est ajouté goutte a goutte. Le miligiuneaintenu sous agitation pendant 8h puis
concentré sous vide. Le produit brut est purifié garomatographie flash sur gel de silice
(AcOEt/cyclohexane, 40:60) pour donner le compt3&(5,47 g — 16,46 mmol) sous forme

d’une huile incolore.

Rendement: 95 %

CCM : Rf = 0,76 (AcOEt/Cyclohexane 60:40)

[a]3 = +54, 5 € 0,670 - CHQY)

IR (pur) v (cmY) : 3273 (N-H,v) ; 2978 ; 2953 (CspH, v) ; 1721 (C=0 estery) ; 1694 ;
1651 (C=0 carbamate).

HR-MS : m/z calculé pour [GH24N,O7+Na]" 355,1481 ; trouvé 355,1472 (-2,6 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(B3)s Boc) ; 2,58 (dd, 1HJo-13= 5,6
Hz, Jqo-n2 = 16,4 Hz, H) ; 2,64 (dd, 1HJ)42 13 = 6,1 HZ,Jq2.y2 = 16,4 Hz, H) ; 3,67 (s, 3H,
CH; COMe) ; 3,87 (d, 2HJha-n3= 6,0 Hz, 2H) ; 4,24 (m, 1H, H) ; 4,62 (dt, 2HJ = 1,2 Hz,
J = 5,7 Hz, H,-CH=CH, Alloc) ; 5,23 (dd, 1HJ = 1,2 Hz,J = 10,4 Hz, CH-CH=CH,
Alloc) ; 5,31 (dd, 1HJ = 1,3 Hz,J = 17,1 Hz, CH—-CH=CH; Alloc) ; 5,36 (m, 1H, NH) ;
590 (m, 1HJ=5,7 Hz,J=10,4 HzJ= 17,0 Hz CH,~CH=CH, Alloc) ; 8,17 (bs, 1H, NH").
RMN *C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 28,2 (CCHs)s Boc) ; 35,2 (G) ; 45,6 (G) ; 51,8
(CH; COMe) ; 68,2 CH,~CH=CH, Alloc) ; 77,3 (G); 79,8 C(CHs); Boc) ; 118,4 (Ch-
CH=CH. Alloc) ; 131,9 (CH-CH=CH, Alloc) ; 155,9 (C=0 Boc); 157,1 (C=0 Alloc);
171,6 (G).
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(S)-4-(aminooxy)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butanoat de méthyle (102)

2 4
BocHN 3
oC \(\Cone
4

)

|
NH,

C10H20N205
248,28 g/mol

Une solution de phtalimid®6 (2,0 g — 5,23 mmol) dans 30 mL d’'un mélange
CH.Cly/MeOH (90 : 10) est traitée sous atmosphere irngtale I'’hydrazine (0,26 mL — 5,23
mmol). Le milieu est maintenu sous agitation peh@®B0 puis concentré sous vide. Le
résidu est solubilisé dans,Btfroid afin de précipiter le phtalimide hydrazimpei est filtré sur
célite. Le filtrat est concentré sous vide. L'opiina est répétée deux fois afin d’obtenir le
composél02 (0,909 g — 3,66 mmol) sous forme d’une huile |égent jaune qui est utilisée

sans purification.

Rendement: 70 %

CCM : Rf = 0,67 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

HR-MS : m/z calculé pour [@H20N,O5+Na] 271,1270 ; trouvé 271,1258 (- 4,4 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm) : 1,40 (s, 9H, C(Bl3)s Boc) ; 2,52 (dd, 1HJo-n3= 5,7
Hz, Jyz-n2 = 16,0 Hz, H) ; 2,57 (dd, 1H 4213 = 6,3 HZ,Jy212 = 16,0 Hz, H') ; 3,64 (s, 3H,
CH; COMe) ; 3,64 (m, 1H, &) ; 3,69 (dd, 1H,Jys-n3 = 6,0 HZ,Jus-na = 11,0 Hz, H) ; 4,21
(m, 1H, K) ; 5,28 (m, 3H, NHBoc, ON§J.

RMN *C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 28,2 (CCHs)s Boc) ; 35,7 (G) ; 46,3 (G) ; 51,6
(CH3; COMe), 76,3 (@) ; 79,4 C(CH3); Boc) ; 155,4 (C=0 Boc) ; 171,8(C
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Acide (5)-4-(allyloxycarbonylaminooxy)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butanoique (104)

2 4
BOCHN\‘,(\COZH
4

?
NHAlloc

C13H2oN207
318,32 g/mol

L’acide 104 est obtenu en appliguant la procédure généralsagenification d’un
ester méthylique en utilisant :

- Ester101(2,5 g — 7,52 mmol)

- LiOH.H,0 (0.947 g — 22,56 mmol)

- THF/MeOH/H,O (226 mL)

On obtient 2,23 g (7,0 mmol) d’'un mélange d’isomséreséparables sous forme d’un

solide blanc cristallisé.

Rendement: 93%

CCM : Rfmajoritaire= 0,48 (CHCI/MeOH 90 : 10) - Rfinoritaire= 0,40 (CHCI,/MeOH 90 : 10)
HR-MS : m/z calculé pour [GH2N>O.+Na] ™ 341,1325 ; trouvé 341,1313 (-3,4 ppm).
RMN 'H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : isomeére majoritaire 1,40 (s, 9H, C(Es); Boc) ;
2,62 (m, 2H, H); 3,87 (m, 2H, 2k ; 4,20 (m, 1H, H); 4,60 (d, 2H,J = 5,6 Hz, G~
CH=CH; Alloc) ; 5,21 (d, 1HJ = 10,5 Hz, CH—CH=CH;, Alloc) ; 5,24 (d, 1HJ = 16,8 Hz,
CH,—CH=CH, Alloc) ; 5,51 (d, 1H,J = 7,7 Hz, NH) ; 5,88 (m, 1H] = 5,6 Hz,J = 10,5 Hz,J
= 17,2 Hz CH,—CH=CH; Alloc) ; 8,49 (bs, 1H, NH’) 4somére minoritaire :5,56 (d, 1HJ
= 6,1 Hz, NH) ; 8,37 (bs, 1H, NH’).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,2 (CCHs); Boc) ; 35,3 (G) ; 45,6 (G) ; 66,4
(CH,—CH=CH, Alloc) ; 77,3 (G) ; 80,0 C(CHg)3 Boc) ; 118,5 (CH-CH=CH, Alloc) ; 131,8
(CH~CH=CH; Alloc) ; 156,1 (C=0 Boc) ; 157,4 (C=0 Alloc) ; 1,05 C).
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(S)-4-(allyloxycarbonylaminooxy)-3-aminobutanoate (10)

2
HoN 3 A
2 \(\COZMe
4

?
NHAlloc

CoH16N205
232,23 g/mol

L’amine 109 est obtenue en appliguant la procédure génératépimtection d’amine
protégée sous forme de Boc en utilisant :

- Composél01(2,01g — 6,05 mmol)
- TFA/CH,Cl, (1:1 - 11mL)

On obtient le sel d'acide trifluoroacétique qust esolubilisé dans Ci€l, puis
neutralisé par ajout d’'une solution aqueuse saemédaHCQ. La phase aqueuse est extraite
au CHCI, (1x) puis avec AcOEt (3x). La phase organique ssthée sur MgSOpuis
concentrée sous vide pour donner I'amine libreespondant@09 (1,32 g — 5,69 mmol) sous

forme d’une huile jaunatre.

Rendement: 94 %

CCM : Rf = 0,33 (CHCI,/MeOH 90:10)

HR-MS : m/z calculé pour [§H17/N,Os+H] * 233,1137 ; trouvé 233,1232 (-2,3 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 2,69 (d, 1HJ = 16,0 Hz, H) : 2,84 (m, 1H, H) ;
3,71 (s, 3H, CHlester) ; 3,95 (se, 1H,3H; 4,07 (m, 2H, 2&) ; 4,61 (d, 2HJ = 5,1 Hz, G~
CH=CH; Alloc) ; 5,25 (d, 1HJ = 10,5 Hz, CR—CH=CH,, Alloc) ; 5,31 (d, 1HJ = 16,5 Hz,
CH,-CH=CH; Alloc) ; 5,87 (m, 1HJ = 5,1 Hz,J = 10,5 Hz,J = 16,5 Hz CH,~CH=CH,
Alloc) ; 8,19 (se, 2H, Nb) ; 8,85 (se, 1H, NH").

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 31,9 (G); 47,3 (G) ; 52,6 (CH COMe) ; 67,2
(CH,-CH=CH Alloc); 75,3 (G); 119,2 (CH-CH=CH; Alloc); 131,1 (CH-CH=CH;
Alloc) ; 159,6 (C=0 Alloc) ; 171,1 (0.
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Dimeére « Alloc » (106)

BocHN N 2
o¢ (\m $(\cozl\ne
O 4
Q Q
NHAlloc  NHAlloc

C2oH36N40O11
532,54 g/mol

Le dimérel06 est obtenu en appliquantpaocédure généralde couplage peptidique
en présence de HATU/collidine en utilisant :

- Amine libre109 (0,016 g — 0,071 mmol)

- Acide 104 (0,016 g — 0,051 mmol)

- 2,4,6-collidine (0,008 mL — 0,064 mmol)

- HATU (0,019 g — 0,051 mmol).

- CH.CI,/DMF (4:1- 10,2 mL)

L’agitation est maintenue a température ambiaatelant 8h. Le milieu est concentré
sous vide. Le produit brut est purifié par chromgaaphie flash sur gel de silice
(AcOEt/Cyclohexane, 70:30) pour donner le dim&oé (0,016 g — 0,03 mmol) sous forme

d’une huile incolore qui cristallise avec le temps.

Rendement: 59 %

CCM : Rf = 0,55 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF :86 — 89°C

IR (pur) v (cm™) : 3308 ; 3269 (N-Hy) ; 3082 (CspH, v) ; 2978 ; 2953 ; 2935 (Csihl, v) ;
1732 (C=0 esten) ; 1712 ; 1694 (C=0 carbamatg,, 1651 (C=0 amidey).

[a] = +11,43 ¢ 0,245 — MeOH)

HR-MS : m/z calculé pour [&H3eN4O11+Na] * 555,2278 ; trouvé 555,2272 (-1,1 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Ch); Boc) ; 2,52 (d, 2HJ = 5,7 Hz,
2H24) ; 2,56 (dd, 1HJh2e-H28 = 16,5 Hz, Hg) ; 2,62 (dd, 1Hh2gH3s = 6,7 HZ, 2B+ =
16,5 Hz, Hp) ; 3,66 (s, 3H, CECOMe) ; 3,77 (dd, 1HJnaa-r3a= 6,3 HZ,Jnsaraa= 9,9 Hz,
Haa) ; 3,90 (M, 3H, Ba, 2Hsp) ; 4,13 (M, 1H, Ha) ; 4,55 (m, 1H, Bg) ; 4,60 (dd, 4HJ)=1,3
Hz,J=5,7 Hz, GHH,-CH=CH, Alloc) ; 5,23 (dt, 2HJ = 1,1 Hz,J = 10,4 Hz, CH-CH=CH,
Alloc) ; 5,31 (dd, 2HJ =1,4 Hz,J=17,2 Hz, CH-CH=CH; Alloc) ; 5,70 (d, 1HJInna-H3A=
8,1 Hz, NH,) ; 5,89 (m, 2H,J=5,7 Hz,J= 10,5 HzJ = 17,2 Hz CH,-CH=CH, Alloc) ; 7,23

(d, 1H,Juue-u3s= 8,1 Hz, NH) : 8,41 (se, 1H, NH') : 8,48 (se, 1H, NH).
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RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,3 (CCHs)s Boc) ; 35,0 (Ga) ; 37,2 (Gs) ; 44,8
(Csg) ; 46,3 (Ga) ; 51,9 (CH COMe) ; 66,2 ; 66,4CH,—-CH=CH, Alloc) ; 76,8 (Ga) ; 77,1
(Csg) ; 79,7 C(CHs)s Boc) ; 118,5 (CH-CH=CH, Alloc) ; 131,9 (CH-CH=CH, Alloc) ;
155,8 (C=0 Boc) ; 157,2 ; 157,5 (C=0 Alloc) ; 171Ch,a) ; 171,3 (Gg).

Dimére amine (110)

H,N “ 21
2 m \"(\cozl\ne
0° “No
NHAlloc  NHAlloc
C17H28N4Og
432,43 g/mol

L’amine 110 est obtenue en appliquanptacédure généralde déprotection d’amine
protégée sous forme de Boc en utilisant :
- composé06 (0,104 g — 0,195 mmol)
- TFA/ICHCl; (1:1 -1 mL)
On obtient le sel de TFA qui est solubilisé d&i4,Cl, puis neutralisé par une
solution aqueuse saturée en NaHCIGx phase aqueuse est extraite ay@(1x) puis avec
AcOEt (3x). La phase organique est séchée sur M@8(3 concentrée sous vide pour donner

I'amine libre correspondantEl0 (0,084 g — 0,195 mmol) sous forme d’une huile e

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,47 (CHCIly/MeOH 80:20)

HR-MS : m/z calculé pour [GH2eN4Oo+H] * 433,1935 ; trouvé 433,1936 (0,3 ppm).

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 2,23 (dd, 1HJ2ar3a= 7,6 HZ,Jhoarza= 14,1 Hz,

Hza) 5 2,41 (dd, 1Hh2aH3a= 4,0 HZ, Joariza = 14,0 HZ, Ha) ; 2,56 (dd, 2HJn2B-H3s= 6,4

Hz, 2H) ; 3,41 (M, 1H, Ha) ; 3,63 (s, 3H, CEHHCOMe) ; 3,75 (m, 2H, 2&}) ; 3,84 (m, 2H,

2H4g) ; 4,52 (m, 1H, Kg) ; 4,57 (dd, 4HJ) = 0,8 Hz,J = 5,7 Hz, G1,-CH=CH, Alloc) ; 5,19

(dt, 2H,J = 1,1 Hz,J = 10,5 Hz, CH-CH=CH, Alloc) ; 5,27 (d, 2H,J = 16,8 Hz, CH-

CH=CH, Alloc) ; 5,86 (m, 2HJ = 5,7 Hz,J = 10,5 Hz,J = 16,8 Hz CH,—~CH=CH,) Alloc) ;

7,73 (d, 1HJnpe-H3s= 8,5 Hz, NH).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 35,1 (Gg) ; 40,0 (Ga) ; 44,7 (Gg) ; 47,3 (Gp) ;

51,8 (CH COMe) ; 68,1 ; 68,2 CH,—CH=CH, Alloc); 77,1; 80,1 (2¢) ; 118,4; 1185
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(CH,—~CH=CH, Alloc) ; 131,9 ; 131,9 (CH-CH=CH, Alloc) ; 157,2 ; 157,6 (C=O Alloc) ;
171,4 (Gg) ; 171,6 (Ga).

Dimere acide (112)

BocHN N3 21
m \(\COQH
0
0~ “7o
NHAIlloc  NHAlloc

C21H34N40O11
518,51 g/mol

L’'acide 112 est obtenu en appliguant la procédure généralsagenification d’un
ester meéthylique en utilisant :

- Ester106 (0,064 g — 0,120 mmol)

- LIOH.H,0 (0.015 g — 0,361 mmol)

- THF/MeOH/H:0 (3,6 mL)

On obtient 0,058 g (0,11 mmol) d'un mélange d’isoes inséparables sous forme

d’un solide blanc cristallisé.

Rendement: 93 %

CCM : Rf = 0,50 (CHCI,/MeOH 80:20)

HR-MS : m/z calculé pour [@H34N4O01:+Na] * 541,2122 ; trouvé 541,2120 (-0,3 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(CH)s Boc) ; 2,56 (m, 4H, 2Bk,
2H2g) ; 3,88 (M, 4H, 2k, 2H4g) ; 4,15 (M, 1H, Ha) ; 4,54 (m, 1H, Bg) ; 4,60 (d, 4HJ =
5,5 Hz, GHH,-CH=CH, Alloc) ; 5,22 (d, 2H,J = 10,6 Hz, CH-CH=CH, Alloc) ; 5,31 (d, 2H,
J = 16,8 Hz, CH-CH=CH; Alloc) ; 5,87 (m, 1H, NH) ; 5,89 (m, 2HJ = 5,5 Hz,J = 10,6
Hz,J= 16,8 Hz CH,—-CH=CH,) Alloc) ; 7,45 (se, 1H, NH) ; 8,79 (se, 2H, 2NH’).

RMN *°C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,3 (CCHs); Boc) ; 35,3 ; 37,3 (§; 45,0 ; 46,6
(Cy) ; 66,4 CH-CH=CH, Alloc) ; 77,1 (2Q) ; 79,9 C(CHzs)s Boc) ; 118,6 (ChH-CH=CH,
Alloc) ; 131,9 (CH-CH=CH; Alloc) ; 156,1 (C=0 Boc) ; 157,5; 157,6 (C=0 Al)g 171,7
(2Cy).
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Trimeére « Alloc » (111)

BocHN N N 21
e
4
0% M9° o
NHAlloc  NHAlloc  NHAlloc

C30H48N6O15
732,73 g/mol

Le trimerelll est obtenu en appliquantpeocédure généralde couplage peptidique
en présence de HATU/collidine en utilisant :

- Amine libre110(0,189 g — 0,438 mmol)

- Acide 104 (0,158 g — 0,496 mmol)

- 2,4,6-Collidine (0,071 mL — 0,547 mmol)

- HATU (0,167 g — 0,438 mmol).

- CH,CI,/DMF (4:1— 96 mL)

L’agitation est maintenue a température ambiaatelant 8h. Le milieu est concentré
sous vide. Le produit brut est purifié par flashrorhatographie sur gel de silice
(CH.CI/MeOH 95 : 5) pour donner 0,132 g (0,180 mmol) mimére 111 sous forme d’un

solide blanc.

Rendement: 41 %

CCM: Rf= 0,17 (CHCI/MeOH 95 : 5)

PF:79-82°C

[a]%' = + 54,8 ¢ 0,330 - CHG))

IR (pur) v (cm™) : 3341 ; 3304 ; 3288 ; 3240 (N-M) ; 2982 ; 2949 (CspH, v) ; 1741 (C=0
estery) ; 1720 ; 1681 (C=0 carbamate) ; 1647 ; 1624 (@ntde,v).

HR-MS : m/z calculé pour [gH4gNsO1s+H] * 733,3256 ; trouvé 733,3265 (1,2 ppm).
RMN 'H (400 MHz, CDCk) & (ppm) : 1,39 (s, 9H, C(CH)s Boc) ; 2,49 (m, 4H, 25k
2H2g) ; 2,58 (d, 2HJ = 6,4 Hz, 2H¢) ; 3,64 (s, 3H, CECOMe) ; 3,76 3,96 (m, 6H, 6§);
4,15 (m, 1H, Ha); 4,45 (m, 1H, Kg); 4,52 (m, 1H, H); 4,58 (m, 6H, 6E,-CH=CH,
Alloc) ; 5,20 (d, 3H,J = 10,4 Hz, 3CH-CH=CH; Alloc) ; 5,28 (m, 3H, 3CH-CH=CH,
Alloc) ; 5,79 (d, 1H,InHAH3A= 8,2 HZ, NH, ; 5,81 — 5,93 (m, 3H, 3GHCH=CH, Alloc) ;
7,36 (m, 1H, NH) ; 7,37 (m, 1H, NH) ; 8,77 — 8,81 (s, 3H, 3NHAlloc).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 28,3 (CCHs)s Boc) ; 35,0 (Go) ; 37,3 (Ga Cag) ;

45,0 (Go) ; 45,4 (Gs) ; 46,4 (Ga) ; 51,9 (CH COMe) ; 66,2 ; 66,3 (3H—~CH=CH Alloc) ;
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77,0 (3G); 79,7 C(CHs)s Boc); 118,4; 118,5; 118,5 (3GHCH=CH, Alloc) ; 131,9 ;
131,9; 132,0 (3CHCH=CH, Alloc); 155,9 (C=O Boc); 157,3; 157,4; 157,3CEO
Alloc) ; 170,9 (G) ; 171,0 (Go) ; 171,4 (G).

Tétrameére « Alloc » (113)

BocHN H H H 2 1
0% S0 o 4ho
NHAIlloc NHAlloc NHAlloc NHAlloc

C3gHeoNgO19
932,93 g/mol

Le tétrameérell3 est obtenu en appliquant larocédure généralede couplage
peptidique en présence de HATU/collidine en utiitsa

- Amine libre 110 (0,060 g — 0,139 mmol)

- Acide 112(0,091 g — 0,091 mmol)

- 2,4,6-Collidine (0,015 mL — 0,114 mmol)

- HATU (0,035 g — 0,091 mmol).

- CH,Cl,/DMF (4:1 — 18,2 mL)

L’agitation est maintenue a température ambiaatelant 8h. Le milieu est concentré
sous vide. Le produit brut est purifié par chromgaaphie flash sur gel de silice
(CH.CIy/MeOH 95:5) pour donner 0,045 g (0,048 mmol) deatéerell3 sous forme d’un
solide blanc.

Rendement: 53 %

CCM: Rf = 0,35 (CHCI,/MeOH 80: 20)

PF:127 — 130°C

[a]%' = + 4,0 € 0,100 — MeOH)

HR-MS : m/z calculé pour [eHeNgO1o+H] * 933,4053 ; trouvé 933,4064 (1,2 ppm).
RMN *H (400 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,48 (C(CH)3 Boc) ; 2,80 — 2,99 (m, 7H, H;
3,05 (dd, 1H 2.3 = 5,8 HZ,Jn2-H2 = 16,0 Hz, 1H) ; 3,59 (s, 3H, CEICOMe) ; 4,28 — 4,47
(m, 8H, 8H) ; 4,68 — 4,79 (m, 8H, 83€,—CH=CH, Alloc) ; 4,84 (m, 1H, Ha) ; 5,03 — 5,22
(m, 7H, 3K, 4CH~CH=CH; Alloc) ; 5,33 (m, 4H, 4CH-CH=CH, Alloc) ; 5,97 (m, 4H,

4CH,—-CH=CH, A”OC) 1 7,65 (d, 1H InHa-H3A = 8,6 Hz, NH\) : 8,87 (d, 1HINH-H3 = 7,0 Hz,
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ANH) ; 8,90 (d, 1HJunns = 8,4 Hz, INH) ; 9,03 (d, 1HJ\nns = 7,6 Hz, INH) ; 11,49 —
11,82 (m, 4H, 4NH).

RMN *°C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 28,9 (CCHs); Boc) ; 36,6 ; 38,6 ; 38,9 ; 38,5
(4C)) ; 46,4 ; 46,9 ; 47,0 (4; 52,1 (CH COMe) ; 66,3 CHx(CH=CH,) ; 78,1 ; 78,1 ; 78,4
(4C,) ; 118,1 (CH-CH=CH,); 133,8 (CH-CH=CH): 158,6 (C=O Boc, C=0 Alloc);
171,4 ;171,5; 171,5 (3F; 172,2 (Gp).

3,4,6-Tri-O-acétylD-galactal (119)

OAc PAc
4 6 5 O
AcO _—

C12H1607
272,25 g/mol

Dans un réacteur de 1 litre, muni d’'une agitatisécanique de type « demi-lune » et
d’'un thermomeétre, 1,2 mL d’acide perchlorique 708tieux sont ajoutés goutte a goutte et
sous agitation a une suspension de 0,3 g (1,7 mr@06 €q.) de D-galactose dans 200 mL
d’anhydride acétique. 50 g (277 mmol — 1,0 ég.Pelgalactose supplémentaires sont ajoutés
par portions sur une période de 1 h. Pendant Kimadila température du milieu réactionnel
est maintenue a 40°C en refroidissant si nécesaage un bain eau-glace. Apres addition
compléte, la solution est refroidie a 23°C et 220 dtacide bromhydrique 33% dans I'acide
acétique sont ajoutés. Le milieu est maintenu sgitation a température ambiante pendant
1,5 h puis dilué dans 470 mL de &H,b. La phase organique obtenue est successivement
lavée par de I'eau glacée (2x135mL), neutralisGeupa solution aqueuse de NaH{C®&
froide jusqu’a pH = 3-5 puis séchée sur8l, et concentrée sous vide pour donner le dérivé
bromé118sous forme d’un sirop jaune.

Rendement: brut: 98 %
CCM : Rf = 0,56 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

Dans un réacteur de 1 litre, muni d’'une agitatickcamique de type « demi-lune » et
d’'un thermometre a froid, le dérivé brom&8(112,3 g — 273 mmol) est ajouté lentement sur
1h sur une suspension de zinc (126,7 g — 1938 mdaoly 800 mL d’acide acétique 50%

agueux. La température du milieu est maintenueemf°C et -20°C par un bain acétong/N
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Apres addition complete, le milieu est maintenussagitation pendant 1h supplémentaire a
0°C puis filtré. Le filtrat est dilué dans 530 me €H.Cl, puis lavé par de I'eau glacée (3x),
par une solution agueuse saturée en Nafi2%) et par de la saumure. La phase organique
est séchée sur PBO, et concentrée sous vide. Le produit brut est jguriar
chromatographie flash sur gel de silice (AcOEt/Gelxane, 30:70) pour donner le 3,4,6-tri-
O-acétylb-galactall19(27,5 g — 101 mmol) sous forme d’un sirop incolore

Rendement: 37%

CCM : Rf =0,7 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

[a]Z =-19,0 1,0 CHCY)

IR (CCl4) v (cm™®) : 3079 (CspH, v) ; 2968 (CspH, v) ; 1751 (C=Cester,v) ; 1652 (C=C,
V).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) : 1,99 ; 2,05 ; 2,09 (3s, 9H, GHDAC) ; 4,19 (dd, 1H,
Jue-Hs = 5,4 Hz,Jnwe-ne = 11,4 Hz, H) ; 4,24 (dd, 1HJue-ns = 7,2 Hz,Jue-ns = 11,4 Hz,
He) ;4,29 (m, 1H, H) ; 4,70 (ddd, 1HJ42-1a = 1,5 HZ,Jp2-n3= 2,6 HZ,Jyo.i1= 6,3 Hz, H) ;
5,39 (m, 1Husn5= 1,6 HZ,Jysn3= 4,4 Hz, H) ; 5,52 (m, 1H, B) ; 6,43 (dd, 1HJy1n3=
1,7 Hz,Jh1.12= 6,3 Hz, H).

RMN 3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,7 ; 20,7 ; 20,8 (CHOAC) ; 61,9 (G) ; 63,7 (G) ;
63,9 (C) ;72,8 (G); 98,8 (G); 145,4 (G); 170,1; 170,3; 170,5 (C=0 OACc).

Nitrate de 3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-deoxyua/-D-galactopyranosyl (120)

OAc OAc

4%&
1
AcO N "~ONO,

3

C12H16N4O10
376,28 g/mol

Sous atmosphére inerte, une solution de galadé@(2,44 g — 8,95 mmol) dans 65,4
mL d’acétonitrile anhydre refroidie a -15°C estudf® sous agitation vigoureuse a -15°C sur
un mélange de NajN0,873 g — 13,42 mmol) et de CAN (14,7 g — 26,86at) préalablement
séché sous vide pendant une nuit. Le milieu eshterai sous agitation a -15°C pendant 4h

puis a température ambiante pendant la nuit. 451at,0 froid et 45 mL d’eau glacée sont
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ajoutés et le milieu est filtré sur Célite. La phasjueuse est extraite a pBtet les phases
organiques réunies sont séchées sur Mg3@s concentrées sous vide. Le produit brut est
purifié par chromatographie flash sur gel de si(il&eOEt/Cyclohexane, 50:50) pour donner
un mélange des deux anomeéres (ratpp= 70:30) du nitrate de 3,4,6-@@-aceétyl-2-azido-2-

deoxy#/B-D-galactopyranosyl20 (1,71 g — 4,5 mmol) sous forme d’un solide incelor

Rendement: 51%

CCM : Rf = 0,58 (AcOEt/Cyclohexane 40:60)

PF:91 - 96 °C (mélangetp)

IR (KBr) v (cm™) : 2968 ; 2927 ; 2907 (Csft, v) ; 2127 (N=N=N,v) ; 1752 ; 1743 (C=0
estery).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : anomeérea : 2,02 ; 2,06 ; 2,16 (3s, 9H, GKDAC) ;
4,05 (m, 1H, H,) ; 4,10 (m, 2H, 2}, ; 4,35 (td, 1H 45540 = 0,72 HZ Is0-Hewne« = 6,6 HZ,
Hs,) ; 5,23 (dd, 1HJ434-H40 = 3,2 HZ,Inz0H2¢ = 11,3 Hz, H,) ; 5,49 (dd, 1H 44015, = 1,1
Hz, Juae-ns. = 3,1 Hz, H,) ; 6,33 (d, 1H 1012, = 4,1 Hz, H,) —anomerepg: 2,03 ; 2,06 ;
2,16 (3s, 9H, CEOAC) ; 3,81 (ddJuzp-+1s = 8,8 Hz,Jzpnas = 10,6 Hz, Hg) ; 4,10 (m, 2H,
2Hgp) ; 4,16 (dd, 1Huspres = 4,9 HZ,Jusprep = 6,1 Hz, Hg) ; 4,95 (dd, 1HJ3sHas = 3,2
Hz, Juzpros = 10,5 Hz, Hp) ; 5,38 (dd, 1HJnaprsp = 0,6 HZ,Inapnzs = 3,1 Hz, Hp) ; 5,57 (d,
1H, Ju1przs = 8,8 Hz, Hp).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : anomérea : 20,6 (CH OAc) ; 60,9 (G,) ; 69,4
(Cso) ; 68,6 (G,) ; 66,6 (Gy); 71,8 (Gy) ; 96,9 (G,); 169,5; 169,8; 170,4 (C=0 OAc) —
anomereg : 20,6 (CH OAc) ; 57,4 (Gy) ; 61,2 (Gy) ; 71,7 (Gy) ; 65,8 (Gp) ; 98,1 (Gp) ;
169,5;169,8 ; 170,4 (C=0 OACc).

Bromure de 3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-deoxya-D-galactopyranosyle (121)

OAc OAc
6
5
4 5 o)
AcO 1
3 N5
Br

Cle 1GBI'N 307
394,18 g/mol

Sous atmosphere inerte, une solution de nifra@y2,46 g — 6,54 mmol) dans 24 mL

d’acétonitrile anhydre est traité a températureiantb pendant 8h par LiBr (2,83 g — 32,69
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mmol), préalablement séché sous vide pendant ta mu@ milieu est dilué dans 200 mL de
CH.CI, et lavé par BO (2x). La phase organique obtenue est séchée g80Met concentrée
sous vide. Le produit brut est purifié par chromgaaphie flash sur gel de silice
(AcOEt/Cyclohexane, 25:75) pour donner uniquemanbimereo, du dérivé bromé&21 (2,19

g — 5,56 mmol) sous forme d’un solide jaunatre.

Rendement: 85%

CCM : Rf = 0,44 (AcOEt/Cyclohexane 25:75)

[a]? =+ 190,4 ¢ 2,0, CHCY)

IR (KBr) v (cm™) : 2978 (Csp-H, v) ; 2114 (N=N=Ny) ; 1748 (C=Cestery).

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 2,02 ; 2,03 ; 2,13 (3s, 9H, GKDAC) ; 3,90 (dd, 1H,
Jnz-1= 3,8 Hz,Jy2-n43 = 10,7 Hz, H) ; 4,08 (dd, 1HJuens= 6,8 HZ,Jue-ve = 11,4 Hz, H) ;

4,15 (dd, 1HJu64-1s = 6,3 HZ ;Jne-ns = 11,4 Hz, H) ; 4,46 (m, 1HJus.ne = 6,5 Hz, H) ;

5,31 (dd, 1HJhz-a = 3,2 HZ,Jns2= 10,7 Hz, H) ; 5,48 (dd, 1HJhams= 1,1 HZ,Jhans= 3,1
Hz, Hy), 6,44 (d, 1HJu1-12= 3,8 Hz, H).

RMN *3C (100 MHz, CDCLk) & (ppm) : 20,5 ; 20,8 (CH OAc) ; 58,5 (G) ; 60,7 (G) ; 66,5
(Cy);69,8(G); 71,4 (G);88,9(G);169,4;169,7;170,2 (C=0 OAC).

2’-bromoéthyl-3,4,6-tri-O-acétyl-2-azido-2-deoxyu/p-D-galactopyranosyle (122)

OAc OAc
4 X5 20
AcO 17
3 N, O/\s/BI’

C14H20BrN 30g
438,23 g/mol

Sous atmospheére inerte, une solution de dériviné®i®1 (1,18 g — 2,99 mmol) dans
30 mL de CHCI, anhydre est traitée par du 2-bromoéthanol (0,161,267 mmol) et par
de la 2,4,6-collidine (distillée, stockée sur tamisléculaire 4A). Dans un ballon bien sec et
sous argon, le perchlorate d'argent (0,753 g —33rG6ol) et le tamis moléculaire en poudre
(0,59), pesés sous argon, sont mis en suspensien3@amL de ChkCl,. La solution del21
est introduite par canule sur cette suspensiorDemi@ a température ambiante et I'agitation
est maintenue pendant 4h. La suspension est riséé&rglar ajout de 1,0 mL de DIPEA et

agitée pendant 10 min. puis filtrée sur célite.slodution obtenue est lavée par une solution
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aqueuse de N&0; (2x), par une solution aqueuse saturée efCNa (2x) puis par de la
saumure. La phase organique est séchée sur Mg8©concentrée sous vide. Le produit brut
est purifié par flash chromatographie sur gel dieesi(AcOEt/Cyclohexane, 20:80) pour
donner un mélange d’anomeres (ratip = 71/29) du dérivd22 (1,15 g — 2,63 mmol) sous

forme d’un solide blanc.

Rendement: 88%

CCM : Rf = 0,63 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

[a]%'=+128,3 ¢ 1,0 - CHCY)

IR (KBr) v (cm™) : 2968 ; 2930 (CspH, v) ; 2114 (N=N=Ny) ; 1752 (C=Cestery).
HR-MS : m/z calculé pour [GH20BrNsOg+Na] 460,0314 ; trouvé 460,0331 (-3,8 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : anomérea : 2,03 ; 2,12 (CHOAc) ; 3,52 (m, 2H,
Hg,) ; 3,95 (m, 2H, HK,) ; 3,65 (dd, 1HJu20-H14 = 3,6 HZ,J420-H3. = 11,2 Hz, H,) ; 4,10 (m,
2H, Hesg) ; 4,34 (td, 1Hnse-raq = 0,6 HZ JssHewre'« = 6,2 HZ, H,) ; 5,04 (d, 1HIn10H2 =
3,5 Hz, H,) ; 5,35 (ddJnze-hae = 3,3 HZ,Jnze-H2e = 11,1 Hz, H,) ; 5,45 (dd, 1HJn44-15, = 0,7
Hz, Jnas-nz. = 3,2 Hz, H,) —anomeref : 2,03 ; 2,13 (CHOAC) ; 3,52 (m, 2H, k) ; 3,95 (m,
2H, Hzp) 5 3,85 (td, 1H Jusp-t4s= 0,7 HZ,uispriep-re5 = 6,6 Hz, Hg) ; 4,10 (M, 3H, 2k, Hzp) ;
4,42 (d, 1HJn1pr2s= 8,0 Hz, Hp) ; 4,75 (dd, 1H3p.Has = 3,4 HZ,InzpH2s = 10,9 Hz, H) ;
5,31 (dd, 1HJnapns=0,5 HZ,Inap-n3s = 3,2 Hz, Hp).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : anomérea : 20,5 ; 20,6 (CH OAC) ; 29,5 (G,) ;
57,2 (Gu) ; 61,6 (Go) ; 67,1 (Ga) ; 67,4 (G,) ; 68,0 (Gu) ; 68,8 (Go) ; 98,3 (Go) ; 169,7 ;
169,9 ; 170,3 (C=0 OAc) anomeref : 20,5 ; 20,6 (CHOAC) ; 29,2 (Gp) ; 60,7 (Gp) ; 61,1
(Cep) ; 66,2 (Gg) : 70,1 (Gp) ; 70,8 (Gp) ; 102,4 (Gg) ; 169,7 ; 169,9 ; 170,3 (C=0 OAC).

2-Bromoéthyl-2-acétamido-3,4,6-triO-acétyl-2-deoxye/B-D-galactopyranoside (123)

OAc OAc

4 o 20
AcO 17
3 NHAc

CleH 24BrNO 9
454,27 g/mol

Sous atmosphere inerte, une solution de glycas&#0,236 g - 0,545 mmol) est

traitée par de I'acide thioacétique (1,6mL — 22phat) & température ambiante pendant 48h.
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L’acide thioacétique est évaporé sous vide. Le ytdorut est purifié par chromatographie
flash sur gel de silice (AcOEt/Cyclohexane, 80:pour donner un meélange d’anomeres
(a/f = 70:30) du dérivél23(0,191 g — 0,420 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: 77%

CCM : Rf = 0,13 (AcOEt/Cyclohexane 80:20)

[a]2'= + 52,5 ¢1,1 - CHCY)

IR (pur) v (cm™) : 3367 (N-H,v); 2964 ; 2930 (CspH, v) ; 1746 (C=0 esten) ; 1662
(C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [GH2sBrNOg+Na]" 476,0528 ; trouvé 476,0532 (-0,9 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : anomérea : 1,92 : 1,93 ; 2,10 (3s, 12H, GKDAC,
NHAc) ; 3,49 (t, 2HJ=5,3 Hz, H,) ; 3,75 (m, 1IHJ=55Hz,J=11,5Hz, H,) ; 3,78 (m,
1H,J=6,2 Hz,J = 13,2 Hz, H,) ; 4,02 (m, 2H, K,); 4,21 (t, 1H,J4s0-H6wHs« = 6,4 Hz,
Hsy) ; 4,52 (M, 1H420-110 = 3,7 HZ,Jn20-NHAC= 9,7 HZ, 42013, = 11,3 Hz, H,) ; 4,88 (d, 1H,
JHieH2e = 3,7 Hz, Hy) ; 5,11 (dd, 1Hh3z0-Hae = 3,2 HZ,Inze-H24 = 11,4 Hz, H,) ; 5,33 (d, 1H,
JHag-H3e = 2,6 Hz, H,) ; 5,87 (d, 1HInpac-Hz = 9,5 Hz, NHAC) —-anomerep : 1,92 ; 1,93 ;
1,99 ; 2,08 (CHOAc, NHAC) ; 3,43 (m, 2H, k) ; 3,85 (t, 1H, Jusprepnes = 7,2 Hz, Hg) ;
3,90 — 4,06 (M, 5H, 249, Hop, 2Hyp) ; 4,72 (d, 1Hn1pnzs = 8,4 Hz, Hy) ; 5,22 (dd, 1H iz
Hag = 3,3 Hz,Juzprizp = 11,2 Hz, Hp) ; 5,30 (d, 1HJnasnzs= 3,3 Hz, Hg) ; 6,09 (d, 1HInHAC-
2 = 8,8 Hz, NHAC).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : anomeérea : 20,5 ; 20,6 (CH OAc, CH; NHAC) ;
29,5 (Gu); 57,2 (Gy) ; 61,6 (G.); 67,1 (Go); 67,4 (Go); 68,0 (Gd); 68,8 (Go); 98,3
(Ci) ; 169,7 ; 169,9 ; 170,3 (C=0 OAc, C=0 NHAcrromerepg : 20,5 ; 20,6 (Chl OAc,
CHs NHAC) ; 29,2 (Gp) ; 60,7 (Gp) ; 61,1 (Gp) ; 66,2 (Gp) : 70,1 (Gp) ; 70,8 (Gp) ; 102,4
(Cip) ; 169,7 ; 169,9 ; 170,3 (C=0 OAc, C=0 NHAC).
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2-azidoéthyl-3,4,6-tri-O-aceétyl-N-acétyl-a-D-galactosamine (116)

OAc OAc
6

4 520
AcO-\3 1

7
AcHN O/\S/NS

C16H24N4Og
416,38 g/mol

Un mélange de glycoside23 (0,148 g — 0,326 mmol) et de Nak0,129 g — 1,987
mmol) dans 13 mL de DMF est chauffé a 60°C pendant.e DMF est évaporé sous vide.
Le résidu est solubilisé dans g, puis lavé par BD (4x), séché sur MgS(uis la phase
organique est concentrée sous vide. Les deux aesnsemt séparés par chromatographie
flash sur gel de silice (Gi€1,/MeOH, 97:3) pour donner 76,2 mg (0,183 mmol) diagcea
116 (épitope Tn) et 28,3 mg (0,068 mmol) d’anomgr24 sous forme de solides cristallisés

incolores.

Rendement :77%

CCM : Rfanomerer = 0,38 ; Rfnomerss = 0,34 (CHCIl,/MeOH 90:10)

PF:95-97 °C

IR (pur) v (cm?) : 3333 (N-H,v) ; 2958 ; 2932 (CsgH, v) ; 2106 (N=N=N ) ; 1748 (C=0
estery) ; 1647 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [GH2sN4Og+Na]" 439,1441 ; trouvé 439,1425 (-3,6 ppm).
RMN 'H (400 MHz, CDCl;) & (ppm) : anomérea : 1,91 ; 1,94 ;1,99 ; 2,10 (4s, 12H, €H
OAc, CH; NHAC) ; 3,31 (ddd, 1HJuse-H7« = 2,8 HZ,Inss-r70 = 5,4 HZ,Insens e = 13,4 Hz,
Hs.) ; 3,48 (ddd, 1HJug 170 = 2,8 HZ,dng w-r7e = 7,8 HZ, g oomss = 13,4 Hz, H,) ; 3,61
(ddd, 1H,3470-18. = 2,8 HZ,I474-180 = 7,8 HZ,I470-17¢ = 10,7 Hz, H,) ; 3,86 (ddd, 1HJu7-
hee = 2,9 HZ, 470180 = 5,6 HZ,I470-17 = 10,7, Hy) ; 4,05 (m, 2H, K) ; 4,14 (t, 1H,Jus.-
HewHe'« = 6,5 Hz, H,) ; 4,55 (ddd, 1HJn20-H10 = 3,6 HZ,Ih20-NHAC= 9,6 HZ, In2ph3. = 11,3 Hz,
Ha.) ; 4,90 (d, 1HJn10-H2¢ = 3,6 Hz, H,) ; 5,11 (dd,Inzu-Hae = 3,2 HZ, Inzerze = 11,4 Hz,
Hay), 5,34 (d, 1H ez = 2,6 Hz, Hy) ; 5,75 (d, 1HInnacHa = 9,6 Hz, NHAC) —-anomeére
p:195;1,98;203; 213 (4s, 12H, €BAc , CH NHAC) ; 3,26 (ddd, 1HJngpH7s = 3,2
Hz, Jngp-nrp = 4,3 HZ,Ingp-nes = 13,4 Hz, Hg) ; 3,51 (ddd, 1HJngpr7s = 3,2 HZ,Ingprzp =
8,6 Hz,Jugpngs= 11,7 Hz, Hp) ; 3,70 (ddd, 1HIn7pne 5= 3,1 HZ,Iu7p-185 = 8,6 HZ,Inzpr7p
= 11,1 Hz, Hy) ; 3,91 (m, 1H, k) ; 3,95 (dd, 1Huspnes = 6,5 HZ,Jnspres = 11,2 Hz, Hy) ;
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4,06 (ddd, 1Hu7pnes = 3,4 Hz,duzprgp = 4,4 Hz,durpigs = 10,8 Hz, Hp) ; 4,85 (d, 1H,
Jniprzs= 8,4 Hz, Hp) ; 5,36 (M, 2H, kb, Hag) ; 5,74 (d, 1HImacHzp = 8,4 Hz, NHAC).

RMN *3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : anomeérea : 20,6 (CH OAc) ; 23,0 (CH NHAC) ;
47,2 (Gy) ; 50,3 (Gy) ; 61,8 (Gd); 66,8 (Gu); 67,1 (Gu); 67,3 (Gu); 67,9 (Gy), 97,9
(Cw) ; 170,1; 170,2 ; 170,7 (C=0O OAc, C=O NHAcpromereg : 20,7 (CH OAc) ; 23,5
(CH3 NHAC) ; 50,6 (Gp) ; 51,8 (Gp) ; 61,5 (Gp) ; 66,8 (Gp) ; 68,3 (Gp) ; 69,6 (Gp) ; 70,8
(Czp) ; 100,6 (Gp) ; 170,2 ;170,4 ; 170,5 ; 170,7 (C=0 OAc, C=0 NHA

Butynyl-3,4,6-tri- O-acétyl-2-azido-2-deoxyw/B-D-galactopyranoside (125)

OAc OAc

6
4 5 O 10

2
AcO 11 9 FZ
3 N3 O/\S//
C16H21N30s
383,35 g/mol

Sous atmosphere inerte, une solution de dériven®i®1 (1,17 g — 2,96 mmol) dans
30 mL de CHCI; anhydre est traitée par du 3-butyn-1-ol (0,160-s1,149 mmol) et par de
la 2,4,6-collidine (0,470 mL — 3,60 mmol, distillé&tockée sur tamis moléculaire 4A). Dans
un ballon bien sec et sous argon, le perchloraaegdnt (0,747 g — 3,60 mmol) et le tamis
moléculaire en poudre (0,5 g), pesés sous argon, me en suspension dans 30 mL de
CH.Cl,. La solution del2l est introduite par canule sur cette suspensior2@min. a
température ambiante et I'agitation est maintener@dpnt 4h. La suspension est neutralisée
par ajout de 1,0 mL de DIPEA et agitée pendant i) puis filtrée sur célite. La solution
obtenue est lavée par une solution aqueuse g&0®&(2x), par une solution aqueuse saturée
en NaCQO; (2x) puis par de la saumure. La phase organiquesahée sur MgSQOpuis
concentrée sous vide. Le produit brut est puriié ghromatographie flash sur gel de silice
(AcOEt/Cyclohexane, 40:60) pour donner un mélarigaameres (ratia/p = 65,4/34,6) du

derivé125(0,919 g — 2,40 mmol) sous forme d’un solide blanc

Rendement: 81%
CCM : Rf =0,30 (AcOEt/Cyclohexane 30:70)
IR (pur) v (cm™) : 3287 (Csp-Hy) ; 2964 ; 2941 ; 2889 (Cgi, v) ; 2114 (N=N=N,v) ;
1748 (C=0 estew).
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HR-MS : m/z calculé pour [GH2:NsOg+Na]" 406,1219 ; trouvé 406,1226 (-1,8 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : anomeérea : 2,01 ; 2,10 (s, 10H, GHOAC, Hig,) ;
2,52 (m, 2H, 2k,) ; 3,72 (M, 2H, K, Hz) ; 4,07 (m, 3H, 2k, H7o) ; 4,29 (td, 1H k50 rae =
0,8 HZ Juss-newrs« = 7,0 Hz, H,) ; 5,02 (d, 1H 1512, = 3,5 Hz, Hy) ; 5,33 (dd, 1HJn30-Haa
= 3,3 Hz,Juz0H2. = 11,1 Hz, H,) ; 5,42 (dd, 1Hn40-15. = 1,2 HZ,IHa0-13. = 3,2 HZ, H,) —
anomeref : 2,01 ; 2,10 (s, 10H, GHOAc, Hig) ; 2,52 (m, 2H, k) ; 3,72 (m, 3H, b, Hsg,
Hzp) ; 4,07 (m, 3H, 2k, Hzp) ; 4,40 (d, 1H 1125 = 3,5 Hz, Hp) ; 4,74 (dd, 1HJnzp-H4s =
3,4 Hz,Jn3p.n25= 10,9 Hz, Hp) ; 5,29 (dd, 1HJnap-rss = 1,0 HZ,Jnaprzs = 3,4 Hz, Hyg).

RMN *C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : anomérea : 19,6 (G,) ; 20,5 (CH OAc) ; 57,2
(C2) 5 61,5 (Go) ; 66,8 (Go) ; 66,9 (Go) ; 67,6 (G) ; 68,0 (Gy); 69,9 (Ga) ; 80,4 (Gy) ;
98,1 (G,); 169,7; 170,0; 170,2 (C=0O OAc)anomeref : 19,8 (Gp) ; 20,5 (CH OACc) ;
60,6 (Gp) ; 61,0 (Gp); 66,2 (Gy) ; 66,9 (Gyp) ; 68,3 (Gp) ; 68,3 (Gp) ; 69,8 (Gop) ; 70,8
(Csp) ; 80,1 (Gp) ; 102,2 (Gp) ; 169,7 ; 170,0 ; 170,2 (C=0 OAC).

Butynyl-2-acétamido-3,4,6-tri-O-acétyl-2-deoxye-D-galactopyranoside (117)

OAc OAc

4 ¢<s 2O
AcON3 1 10
AcHN 0/7\%
C1gH25NOg
399,39 g/mol

Sous atmospheére inerte, une solution de glycaobie(0,798 g — 2,082 mmol) est
traitée par de l'acide thioacétique (6,1 mL — 0,08%o0l) a température ambiante pendant
48h. L’'acide thioacétique est évaporé sous vides Heux anomeres sont séparés par
chromatographie flash sur gel de silice (AcOEt/Glieixane, 80:20) pour donner 0,207 ¢
(0,518 mmol) d'anomeére (GalNAc) 117 et 0,257 g d’anomeérp 126 (0,645 mmol) sous

forme d’un solide blanc.

Rendement :30% @)

CCM : Rf =0,30 (AcOEt/Cyclohexane 80:20)

IR (pur) v (cm™) : 3283 (N-H,v ; Csp-H,v) ; 3084 (Csp-Hy) : 2956 ; 2930 (CspH, V) ;
2119 (GC-H,v) ; 1746 (C=0 ester) ; 1662 (C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [GH2sNOg+Na]" 422,1427 ; trouvé 422,1416 (-2,6 ppm).
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RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm) : anomérea : 1,90 ; 1,93 (2s, 6H, GHDAC) ; 1,97 (t,
1H, Ju10-Heme = 2,6 Hz, Ho) ; 1,99 ; 2,10 (s, 6H, CHOAc, CH; NHAC) ; 2,45 (td, 2H,)4s-H10
= 2,5 Hz,Jug.nu7= 6,3 Hz, H,) ; 3,55 (dt, 1HJ47.ns= 6,4 HZ,J47-n7 = 9,9 Hz, H) ; 3,75 (dt,
1H, J47-ns = 6,2 HZ,J47-47 = 9,9 Hz, H) ; 4,00 (dd, 1HJ46-n5= 7,0 HZ,Jue-ve = 11,3 Hz,
He) ; 4,07 (dd, 1HJue-ns = 6,0 HZ,Jyevs = 11,3 Hz, ) ; 4,19 (t, 1HJus.1e= 6,5 Hz, H) ;
4,52 (ddd, 1HJyo.n1= 3,7 Hz,Juo-nn = 9,8 HZ, oz = 11,2 Hz, H) ; 4,87 (d, 1HJuy1-142=
3,7 Hz, H) ; 5,11 (dd, 1HJ43.14= 2,8 HZ,Juz.r2= 11,3 Hz, H) ; 5,32 (d, 1HJuar3= 2,8 Hz,
Ha), 5,80 (d, 1H,JNs-H2= 9,6 Hz, NHAC)

RMN *3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : anomérea : 19,6 (G) ; 20,5 ; 20,6 ; 23,1 (CHOAC,
CHzNHAC) ; 47,5 (G) ; 61,8 (G) ; 66,2 (G) ; 66,8 (G); 67,2 (G) ; 68,3 (Q); 69,7 (G);
80,9 (G) ;97,8 (G) ; 169,9 ;170,18 ; 170,2 ; 170,7 (C=0 OAc, C=OAtH

Monomeére « propargylamide » glycosylé Gal(OAc) (136

2 4
P o
4

O~ 'NH

C29H43N5015
701,68 g/mol

Le composél36 est obtenu en appliquant la procédure généralyycleaddition 1,3
dipolaire en utilisant :

- Monomeres3 (0,078 g — 0,273 mmol)

- Sucrel34(0,114 g - 0,273 mmol — 1,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,109 mL — 0,022 mmol)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,328 mL — 0,066 mmol)

- tBuOH/H,O (2:1-1,0 mL)

Apres 3 jours, |¢BuOH est évaporé sous vide. Le milieu est extrait@Cl, (3x).

Les phases organiques réunies sont séchées sur,\dg&&oncentrées sous vide. Le produit
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brut est purifié par chromatographie flash suragekilice (AcOEt) pour donner le composé
136(0,102 g — 0,145 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: 53%

CCM : Rf =0,59 (AcOEt/MeOH 90:10)

PF:70-72°C

[a]Z =- 0,6 €0,535 - CHQ)

IR (KBr) v (cm?) : 3362 ; 3333 (N-Hy) ; 3150 (CspH, v) ; 2980 ; 2955 ; 2938 (Cgih,
v) ; 1745 (C=0 estew) ; 1674 (C=0 amide, C=0 carbamatg,

HR-MS : m/z calculé pour [&H43NsO015+H]* 702,2834 ; trouvé 702,2821 (-1,8 ppm).
HPLC : tgr = 8,3 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 1,40 (s, 9H, C(Ck)s Boc) ; 1,92 ;1,94 ; 2,01 ; 2,13
(4s, 12H, CH OAc) ; 2,69 (dd, 1HJn2-n3= 5,4 HZ,Jqo.v2 = 16,8 Hz, H) ; 2,97 (dd, 1HJy2-
ns= 4,3 Hz,Jyo-12 = 16,8 Hz, H) ; 3,65 (s, 3H, CHICOMe) ; 3,89 (m, 2H, Kl Hsg) ; 4,07
(dd, 1H, Juesu-nssu= 6,6 Hz,JInssu-rssu= 11,3 Hz, Hs) ; 4,12 (dd, 1HJ4e'su-Hssu= 6,7 Hz,
Jnesu-Hes= 11,3 Hz, K<) ; 4,20 (dt, 1Hho-ns = 4,0 HZ Jng-o = 10,5 Hz, H) ; 4,41 (d, 1H,
JHisu-Hzs= 7,9 Hz, Hsy ; 4,51 (M, 5H, H, 2Hs, 2Hg) ; 4,95 (dd, 1HJn3su-nas= 3,4 HZ,JH3su-
nesu = 10,5 Hz, Hs) ; 5,12 (dd, 1HJh2su-H1se= 7,9 Hz,Juzsu-H3si= 10,5 Hz, Hgy) ; 5,35 (dd,
1H, Jhasu-nss= 0,7 HZ,Jnasu-rzs= 3,3 Hz, Hs) ; 5,67 (d, 1HJInmns = 7,8 Hz, NH) ; 7,18 (¢,
1H, Inn-Hsms = 5,5 Hz, NHY) ; 7,53 (s, 1H, H.

RMN *°C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,3 ; 20,4 (CH OAc) ; 28,1 (CCHs)s Boc) ; 35,0
(Cs); 35,9 (@) ; 49,8 (@) ; 50,6 (G); 51,8 (CH COMe) ; 61,0 (Gs) ; 66,8 (Gsy ; 67,4
(Co) ; 68,3 (Gsy ; 70,4 (Gsy ; 70,7 (Gsy ; 80,2 C(CHs)s Boc) ; 100,7 (G 5 123,3 (G) ;
1442 (G) ; 155,3 (C=0 Boc) ; 169,4 ; 169,8 ; 170,0 (C=0dDA170,2 (G); 170,6 (C=0
OAc) ; 171,9 (G).
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Monomere « propargylamide » glycosylé (137)

C2s5H39N5010
569,60 g/mol

Le composél37 est obtenu en appliquant la procédure génératgdeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Monomeres3 (0,099 g — 0,351 mmol)

- Sucrel35(0,100 g — 0,351 mmol — 1,0 éq.)

- CuSQ0,1M ag. (0,281 mL — 0,028 mmol)

- Acide ascorbique 0,1M ag. (0,842 mL — 0,084 mmol)

- DMF (1,5 mL).

Apres 6h, le DMF est évaporé sous vide et le ptothout est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice gCH/MeOH 85:15) pour donner le composé7
(0,175 g — 0,309 mmol) sous forme d’un solide blanc

Rendement: 88%

CCM : Rf =0,59 (AcOEt)

PF:61—-63°C

[a]? =- 26,3 ¢0,320 - CHQY)

IR (KBr) v (cm?) : 3337 ; 3320 (N-Hy) ; 3140 (CspH, v) ; 2982 ; 2924 ; 2953 (Cgih,

v) ; 1736 (C=0 estew) ; 1714 (C=0 carbamate) ; 1676 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [g&H3oNsO010+H]* 570,2775 ; trouvé 570,2755 (-3,5 ppm).

HPLC : tg = 15,9 min (HO/MeOH 30:70)

RMN 'H (400 MHz, CDCkL) & (ppm) : 1,27; 1,34; 1,38; 1,46 (s, 12H, C(gH

isopropylidéne) ; 1,41 (s, 9H, C(GH Boc) ; 2,68 (dd, 1HJ42-13= 5,2 HZ,J42-H2 = 16,8 Hz,

H,) ; 2,96 (dd, 1HJuz-13 = 3,8 Hz,dhom2 = 16,8 Hz, H) ; 3,65 (s, 3H, CHHCO:Me) ; 4,16

(d, 2H,J = 7,6 Hz, Hs, Hssy ; 4,30 (dd, 1HJu2su-H3s= 2,3 HZ,nosu-n1su= 4,7 Hz, Hs)) ;

4,41 (dd, 1HJy6-su-Hss= 8,4 HZ,Jnesu-ne'su= 14,0 Hz, Hey ; 4,49 (m, 3H, KB, Hs, Hes) ; 4,56
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(dd, 1H,JusnH = 3,5 HZ,dhs-ns = 14,3 Hz, H) ; 4,61 (dd, 1HJhssu-nzsu= 1,9 HZ Jhssu. Has=
7,6 Hz, Hsy ; 5,48 (d, 1HJn1su-nzs= 4,9 Hz, Hs) ; 5,65 (d, 1HINnnsms = 7,3 Hz, NH) ;
7,11 (se, 1H, NH') ; 7,66 (se, 1H,H

RMN *3C (100 MHz, CDCkL) & (ppm) : 24,4 : 24,9 ; 25,9 (CH>), isopropylidéne) ; 28,3
(C(CH3)s Boc) ; 35,2 (6); 35,9 (G); 50,6 (Gsy; 50,7 (Q); 52,0 (CH COMe); 67,1
(Casy) ; 70,3 (Gs) ; 70,7 (Gsy) ; 71,1 (Gsy ; 80,6 C(CHs)s Boc) ; 96,2 (Gsy ; 109,1 ; 109,9
(2C(CHa).isopropylidéne) ; 155,5 (C=0 Boc) ; 170,71 C172,2 (G).

Dimeére « propargylamide » glycosylé (138)
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1007,05 g/mol

Le composél38 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Dimére60 (0,072 g — 0,166 mmol)

- Sucrel35(0,094 g — 0,331 mmol - 2,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,266 mL — 0,027 mmol — 0,16 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,796 mL — 0,080 mm0)48 éq.)

- DMF (1,0 mL).

Apres 2 jours, le DMF est évaporé sous vide eésedu, solubilisé dans GaI,, est
lavé par HO (4x) puis par de la saumure. La phase organigusexhée sur MgSQouis
concentrée sous vide. Le produit brut est purifié ghromatographie flash sur gel de silice
(AcOEt/MeOH 97:3) pour donner le compakés (0,109 g — 0,108 mmol) sous forme d’'un

solide blanc.

Rendement: 65%
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CCM : Rf = 0,62 (AcOEt/MeOH 90:10)

PF: 124 - 127 °C

[a]% = - 40,5 € 0,555 - CHQ)

IR (KBr) v (cm?) : 3312 ; 3277 (N-Hy) ; 3144 ; 3084 (CsgH, v) ; 2985 ; 2933 (CspH,
v) ; 1737 (C=0 estew) ; 1688 (C=0 carbamate) ; 1658 ; 1643 (C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [GHeeN10017+H]" 1007,4686 ; trouvé 1007,4679 (-0,7 ppm).
HPLC : tg = 31,9 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,25 ; 1,26 ; 1,35 1,36 ; 1,47 ; 1,54 ; 1,56 (65,
24H, C(CH), isopropylidene) ; 1,38 (s, 9H, C(GH Boc) ; 3,01 (m, 2H, bh, Hzg) ; 3,16 (dd,
1H, Jnzarza= 7,9 HZ,Juzanmza= 13,9 Hz, Ha) ; 3,29 (dd, 1HJh28-H38 = 5,8 HZ,Jn2B-H28=
16,0 Hz, Hg) ; 3,54 (s, 3H, CECOMe) ; 4,29 (dd, 1HJussu-Has= 0,98 Hz,Ipssy-resi= 7,9
Hz, Hssy) ; 4,35 (d, 1HJussu-rmesu= 7,6 Hz, Hey ; 4,50 (M, 2H, Ky ; 4,57 (m, 2H, k) ;
4,76 (m, 10H, 4k 2Hzg, 4Hssy) ; 5,29 (M, 1H, Ha) ; 5,55 (M, 1H, Bg) ; 5,67 (M, 2H, Hk) ;
8,18 ; 8,19 (2s, 2H, HI; 8,30 (d, 1HJ\Ha-H3a= 8,3 HZ, NH) ; 9,46 (t, 1H InH-H3 = 4,2 Hz,
NH) ; 9,67 (t, 1H,Inw-ns3 = 4,6 Hz, NH’) ; 9,75 (d, 1H]yne-H3s= 8,4 Hz, NH).

RMN C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 24,7; 253; 26,4; 26,5 (CHas),
isopropylidéne) ; 28,6 (©H3); Boc) ; 36,0 ; 36,1 (26 ; 37,3 (Gg) ; 39,6 (Ga) ; 51,1 (Gs
2Cssy) ; 51,9 (CH COMe) ; 53,2 (Ga) ; 67,9 ; 68,0 (26 ; 71,2 (2Gsy ; 71,5 (2Gs) ; 71,9
(2Gssy ; 79,5 C(CHg)3 Boc) ; 97,0 (2Gsy) ; 109,3 ; 110,0 (@(CHs), isopropylidéne) ; 124,5 ;
124,6 (2G); 146,3; 146,5 (26); 156,9 (C=0O Boc); 171,5; 171,7 (3C 172,0; 173,0
(2Cs).
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Dimeére « propargylamide » glycosylé GalNAc (139)
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1269,23 g/mol

Le composél39 est obtenu en appliquant la procédure généralyceaddition 1,3
dipolaire en utilisant :

- Dimére60 (0,030 g — 0,069 mmol)

- Sucrell6(0,057 g — 0,137 mmol — 2,0 €q.)

- CuSQ0,1M ag. (0,110 mL - 0,011 mmol - 0,16 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,330 mL — 0,033 mm0)48 éq.)

- DMF (0,716 mL).

Aprés 18h, le DMF est évaporé sous vide et latesolubilisé dans Ci€l, est lavé 4
fois par HO. La phase aqueuse est contre-extraite paCGH_es phases organiques réunies
sont lavées par une solution agueuse saturée eh dEshées sur MgS(puis concentrées
sous vide. Le produit brut est purifié par chrorgaaphie flash sur gel de silice
(CH,CI,/MeOH 93:7) pour donner le compo$89 (0,068 g — 0,054 mmol) sous forme d’'un

solide blanc.

Rendement: 78%

CCM: Rf=0,2 (CHCI,/MeOH 93 : 7)

HR-MS : m/z calculé pour [§H7eN1:0-5+H]" 1269,5137 ; trouvé 1269,5123 (1,1 ppm).
RMN *H (400 MHz, Pyridine-ds) & (ppm): 1,40 (C(CH)s Boc) ; 2,00 ; 2,01 ; 2,01 ; 2,02 ;
2,03; 2,21 ; 2,26 (s, 24H, GHDAc, CH; NHAC) ; 3,02 — 3,14 (m, 2H, H, Hzg) ; 3,31 (dd,
1H, Jvza-Hza = 9,3 HZ,Jhza-H2a= 13,6 Hz, Ha) ; 3,29 (dd, 1HJn2B-H38= 5,1 HZ,Jn2B-H2B =
16,2 Hz, Hp) ; 3,52 (s, 3H, CEHHCOMe) ; 3,94 — 4,08 (m, 2H, 21; 4,14 — 4,55 (m, 8H,
2Hss, 4Hssu 2Hy) ; 4,55 — 4,86 (m, 7H, 3H4Hs) ; 5,00 (dd, 1HJusnn = 6,3 HZ,Jus.is =
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15,3 Hz, 1H) ; 5,06 — 5,17 (m, 2H, 24) ; 5,35 (M, 1H, Ha) ; 5,38 (d, 1HJn1su-rzs= 3.3
Hz, 1Hs) ; 5,41 (m, 1H, Hg) ; 5,44 (d, 1HJh1surzsi= 3,2 Hz, 1Hs) ; 5,59 (dd, 1HJhssu-
hasu= 3,1 HZ,Jnasu-zs= 11,7 Hz, 1Hs) ; 5,76 (dd, 1HI4asu-nas= 2,1 Hz,Jnzsu-ose= 12,1
Hz, 1Hs) ; 5,80 (d, 1HJnasu-Hasi= 2,6 Hz, 1Hs) ; 5,88 (d, 1HJnasu-Hasu = 1,6 Hz, 1Hs) ;
8,06 (s, 1H, 1K) ; 8,19 (s, 1H, 1k ; 8,39 (d, 1HJumaHza = 8,6 Hz, NH) ; 9,28 (m, 1H,
ANH) ; 9,65 (m, 1H, INH’) ; 9,84 (d, 1Hl\Hs-H3e = 7,6 Hz, NH).

RMN 3C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm): 20,9 ; 21,0 ; 21,1 ; 21,1 (GHDAC) ; 23,6 ; 23,6
(CH3 NHAC) ; 28,8 (CCHs)s Boc) ; 36,1 ; 36,5 (26 ; 37,0 (Gg) ; 39,9 (Ga) ; 48,7 ; 48,8
(2Csy) ; 50,15 50,3 (26) ; 51,8 (Gg) ; 52,1 (CH COMe) ; 53,3 (Ga) ; 62,8 ; 63,0 (26sy ;
66,9 ; 67,3 (26); 67,9 ( 2Gs) ; 68,5; 69,7 (2G) ; 69,2 ; 69,3 (2&) ; 79,7 C(CHa)s
Boc); 98,5; 99,0 (2G) ; 123,8 (2G); 146,3; 147,0 (26 ; 156,9 (C=0 Boc); 170,9 ;
171,0; 171,1; 171,3; 171,4 (C=0 OAc, C=0 NHAJ71,9 (1G); 172,1; 172,3 (20 ;
173,8 (1G).

Trimére « propargylamide » glycosylé GalNAc (140)
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Le composél40 est obtenu en appliquant la procédure généralyycleaddition 1,3
dipolaire en utilisant :

- Trimere62 (0,014 g — 0,024 mmol)

- Sucrell6(0,030 g — 0,072 mmol — 3,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,038 mL — 0,004 mmol - 0,16 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,220 mL — 0,011 mm0J48 éq.)

-  DMF (0,250 mL).
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Apres 18h, le DMF est évaporé sous vide et lavesolubilisé dans CIEI, est lavé 4
fois par HO. La phase aqueuse est contre-extraite paCGH_es phases organigues réunies
sont lavées par une solution agueuse saturée eh diEghées sur MgSQouis concentrées
sous vide. On obtient 24,3 mg (0,013 mmol) de pitdolwt dont la purification n’a pas été

tentée.
Rendement: brut 55%

CCM : Rf = 0,20 (CHCI,/MeOH 90:10)
HR-MS : m/z calculé pour [@H10gN1g036+H]" 1837,7252 ; trouvé 1837,7258 (0,3 ppm).

Monomere « propargylamide » glycosylé Man(OAc) (141

OAc
OAc

C42H51N5015
865,88 g/mol
Le composél4l est obtenu en appliquant la procédure génératgdeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

- Monomere67 (0,100 g — 0,223 mmol)

- Sucrell4(0,093 g — 0,223 mmol — 1,0 éq.)

- CuSQ0,1M ag. (0,357 mL — 0,036 mmol — 0,16 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (1,07 mL — 0,107 mmoJ48@&q.)

- DMF (3 mL)

Apres 3h30 de réaction, le DMF est évaporé sods ei le résidu, solubilisé dans
CH.CI,, est lavé par D (4x) puis par une solution agueuse saturée en.NaCphase
organique est séchée sur MgS€@ concentrée sous vide. Le produit brut est gupfr
chromatographie flash sur gel de silice gCH/MeOH 95 :5) pour donner le compo$él
(0,158 g — 0,183 mmol) sous forme d’une huile inoel

305



Rendement: 82%

CCM : Rf = 0,33 (CHCI,MeOH 95:5)

PF:77-80°C

[a]% =+ 25,8 ¢0,515 - CHQ)

IR (KBr) v (cm?) : 3377 ; 3348 (N-Hy) ; 3142 (CspH, v) ; 2980 ; 2956 ; 2889 (Csit1,
v) ; 1746 (C=0 estew) ; 1678 (C=0 amide, C=0 carbamatg,

HR-MS : m/z calculé pour [EHs:NsOs+H]" 866,3460 ; trouvé 866,3461 (+0,1 ppm).
HPLC : tr = 14,5 min (HO/MeOH 20:80)

RMN 'H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 1,43 (s, 9H, GTHs); CO»tBu) ; 1,98 ; 2,03 ; 2,08 ;
2,11 (4s, 12H, CKHOAC) ; 2,69 (dd, 1HJu2.n3 = 5,7 HZ,J4p.42 = 16,7 Hz |, H) ; 2,84 (dd,
1H, Jy2-n3 = 5,5 HZ,dy2-v2 = 16,7 Hz, H) ; 3,53 (m, 1H, B ; 3,84 (m, 1H, K) ; 4,03 (dd,
1H, Jno-ns= 2,1 Hz,Jyo o= 12,3 Hz, H) ; 4,17 (m, 2H, 2k ; 4,20 (t, 1HJ = 7,3 Hz, CH
Fmoc) ; 4,41 (m, 2H, B, Fmoc) ; 4,49 (m, 2H, 2§l; 4,56 (m, 2H, 2kB) ; 4,57 (m, 1H, B) ;
4,70 (se, 1H, Ky ; 5,13 (se,1H, k) ; 5,13 (m, 1H, K ; 5,20 (m, 1H, k) ; 6,02 (d, 1H,]
= 8,7 Hz, NH) ; 7,18 (m, 1H, NH") ; 7,30 (t, 2d,= 7,4 Hz, H, Fmoc) ; 7,39 (t, 2H) = 7,4
Hz, Har Fmoc) ; 7,52 (d, 2HJ = 7,4 Hz, H, Fmoc) ; 7,62 (s, 1H, }; 7,75 (d, 2HJ = 7,4
Hz, Har FmMoc).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 ; 21,0 (CHOAC) ; 28,0 (CCHa)s
COutBu) ; 35,3 (@) ; 37,4 (G) ; 47,1 (CH Fmoc) ; 49,6 ; 51,3 (GQ); 62,1 (Gsy ; 65,7
(Css)) ; 66,1 (@) ; 67,1 (CH Fmoc) ; 68,8 (&) ; 69,0 (Gsy ; 69,2 (Gsy ; 81,6 C(CHa)s
ester) ; 97,4 (&y; 120,0 (CH, Fmoc); 123,3 (& ; 125,0; 127,0; 127,7 (GHFmoc) ;
141,2 ; 143,6 (& Fmoc) ; 145,0 (§) ; 156,0 (C=0 Fmoc), 169,6 — 170,1 (C=0 OAc) ;,B70
(Cy) ; 170,5; 170,6 (C=0 OAc) ; 170,74C
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Dimére « propargylamide » glycosylé Man(OAc) (142)
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CesHg2aN10027
1435,40 g/mol
Le composél42 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

- Dimére70(0,100 g — 0,166 mmol)

- Sucrell4(0,140 g — 0,333 mmol — 2,0 €q.)

- CuSQ0,1M ag. (1,60 mL — 0,166 mmol — 1,0 éq.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (5,0 mL — 0,50 mmol -0

- DMF (10 mL)

Le DMF est évaporé sous vide et le résidu, sakéillans CLCl,, est lavé par O
(4x) puis par une solution aqueuse saturée en NaGihase organique est séchée sur MgSO
puis concentrée sous vide. Le produit brut estfipupar chromatographie flash sur gel de
silice (CHCI/MeOH de 95:5 a 90:10) pour donner le compb42(0,176 g — 0,123 mmol)

sous forme d’'un solide blanc.

Rendement: 74%

CCM : Rf = 0,30 (CHCI,MeOH 92:8)

PF: 116 — 119 °C

[a]% =+ 14,2 ¢ 0,585 - CHQ)

IR (KBr) v (cm) : 3304 ; 3295 (N-Hy) ; 3082 (CspH, v) ; 2982 ; 2943 (CspH, v) ; 1748
(C=0 estery) ; 1659 (C=0 amide, C=0 carbamatg,

HR-MS : m/z calculé pour [GHsaN100-7+2H]** 718,2748 : trouvé 718,2753 (-0,7 ppm).
HPLC : tg = 13,5 min (HO/MeOH 20:80).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(Ch)s CO,tBu) ; 1,97 ; 1,99 ; 2,02 ;

2,03 X 2,07 2,08 ; 2,09 (S, 24H, QQAC) s 2,62 (dd, 1HJH2A-H3A: 3,7 HZ,JHZA-HZ’A: 14,5
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Hz, Hya) ; 2,72 (M, 1H, Ha) ; 2,74 (dd, 1HJu28-138= 5,4 HZ,dh28-H28= 16,6 Hz, Hg) ; 2,84
(dd, 1H,Jy2B-H3s = 6,1 Hz,Jy2s-128 = 16,6 Hz, Hg); 3,59 (m, 1H, By ; 3,65 (m, 1H,
Hss) ; 3,82 (M, 2H, Ha, Hog) ; 4,05 (M, 4H, Ba Hos, Hesua Hssug) ; 4,17 (m, 1H, CH
Fmoc) ; 4,19 (dd, 2HJuesu-nssu= 5,1 HZ,uesuas-Hesuae= 12,5 Hz, Hsua, Hesus) ; 4,40 (M,
2H, CH, Fmoc) ; 4,35 4,46 (m, 3H, 3H; 4,52 4,46 (m, 4H, 4§); 4,64 (dd, 1HJusas-NHAB
= 6,3 Hz,Jq5.15 = 15,4 Hz, 1H); 4,71 (m, 2H, Ha, 1Hs) ; 4,76 (s, 1H, 1K) ; 4,83 (m,
1H, Hgg) ; 5,16 (m, 1H, 1K) ; 5,20 (m, 2H, 2KL) ; 5,24 (M, 3H, 2k, 1H.s) ; 6,29 (d, 1H,
InHansa= 8,4 Hz, NH) ; 7,28 (t, 2H,J = 7,3 Hz, H, Fmoc) ; 7,38 (t, 2HJ = 7,2 Hz, H,
Fmoc) ; 7,43 (m, 2H, NEIAINH’) ; 7,55 (d, 1HJ = 7,2 Hz, H, Fmoc) ; 7,56 (d, 1H) = 7,3
Hz, Ha Fmoc) ; 7,68 (s, 1H, 1H; 7,69 (s, 1H, 1K ; 7,74 (d, 2HJ = 7,5 Hz, H; Fmoc) ;
7,85 (m, 1H, 1INH)).

RMN *3C (100 MHz,CDCk) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 ; 20,9 (CHOAC); 28,0 (CCHa)s
COutBu) ; 35,2 ; 35,3 (26); 36,9 (Gg); 38,1 (Ga); 47,1 (CH Fmoc) ; 49,5 (2%; 49,6
(Csg) ; 51,5 (Ga) ; 62,2 (2Gsy ; 65,4 ; 65,7 (263u) ; 66,1 ; 66,2 (28 ; 66,9 (CH Fmoc) ;
68,8; 68,9; 69,0; 69,1; 69,3 (2¢ 2Gsy, 2Gssy ; 81,3 C(CHg)3 COitBu) ; 97,4 ; 97,5
(2Cisy ; 120,0 (CH, Fmoc) ; 123,3; 123,6 (2%, 124,9,; 127,0,; 127,7 (GH Fmoc) ;
141,2 ; 143,6 (& Fmoc) ; 144,8 ; 145,6 (2F; 156,1 (C=0 Fmoc) ; 169,6 ; 170,2; 170,4 ;
170,5;170,6;170,8;171,3;171,4 (&, C=0 OAC).

RMN *H (500 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,43 (s, 9H, C(Ch); COxtBu) ; 1,99 ; 2,04 ;
2,08 ; 2,10 (s, 24H, CHOAC) ; 2,93 (dd, 1HJu28-H38= 8,5 HZ,Ju28-H28 = 15,9 Hz, Hg) ;
3,02 (dd, 1HJu2a-H3a= 4,8 HZ,J2a-H2a= 14,0 Hz, Ha) ; 3,30 (m, 1H, Ha) ; 3,33 (dd, 1H,
Jnoe-nss = 5,6 Hz,Jy2e128 = 16,0 Hz, Hg); 3,98 (m, 4H, 2k, 2Hy) ; 4,16 (m, 1H, CH
Fmoc) ; 4,23 (m, 2H, 2§) ; 4,34 (dd, 1HJ =7,4 Hz,J = 10,5 Hz, CH Fmoc) ; 4,42 (m, 2H,
2Hssy) ; 4,55 (m, 3H, 2kls,, CH, Fmoc) ; 4,66 (t, 2H) = 5,4 Hz, 2H) ; 4,72 (t, 2HJ = 4,7
Hz, 2H) ; 4,80 (d, 2HJ = 5,1 Hz, 2H) ; 4,82 (dd, 1HJys.ne = 5,1 Hz,Jps.ns = 15,5 Hz,
1Hs) ; 4,90 (dd, 1HJys-ne = 5,1 HZ, sy = 15,5 Hz, H') ; 5,11 (s, 1H, 1k ; 5,13 (s, 1H,
1His) ; 5,50 (m, 1H, Ha); 5,57 (m, 1H, Bg); 5,67 (M, 4H, 2L, 2Hss) ; 5,77 (M, 2H,
2H4s) ; 7,25 (t, 3HJ = 7,2 Hz, CH, Fmoc) ; 7,40 (t, 3H) = 7,5 Hz, CH, Fmoc) ; 7,84 (d,
2H,J = 7,6 Hz, CH, Fmoc) ; 8,15 (s, 1H, 1M; 8,25 (s, 1H, 1H ; 9,15 (d, 1HJIyHA-H3A=
8,5 Hz, NH\) ; 9,38 (t, 1HJ = 5,9 Hz, INH") ; 9,67 (d, 1Hlyns-r3e= 8,5 Hz, NH) ; 9,74 (t,
1H,J=5,4 Hz, 1INH").

RMN **C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 20,9 ; 21,0 ; 21,1 (CHOAC) ; 28,4 (CCH3)s
COutBu) ; 36,1 ; 36,3 (26); 38,8 (Ga); 39,9 (Gg); 48,1 (CH Fmoc) ; 50,1 (2F; 51,4
(Csg) ; 53,6 (Ga); 63,1 (2Gsy) ; 66,7 ; 66,8 (265, 2Cisy) ; 67,1 ; 67,2 (26; CH, Fmoc) ;

69,9 (2Gsy) ; 70,27 ; 70,3 (2&u Casy ; 98,3 ; 98,4 (2&y ; 120,8 (CH, Fmoc) ; 124,5;
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124,7 (2Ga) ; 126,1; 127,9; 128,5 (GHFmoc) ; 142,1 ; 145,0 (¢ Fmoc) ; 146,2 ; 146,4
(2Cee) ; 146,9 (G Fmoc) ; 155,4 (C=O Fmoc); 170,56 ; 170,6; 170171,0; 171,1;
171,5 ; 172,1 (2 2Cs, C=0 OAC).

Trimére « propargylamide » glycosylé Man(OAc) (143)
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Le composél43 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

Trimere73 (0,038 g — 0,050 mmol)

Sucre 114 (0,063 g — 0,151 mmol — 3,0 €q.)

CuSQ 0,1M ag. (0,500 mL — 0,050 mmol — 1,0 éq.)
Acide ascorbique 0,1M aqg. (1,51 mL — 0,500 mmo)G-&.)
DMF (10 mL)

Le DMF est évaporé sous vide et le résidu, sakéillans CLCl,, est lavé par O

(4x) puis par une solution aqueuse saturée en NaGihase organique est séchée sur MgSO

puis concentrée sous vide. Le produit brut estfipupar chromatographie flash sur gel de
silice (CH.CIy/MeOH 95:5) pour donner le compo$43 (0,070 g — 0,035 mmol) sous forme
d’un solide blanc.

Rendement: 70%
CCM : Rf=0,41 (CHCIly/MeOH 90:10)
PF: 132 -135°C

[a]% = + 18,0 € 0,450 — CHG))
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IR (KBr) v (cm?) : 3298 ; 3285 (N-Hy) ; 3130 ; 3072 (CsgH, v) ; 2967 ; 2940 (CspH,
v) ; 1748 (C=0 estew) ; 1693 (C=0 carbamate) ; 1643 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [gH113N15039+H]" 1002,8733 ; trouvé 1002,8732 (0,1 ppm).
HPLC : t = 11,8 min (HO/MeOH 20:80)

RMN *H (500 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(Ck)s; CO:tBu) ; 1,99 ; 2,03 ;
2,08; 2,08 ; 2,10 (s, 36H, GHDAC) ; 2,92 (dd, 1HJ4o-n3= 8,1 HZ,J4o.12 = 15,8 Hz, H) ;
2,95 (m, 1H, H); 2,97 (m, 1H, Ha) ; 3,18 (m, 1H, Ha); 3,20 (m, 1H, H); 3,33 (m, 1H,
Hx) ; 4,02 (m, 3H, By ; 4,04 (m, 3H, B) ; 4,17 (m, 1H, CH Fmoc) ; 4,26 (m, 4H, 3CH,
Fmoc) ; 4,42 (m, 3H, &) ; 4,55 (m, 4H, 3k, CH, FMmoc) ; 4,68 (t, 2H) = 5,3 Hz, H) ;
4,76 (m, 4H, H) ; 4,81 (m, 3H, ) ; 4,94 (m, 3H, &) ; 5,12 5,14 5,17 (s, 3H,:H) ; 5,43 (M,
1H, Hga) ; 5,55 (m, 1H, H) ; 5,68 (m, 6H, 3k, 3Hssy ; 5,77 (M, 4H, K 3His) ; 7,26 (M,
2H, CHyr Fmoc) ; 7,40 (t, 2HJ = 6,9 Hz, CH; Fmoc) ; 7,60 (m, 2H, 2K Fmoc) ;7,84 (d,
2H,J = 7,6 Hz, CH, Fmoc) ; 8,19 ; 8,32 ; 8,34 (3s, 3H;)H 9,07 (d, 1HJyna-H3a= 8,4 Hz,
NHa) ; 9,40 (m, 2H, 2NH’) ; 9,59 (d, 1H\n-13= 8,5 Hz, NH) ; 9,72 (d, 1HIyn-n3= 8,0 Hz,
NH) ; 9,73 (m, 1H, NH).

RMN **C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 20,9 ; 21,0 ; 21,2 (CHOAC) ; 28,4 (CCH3)s
COqtBuU) ; 36,2 ; 36,3 (36); 48,0 (CH Fmoc); 50,1 (3L; 51,5; 51,6 (26) ; 53,6 (Ga) ;
63,1 (3Gsy ; 66,8 (3Gsy ; 67,1 ; 67,2 (3G; CH, Fmoc) ; 69,9 (36 ; 70,29 ; 70,34 ; 70,4
(B3Casu 3Gsy ; 81,1 C(CH3)s COitBuU) ; 98,4 (3Gsy ; 120,9 (CH, Fmoc) ; 126,1; 126,2
(3C7); 128,0; 128,5 (CH Fmoc) ; 142,1 (& Fmoc); 145,0; 146,4; 146,5; 147,0 {3C
Car Fmoc) ; 155,8 (C=0O Fmoc) ; 170,5; 170,6 ; 170170,7 ; 171,1; 171,2; 171,5; 173,1
(3G, 3G, C=0 OAC).
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Tétramere « propargylamide » glycosylé Man(OAc) (14)

FmocHN N N N 2
R
4
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N N N 7 N
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AcO AcO AcO AcO
AcO AcO AcO AcO
OAc OAc OAc OAc
OAc OAc OAc OAc

C111H144N20050
2558,44 g/mol

Le composél44 est obtenu en appliquant la procédure génératydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Teétramere4 (0,070 g — 0,077 mmol)

- Sucrell4(0,129 g — 0,309 mmol — 4,0 €q.)

- CuSQ0,1M aq. (0,774 mL — 0,077 mmol — 1,0 éq.)

- Acide ascorbique 0,1M aqg. (2,32 mL — 0,232 mmoJG-&).)

- DMF (10 mL)

Le DMF est évaporé sous vide et le résidu, satgbillans CECl,, est lavé 4 fois par
H,O puis par une solution aqueuse saturée en NaChhlase organique est séchée sur
MgSO, puis concentrée sous vide. Le produit brut esifipysar chromatographie flash sur
gel de silice (CHCIl,/MeOH 95:5) pour donner le composé4 (0,157 g — 0,062 mmol) sous
forme d’un solide blanc.

Rendement: 80%

CCM : Rf = 0,88 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF: 162 — 164 °C

[a]?’ = + 20,7 €0,570 — CHC))

IR (KBr) v (cm®) : 3300 (N-H,v) ; 3144 ; 3078 ; 3063 (Csi, v) ; 2947 (CspH, v) ; 1748
(C=0 estery) ; 1647 (C=0 carbamate, C=0 amidg,

HR-MS : m/z calculé pour [G1H144N200s0+H]* 1287,47 ; trouvé 1287,4717 (0,98 ppm).
HPLC : tg = 10,7 min (HO/MeOH 20 :80)
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RMN *H (400 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(CH)s CO:tBu) ; 1,97 ; 1,99 ;
2,00; 2,03;2,08;2,08; 2,10 (s, 48H,LPAc) ; 2,92 (dd, 1HJH2p-H3p= 8,6 HZ,In2p-H2D =
15,6 Hz, Hp) ; 2,95 (m, 3H, Ha, Hzg, Hoc) ; 3,09 (dd, 1HJu2.n3 = 8,6 HZ,Jyo2 = 13,9 Hz,
Hy); 3,19 (m, 2H, Ha, Hy) ; 3,31 (dd, 1HJn2p-H3p = 5,2 HZ,Jn2p-H2p = 15,6 Hz, Hp) ;
4,02 (m, 8H, 4B, 4Ho) ; 4,25 (m, 6H, 4k, CH Fmoc, CH Fmoc) ; 4,42 (m, 4H, &) ;
4,55 (td, 5HJ = 4,9 Hz,J = 12,3 Hz, 4k, CH, Fmoc) ; 4,77 — 4,94 (m, 16H, 8HBH) ;
512;5,13; 5,18 (s, 4H,:K) ; 5,41 (m, 1H, Ha) ; 5,54 (m, 1H, Hb) ; 5,67 — 5,76 (m, 14H,
2H3, 4Hs, 4Hssy 4Hisy ; 7,26 (M, 2H, 2HAr Fmoc) ; 7,40 (t, 2H, J = 'H3, 2HAr Fmoc) ;
7,61 (m, 2H, 2HAr Fmoc) ; 7,83 (d, 2H, J = 7,5 RHAr Fmoc) ; 8,40 (d, 2H, J = 5,6 Hz,
2HAr Fmoc) ; 8,08 ; 8,20 ; 8,30 ; 8,39 (s, 4H,4H9,04 (d, 1HJ\Ha-H3a = 8,5 Hz, NH) ;
9,43 (m, 3H, 3NH’) ; 9,56 (d, 1Hlynp-H3p= 8,4 Hz, NHb) ; 9,63 (m, 2H, N, NH¢) ; 9,71
(t, 1H,J =5,1 Hz, INH)).

RMN **C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 20,9 ; 21,1 ; 21,2 (CHOAC) ; 28,4 (CCHs)s
COitBu) ; 36,2 ; 36,3 (4€); 38,8 (Gp); 39,5; 39,6 ; 39,9 (3¢; 48,1 (CH Fmoc) ; 50,1
(4GCg) ; 51,5 (Gp) ; 51,6 ; 51,6 (2¢) ; 53,7 (Ga) ; 63,1 (4G ; 66,8 (4Gs) ; 67,2 (4G, CH;
Fmoc) ; 69,8 ; 70,3 ; 70,4 (46, 4Gss, 4Gssy) ; 81,1 C(CH3)3 COtBU) ; 98,4 (4Gsy) ; 124,0;
125,1 (4G) ; 120,9; 126,1 ; 128,0 ; 128,6 (&HmocC) ; 142,1; 145,0 ; 146,4 ; 146,5 ; 146,9
(4Cs, Car Fmoc) ; 157,6 (C=0 Fmoc) ; 170,6 ; 170,7 ; 170191,1; 171,2; 171,5; 171,6 ;
172,1;173,1; 173,3 (4CAC,, C=0 OAc).
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Trimeére « propargylamide » glycosylé GalNAc (146)

FmocHNI\H/ I\H/ rcoztBu

O NHO NHO

\ N\

| ‘N | ‘N | ‘N
O$IHACO$\IHACO NHAc
OAc

CggH116N18036
2001,96 g/mol

Le composél46 est obtenu en appliquant la procédure génératgdeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Trimere73 (0,060 g — 0,080 mmol)

- Sucrell6(0,100 g — 0,240 mmol — 3,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,801 mL — 0,080 mmol — 1,0 éq.)

- Acide ascorbique 0,1M aqg. (2,40 mL — 0,240 mmo)G-&).)

- DMF (2 mL dilué a 10 mL)

Le DMF est évaporé sous vide et le résidu, sakéillans CLCl,, est lavé par O
(4x) puis par une solution aqueuse saturée en NaGihase organique est séchée sur MgSO
puis concentrée sous vide. Le produit brut estfipupar chromatographie flash sur gel de
silice (CH.Cl,/MeOH de 90:10 a 80:20) pour donner le compb&&(0,116 g — 0,058 mmol)

sous forme d’'un solide blanc.

Rendement: 73%

CCM : Rf = 0,50 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF: 140 -143 °C

[a]?’ = + 43,9 ¢ 0,570 - CHG))

IR (KBr) v (cm) : 3323 (N-H,v) ; 3070 (CspH, v) ; 2949 (CspH, v) ; 1744 (C=0 ester,
v) ; 1659 (C=0 amide, C=0 carbamatg,

HR-MS : m/z calculé pour [6H116N1g036+2H]** 1001,3973; trouvé 1001,3970 (+0,3 ppm).
HPLC : tg = 27,5 min (HO/MeOH 30:70)
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RMN *H (500 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 1,38 (s, 9H, C(Ck)s CO:tBu) ; 1,96 ; 1,98 ;
2,00; 2,01 2,20; 2,23; 2,28 (s, 36H, £BAc, CH; NHAC) ; 2,94 (dd, 1HJh2c-Hac = 8,8
Hz, Jhzoc-vzc = 16,0 Hz, Hc) ; 2,95 (M, 1H, H) ; 3,02 (dd, 1HJ28-H3e = 4,0 HZ,Jn2B-H2B=
13,6 Hz, Hg) ; 3,16 (M, 1HJu2-138= 9,8 HZ,Jny2s-H2s= 13,9 Hz, Hg) ; 3,19 (dd, 1HJy2A-
Haa= 10,2 Hz Jyza-n2a= 13,7 Hz, H4) ; 3,28 (dd, 1HJn2cnsc= 4,7 Hz,Jn2cHec= 16,0 Hz,
Hzc) ; 3,95 (m, 1H, 1K) ; 4,05 (m, 2H, 2k) ; 4,13 (t, 1HJcH-cH2= 6,8 Hz, CH Fmoc) ; 4,39
(m, 14H, 6Hs, 3Hssy, CH, Fmoc, 3H) ; 4,70 (m, 11H, 5K 6Hg) ; 5,12 (m, 4H, 3k, Hs) ;
5,40 (m, 3H, 3hky Hsa, Hsc) ; 5,62 (dd, 1HJuyzsu-nasu= 3,1 HZ,Jnzsu-nzsi= 11,8 Hz, Hg)) ;
5,66 (m, 1H, Hg) ; 5,72 (dt, 2H Jn3su-Has= 3,6 Hz,Inzsu-r2si= 10,8 Hz, 2Hg) ; 5,80 (d, 1H,
Jnasu-nzs= 2,9 Hz, Hs) ; 5,85 (d, 1Hasu-H3s= 2,9 Hz, Hgy) ; 5,87 (d, 1Hnasu-Hzsi= 2,5
Hz, His) ; 7,25 (m, 2H, CH Fmoc) ; 7,38 (t, 2HJ) = 7,8 Hz, CH, Fmoc) ; 7,58 (m, 2H,
CHar Fmoc) ; 7,82 (d, 2H) = 7,5 Hz, CH, Fmoc) ; 8,14 ; 8,20 ; 8,24 (s, 3H, 3K 8,77 (m,
3H, NHAC) ; 9,17 (d, 1HJnna-H3a= 8,4 Hz, NH) ; 9,28 (t, 1H,J = 5,6 Hz, NH’) ; 9,37 (t,
1H,J=4,5Hz, NH’); 9,77 (t, 1H) = 6,0 Hz, NH’) ; 9,98 (d, 1H)\Hc-H3c= 7,2 HZ, NR) ;
9,99 (d, 1HJnpe-Has= 7,7 Hz, NH).

RMN »C (100 MHz, Pyridine-ds) & (ppm) : 21,0 ; 21,2 ; 21,3 ; 23,7 ; 23,8 (§BAc, CH;
NHAC) ; 28,5 (CCH3); COstBu) ; 36,22 ; 36,25 ; 36,6 (3F; 38,6 (Go); 39,5; 40,3 (&a,
Czs) ; 48,1 (CH Fmoc) ; 48,8 ; 48,9 (39 ; 50,3 ; 50,5 (3¢) ; 52,2 (Gg) ; 52,5 (Ga) ; 53,9
(Csc) ; 62,9 ; 63,0 (36s) ; 66,9, 67,2 ; 67,4 (34, 67,6 (CH Fmoc) ; 67,88 ; 67,95 ; 68,0
(3Csqy ; 68,6 ; 68,66 ; 69,71 (3G) ; 69,3 ; 69,35; 69,4 (3c) ; 81,4 C(CHz); CO:itBuU) ;
98,5;98,7; 99,1 (3 ; 121,0; 126,2; 126,3; 128,1; 128,7 (&zHmoc) ; 124,6 (39 ;
142,2 ; 145,1 (& Fmoc) ; 146,5 ; 146,6 ; 147,3 (C 157,8 (C=0O Fmoc) ; 171,0 ; 171,07 ;
171,1;171,2;171,3;171,5;172,0;172,1;37473,5; 173,7 (353G, C=0 OAc, C=0
NHAC).
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Monomere « propargylamide » acide glycosylé (148)

2
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" co
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OAc
OAc

C3gH43Ns015
809,77 g/mol

Le composél48 est obtenu en appliquant la procédure généralelépeotection
d’acide protégé sous forme de £Bu en utilisant :

- Composél41 (0,100 g — 0,115 mmol)

- TFA/CH,Cl, (2 mL)

On obtient le composk48(0,093 g — 0,115 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,16 (CHCI,/MeOH 90:10)

[a] = + 23,5 ¢ 0,630 - CHG)

IR (pur) v (cm™) : 3348 (O-H, N-Hy) ; 3140 ; 3063 (CspH, v) ; 2941 ; 2893 (CseH, v) ;
1743 ;1730 (C=0 acide, C=0 ester; 1678 (C=0 carbamate) ; 1665 (C=0 amidey).
HR-MS : m/z calculé pour [€H43NsO15+H]* 810,2834 ; trouvé 810,2819 (-1,8 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,98 ; 2,03 ; 2,08 ; 2,11 (s, 12H, €8Ac) ; 2,77 (m,
1H, H); 2,99 (m, 1H, KH); 3,67 (m, 1H, ) ; 3,85 (m, 1H, B) ; 4,12 (m, 4H, K 2Hss,
CH Fmoc) ; 4,55 (m, 8H, H2Hs, 2Hs, CH, Fmoc, Hgy) ; 5,21 (m, 3H, bk, Hasw Has) ; 6,25
(se, 1H,NH); 7,28 ; 7,37 ; 7,56 ; 7,73 (m, 10H; Amoc, H, NH").

RMN 3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (CHOAC) ; 34,5 (G) ; 36,2 (G) ;
47,0 (CH Fmoc) ; 50,6 ; 51,1 (GQ): 62,4 (Gsy ; 65,7 (Gsy ; 65,9 (G); 67,4 (CH
Fmoc) ; 68,99 ; 69,0 ; 69,2 {6 Cssu Gssy) ; 97,5 (Gsy) ; 120,0; 125,0; 127,1; 127,8 (&H
Fmoc, G) ; 141,2 ; 143,5; 143,6 (£Fmoc, G) ; 156,2 (C=0 Fmoc) ; 169,8 ; 170,5; 170,9 ;
171,7 ; 173,5 (§ Cs, C=0 OAC).
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Monomere « propargylamide » glycosylé Man(OH) (150)

OH
OH

C1sH25N50g9
419,39 g/mol

Le composéldl est traité selon la procédure générale de dépimted’'amine
protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

-141(0,100 g — 0,116 mmol)

- Et;NH/CHSCN (1:2 — 4,3 mL)

Le produit brut obtenu est purifié par chromatopiapflash sur gel de silice
(CH.CI,/MeOH 95:5) pour donner I'amine libdé&1avec un rendement de 97%.

L’amine 151 (0,032 g — 0,050 mmol) est ensuite déprotégée tgatvement en
présence de 1 mL de TFA/GEI, (1:1) pour obtenir 'aminoacide correspondabia

Une solution dd51a(0,030 g — 0,050 mmol) dans 2 mL de MeOH anhydtdraitée
par une solution de MeONa (0,025 g dans 25 ndsppH = 8) pendant 5h. Le milieu est
neutralisé par de la résine Dowex 50W-X8)H.a résine est filtrée, lavée et le filtrat est
concentré sous vide puis lyophilisé pour donneol®mposél50 (0,044 g — 0,106 mmol) sous
forme d’un solide blanc.

Rendement: 97% (3 étapes)

CCM : Rf =0,54 (n-propanol/tD 70:30)

[a]%! = + 22,8 ¢0,270 - HO)

HR-MS : m/z calculé pour [H2sNsOg+H]" 420,1731 ; trouvé 420,1721 (-2,3 ppm).
RMN 'H (400 MHz, CD;0OD) & (ppm) : 2,84 (dd, 1H 213 = 8,4 Hz,Jhpmz = 17,8 Hz,
H>) ; 2,96 (dd, 1HJy2-n3=4,5 HZ,Jy2.v2 = 17,7 Hz, H) ; 3,05 (m, 1H, K ; 3,58 (d, 2H,]

= 613 HZ1 h&SUi H4SLD 1 3163 (dd1 lH’JHGSU-HSSU: 518 HZ!‘JHGSU-HG’SU: 11!9 HZ! HSL) l 3174 (ml
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2H, Hhosy Hesy) ; 3,83 (M, 1H, K ; 4,09 (M, 1H, i) ; 4,17 (dd, 1H) a2 = 4,7 HZ,Jng o =
8,2 Hz, H) : 4,51 (dd, 1HJusn= 4,48 Hz Juss = 15,3 Hz, H) ; 4,54 (d, 1HJus-s = 15,4
Hz, Hs) ; 4,61 (t, 2HJug.0= 4,6 Hz, 2H) ; 4,69 (s, 1H, k) ; 7,93 (s, 1H, k).

RMN 3C (100 MHz, CD;OD) & (ppm) : 35,9 (G, Cs) ; 51,4 (G, Co) ; 62,8 (Gs) ; 66,7
(Co) ; 68,5 (Gu) ; 71,9 (Gsy) 5 72,4 (Gy) ; 74,5 (Gsy ; 101,6 (Gs) ; 125,4 (G) ; 145,5 (@) ;
169,4 ; 173,4 (€ Cy).

Dimére « propargylamide » glycosylé Man(OH) (155)
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820,76 g/mol
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Le composéld? est traité selon la procédure générale de dépimted’'amine
protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

-142(0,100 g — 0,069 mmol)

- Et;NH/CHSCN (1:2 — 5,2 mL)

Le produit brut obtenu est purifié par chromatopiapflash sur gel de silice
(CH.CI,/MeOH 95:5) pour donner I'amine libde&4 avec un rendement de 91%.

L’amine 154 (0,076 g — 0,063 mmol) est ensuite déprotégée tgatvement en
présence de 2 mL de TFA/GEl, (1 : 1) pour obtenir I'acide corresponddsida

Une solution dd.54a(0,072 g — 0,063 mmol) dans 1 mL de MeOH anhydtéraitée
par une solution de MeONa (0,025 g dans 25 ndsppH = 8) pendant 5h. Le milieu est
neutralisé par de la résine Dowex 50W-X8)H.a résine est filtrée, lavée et le filtrat est
concentré sous vide puis lyophilisé pour donn@ol@posél55 (0,051 g — 0,063 mmol) sous

forme d’'un solide blanc.
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Rendement: 91% (3 étapes)

CCM : Rf =0,5 (n-propanol/kD 70:30)

PF: 142 — 145 °C

[a]% =-19,1 €0,220 - HO)

HR-MS : m/z calculé pour [eH4sN1g017+H]" 821,325 ; trouvé 821,3272 (2,65 ppm).
RMN *H (400 MHz, D;O) & (ppm) : 2,57 (dd, 1HJ42-H3= 8,6 HZ,Jq2-2 = 16,0 Hz, H) ;
2,67 (dd, 1HJy2-q3= 5,0 HZ,Jy2.v2 = 15,9 Hz, H) ; 2,75 (m, 1H, H) ; 2,79 (dd, 1HJu2-H3
= 6,1 Hz,Jy>-y2= 15,5 Hz, ) ; 2,95 (m, 1HJ= 2,2 Hz,J = 5,7 Hz, Hy) ; 3,00 (m, 1HJ=
2,0 Hz,J = 5,5 Hz, Hs) ; 3,54 3,69 (M, 6H, 24, 2Husu 2Hssy) ; 3,73 (dd, 1HJue'su-nssu=
2,2 Hz,uesu-nesu= 12,2 Hz, Hs) ; 3,74 (dd, 1HJuesu-Hssu= 2,3 HZ,nesu-nssu= 12,2 Hz,
Hesw) ; 3,85 (M, 2H, 2kl ; 3,87 3,94 (m, 2H, 2§); 3,96 (m, 1H, KB ; 4,01 4,12 (m, 2H,
2Hy) ; 4,47 (d, 4HJ = 4,1 Hz, 4H) ; 4,54 — 4,69 (m, 5H, H4Hg) ; 4,79 (m, 2H, 2k ;
7,92 ;7,96 (2s, 2H, 2/

RMN **C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 34,5 ; 34,6 (2©) ; 38,7 (2G) ; 50,0 (2G) ; 51,2 ; 51,8
(2Cs) ; 60,6 (2Gsy) ; 65,2 ; 65,4 (26) ; 66,4 ; 66,4 (2G) ; 69,9 (2Gs) ; 70,4 : 70,4 (2G) ;
72,7 (2Gsy) ; 99,4 995 (2G) ; 124,4; 1245 (20 ; 144,4;: 1447 (2 ; 171,8 ; 173,5;
177,5 (2G, 2G).

Trimére « propargylamide » glycosylé Man(OH) (157)

H,N N N 2
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OH OH OH

CasH71N 15025
1222,13 g/mol

Le composél4d3 est traité selon la procédure générale de dépimted’'amine
protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

- 143(0,050 g — 0,025 mmol)
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- Et;NH/CH3CN (1:2 — 0,930 mL)

Le produit brut obtenu est purifié par chromatopiapflash sur gel de silice
(CH,CI,/MeOH de 95:5 a 90:10) pour donner I'amine lihE® avec un rendement de 84%.

L’amine 156 (0,038 g — 0,022 mmol) est ensuite déprotégée tgatvement en
présence de 2 mL de TFA/GEl, (1 : 1) pour obtenir I'acide corresponddsba

Une solution dd56a(0,038 g — 0,022 mmol) dans 1 mL de MeOH anhydtéraitée
par une solution de MeONa (0,025 g dans 25 ndsppH = 8) pendant 5h. Le milieu est
neutralisé par de la résine Dowex 50W-X8)H.a résine est filtrée, lavée et le filtrat est
concentré sous vide puis lyophilisé pour donn@&ol@mposél57 (0,028 g — 0,022 mmol) sous

forme d’'un solide blanc.

Rendement: 84% (3 étapes)

CCM : Rf =0,47 (n-propanol/kD 70:30)

PF: 139 - 141 °C

la]Z = + 18,9 € 0,220 - HO)

HR-MS : m/z calculé pour [GH7:N1s025+2H]?* 611,745 ; trouvé 611,7446 (-1,63 ppm).
RMN *H (400 MHz, DO) 6 (ppm) : 2,67 (dd, 1HIyo-43 = 7,8 Hz,J42-42 = 15,4 Hz, H) ;
2,78 —-2,91 (m, 3H, §; 2,91 — 3,06 (m, 5H, 2H3Hs) ; 3,53 — 3,68 (M, 9H, 3H, 3Hssy
3Hessy ; 3,68 — 3,77 (m, 3H, &) ; 3,84 (m, 3H, K ; 3,89 (m, 3H, k) ; 4,01 — 4,12 (m, 3H,
Hy); 4,35 (dd, 1H)=5,7HzJ=7,0 Hz, H) ; 4,43 ; 4,46 ; 4,49 (s, 6H,H; 4,58 — 4,67 (M,
6H, He) ; 4,71 (M, 2H, i) ; 4,77 (m, 3H, Ky ; 7,91 ;7,92 ; 7,96 (3s, 3HH

RMN **C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 34,5 ; 34,6 (3¢) ; 35,3 ; 35,5 ; 36,8 (3(; 49,8 ; 50,4
(3Cs) ; 50,1 (3G) ; 60,7 (3Gsy ; 65,4 (3G); 66,4 (3G ; 67,9 (3Gs) ; 70,4 (3GY ; 72,7
(3Cssy ; 99,5 (3Gsy ; 124,5; 124,6 (3g; 143,9; 144,5; 1445 (3L, 168,4; 170,0;
171,7 ;172,1;172,3; 174,0 (3BC).
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Tétramere « propargylamide » glycosylé Man(OH) (159
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1623,50 g/mol

Le composélds est traité selon la procédure générale de dépimted’'amine
protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

- 144(0,100 g — 0,039 mmol)

- Et,NH/CHSCN (1:2 — 1,4 mL)

Le produit brut obtenu est purifié par chromatopiapflash sur gel de silice
(CH.CI/MeOH de 95:5 a 90:10) pour donner I'amine lihB8 avec un rendement de 72%.

L’amine 158 (0,065 g — 0,028 mmol) est ensuite déprotégée tgatvement en
présence de 2 mL de TFA/GEl, (1 : 1) pour obtenir I'acide correspondds8a

Une solution dd58a(0,64 g — 0,028 mmol) dans 1 mL de MeOH anhydtdragée
par une solution de MeONa (0,025 g dans 25 ndsppH = 8) pendant 2h. Le milieu est
neutralisé par de la résine Dowex 50W-X8)H.a résine est filtrée, lavée et le filtrat est

concentré sous vide puis lyophilisé pour donneolmposél59 sous forme d’un solide blanc.

Rendement: 72% (3 étapes)

CCM : Rf =0,10 (n-propanol/kD 70:30)

PF: 127 -130 °C

[a]3 =- 10,3 €¢0,310 - HO)

HR-MS : m/z calculé pour [GHgaN2cOss+2H]?* 833,328 ; trouvé 833,3272 (-0,52 ppm).
RMN *H (400 MHz, D,O) & (ppm): 2,63 — 2,76 (m, 2H, }; 2,78 — 2,91 (m, 2H, /; 2,91
— 3,03 (m, 8H, 4K 4Hss) ; 3,53 — 3,68 (M, 12H, 44, 4Hssy, 4Hssy ; 3,67 — 3,76 (M, 4H,
4Hgsy) ; 3,85 (M, 4H, By ; 3,89 (m, 4H, b)) ; 3,96 — 4,15 (m, 5H, 4] Hs) ; 4,35 (t, 1HJ
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=7,0Hz, H) ;4,42 ;4,46 ; 4,49 (s, 8HsH; 4,55 ; 4,67 (m, 8H, & ; 4,72 (t, 2HJ = 6,7 Hz,
Ha) : 4,76 (M, 4H, W) ; 7,91 ; 7,92 ; 7,98 (s, 4H,7H

RMN C (100 MHz, D;O) & (ppm): 34,6 ; 34,7 (4¢) ; 35,3 ; 36,8 (46) ; 49,8 ;50,2 ; 50,4 ;
50,5 (4GQ); 50,1 (4G) ; 60,7 (4Gsy ; 65,4 (4G); 66,4 (4G ; 69,9 (4Gs) ; 70,4 (4G ;
72,7 (4Gs) ; 99,5 (4Gs) ; 124,5; 124,5; 124,6 ; 124,7 (AC 144,7 (4G) ; 168,4; 170,0 ;
171,6;171,8 ; 172,1:172,3; 173,9 ; 174,0,(4C,).

Trimére « peptoide » glycosylé (161)

AcO AcO AcO
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc
OAc OAc c OAc
O
(0] (0] O
- .
N N, N
\ 6
N TN g
N N 4 N
HN N N\/\COQtBu
C7oH10dN12034

1653,60 g/mol

Le composél6l est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

Trimere linéairel60 (0,100 g — 0,249 mmol)
Sucrell14(0,312 g — 0,748 mmol — 3,0 éq.)

CuSQ 0,1M ag. (0,400 mL — 0,040 mmol — 0,16 éq.)

Acide ascorbique 0,1M aq. (1,200 mL — 0,120 mm0)48 éq.)
DMF (1,3 mL).

Apres 18h, le DMF est évaporé sous vide et leligsiolubilisé dans Cig€l,, est lavé

par HO (4x). La phase aqueuse est contre-extraite p&Clz. Les phases organiques

réunies sont lavées par une solution aqueuse saaméNaCl, séchées sur MgSPuis

concentrées sous vide. Le produit brut est pupéié chromatographie flash sur gel de silice
(CHCIx/MeOH 90:10) pour donner le compo$él (0,259 g — 0,016 mmol) sous la forme
d’'un solide.
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Rendement: 63%

CCM : Rf = 0,36 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF:81-84°C

[a]7 =+ 30,6 (c 0,520 — MeOH)

IR (KBr) v (cm™) : 3125 (CspH, v) ; 2959 (CspH, v) ; 1746 (C=0 ester) ; 1640 (C=0
amide,v).

HR-MS : m/z calculé pour [@H100N1:0s4+2H]?* 827,3305 ; trouvé 827,3321 (-1,9 ppm).
RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,39 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 1,95 ; 2,01 ; 2,02 ; 2,06 ;
2,10 (s, 36H, CEHOACc); 2,80 (m, 6H, 6b ; 3,60 (m, 6H, 3kk, 3Hssy ; 4,03 (M, 15H,
3He'su, 6Hs, 6Hg) ; 4,55 (m, 12H, 6K 6H,) ; 4,77 (s, 3H, 3k ; 5,18 (m, 9H, 3k, 3Hss,
3Hss) ; 7,66 7,85 (m, 3H, k).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 (CH OAc) ; 27,9 (CCHs)s Boc) ; 31,5 ;
33,7;34,3;34,5(C}l; 40,4 ;40,5; 42,4 ;43,4 (GH 49,4 ;49,6 (CH ; 62,1 (Gsy ; 65,5
(Cssy ; 66,1 (CH) ; 68,7 ; 68,8 ; 68,9 ; 69,0 (3% 3Gssu 3Gssy ; 80,5 ; 81,0 ; 81,10(CHz)3
Boc) ; 97,36 ; 97,4 (36c) ; 123,3; 124,3 (3} ; 143,7 ; 144,0; 144,2 (3r; 169,5; 169,7 ;
169,8 ; 170,2; 170,5; 171,1 (3C=0 OACc).

Tétrameére « peptoide » linéaire glycosylé GalNAc @B)

AcO

OAc

AcO
OAc

O

OAc

AcO
OAc

0]

OAc

AcO
OAc

o

OAc

OAc

CoaH13eN20042
2218,19 g/mol

Le composél63 est obtenu en appliquant la procédure généralyycleaddition 1,3
dipolaire en utilisant :

- Tétramere linéair&62 (0,020 g — 0,026 mmol)

- Sucrell6(0,060 g — 0,145 mmol — 4,0 €q.)
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- CuSQ 0,1M ag. (0,076 mL — 0,007 mmol - 0,21 éq.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,230 mL — 0,023 mm0)64 éq.)

- DMF (0,378 mL).

Apres 18h, le DMF est évaporé sous vide et lawesolubilisé dans CiTI, est lavé 4
fois par HO. La phase aqueuse est contre-extraite paCGH_es phases organiques réunies
sont lavées par une solution aqueuse saturée Na€iges sur MgSQuis concentrées sous
vide. Le produit brut est purifié par chromatogriaptash sur gel de silice (GBI,/MeOH de
90:10 a 85:15) pour donner le compd€s (0,034 g — 0,016 mmol) sous forme de solide

blanc.

Rendement: 60%

CCM : Rf = 0,58 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF: 116 - 118 °C

IR (KBr) v (cm™) : 3140 (Csp-H, v) ; 2956 ; 2924 ; 2855 (Csi, v) ; 1744 (C=0 estex) ;
1640 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [6H136N2004s+2H]?* 1109,4639 ; trouvé 1109,4601 (3,4 ppm).
HPLC : tr = 6,1 min (HO/MeCN 70:30)

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(Ch)s COstBu) ; 1,96 ; 2,04 ; 2,14 (s,
51H, CH; OAc, CH; NHAc , CH; NAc) ; 2,69 (m, 8H, H) ; 3,86 (m, 28H, 8K 8Hg, 8Hssy,
4Hss) ; 4,57 (M, 20H, 8] 8Hs, 4Hgy) ; 4,91 (M, 4H, Hky) ; 5,07 (m, 4H, K ; 5,36 (M, 4H,
Hasy) ; 6,53 (M, 4H, NHAC) ; 7,75 (m, 4H,H

RMN 3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,7 ; 23,1 (CHOAc, CH; NHAc, CH; NAC) ; 28,1
(C(CHs)s CO:itBuU) ; 31,8 (4G); 34,5 (4G, 4G); 47,5 (4Gsy ; 50,0 (4G); 62,0 (4Gsy);
66,6 (4G); 67,1, 67,2, 67,8; 67,9; 68,1; 68,2 §2C4Cus, 4Gss) ; 98,0 (4Gsy ; 128,8;
130,9 (4G) ; 170,4 ; 170,5; 170,7 ; 170,8 (4C=0 OAc, C=0 NHAC).
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Tétrameére « peptoide » cyclique glycosylé GalNAc §6)

CggH124N20040
2102,04 g/mol

Le composél66 est obtenu en appliquant la procédure génératydeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

Tétramere cycliqué64 (0,020 g — 0,046 mmol)
Sucrell16(0,076 g — 0,183 mmol — 4,0 €q.)

CuSQ 0,1M ag. (0,073 mL — 0,007 mmol — 0,16 éq.)

Acide ascorbique 0,1M aq. (0,220 mL — 0,022 mm0)48 é€q.)
DMF (0,480 mL).

Aprés 18h, le DMF est évaporé sous vide et leltéesiolubilisé dans Ci€l,, est lavé

par HO (4x). La phase agueuse est contre-extraite p&iClz. Les phases organiques

réunies sont lavées par une solution aqueuse saaméNaCl, séchées sur MgSPuis

concentrées sous vide. Le produit brut est pupéié chromatographie flash sur gel de silice

(CH.CI,/MeOH 85:15) pour donner le compadke6 (0,049 g — 0,024 mmol) sous forme d’un

solide blanc.

Rendement: 51%

CCM : Rf = 0,29 (CHCI,/MeOH 85:15)

PF: 139 -141°C

IR (KBr) v (cm™) : 3144 (Csp-H, v) ; 2958 ; 2922 : 2850 (Cgi, v) ; 1745 (C=0 estew) ;

1639 (C=0 amidey).
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HR-MS : m/z calculé pour [6H126N200ss+2H]?* 1051,4220 ; trouvé 1051,4225 (0,5 ppm).
HPLC : tg = 23,6 min (HO/MeCN 70:30).

RMN H (400 MHz, CDClL) & (ppm) : 1,96 ; 1,97 ; 1,98 ; 2,00 ; 2,05 ; 2,14 (s, 48H,3CH
OAc, CH; NHAC) ; 2,79 (m, 8H, 8h) ; 3,86 (m, 28H, 8k 8Hs, 8Hss,, 4Hssy) ; 4,59 (m, 20H,
8Hs, 8Hs, 4Hg) ; 4,93 (m, 4H, Hk) ; 5,06 (4H, Hs) ; 5,36 (M, 4H, k) ; 6,44 (m, 4H,
NHAcC) ; 7,82 (m, 4H, K.

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,6 ; 23,0 (CH OAc, CH; NHAC) ; 31,6 ; 31,8 ;
32,1; 32,2; (49 ; 41,1; 41,3; 41,6 ; 41,7 ; 41,7 ; 43,5; 43442 ; 44,7 ; 44,8 ; 450 ;
45,1; 454 (4¢ 4Cy); 47,4; 47,4 (4&); 49,6; 49,7 ; 49,8; 49,9 (4C 61,9; 62,1
(4Gssy ; 66,2 ; 66,4 (46) ; 67,0; 67,1; 67,2 ; 68,0 ; 68,2 (4 4Csy, 4Gssy) ; 97,7 ; 97,8
97,9:;98,0;: 98,1 (4G) ; 122,4; 123,4;: 124,1 ; 124,3 ; 124,5 {#C143,9 ; 144,1 ; 144.2 ;
144,4 (4G) ; 170,2 ; 170,4 ; 170,5; 170,5; 170,7 {AC=0 OAc, C=0 NHAC).

Tétrameére « peptoide » cyclique glycosylé GalNAc §T)

8 OAc

\ AcO
5 { ,N OAc

OAc o

ACO \/\%0 NsN - AcHN\ ©
\__K; X N\/\O
AO NHAQ 2

o)
N. N
AcO o > N
AcO NHAc O
o~ | NHAc

AcO
AcO

AcO—AcO

C110H155N25050
2627,55 g/mol

Le composél67 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :
- Pentamere cycliqgu&s5 (0,020 g — 0,037 mmol)
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- Sucrell6(0,076 g — 0,183 mmol — 5,0 €q.)

- CuSQ0,1M aq. (0,077 mL — 0,008 mmol — 0,21 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,235 mL — 0,024 mm0)64 éq.)

- DMF (0,378 mL).

Apres 18h, le DMF est évaporé sous vide et lelgsiolubilisé dans Ci€l,, est lavé
4 fois par HO. La phase aqueuse est contre-extraite paiCGHLes phases organiques
réunies sont lavées par une solution aqueuse saaméNaCl, séchées sur MgSPuis
concentrées sous vide. Le produit brut est pupéié chromatographie flash sur gel de silice
(CH.CI,/MeOH de 85:15 a 82:18) pour donner le comdd$2(0,053 g — 0,020 mmol) sous
forme d’un solide blanc.

Rendement: 55%

CCM : Rf = 0,5 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF: 145 -148 °C

IR (KBr) v (cm™) : 3142 (CspH, v) ; 2949 ; 2924 : 2853 (Cgl, v) ; 1744 (C=0 estew) ;
1638 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [GH1558N250s0+3H]** 876,3530 ; trouvé 876,3551 (-2,4 ppm).
HPLC : tg = 6,1 min (HO/MeCN 70 : 30)

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,94 ; 1,96 ; 1,97 ; 2,04 ; 2,05 ; 2,14 (s, 60H,;CH
OAc, CH; NHAC) ; 2,78 (m, 10H, B ; 3,84 (m, 35H, 10K 10H;, 10Hsg, S5Hssy) ; 4,56 (M,
25H, 10H, 10Hs, 5Hygy ; 4,92 (M, 5H, Kk ; 5,07 (m, 5H, K ; 5,35 (m, 5H, k) ; 6,59
(m, 5H, NHAc) ; 7,81 (m, 5H, ).

RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,7 (CH OAc, CH; NHAC) ; 31,8 (5G) ; 41,1 ;
41,3; 41,4; 42,7 ; 43,54 ; 43,6 ; 43,8; 44,31;,64 44,8 (5G, 5G); 47,5 (5Gs) ; 49,8
(5C) ; 62,0 (5Gsy ; 66,4 (4G) ; 67,1; 67,2 ;68,0 ; 68,1 (36 SCuisu 5Gss)) ; 97,9 (5Gsy) ;
123,0;124,3 (56} ; 170,4 ; 170,5; 170,7 ; 170,8 ; 170,9 {5C=0 OAc, C=0 NHAC).
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Monomeére « azoture » glycosylé Man(OAc) (168)

OAc
Co7H40N4O14
644,62 g/mol

Le composél68 est obtenu en appliquant la procédure génératydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Monomered5 (0,100 g — 0,387 mmol)

- Sucrell5(0,150 g — 0,387 mmol — 1,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,620 mL — 0,062 mmol)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (1,858 mL — 0,186 mmol)

- DMF (3mL)

Aprés 4h de réaction, le DMF est évaporé sous eidé&e résidu, solubilisé dans
CH.CI,, est lavé par D (4x) puis par une solution agueuse saturée en.NaCphase
organique est séchée sur MgSuis concentrée sous vide. Le produit brut esifipupar
chromatographie flash sur gel de silice gCH/MeOH de 98:2 a 95:5) pour donner le
composéle8 (0,197 g — 0,306 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: 79%

CCM : Rf = 0,44 (CHCI,/MeOH 95:5)

PF:52-54°C

[a]%' = + 32,6 € 0,285 - CHG))

IR (KBr) v (cm) : 3360 (N-H,v) ; 3142 (CspH, v) ; 2978 ; 2958 (CspH, v) ; 1743 ; 1716
(C=0 ester, C=0 carbamatg,

HR-MS : m/z calculé pour [&H4oN4O14+H]" 645,2619 ; trouvé 645,2632 (2,0 ppm)

HPLC : tgr = 6,8 min (HO/MeOH 20:80)

RMN H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 1,28 (s, 9H, C(ChH); Boc) ; 1,86 ; 1,92 ; 2,00 ; 2,03
(4s, 12H, CH OAc) ; 2,48 (m, 2H, B ; 3,59 (s, 3H, CEICO:Me) ; 3,97 (m, 1H, kL) ; 4,0
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(d, 1H, Jnssu-nesu= 12,4 Hz, Hsy ; 4,18 (dd, 1Huesunssu= 4,7 Hz, Jngsuresu= 12,1 Hz,
Hes) ; 4,24 (m, 1H, B) ; 4,51 (m, 2H, ) ; 4,56 (d, 1H 747 = 12,4 Hz, H) ; 4,73 (d, 1H,
7wz = 12,3 Hz, B) ; 4,84 (s, 1H, i) ; 5,09 (s, 1H, ki) ; 5,18 (M, 2H, ks, Has) ; 5,45
(d, 1H,Inwnz= 7,9 Hz, NH) ; 7,60 (s, 1H, 41

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,3 ; 20,4 ; 20,5 ; 20,6 (GHDAC) ; 27,9 (CCHa)s
Boc) ; 35,5 (G) ; 47,4 (G) ; 51,7 (G) ; 52,0 (CH CO:Me) ; 60,4 (G) : 62,1 (Gs) ; 65,8
(Casy) ; 68,4 (Gsy) ; 68,7 (Gs)) ; 69,2 (Gs) ; 79,7 C(CHs)z Boc) ; 96,4 (Gs) ; 124,0 (G) ;
143,0 (G) ; 154,8 (C=0 Boc) ; 169,4 ; 169,5 ; 169,8 ; 1740 OAc) ; 170,9 (9.

Dimeére « azoture » glycosylé Man(OAc) (169)

CaeHesNgOos
1157,09 g/mol

Le composél69 est obtenu en appliquant la procédure génératydeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

Dimere88 (0,075g — 0,194 mmol)

Sucrel15(0,150g — 0,388 mmol — 2,0 éq.)

CuSQ 0,1M ag. (0,311 mL — 0,031 mmol)

Acide ascorbique 0,1M ag. (0,932 mL — 0,093 mmol)
DMF (1,2 mL)

Le DMF est évaporé sous vide aprées 4h de réaetiterésidu solubilisé dans QEl,

est lavé par KD (4x) puis par une solution aqueuse saturée en.Nla(phase organique est

séchée sur MgS(puis concentrée sous vide. Le produit brut esfipyrar chromatographie
flash sur gel de silice (AcOEt/MeOH 98:2) pour denike composd69 (1,197 g — 0,171

mmol) sous forme d’un solide blanc.
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Rendement: 88%

CCM : Rf =0,4 (AcOEt/MeOH 98:2)

PF:85-89°C

[a]?® = + 32,7 0,545 — CHGQ))

IR (KBr) v (cm’) : 3342 ; 3308 (N-Hy) ; 3140 ; 3074 (CsgeH, v) ; 2964 (CspH, v) ; 1745
(C=0 ester, C=0 carbamatg,; 1664 (C=0 amide;).

HR-MS : m/z calculé pour [gHesNgOas+H]* 1157,4374 ; trouvé 1157,4393 (1,7 ppm).
HPLC : tg = 10,5 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,41 (s, 9H, C(CHs Boc) ; 1,96 ; 2,02 ; 2,03 ; 2,10 ;
2,12 (s, 24H, CBIOAC) ; 2,27 (dd, 1HJ42a-H3a= 6,8 HZ,Jhoa-m2a= 15,5 Hz, Ha) ; 2,32 (dd,
1H, Juza-nza= 5,1 Hz,Jnoam2a= 15,8 Hz, Hp) ; 2,65 (d, 2HJ = 5,2 Hz, Hg) ; 3,69 (s, 3H,
CH; COMe) ; 4,08 (m, 4H, 2L, 2Hss) ; 4,26 (M, 3H, B, 2Hssy) ; 4,55 (M, 4H, H) ; 4,64
(m, 1H, Hg) ; 4,68 (m, 2H, H) ; 4,84 (t, 2H,J = 10,2 Hz, H) ; 4,93 (s, 1H, Ky ; 4,95 (s,
1H, Hie) ; 5,13 (s, 1H, By ; 5,18 (s, 1H, Ky ; 5,28 (m, 4H, 2Kk, 2Hs) ; 5,81 (d, 1H,
Inma-H3a= 7,8 Hz, NH) ; 6,87 (d, 1HJ\HB-H3s= 6,8 Hz, NH) ; 7,74 (s, 1H, ) ; 7,78 (s, 1H,
Hs).

RMN *°C (100 MHz, CDCkL) & (ppm) : 20,6 ; 20,69 ; 20,77 ; 20,8 (GHDAC) ; 28,2
(C(CHs)3 Boc) ; 35,4 (Gg) ; 36,7 (Ga) ; 46,6 (Gs) ; 47,9 (Ga) ; 51,7 51,9 (29) ; 52,1 (CH
COMe) ; 60,6 60,8 (& ; 62,3 (2Gsy ; 65,9 (2Gsy ; 68,6 (2Gsy) ; 68,9 ; 68,99 (26 ;
69,4 ; 69,6 (26 ; 79,9 C(CH3); Boc) ; 96,3 ; 96,7 (26) ; 124,3; 124,6 (26} ; 143,1;
143,6 (2G) ; 155,1 (C=0 Boc); 169,6 (C=0 OAc) ; 169,864C 169,99 ; 170,0; 170,2;
170,6 (C=0 OACc) ; 170,9 ().

329



Trimeére « azoture » glycosylé Man(OAc) (170)

0O,
AcO AcO AcO
AcO, AcO, AcO
OAc OAc OAc
OAc OAc OAc
CeoHoeN 12036

1669,56 g/mol

Le composél70 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Trimere91 (0,100 g — 0,196 mmol)

- Sucrell5(0,227 g — 0,598 mmol — 3,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,313 mL — 0,031 mmol)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,940 mL — 0,094 mmol)

- DMF (2,4 mL)

Aprés 4h de réaction, le DMF est évaporé sous eidé&e résidu, solubilisé dans
CH.ClI,, est lavé par O (4x) puis par une solution aqueuse saturée en.NaCphase
organique est séchée sur MgSuis concentrée sous vide. Le produit brut esifipupar
chromatographie flash sur gel de silice CH/MeOH de 95:5 a 90: 10) pour donner le
composél70(0,281 g — 0,169 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: 86%

CCM : Rf = 0,46 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF: 152 -155°C

[a]% = + 52,2 ¢ 0,525 - CHG))

IR (KBr) v (cm™) : 3302 (N-H,v) ; 3068 (CspH, v) ; 2947 ; 2838 (CspH, v) ; 1748 (C=0
ester) ; 1701 (C=0 carbamat®, 1670 ; 1657 (C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [GHeeN1:056+2H]** 835,3098 : trouvé 835,3084 (1,7 ppm).
HPLC : t = 12,1 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,42 (s, 9H, C(CH)3 Boc) ; 1,94 ;1,95 ;2,01 ;2,02 ;
2,10; 2,11 ; 2,13 (s, 36H, GHDAC) ; 2,30 (dd, 1HJoe-H3s= 4,1 Hz,Jiopros = 15,1 Hz,
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Hag) ; 2,39 (dd, 1HJos.Has= 4,2 HZ,Jhzer2e= 15,1Hz, Hs) ; 2,46 (se, 2H, bh) ; 2,79 (se,
2H, Hoo) : 3,71 (s, 3H, CEHCO:Me) ; 4,05 (m, 3H, kL) ; 4,10 (m, 3H, ) ; 4,21 (m, 1H,
Haa) ; 4,29 (M, 5H, ks, 2Hs) ; 4,50 (M, 2H, ) ; 4,66 (M, 7H, Hs, Hsc, 2Hs, 3H:) ; 4,82
(m, 3H, H) ; 4,94 (d, 3HJ = 6,1 Hz, Hs) ; 5,17 (S, 3H, bk ; 5,27 (m, 6H, 3Kk, 3Has) ;
6,40 (d, 1H,Innanza= 7,2 Hz, NH) ; 7,35 (d, 1HJ\ne-+Hze= 8,5 Hz, Nh) ; 7,42 (d, 1H,
JINHe-H3c= 6,9 Hz, NR) ; 7,70 ; 7,83 ; 7,96 (3s, 3HsH

RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (CHOAC) ; 28,3 (CCH3)s Boc) ;
35,7 (Ga); 35,9 (Go); 37,8 (Gg); 46,6 (Gg); 47,1 (Go); 48,1 (Ga); 51,3 (Q); 52,1
(CH;COMe) ; 52,2 ; 52,7 (2§ ; 60,7 ; 60,6 ; 60,8 (3¢; 62,3 (3Gsy) ; 66,0 (3Gsy) ; 68,6 ;
68,7 (3Gsy ; 68,9 ; 69,1 (3G ; 69,3 ;69,5 (3&) ; 79,9 C(CHz)s Boc) ; 96,5 ; 96,6 ; 96,6
(3Csy ; 124,6 ; 124,7 ; 124,8 (3; 143,0; 143,2 ; 143,8 (3; 155,3 (C=0 Boc) ; 169,3
(Cig) ; 169,6 ; 169,9; 170,0 (C=O OAc); 170,1:4CC=0 OAc); 170,6; 170,7 (C=0
OAc) ; 170,9 (Go).

Tétrameére « azoture » glycosylé Man(OAc) (171)

. X O, O,
AcO AcO AcO AcO
AcO AcO, AcO AcO,
OAc OAc OAc OAc
OAc OAc OAc OAc
CooH124N16047
2182,03

Le composél71 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Tétramére2 (0,050g — 0,078 mmol)

- Sucrell5(0,121g - 0,314 mmol — 4,0 €q.)

- CuSQ 0,1M ag. (0,126 mL — 0,013 mmol)

- Acide ascorbique 0,1M ag. (0,378 mL — 0,038 mmol)

- DMF (0,4 mL dilué & 1,6mL)
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Apres 4 h de réaction, le DMF est évaporé sous weidle résidu, solubilisé dans
CH.CI,, est lavé par D (4x) puis par une solution agueuse saturée en.NaCphase
organique est séchée sur MgS@uis concentrée sous vide. Le produit brut esifipupar
chromatographie flash sur gel de silice (ACOEt/Me@®i10) pour donner le compos&1l

(0,140 g — 0,064 mmol) sous forme d’un solide blanc

Rendement: 82%

CCM : Rf = 0,45 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF: 183-185 °C

[a]% =+ 43,2 ¢ 0,505 — CHQ)

IR (KBr) v (cm™) : 3291 (N-H,v) ; 3064 (CspH, v) ; 2963 ; 2934 (CspH, v) ; 1746 (C=0
estery) ; 1690 (C=0 carbamate) ; 1653 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [6H124N16047+2H]** 1091,8990 ; trouvé 1091,3982 (-0,6 ppm).
HPLC : tg = 15,2 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,40 (s, 9H, C(83)s Boc) ; 1,93 ;1,94 ; 2,00 ; 2,01 ;
2,09;2,10; 2,11 (s, 48H, GKDAC) ; 2,41 (m, 6H, 6} ; 2,68 (d, 2H,) = 5,9 Hz, Hp) ; 3,69
(s, 3H, CH COMe) ; 4,09 (m, 9H, 4k, 4Hssu Hsn) ; 4,27 (M, 4H, W) ; 4,46 (dd, 2HJua
w3 = 5,8 Hz,Juana = 14,0 Hz, H) ; 4,61 (m, 13H, 35 2H,, 8H;) ; 4,78 (t, 4HJ = 12,1 Hz,
Ha) ; 4,92 (s, 4H, kL) ; 5,16 (s, 4H, bk ; 5,25 (m, 8H, 4k, 4Hys) ; 6,23 (d, 1HINHA-H3A
=7,5Hz, NH) ; 7,03 (se, 1H, NH) ; 7,69 (d, 1Byvp-n3= 7,8 Hz, NHy) ; 7,73 ; 7,79 ; 7,85 ;
7,87 (4s, 4H, 1) ; 8,01 (d, 1HJnmns= 7,6 Hz, NH).

RMN *3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (CHOAC) ; 28,2 (CCH3)s Boc) ;
35,8 (Go) ; 36,0 (G); 36,8 (Ga); 37,0 (Q); 46,7 (Gp Cg) ; 46,9 (@) ; 48,3 (Gp); 52,0
(Cs); 52,1 (CH COMe) ; 52,3; 52,4, 52,6 (3¢, 59,9, 60,2; 60,5 (4F; 62,3 (4Gsy) ;
65,8 ; 65,9 (46x); 68,6; 68,6; 68,7 (4); 69,0 (4Gs); 69,2; 69,3 (4&sy); 79,8
(C(CHg)3 Boc) ; 96,2 ; 96,3 ; 96,4 ; 96,5 (44 ; 124,6 ; 124,7 ; 124,8 (4, 142,9 ; 143,1;
143,1 (4G@) ; 155,3 (C=0 Boc); 169,5; 169,6 ; 169,7 ; 1691%50,0; 170,0; 170,6 (C=0
OAc, 3G) ; 170,7 (Gp).
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Hexamere « azoture » glycosylé Man(OAc) (172)

(¢} (e}
. 0, O, O, 0, O,
AcO AcO AcO AcO AcO AcO
AcO AcO, AcO AcO AcO AcO,
OAc OAc OAc OAc OAc OAc
OAc OAc OAc OAc OAc OAc
C13H18dN24069

3206,96 g/mol

Le composél72 est obtenu en appliquant la procédure génératgdeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Hexamere4 (0,040g — 0,045 mmol)

- Sucrell5(0,104g — 0,270 mmol — 6,0 €q.)

- CuSQ0,1M ag. (0,072 mL — 0,008 mmol)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,216 mL — 0,022 mmol)

- DMF (0,25 mL dilué a 2mL)

Apres, 8h, de réaction, le DMF est évaporé sods et le résidu, solubilisé dans
CH.CI,, est lavé par D (4x) puis par une solution agueuse saturée en.NaCphase
organique est séchée sur MgSuis concentrée sous vide. Le produit brut esifipupar
chromatographie flash sur gel de silice (ACOEt/Me@®i10) pour donner le compos&2

(0,110 g — 0,034 mmol) sous forme d’un solide blanc

Rendement: 76%

CCM : Rf = 0,25 (AcOEt/MeOH 90:10)

PF:190-192 °C

[a]%' = + 53,7 ¢ 0,490 — CHG))

IR (KBr) v (cm™) : 3363 ; 3285 (N-Hy); 3132 ; 3084 (CspH, v) ; 2956 ; 2926 ; 2855
(Csp-H, v) ; 1748 (C=0 ester, C=0 carbamate; 1655 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [GoH1sdN24069+2H]** 1603,5730 ; trouvé 1603,5726 (0,2 ppm).
HPLC : tg = 13,6 min (HO/MeOH 30 :70)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,37 (s, 9H, C(Ch)s Boc) ; 1,94 ; 1,96 ; 2,00 ; 2,01 ;
2,03; 2,08; 2,09; 2,11 (s, 72H, €BAc) ; 2,39 (m, 10H, b ; 2,69 (d, 2HJ = 6,1 Hz,
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Hap) ; 3,67 (S, 3H, CEHHCO:Me : 4,08 (m, 12H, 6k, 6Hesy) ; 4,28 (M, 7H, Ha, 6Hgsy) ; 4,55
(m, 23H, 5H, 12H,, 6H;) ; 4,78 (m, 6H, K) ; 4,91 — 4,95 (m, H, 6) ; 5,16 (M, 6H, k) ;
5,26 (M, 12H, 6kL, 6Hss) ; 6,16 (d, 1HInpanza= 6,2 Hz, NH)) ; 6,97 (se, 1H, NH) ; 7,47
7,54 7,61 (se, 3H, NH) ; 7,83 (m, 1H, NH) ; 7,7783 ; 7,86 ; 7,88 ; 7,97 ; 7,98 (6s, 6H)H
RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,6 20,7 20,8 (CHOAC) ; 28,2 (CCH3)s Boc) ;
35,9;37,0;37,1,;37,2;37,4; 37,5 hC46,7 ; 47,0 ; 47,1 ; 47,4 ; 48,1 §C 52,0 (1G) ;
52,1 (CH COMe) ; 52,4; 52,5; 52,6 ; 53,0 (3G 59,5; 60,2 ; 60,5 (68; 62,3 (6Gs) ;
65,9 (6Gsy) ; 68,6 ; 68,8 ; 69,2 ; 69,3 (8% 6Gasu 6GCss)) ; 79,7 C(CHs)3 Boc) ; 95,7 ; 96,3 ;
96,5; 96,6 (6@ ; 124,7; 125,0 (6§ ; 142,8; 142,9; 143,0 (@F; 155,3 (C=0 Boc) ;
169,6 ; 169,7 ; 169,9 ; 170,0;170,1 ; 170,2 ; 470,70,6 ; 171,0 (60C=0 OAC).

Monomeére « azoture » glycosylé Man(OH) (173)

2
BocHN. 3 _~1
¢ \(\COZMe
4 5
\6

N 7
o)

N
N

O,
HO

HO
OH

OH
C19H32N4010

476,48 g/mol

Une solution de compod&8 (0,050 g — 0,078 mmol) dans 10 mL de MeOH anhydre
est traitée par une solution de MeONa (0,025 g @a&nsiL) a température ambiante, pendant
2h. Le milieu est neutralisé par de la résine Do®@W-X8 (H'). La résine est filtrée, lavée
par HO et le filtrat est concentré sous vide puis lybpé@ipour donner le composé’3

(0,037 g — 0,078 mmol) sous forme d’un solide blanc

Rendement: quantitatif
CCM : Rf = 0,45 (CHCIy/MeOH 90:10)
PF:74-77°C

[a]3 =+ 47,3 €0,275 - HO)
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IR (KBr) v (cm™) : 3360 (O-H, N-Hy) ; 2976 ; 2930 ; 2855 (Csitl, v) ; 1724 (C=0 ester) ;
1693 (C=0 carbamate).

HR-MS : m/z calculé pour [GH3:N4O10+H]* 477,2197; trouvé 477,2198 (0,3 ppm).
HPLC : tg = 5,5 min (HO/MeOH 10:90)

RMN H (400 MHz, CD;0OD) é (ppm) : 1,34 ; 1,37 (s, 9H, C(Cht Boc) ; 2,56 (dd, 1H)o-
n3 = 7,6 Hz,Jyo-n2 = 16,0 Hz, H) ; 2,64 (dd, 1HJyo13 = 5,8 Hz,J42.n2 = 16,0 Hz, H) ;
3,72 (m, 9H, CH CO,Me, 6H,) ; 4,36 (m, 1H, H) ; 4,48 (dd, 1HJ44-13= 8,2 HZ,Jqg-1a =
13,9 Hz, H) ; 4,59 (dd, 1HJy4-n3 = 4,7 HZ,dnana = 13,6 Hz, H) ; 4,63 (d, 1HIy7.17 =
12,4 Hz, H) : 4,80 (d, 1HJ717= 12,4 Hz, B ; 4,86 (s, 1H, k) ; 7,97 (s, 1H, B).

RMN *3C (100 MHz, CD;OD) & (ppm) : 27,0 ; 27,2 (OCHs)3 Boc) ; 36,0 (Q) ; 47,9 (G) ;
50,9 (CH COMe) ; 52,5 (G) ; 59,2 (G) ; 61,5 (Gsy ; 67,2; 70,5; 71,0; 73,5 (4§; 79,1
(C(CHs)s Boc) ; 99,3 (Gs) ; 124,6 (G) ; 143,8 (G) ; 155,9 (C=0 Boc) ; 171,1 (L

Dimere « azoture » glycosylé Man(OH) (174)

C32Hs52NgO17
820,80 g/mol

Une solution de composé9 (0,050 g — 0,043 mmol) dans 2 mL de MeOH anhydre
est traitée par 0,250 mL d’'une solution de MeON&aZ4b g dans 25 mL) pendant 1h30. Le
milieu est neutralisé par de la résine Dowex 50WEXY. La résine est filtrée, lavée pas®
et le filtrat est concentré sous vide puis lyoiilpour donner le compo&€4 (0,034 g —

0,042 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: 97%
CCM : Rf =0,39 (n-propanol/kD 90:10)
PF:130-132°C
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[a]? = + 51,2 € 0,400 — MeOH)

IR (KBr) v (cm) : 3329 (O-H, N-Hy) ; 2929 (Csp-H, v) ; 1724 (C=0 ester) ; 1685 (C=0
carbamatey) ; 1678 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [6Hs,NgO1+H]" 821,3529 ; trouvé 821,3525 (-0,4 ppm).
HPLC : tg = 5,9 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,20 ; 1,28 (s, 9H, C(CHt Boc) ; 2,42 (m, 1H, bh) ;
2,48 (dd, 1HJ2aH3a= 5,5 HZ,Juoam2a= 9,5 Hz, HB4) ; 2,65 (dd, 1HJ428-138= 8,7 Hz,
Jnze-H2e = 16,2 Hz, Hg) ; 2,84 (dd, 1HJy2g-H38 = 4,9 HZ,Jh28-H28 = 16,2 Hz, Hg) ; 3,68
(m, 7H, CH CO:Me , 4H,) ; 3,78 (m, 4H, H) ; 3,90 (m, 4H, H) ; 4,30 (M, 2H, Ha, Hs) ;
4,49 (dd, 1H s = 2,7 Hz,dhaa = 13,3 Hz, H) ; 4,53 (dd, 1HJhan3= 8,6 Hz,dnaa =
13,9 Hz, H) ; 4,69 (m, 4H, Hs, Hy, 2H;) ; 4,83 (m, 2H, H) ; 4,97 (m, 2H, h) ; 8,07 8,11
(s, 2H, H).

RMN C (100 MHz, D;0) & (ppm) : 27,2 ; 27,5 (OCHs3)s Boc) ; 36,1 (Gg) ; 37,7 ; 37,8
(Con) ; 46,8 (Gs) ; 48,3 (Gna); 52,6 (CH COMe) ; 52,7 ; 53,4 ; 53,9 (2&; 59,5 (2G) ;
60,9 (2Gsy ; 66,7 ;69,9; 70,5 ; 72,9 (26 2Gsu 2Cusu 2Gssy ; 81,0 C(CHs)s Boc) ; 99,2,
99,6 (2Gsy ; 125,8; 125,9; 126,0 (2L, 143,4; 143,6 (26}; 156,5 (C=0 Boc); 1715
(C1a) ; 172,6 (Gp).

Trimére « azoture » glycosylé Man(OH) (175)

o o 0
o o o}
HO HO HO
HO HO, HO
o} OH OH
OH OH OH

CasH72N12024
1165,12 g/mol

Une solution de compog40 (0,050 g — 0,030 mmol) dans 8,5 mL de MeOH anhydre

est traitée par 1,14 mL d’une solution de MeON@840,g dans 25 mL) pendant 5h. Le milieu

est neutralisé par de la résine Dowex 50W-X8)(Ha résine est filtrée, lavée pas®iet le
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filtrat est concentré sous vide puis lyophilisé pdanner le compos&75 (0,034 g — 0,030

mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf = 0,65 (n-propanol/kD 70:30)

PF:174-177 °C

[a]%! = + 44,2 ¢ 0,205 — HO)

IR (KBr) v (cm™) : 3306 (O-H, N-Hy) ; 2926 (CspH, v) ; 1736 (C=0 ester) ; 1687 (C=0
carbamatey) ; 1645 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [GH72N1:0.4+2H]** 583,2464; trouvé 583,2451 (2,2 ppm).
HPLC : tr = 5,4 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,17 : 1,26 (s, 9H, C(G% Boc) ; 2,46 (m, 3H, b ;
2,53 (dd, 1HJy2-43= 6,1 Hz,Jyo-u2 = 15,2 Hz, H) ; 2,64 (dd, 1HJ42c-H3c= 8,8 Hz,Jnoc-H2c
= 16,4 Hz, H¢) ; 2,82 (dd, 1HJu2c-H3c = 4,6 Hz,u2choc = 16,4 Hz, H¢) ; 3,66 (m, 9H,
CH; COMe, 6H) ; 3,77 (m, 6H, H) ; 3,88 (m, 6H, H) ; 4,26 (m, 1H, H) ; 4,53 (m, 14H,
2H3, 6H,, 6Hy) ; 4,94 4,97 4,99 (s, 3H,:K) ; 8,05 ; 8,09 ; 8,11 (2s, 3HsH

RMN *C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 27,2 ; 27,5 (OCHs)3 Boc) ; 35,8 ; 37,5 ; 37,8 (3F;
46,6 ;47,1 ;48,1 (3¢; 52,5 (CH COMe) ; 52,7 ;53,4 ; 53,8 (3; 59,5 ; 59,7 (39 ; 60,9
(3Cssy ; 66,7 ;69,9 ; 70,5 ; 73,0 (3% 3Gsu 3Cisu 3Gy ; 81,0 C(CHs)3 Boc) ; 99,2 ; 99,6
(3Cisy ; 125,7 ; 125,8 (36} ; 143,4; 143,7 (3¢} ; 171,1;171,3;172,6 (3¢
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Tétrameére « azoture » glycosylé Man(OH) (176)

o) o o)
o o o
HO HO HO HO
HO, HO HO HO
OH 0 OH OH
OH OH OH OH
CsgHo2aN16031

1509,44 g/mol

Une solution de composgér1l (0,040 g — 0,018 mmol) dans 0,85 mL de MeOH
anhydre est traitée par 0,64 mL d’une solution dgMa (0,050 g dans 25 mL) pendant 5h.
Le milieu est neutralisé par de la résine Dowex 508H"). La résine est filtrée, lavée par
H.O et le filtrat est concentré sous vide puis lybpéipour donner le compod46 (0,027

mmol — 0,018 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf = 0,56 (n-propanol/kD 70:30)

PF: 178 -180 °C

[a]Z = + 33,1 ¢ 0,275 - HO)

IR (KBr) v (cm?) : 3296 (O-H, N-Hy) ; 3136 ; 3099 (CspH, v) ; 2930 (CspH, v) ; 1736
(C=0 ester) ; 1683 (C=0 carbamatg; 1653 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [GHesN1¢0s:1+2H]** 755,3130 ; trouvé 755,3120 (1,3 ppm).
HPLC : tr = 4,9 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,15 ; 1,23 (s, 9H, C(G% Boc) ; 2,48 (m, 6H, b ;
2,64 (dd, 1HJu2p-H3p = 8,8 Hz,Jn2p-H2p= 16,0 Hz, Hp) ; 2,82 (d, 1HJy2p-H20 = 16,0 Hz,
Hzp) ; 3,66 (m, 11H, CEHCOMe, 8ysy); 3,77 (m, 8H, H); 3,88 (m, 8H, H); 4,40 (m,
20H, 4H;, 8H,, 8Hy) ; 4,94 4,97 4,98 (s, 4H,:H) ; 8,05 8,07 8,11 (s, 4H,sH

RMN **C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 27,2 ; 27,5 (OQCHs); Boc) ; 35,8 ; 37,2 ; 37,4 (4%;
46,6 ; 47,0; 48,1 (46; 52,5 (CH CO:Me) ; 52,6 ; 53,4 (46 ; 59,5 (4G); 60,9 (4Gsy ;
66,7 ; 69,9; 70,5; 73,0 (4% 4Gs, 4G, 4Gy ; 80,9 C(CHs); Boc); 99,2 (4G ;
125,7 ; 125,8 (4€) ; 143,6 ; 143,7 (4§ ; 156,4 (C=0 Boc) ; 170,8 ; 170,9; 171,0; 171,3
172,6 (4G).
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Hexamere « azoture » glycosylé Man(OH) (177)

O . O,
HO HO HO HO HO HO
HO HO HO HO HO HO,
0 OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH
CeaH132N24045

2198,08 g/mol

Une solution de composgér2 (0,040 g — 0,013 mmol) dans 0,85 mL de MeOH
anhydre est traitée par 0,44 mL d’une solution dgMa (0,050 g dans 25 mL) pendant 5h.
Le milieu est neutralisé par de la résine Dowex 508H"). La résine est filtrée, lavée par
H.O et le filtrat est concentré sous vide puis lybpéipour donner le compod&7 (0,028 g —

0,013 mmol) sous forme d’'un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,40 (n-propanol/kD 70:30)

PF: 189 -192 °C

[a]Z = + 23,9 ¢ 0,230 - HO)

IR (KBr) v (cm) : 3294 (O-H, N-Hy) ; 2934 (Csp-H, v) ; 1732 (C=0 ester) ; 1678 (C=0O
carbamatey) ; 1651 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [§H13N240ss+2H]?* 1099,4462; trouvé 1099,4504 (-3,8 ppm).
HPLC : tg = 5,2 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,14 ; 1,22 (s, 9H, C(CHt Boc) ; 2,47 (m, 10H, b} ;
2,67 (dd, 1HJu2F-n3r = 9,4 Hz,Jyorr2r = 16,6 Hz, Hp) ; 2,84 (d, 1HJu2F-n3r = 5,1 Hz,
Jnzrnzr = 16,6 Hz, Hf) ; 3,66 (m, 15H, CEHCOMe, 1245 ; 3,77 (m, 12H, H) ; 3,88 (m,
12H, H) ; 4,40 (m, 30H, 6§ 12H, 12H;); 4,94 ; 4,97 ; 4,98 (s, 6H,1K) ; 8,05; 8,07 ;
8,11 (s, 6H, H).

RMN **C (100 MHz, D;O) & (ppm) : 27,5 (CCHs)s Boc) ; 35,7 ; 37,8 ; 37,1; 37,2 ; 37,3
(6C) ; 46,5; 46,6 ; 46,8 ; 46,9 ; 47,0 §C 52,5 (CH COMe) ; 52,7 (6G) ; 59,4 (6G) ;
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60,9 (6Gsy ; 66,7 ; 69,9 ; 70,5; 73,0 (8% 6Gssu 6Cisu 6Gssy) ; 80,9 C(CHs)s Boc) ; 99,2
(6Cisy ; 125,8 (6G) ; 143,6 (6G) ; 156,4 (O Boc) ; 170,5; 170,7; 170,8; 170,9; 171,2;
172,6 (6Q).

Trimére « azoture » glycosylé GalNAc(OAc) (178)

BocHN N N 21
0C \(\[‘( \(\’f \3(\002Me
o) o] 4
“ \ /N \ \s

NH AcO NHAc NHAc
AcO AcO

C72H105N15033
1708,68 g/mol

Le composél78 est obtenu en appliquant la procédure génératydeaddition 1,3-

dipolaire en utilisant :

Trimeére91 (0,043 g — 0,083 mmol)

Sucrell7(0,100 g — 0,250 mmol — 3,0 éq.)

CuSQ 0,1M ag. (0,234 mL — 0,013 mmol)

Acide ascorbique 0,1M ag. (0,401 mL — 0,040 mmol)
DMF (1,2 mL)

Le DMF est évaporé sous vide aprées 4h de réaetiterésidu solubilisé dans QEl,

est lavé par kD (4x) puis par une solution aqueuse saturée en. Nla(phase organique est

séchée sur MgS(puis concentrée sous vide. Le produit brut esfipyrar chromatographie
flash sur gel de silice (Gi€l,/MeOH de 90:10 a 85:15) pour donner le comdo&®(0,089 g

— 0,052 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: 63%
CCM : Rf=0,16 (CHCI,/MeOH 90:10)
PF: 126 — 129 °C

[a]? =+ 80,5 ¢0,585 — CHQ)
IR (KBr) v (cm™) : 3338 ; 3302 (N-Hy) ; 3136 (Csp-H, v) ; 2933 (Csp-H, v) ; 1746 (C=0
ester) ; 1635 (C=0 carbamate, C=0 amige,

340



HR-MS : m/z calculé pour [@H10N150s3+2H]?* 854,8572 ; trouvé 854,8552 (2,3 ppm).
HPLC : tg = 8,5 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CD;OD) & (ppm) : 1,35 (s, 9H, C(Ch)3 Boc) ; 1,94 ;1,97 ; 2,01 ; 2,13
(s, 36H, CH OAc, CH; NHAC) ; 2,41 (m, 4H, 2bh, 2Hg) ; 2,57 (dd, 1HJ4oc-H3c= 8,2 Hz,
Jnzc-Hze = 16,5 Hz, He) ; 2,70 (dd, 1H 42 c-hac = 5,0 Hz,Jn2c-voc = 16,1 Hz, H¢) ; 3,03
(m, 6H, H) ; 3,67 (s, 3H, CEHICOMe) ; 3,77 (m, 3H, K ; 3,94 (m, 3H, H); 4,08 (m, 9H,
3Hy, 3Hssy, 3Hessy ; 4,27 (M, 1H, Ha) ; 4,44 (m, 11H, Bk, Hsc, 3Hs, 3Hsy 3Hesy) 5 4,92 (S,
3H, His) ; 5,11 (dd, 3HJ=1,9 Hz,J=11,4 Hz, Hs) ; 5,37 (m, 3H, k) ; 6,61 (d, 1H,J\HA-
nsa= 8,1 Hz, NH) ; 7,84 (s, 1H, 1k); 7,91 (m, 3H, 25 NHg) ; 8,04 (d, 3H, NHAC) ; 8,11
(d, 1H,INHc-H3c= 8,6 Hz, NR).

RMN *C (100 MHz, CD;0OD) & (ppm) : 20,6 ; 20,8 ; 22,8 (CHOAc CH; NHAc) ; 26,8
(3Cs) ; 28,8 (CCHa)3 Boc) ; 37,0 (Go) ; 38,9 ; 39,4 (@a, Cop) ; 48,2 (Go) ; 48,4 (Gs) ; 48,9
(3Casy) ; 49,3 (Ga) ; 52,6 (CH CO:Me) ; 53,6 ;53,8 ; 54,0 (3F; 63,2 (3Gsy) ; 67,9 (3Gsy) ;
68,1 ; 68,3 ; 68,4 (34; 68,8 (3Gsy ; 69,8 ; 69,9 (36 ; 80,5 C(CHs); Boc) ; 124,7 (39) ;
157,2 (C=0 Boc) ; 171,5; 171,7CCyp) ; 171,9; 172,0; 172,2 ; 172,2 ; 172,2 (C=0 OAc,
C=0 NHAC) ; 172,4 (&) ; 173,6 (C=0 OAc, C=0 NHAC).

3,7-anhydro-4,5,6,8-tétra©-acétyl-D-glycéroD-talo-octulopyranose (180)

OAc

OAc
AO465 -
c 8
A°O3 2 Iy

C16H22010
374,34 g/mol

Une solution deC-allyl glycoside179 (0,500 g — 1,343 mmol) dans 125 mL d’'un
mélange MeOH/CECI,/Pyridine (10:10:1) est refroidie a -78°C puis s@aema un courant
d’ozone jusqu’a coloration bleue persistante. Lare® d’'ozone est retirée et le milieu est
agité a -78°C pendant 15 min. supplémentaires atdesquelles I'exces d’ozone est éliminé
par un courant d’argon. Le M (5,0 mL — 67,14 mmol) est ajouté a -78°C et lkemiest
maintenu sous agitation a température ambiantegoéa nuit. Le milieu est dilué dans 200
mL de CHCI, et lavé avec de l'eau. La phase aqueuse esttexprar CHCIl, (2x). Les

phases organiques réunies sont séchées sur Mgf#€concentrées sous vide. La pyridine est

341



éliminée par entrainement azéotropique avec deneluOn obtient un mélange (0,497 g —

1,33 mmol) dans des proportions 4:1.

Rendement: 99%

CCM : Rf = 0,50 (AcOEt/Cyclohexane 50:50)

HR-MS : m/z calculé pour [GH20:¢+Na] 397,1111 ; trouvé 397,1100 (2,7 ppm).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : D-glycérop-talo: 2,04 ; 2,04 ; 2,05 ; 2,12 (s, 12H,
CH; OAc) ; 2,56 — 2,79 (m, 2H, M; 3,92 (m, 1H, B) ; 4,04 (dd, 1HJ = 3,4 Hz,J=12,1
Hz, He) ; 4,47 — 4,62 (m, 2H, HHg¢) ; 5,05 (m, 2H, HH3) ; 5,21 (dd, 1HJ = 3,3 Hz,J = 6,8
Hz, Hy) ; 9,67 (m, 1H, B).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : D-glycéroD-talo : 20,5 ; 20,6 (Chl OAc) ; 43,7
(Cy); 61,0 (G); 67,1(G);67,2(G); 67,6 (C);69,1(G); 72,1(G); 169,2;169,5;170,5
(C=0 OAcC) ; 198,2 (Q).

Monomere « oxime » C-glycosylé Man(OAc) (181)

2 4
BocHN \?S(\COZMe
4

(0]

T
5 _N

ACOACO
C26H40N2014
604,60 g/mol

Une solution d’aminooxyL02 (0,082 g — 0,330 mmol) et d’aldéhy86 (0,123 g —
0,330 mmol) dans 9 mL d’'un mélange MeORIH(1:1) est traitée a 0°C par NaOAc (0,005 g
— 0,066 mmol). Le milieu est maintenu sous agitafidempérature ambiante pendant la nuit.
Le MeOH est évaporé sous vide. Le résidu est éxtaaiACOELt (3x). La phase organique est
séchée sur MgS(puis concentrée sous vide. Le produit brut esfipyrar chromatographie
flash sur gel de silice (AcOEt/Cyclohexane, 60:40conduit au composE81 sous forme
d'un mélange de 4 composés (M&B) — Man/(Z) — Man/(E) — Man/(Z)) dans des
proportions (Z2)/(E) (1:1) et/p (4:1).

Rendement: 82%
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CCM : Rf =0,82 (AcOEt/Cyclohexane 80:20)

HR-MS : m/z calculé pour [GHs5:NsO15+H] " 866,3460 ; trouvé 866,3461 (0,1 ppm).

RMN H (400 MHz, CDCk) & (ppm) : 1,42 (s, 18H, C(Ch)s Boc isomeéres dip - 2o0/p) ;
1,96;1,97;2,00; 2,028 ;2,03 ; 2,047 ; 2,@5076 ; 2,08 ; 2,09 ; 2,10 ; 2,167 ; 2,17 (s, 24H,
CHs OAc isomeéres dip - 20/) ; 2,35 (m, H isomére B) ; 2,47 (m, 1H, K isomére 2) ;
2,56 (m, 7H, H isomere &, He isomére &, Hs isomere B,, Hs isomere B, 2H, isomére
1a/B, 2H,isomeére &/B) ; 2,75 (m, K isomeére &) ; 3,67 — 3,68 (CEHICOMe isomeres d/ -
2a/p) ; 3,83 (t, 1HJ = 5,7 Hz, H isomére 1} ; 3,94 (m, 2H, Kk, isoméres & - 20) ; 3,99 —
4,34 (m, 10H, hk,isomére 1/ Hygyisomere 1/, Hesyisomere 1/8, 2H, isomere &/, 2H,
isomere a/B) ; 4,40 (m, Hy) ; 4,44 — 4,59 (m, 2H, &, isomére 1/@) ; 5,01 — 5,36 (m, 4H,
Hssuisomere 1/8, Has, isomere 1/, Hy, isomeres 1/2) ; 5,43 (dt,J = 5,3 Hz,J = 15,2 Hz,
Hsy) ; 5,54 (1,J=4,7 Hz, Hy) ; 6,74 (t, 1HJ = 5,3 Hz, H isomere &) ; 6,77 (t,J = 5,1 Hz,
Hs isomeére B) ; 7,36 (t, 1HJ = 6,3 Hz, H isomeére 8) ; 7,39 (t,J = 5,8 Hz, H isomére B).
RMN *3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,3 ; 20,5 (CH OAc isoméres 1f ; 20,6 ; 20,6
(CHs OAc isoméres 149 ; 26,2 (G isomére &) ; 27,1; 27,1 (g isomére B); 30,0 (G
isomere 2) ; 30,6 ; 30,9 (gisomere B) ; 47,1 ; 47,3 (gisoméres 1/2, C; isomeres 1) ;
51,6 ; 51,6 (CH COMe isoméres d/f, CH; COMe isomeres @B); 61,3; 61,5 (Gu
isomeres 1/@) ; 62,6 ; 62, 7; 62,7 (§u isomeres 1/2) ; 65,8 ; 65,9 (& isomeéres 1/2) ;
67,1 ; 67,2 (Gsyisomeres 1/2) ; 67,9 ; 68,0 (Gsyisomeéres 1/2) ; 68,4 ; 68,4 (&) ; 69,1 ;
69,2 (GB) ; 69,3 (Gyisomeres 1/@) ; 69,4 (Gf) ; 69,6 (G, isomeres 1/@) ; 69,8 (GP) ;
70,3 (G isoméres 1B) ; 70,8 (GB); 71,5; 71,6 (G isomeéres 1/@) ; 71,7 ; 71,9 ; 72,0;
72,1 (GP); 74,0; 74,6 (¢ isomeres 1/2); 74,5 (G isomeres 1f2) ; 75,6 ; 75,7 ; 75,8 ;
76,1 ;76,3 ; 76,3 (&B) ; 79,3 (C(CH)3 Boc) ; 146,7 ; 146,9 ; 147,1 ; 147,75(Gomeres 1/2
a/B) ; 155,0 (C=0 Boc) ; 169,48 ; 169,5; 169,8 ; $69170,5; 170,5; 171,6 ; 171,7 (C=0
OAc isomeres 1/a/B).
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Motif « Biot-spacer » (182)

s ’w/\/\WN\/\/\/COzH

0
C16H27N304S
357,47 g/mol

Du chloroformate d’isobutyle (0,191 mL — 1,474 mijne$t ajouté a une solution de
biotine (0,300 g — 1,228 mmol) et de tributylam{0e851 mL — 1,474 mmol) dans 24 mL de
DMF. Cette solution est ajoutée a 5°C sur une swspe d'acide 6-aminocaproique (0,322 g
— 2,456 mmol) dans 24 mL d’'un mélange DMKIH(1:1). Le produit brut est solubilisé a
chaud dans un mélange éthanol/eau (1:1) puis selitéon est acidifiée par HCI 2N jusqu’a
pH = 2 puis maintenue a 0°C pendant 12h. Le s@#ldiltré et lavé par de I'eau avant d’étre
séché sous vide pour donner le motif Biot-spd@&# (0,351 g — 0,982 mmol) sous forme

d’un solide blanc.

Rendement :80%

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 1,42 (m, 12H, Ch) ; 2,03 (t, 2H,J = 7,2 Hz,
CHy) ; 2,18 (t, 2HJ = 7,3 Hz, CH) ; 2,57 (d, 1HJ = 12,4 Hz, CHS) ; 2,82 (dd, 1HJ = 4,9
Hz,J= 12,4 Hz, CHS) ; 3,00 (m, 2H, Cb ; 3,09 (m, 1H, CHS) ; 4,12 (m, 1H, CHN) ; 4,30
(m, 1H, CHN) ; 6,36 (se, 1H, NH); 6,43 (se, 1H, NH/,74 (t, 1H, NH); 12,0 (se, 1H,
Hacidd-

RMN *C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm) : 24,1 (CH); 25,2 (CH): 25,9 (CH); 28,0
(CHp) ; 28,1 (CH); 28,8 (CH) ; 33,5 (CH); 35,1 (CH); 38,1 (CH); 39,8 (CHS); 55,4
(CHS) ; 59,1 (CHN) ; 61,0 (CHN) ; 162,6 (N-(C=0)-N)71,7 ((C=0)-NH) ; 174,4 (CH).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératuré!
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Composé glycoconjugué (183)

(0]
H H 2
S N N_3 1
HWNW \(\ﬂ/ \(\COQMe
He—(H o] e e 4N 5
HN_ NH ' 1
T N. \ N. \ N, \ 6
0 N N N 7
(0] (0] (0]
0O, 0, 0,
AcO AcO AcO
AcO, AcO AcO
OAc OAc OAc
OAc OAc OAc
CegoH113N15037S

1908,90 g/mol

Le composél70 (0,050 g — 0,030 mmol) est déprotégé quantitatergnen présence
d'un mélange TFA/CBCIl, (1:1 — 1,5 mL) en appliguant la procédure générdde
déprotection d’amine protégée sous forme de Boc gonner le sel de TFA correspondant.
CCM : Rf = 0,54 (CHCI,/MeOH 80:20)

HR-MS : m/z calculé pour [GHsoFsN1:0s6+2H]?* 785,2836 ; trouvé 785,2846 (-1,3 ppm)

Le composél83 est obtenu en appliquant larocédure généralede couplage

peptidiquel en utilisant :

- Sel d’acide trifluoroacétique obtenu ci-dessusZ8,8 — 0,016 mmol)

- Triéthylamine (0,027 mL — 0,020 mmol)

- Biot-spacerl82 (0,006 g — 0,018 mmol)

- HOBt.H,O (0,003 g — 0,020 mmol)

- EDCI.HCI (0,004 g — 0,020 mmol)

- CH.CI,/DMF (5:1 - 0,6 mL).

Le produit brut est purifie par chromatographieasfi sur gel de silice

(CH.CI,/MeOH, 95:5) pour donner le compok&3 (0,015 g — 0,008 mmol) sous forme d’un
solide blanc.

Rendement: 50%
CCM : Rf =0,31 (CHCI,/MeOH 95:5)
PF: 129 - 131 °C

[a]> = + 51,5 € 0,445 - CHQY)
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IR (pur) v (cm?) : 3333 (N-H,v) ; 3149 (CspH, v) ; 2930 (CspH, v) ; 1743 (C=0 ester ;
v) ; 1678 (C=0 carbamate — C=0 amidg,

HR-MS : m/z calculé pour [gHsoFsN12036+2H]** 954,8644 ; trouvé 954,8649 (-0,5 ppm)
HPLC : tg = 13,8 min (HO/Acétonitrile 50:50)

RMN H (400 MHz, CDCly) & (ppm) : 1,41 (m, 12H, Ch) ; 1,89 ; 1,90 ; 1,97 ; 1,98 ; 2,05 ;
2,06 ; 2,07 (s, 36H, GHDAC) ; 2,16 (m, 4H, Ch) ; 2,36 (m, 4H, CH) ; 2,61 (d, 2H,J =5,6
Hz, CH) ; 2,70 (d, 2HJ = 12,9 Hz, CH) ; 2,87 (dd, 1HJ= 3,5 Hz,J= 12,1 Hz, CH) ; 3,14
(m, 3H, CH) ; 3,63 (s, 3H, CEHHCO:Me) ; 4,03 (m, 6H, 3k, 3Hssy) ; 4,24 (M, 3H, Bs) ;
4,53 (m, 11H, 3K 6H,;, 2CHN) ; 4,76 (m, 6H, b} ; 4,89 (s, 3H, Ky ; 5,13 (M, 3H, Ky ;
5,22 (m, 6H, 3k, 3Hssy ; 5,78 (se, 1H, Nbbine ; 6,34 (se, 1H, Nkbine ; 6,72 (s, 1H,
NH) ; 7,61 (se, 1H, NH) ; 7,77 (s, 1HgH 7,80 (m, 1H, NH) ; 7,83 ; 7,88 (s, 2Hs)H

RMN C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (CHOAC) ; 24,8 ; 25,3 ; 25,8 ;
27,6 ; 27,7 ; 28,7 ;35,4 ; 35,8 36,0 ; 37,4,83739,0 ; 40,6 (3¢ CH,) ; 46,8 ; 47,0 ; 47,3
(8C); 52,1 (CH COMe) ; 52,3 ; 52,4 ; 52,6 (3¢, 55,5 (CHS); 60,2 (CH); 60,3 ; 60,4
(3C) ; 61,7 (CH) ; 62,3 (3Gsy ; 65,9 (3Gsy ; 68,7 (3Gsy ; 69,1 ; 69,3 (3, 3Gssy ; 96,4 ;
96,6 (3Gsy ; 124,8; 125,0; 125,1 (3, 142,9; 143,1; 143,4 (3L, 163,8 (C=Qiotine) ;
169,6 ; 169,9 ; 170,0 ; 170,1 ; 170,7 ; 171,04(3=0 OAc, 2C=Qhace)-

Composé glycoconjugué (184)

0
H H H
S N 3 1
H/\/\/\”/ \(\WN\(\WN\(\C(Dzme
H ° NO NO N
HNTNH J \ J \ r\i \6
(e}
NH AcO Aco NHAc
AcO AcO
Ca3H122N18034S

1948,02 g/mol

Le composél70 (0,050 g — 0,030 mmol) est déprotégé quantitatergnen présence
d’'un mélange TFA/CBLCI, (1:1 — 2,0 mL) selon lgprocédure généralale déprotection
d’amine protégée sous forme de Boc.

HPLC : tg = 7,00 min. (HO/MeOH 30:70)
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Une solution de sel d’acide trifluoroacétique olbtei-dessus (0,050 g — 0,029 mmol)
et de Biot-spacefi82 (0,011 g — 0,032 mmol) dans 2 mL de DMF anhydretrestée a
température ambiante par de la DIPEA (0,006 mLO3®mmol) et HATU (0,013 g — 0,035
mmol). Le milieu est maintenu sous agitation penhddn Les solvants sont évaporés sous
vide et le résidu est solubilisé dans LLH. La solution est lavée par,8 puis par une
solution aqueuse d’acide citrigue 5% et une salutigueuse saturée en NaCl. La phase
organique est séchée sur MgSiis concentrée sous vide. Le produit brut obtstuyurifié
par chromatographie flash sur gel de silice {ClhIMeOH 80:20) pour donner le composé

184 (0,029 g — 0,015 mmol) sous forme d’un solide o

Rendement: 50%

CCM : Rf = 0,63 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF: 129 -132°C

[a]Z = + 76,3 € 0,320 — MeOH)

IR (pur) v (cm™) : 3293 : 3257 (N-Hy) ; 3077 (CspH, v) ; 2953 ; 2926 ; 2857 (Csl, v) ;
1746 (C=0 ester) ; 1688 (C=0 carbamate) ; 1659 ; 1649 (C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [§H120N15034S +2HF" 974,9133 ; trouvé 974,9113 (2,1 ppm)
HPLC : tr = 7,1 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,59 (m, 12H, CHi biotine) ; 1,95; 1,96 ; 1,98 ;
2,00; 2,02; 2,03; 2,13; 2,14 (s, 36H, £BAc, CH; NHAC) ; 2,77 (m, 19H, 6k 6Hs,
CH,S, CHS, CH); 3,66 (s, 3H, CEHCOMe) ; 3,71 (m, 5H, 3K CH, biotine) ; 4,98 (m,
12H, 6Hssy, 3Hss, 3H7) ; 4,55 (m, 14H, 3k, 3Hs, 6Hs, 2CHN) ; 4,91 (m, 3H, KH,) ; 5,09
(m, 3H, Hgs); 533 (m, 3H, K ; 6,02; 6,47 ; 6,69 (se, 3H, Nklnd ; 7,04 (M, 3H,
NHAC) ; 7,61 (se, 2H, Kl NH) ; 7,79 (m, 3H, 2k NH) ; 8,00 (m, 1H, NH).

RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 20,7 ; 20,8 ; 23,0 (CHOAc, CH; NHAC) ; 24,6 ;
25,1;25,7;27,4;275;28,6; 29,6 ; 36,2,93738,8 ; 40,7 ; 42,0 (3CCH,) ; 46,7 ; 47,2 ;
47,6 (3G, 3Gsy ; 52,1 (CH COMe) ; 52,5; 52,6 (39 ; 53,7 (3G); 55,4 (CHS); 60,2 ;
61,6 (CHN); 62,0; 62,1 (3); 66,4 ; 67,1 (3¢); 66,7 (3Gsy) ; 67,3 ; 67,4 (3Gz) ; 68,4 ;
68,5 ; 68,7 (3G ; 97,6 ;97,9 (3. ; 123,3 (3G) ; 144,7 (3G) ; 164,0 (C=Qiotine ; 169,7 ;
170,1;170,4,;170,5;170,6 ;170,8 ; 170,9 ;,073G, C=0 OAc, C=0 NHAc, 2C=Qace).

347



Composé glycoconjugué (185)

o
o o
HO HO HO
HO, HO HO
OH o} OH
OH OH OH
CseHgaN 150255

1404,46 g/mol

Une solution de composkB3 (0,014 g — 0,007 mmol) dans 2 mL de MeOH anhydre
est traitée par 0,250 mL d'une solution de MeON&30 g dans 25 mL) pendant 1h30. Le
milieu est neutralisé par de la résine Dowex 50WENY. La résine est filtrée et le filtrat est
concentré sous vide puis lyophilisé pour donneol@posél85 (0,010 g — 0,007 mmol) sous

forme d’un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,25 (n-propanol/kD 70:30)

PF:158 — 160 °C

[a]%! = + 40,7 ¢ 0,150 — HO)

IR (KBr) v (cm-1) : 3302 (O-H, N-H,v); 3082 (CspH, v); 2930 ; 2874 (CspH, V) ;

1670 ; 1653 (C=0 ester, C=0 amidg,

ESI-MS : m/z calculé pour [GHgoN150,5S +2HF* 702,8 ; trouvé 702,9

HPLC : tr = 5,4 min (HO/MeOH 50:50)

RMN *H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,01 — 1,76 (m, 12H, Cii; 2,09 (t, 2H,J = 7,2 Hz,

CHy) ; 2,23 (t, 2HJ = 7,2 Hz, CH) ; 2,34 — 2,56 (m, 4H, HI; 2,65 (dd, 1HJ)=9,1 Hz,J=

16,7 Hz, H) ; 2,79 (m, 2H, CH) ; 2,97 (dd, 1H) = 4,7 Hz,J = 12,8 Hz, H,; 3,13 (m, 2H,

CHy) ; 3,31 (m, 1H, CHS) ; 3,65 (m, 9H, GEO,Me, 6H,) ; 3,76 (m, 6H, 3k, 3Hs) ; 3,82

— 3,93 (m, 6H, 3k, 3Hsy) ; 4,29 — 4,75 (m, 14H, 3H 6H,, 3H;, 2CHN) ; 4,82 (m, 3H,

H;) ; 4,84 (s, 3H, K ; 8,05 ; 8,10 ; 8,11 (s, 3H,sH

RMN *3C (100 MHz, D;O) & (ppm) : 35,5 ; 35,8 ; 37,3 ; 37,5 ; 39,0 ; 39,7 §3CH,) ; 46,6 ;

47,0 (Chy; 52,5 (3G); 52,5 (3G); 55,4 (CHS); 59,5 (34; 60,2 (CHN); 60,9 (36 ;

62,1 (CHN) ; 66,7 (3G ; 69,9 (3Gsy ; 70,5 (3G ; 73,0 (3Gy) ; 99,2 (3Gsy ; 125,7; 125,9
348



(3Gs) ; 143,9 (3G) ; 165,3 (C=Qoting ; 171,0; 171,3; 172,5; 172,68 ; 172,7 ; 17@C,,
2C:Ospace)-

Composé glycoconjugué (186)

(@]
X 0, 0,
HO HO HO
HO HO HO
OH OH OH
OH OH OH
CssHg7N 150255

1390,43 g/mol

Une solution de compods5 (0,006 g — 0,004 mmol) dans 0,5 mL de MeOH et©,00
mL d’eau est traitée par,KO; (0,0006 mg — 0,005 mmol) pendant 30h. Le milieuaeglifié
avec précaution jusqu'a pH = 6 avec de la résineedxdb0W-X8 (H). La résine est filtrée et
le filtrat est concentré sous vide puis lyophilsur donner le compog&6 (0,006 g — 0,004

mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,10 (n-propanol/tD 70:30)

HR-MS : m/z calculé pour [GHsN15025S+2HF" 695,7920 ; trouvé 695,7932 (1,78 ppm)
HPLC : tr = 4,9 min (HO/MeOH 30:70)

RMN 'H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,05 — 1,76 (m, 12H, CHi; 2,10 (t, 2H,J = 7,3 Hz,
CHp); 2,25 (t, 2HJ = 7,2 Hz, CH) ; 2,36 — 2,56 (m, 4H, }I; 2,62 (dd, 1H,)= 8,6 Hz,J=
16,6 Hz, 1H) ; 2,74 — 2,84 (m, 2H, CHi; 2,99 (dd, 1HJ =5,0 Hz,J = 13,1 Hz, H) ; 3,08 —
3,24 (m, 2H, CH) ; 3,32 (m, 1H, CHS) ; 3,65 (m, 6HgM; 3,79 (M, 6H, 3k, 3Hs) ; 3,83 —
3,96 (m, 6H, 3k, 3Hsy) ; 4,32 — 4,74 (m, 14H, 3H6H,, 3H;, 2CHN) ; 4,82 (m, 3H, b} ;
4,95 (s, 3H, K ; 8,06 ; 8,10 ; 8,13 (s, 3H,sH

RMN **C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 24,9; 25,2 ; 25,4 ; 27,6 ; 27,8 ; 27,9 (§H35,5;
37,3;37,5;39,0; 39,7 (3CH,) ; 45,4 ; 46,6 ; 46,8 ; 47,0 ; 48,9 (gH 52,6 ; 52,7 ; 53,2

(3C33Cy) ; 55,4 (CHS) ; 59,5 (3§; 60,2 (CHN) ; 60,9 (3&,) ; 62,1 (CHN) ; 66,7 (3G);
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69,9 (3Gs) ; 70,5 (3Gy ; 73,0 (3GY ; 99,2 (3Ge) ; 125,7; 1258 ; 125,8 (3F; 143,5;
143,7 (3G) ; 166,2 (C=Qhoting ; 171,0; 174,1 ; 176,2 ; 176,4 (BRC=Qpac)-

Composé glycoconjugué (187)

(0]
H H H »
S N 3 1
H/\/\/\”/ \(\WN\(\WN\(\C(Dzme
Hi o H o] No No 4N 5
HNTNH « \ , \ l\i \6
o

ﬁ AX /ﬁ%

CesH104N180255
1569,69 g/mol

Une solution de composkB3 (0,020 g — 0,010 mmol) dans 3 mL de MeOH anhydre
est traitée par une solution de MeONa (0,025 mg @nmL). Le milieu est neutralisé par de
la résine Dowex 50W-X8 (H. La résine est filtrée et le filtrat est concéngous vide puis
lyophilisé pour donner le compo&87 (0,015 g — 0,010 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,20 (n-propanol/tD 70:30)

[a]Z = - 35,41 ¢ 0,37 - HO)

HR-MS : m/z calculé pour [GH104N180-5S+2HF" 785,3630 ; trouvé 785,3643 (1,8 ppm)
RMN 'H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,28 — 1,77 (m, 12H, CH; 1,99 ; 2,00 (s, 9H, CH
NHAc) ; 2,08 (t, 2HJ = 7,1 Hz, CH) ; 2,23 (t, 2H,J = 7,1 Hz, CH) ; 2,46 (m, 4H, 4b) ;
2,63 (dd, 1HJu2-13 = 8,8 Hz,Jgem = 16,5 Hz, H); 2,78 (m, 2H, H CH); 2,98 (m, 7H,
CHy) ; 3,13 (m, 2H, Ch ; 3,31 (dd, 1HJ = 5,2 Hz,J = 9,5 Hz, CHS) ; 3,67 (s, 3H, GH
COMe) ; 3,72 (m, 12H, 6K, 3Hs, 3Hs) ; 3,83 (m, 3H, H) ; 3,91 (m, 6H, 3k 3H) ; 4,12
(dt, 3H,J=3,4 HzJ=11,0 Hz, H) ; 4,25 - 4,73 (m, 11H, 3H2CHN, 6H) ; 4,87 (m, 3H,
Hisy ; 7,83 ;7,89 ; 7,91 (s, 3H,sH

RMN *C (100 MHz, D;O) & (ppm) : 22,0 (CH NHAC) ; 24,9 ; 25,1; 25,2 ; 25,4 ; 27,7 ;
27,9; 28,9; 29,1 (CHl; 35,5, 35,9; 37,0, 37,7; 39,0; 39,7 ; 486, CH,) ; 46,7 ; 47,0
(3C3); 49,9, 50,2 (36 ; 52,4 (CH COMe) ; 52,6 (CH) ; 55,5 (CHS) ; 60,2 (CHN) ; 61,1
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(3Ces) ; 62,1 (CHN); 66,5; 66,6 (3; 67,7; 68,4 70,9 (6Csu); 96,8 @BF; 124,0;
124,1; 124,2 (36 ; 145,4 ; 1456 ; 145,7 (3L, 165,3 (C=Qotnd ; 170,9; 172,5; 174,3 ;
176,0 ; 176,5 ; (3C 2C=Qumicd.

Composé glycoconjugué (188)

(0]
H H H 2
S 3 1
S
Hi- iH H o) N le} N le} 4
N \ \ \6

HN_ _NH
N
ﬁ *ﬁ@ﬁ”’“

g

o
CeaH102N18025S
1555,67 g/mol

Une solution de compoda37 (0,006 g — 0,004 mmol) dans 0,5 mL de MeOH et©,00
mL d’eau est traitée par,KO; (0,6 mg — 0,005 mmol) pendant 30h. Le milieu esifié
avec précaution jusqu'a pH = 6 avec de la résineexdb0W-X8 (H). La résine est filtrée et
le filtrat est concentré sous vide puis lyophilsir donner le composk8 (0,006 g — 0,00’

mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf = 0,05 (n-propanol/kD 70:30)

HR-MS : m/z calculé pour [GH10N1g0-5S+2HF" 778,3550 ; trouvé 778,3565 (1,79 ppm)
HPLC : tg = 5,2 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, D,O) & (ppm) : 1,08 — 1,21 (m, 2H, CHi; 1,35 — 1,50 (m, 6H, Ci};
1,51 -1,82 (m, 4H, CHi; 2,00 (s, 9H, CEINHAC) ; 2,09 (t, 2HJ = 7,3 Hz, CH) ; 2,21 —
2,29 (m, 2H, CH) ; 2,43 - 2,52 (m, 4H, §; 2,62 (dd, 1H)= 8,8 Hz,J = 16,6 Hz, H) ; 2,80
(m, 2H, B, CH,) ; 2,95 — 3,08 (m, 7H, Cii; 3,15 (m, 2H, Ch) ; 3,33 (dd, 1HJ = 4,6 Hz,J
= 9,2 Hz, CHS) ; 3,69 — 3,81 (m, 12H, &K 3Hs,, 3Hg) ; 3,81 — 3,88 (m, 3H, &) ; 3,89 —
3,99 (m, 6H, 3, 3Hs,) ; 4,13 (dt, 3HJ = 3,6 Hz,J = 11,0 Hz, Hs) ; 4,25 ; 4,27 ; 4,75 (m,
11H, 3H;, 2CHN, 6H) ; 4,88 (m, 3H, Kk ; 7,86 ; 7,90 ; 7,94 (s, 3HsH

RMN C (100 MHz, D;O) & (ppm) : 21,9 (CH NHAC) ; 24,9 ; 25,0 ; 25,2 ; 25,5; 27,7 ;

27,9;28,0; (Ch) ; 35,5; 35,9 ; 39,0 : 39,7 (3CCH,) ; 46,7 ; 47,0 (36) : 49,9 (3Gs) ; 52,6
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(CHp) ; 55,4 (CHS) ; 60,2 (CHN) ; 61,1 (3% ; 62,1 (CHN) ; 66,5 (3§ ; 67,7 ; 68,4 ; 70,9
(6Csu) ; 96,8 (3G ; 124,1; 124,2 ; 124,2 (3L, 143,5 (3G) ; 165,3 (C=Qind ; 171,0;
173,8 ; 174,4 ; 176,0 (3C2C=Qumicd.

Composé glycoconjugué (190)

(0]
H H H 2
S 3 1
Hi—( 1 H o) 0 (O X
HN.  NH O NH O NH O N;—|
N N 6 N
0 | N | N || N
N N TN
R
9
O (@] (@]
O 0 (o}
AcO AcO AcO
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc
OAc OAc OAc
CegoH126N18040S

2122,13 g/mol

Une solution d’aminél56 (0,100 g — 0,056 mmol) et de Biot-spad8&? (0,022 g —
0,062 mmol) dans 3 mL de DMF anhydre est traitéengpérature ambiante par de la DIPEA
(0,012 mL - 0,067 mmol) et HATU (0,026 g — 0,067 o)mLe milieu est maintenu sous
agitation pendant 5h. La solution est lavée pgD uis par une solution aqueuse d’acide
citriqgue 5% et une solution saturée en NaCl. Laspharganique est séchée sur Mgp0Ois
concentrée sous vide. Le produit brut est puriié ghromatographie flash sur gel de silice
(CH,CI,/MeOH de 90:10 a 85:15) pour donner le comdi3(0,083 g — 0,040 mmol) sous
forme d’un solide blanc.

Rendement: 70%

CCM : Rf = 0,28 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF: 109 - 112 °C

[a]% = + 24,8 ¢ 0,335 — MeOH)

IR (pur) v (cmY) : 3311 (N-H,v) ; 3066 (CspH, v) ; 2945 ; 2882 (CsgH, v) ; 1748 (C=0
ester yv) ; 1658 (C=0 carbamate, C=0 amidg,

HR-MS : m/z calculé pour [6H126N1604S+2HF" 1061,4200 ; trouvé 1061,4216 (-1,5 ppm)
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HPLC : tr = 9,3 min (HO/MeOH 30:70)

Composé glycoconjugué (191)

0
H H 2
S N 3 1
W”w I\WNI\WNI\CO?BU
Hi—(H o) 0 0 A4
HN. NH 07 "NH 07 °NH~ O N:|
Y Wl &y
o} N [N 8] N
N N TN
b
9
(e} (0] (0]
o INHAcH| NHAc | NHAC
AcO AcO AcO
A
Aco— Moo Mo OA°
CgoH131N21037S

2119,18 g/mol

Le composél46 est déprotéegé en appliquant la procédure géndemalééprotection
d’amine protégée sous forme de Fmoc en utilisant :

- 146(0,060 g — 0,030 mmol)

- Et;NH/CHSCN (1 : 2 — 0,210 mL)

Le produit brut obtenu est purifié par chromatogiapflash sur gel de silice
(CH.CIx/MeOH 90:10) pour donner I'amine lib&89 sous forme d’un solide blanc.
Rendement: 49%

CCM : Rf = 0,31 (CHCI,/MeOH 80:20)

Une solution d’'amind89 (0,024 g — 0,014 mmol) et de Biot-spad8&2 (0,005 g —
0,015 mmol) dans 0,7 mL de DMF anhydre est traitéempérature ambiante par de la
DIPEA (0,0002 mL — 0,016 mmol) et HATU (0,016 g ;6@ mmol). Le milieu est maintenu
sous agitation pendant 5h. La solution est lavéddp@ puis par une solution aqueuse d’acide
citrigue 5% et de la saumure. La phase organiquséetée sur MgS(puis concentrée sous
vide. Le produit brut est purifié par chromatograptash sur gel de silice (GBI,/MeOH de
90:10 a 85:15) pour donner le compd$4 (0,033 g — 0,016 mmol) sous forme d’un solide

incolore.

Rendement: 52%
CCM : Rf =0,30 (CHCIy/MeOH 80:20)
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RMN *H (400 MHz, CD;0OD) & (ppm) : 1,44 (s, 9H, C(Ch)s CO»tBu) ; 1,32 — 1,76 (m,
12H, CH); 1,94 ; 1,95; 2,03 ; 2,12 (s, 36H, €BAc, CH; NHAC) ; 2,16 — 2,30 (m, 4H,
CHy) ; 2,57 (dd, 2HJ= 5,1 Hz,J = 14,4 Hz, CH) ; 2,68 (m, 2H, CH) ; 2,82 (m, 2H, Ch) ;
2,93 (dd, 1HJ = 5,0 Hz,J = 12,7 Hz, CH) ; 3,06 (m, 1H, Ch) ; 3,17 (m, 3H, CHS, CHi;
3,83 — 4,15 (m, 15H, 61 3Hss, 6Hssy) ; 4,29 — 4,48 (m, 9H, 613Hys) ; 4,49 — 4,75 (m,
10H, 2H;, 6Hg, 2CHN) ; 4,84 (m, 1H, k) ; 4,92 (m, 3H, K ; 5,07 (dd, 1HJ) = 3,1 Hz,J =
11,6 Hz, Hgy ; 5,12 (dd, 2HJ) =2,9 Hz,J = 11,5 Hz, Hs) ; 5,36 (M, 3H, Kk ; 7,88 ; 7,91 ;
7,92 (s, 3H, H).

RMN *3C (100 MHz, CD;0OD) & (ppm) : 20,6 ; 20,8 ; 22,8 (CHOAc, CH; NHAC) ; 26,3 ;
26,9 ; 27,0; 27,6 ; 28,2 (GH; 28,4 (CCH3); CO:;tBu) ; 29,6 ; 30,2 ; 30,8 (CH; 35,9;
36,1; 36,7 ; 36,8 ; 36,9 ; 38,1; 38,8 ; 40,343CH,) ; 49,0 (3Gsy ; 51,1 ;51,2 ; 51,3 (3§;
52,0 (3G); 57,1 (CHS); 53,1; 63,5 (36 ; 67,4; 67,5; 67,7 (34 68,1 (3Gs) ; 68,7
(3Cusy) ; 69,6 (3Gsy ; 82,5 C(CH3)3 COstBuU) ; 98,7 ; 98,8 ; 98,9 (3&) ; 125,1 (3G) ; 166,8
(C=Gyioting) ; 171,5; 172,0;172,1; 172,2; 172,3; 17317¥3,3 ; 173,7 ; 176,0; 176,1 (3C
3C4, C=0 OAc, C=0 NHAc, 2C=Qace).

Composé glycoconjugué (192)

o
H H H 2
S N_3 1
WH/W\“/NﬂNI\W I\COZH
e il 4
H H © (e} NHo (e} NHO O~ "NH

Ce1H06N18028S
1561,58 g/mol

Le composél90 (0,010 g — 0,005 mmol) est traité par 1 mL d'unlange
TFA/CHCI, pendant 3h, selon lprocédure généralele déprotection d’acide protégé sous
forme d’estetert-butylique. Le milieu est concentré sous vide. égidu est solubilisé dans 1
mL de MeOH anhydre et traité par une solution deOMa @sp pH = 8) pendant 5h. Le

milieu est neutralisé par de la résine Dowex 50WENY. La résine est filtrée et le filtrat est
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concentré sous vide puis lyophilisé pour donneol@mposél92 (0,008 g — 0,005 mmol) sous

forme d’'un solide blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf = 0,65 (n-propanol/kD 70:30)

RMN *H (400 MHz, D;O) & (ppm) : 1,12 — 1,72 (m, 12H, Ci)i; 2,17 (m, 4H, 4k) ; 2,56 —
3,15 (m, 13H, 2k 3Hss, 4CH) ; 3,24 (m, 1H, CHS); 3,45 — 3,71 (m, 12H,6H3Hss,
3Hssy) ; 3,78 (s, 3H, 3kl ; 3,83 (m, 3H, 3B ; 3,99 (m, 3H, 3Kl) ; 4,33 (dd, 1HJ = 4,4 Hz,
J=7,9 Hz, CHN); 4,38 (d, 6H] = 13,5 Hz, 6H) ; 4,52 (dd, 1HJ = 4,8 Hz,J = 8,0 Hz,
CHN) ; 4,55 (m, 6H, 6k) ; 4,65 (q, 3HJ = 7,2 Hz, H) ; 4,70 (m, 3H, hk) ; 7,82 — 7,84 (s,
3H, Hy).

RMN 3C (100 MHz, D;O) & (ppm) : 24,8 ; 25,2 ; 25,5 ; 27,6 ; 27,8 ; 28,0 (FH34,6 ; 34,7
(3Gs) ; 35,3;35,5(39 ; 36,9;39,0; 39,7 (CH; 50,1 (3G) ; 50,1 ; 50,5 ; 50,6 (34; 55,4
(CHS) ; 60,2 (CHN); 60,7 (3 ; 62,1 (CHN); 65,4 (36); 66,4 (3Gsy ; 69,9 (3Gs) ;
70,4 (3Gsy ; 72,8 (3Gsy 5 99,5 (3Gsy 5 124,4 (3G); 144,6 (3G); 165,0 (C=Qotind) ;
171,7;171,8,;172,3,;172,5;172,9;174,0 ;,87476,5 ; 176,8 (3£ 3Cs, 2C=Qypace)-

Composé (195)

\

o) N/ / 4
Y

S NN N\/\[(N\s/\éo2t5u
H (o H : o 0 o
HN_ _NH
Al
o
C3gHs56N6O7S
740,95 g/mol

Une solution de trimer#60 (0,100 g — 0,249 mmol) et de Biot-spad&f (0,098 g —
0,274 mmol) dans 3,3 mL d’'un mélange DMFACH (4:1) anhydre est traitée a température
ambiante par de la DIPEA (0,052 mL — 0,299 mmolHAfTU (0,114 g — 0,299 mmol). Le
milieu est maintenu sous agitation pendant 8h. dagants sont évaporés sous vide et le
résidu est solubilisé dans @El,. La solution est lavée par@ puis par une solution aqueuse
d’acide citrique 5% et de la saumure. La phase nigge est séchée sur MgH@uis

concentrée sous vide. Le produit brut obtenu esfi@yar chromatographie flash sur gel de
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silice (CHCI,/MeOH 90:10) pour donner le compdk#s (0,151 g — 0,204 mmol) sous forme

d’'un solide blanc.

Rendement: 82%

CCM : Rf = 0,30 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF:79-82°C

[a]Z = + 28,1 ¢ 0,700 — MeOH)

IR (pur) v (cm™) : 3293 : 3279 ; 3232 (N-H)) ; 3098 (CspH, v) ; 2930 ; 2857 (CspH, v) ;
2115 (GC,v) ; 1703 ; 1641 (C=0 ester, C=0 amidg,

HR-MS : m/z calculé pour [6HssNsO;SF* 741,4009 ; trouvé 741,4006 (+0,4 ppm)

HPLC : tr = 9,6 min (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CD;0D) & (ppm) : 1,45 ; 1,46 (s, 9H, C(CHit CO:tBu) ; 1,37 — 1,79
(m, 12H, CH) ; 2,20 (t, 2H,J = 7,4 Hz, CH) ; 2,48 (m, 2HJ = 7,7 Hz, CH) ; 2,55 (t, 1HJ

= 7,1 Hz, CH); 2,65 (m, 3H, Ch) ; 2,77 — 2,96 (m, 9H, 3HCH,S, CH) ; 3,19 (m, 3H,
CHS, CH) ; 3,62 -3,83 (m, 6H, }); 4,24 (m, 6H, K) ; 4,31 (dd, 1HJ) =4,4 Hz,J = 7,9 Hz,
CHN) ; 4,50 (dd, 1HJ) = 4,4 Hz,J = 7,8 Hz, CHN) ; 7,95 (m, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, CD;0OD) & (ppm) : 27,7 (CH) ; 28,4 (C(CH)s CO,tBuU) ; 29,6 ; 29,8 ;
30,3;32,4;325,;32,7;32,8;33,0;33,1,8384,1;34,8;34,9;351;35,2,;353; 355
36,9; (CH); 39,2; 39,5; 40,2; 41,1 (GH 44,0; 44,2; 44,4 ; 44,6 ; 44,6 ; 44,7 ; 44,8
44,9 ; 45,0 (CH) ; 57,1 (CHS); 61,6 ; 63,4 (2CHN); 73,1; 73,23,3; 73,4 ; 74,2 ; 74,4 ;
74,5; 74,6 (3¢); 79,9; 80,0; 80,1; 80,3; 80,5; 82,0; 82CFCHs); CO:;tBu) ; 166,1
(C=Gyiotine) ; 172,2; 172,3; 172,5; 172,6; 172,7; 1728/3,0; 173,0; 173,1; 173,4;
173,5;175,2;175,6 ; 176,0 (3@C=Qypace)-
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Composé glycoconjugué (194)
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bl
o

CaeH125N15037S
1993,06 g/mol

Le composél94 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Composél95(0,050 g — 0,068 mmol)

- Sucrell4(0,085 g — 0,204 mmol — 3,0 €q.)

- CuSQ0,1M ag. (0,109 mL — 0,011 mmol - 0,16 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,326 mL — 0,033 mm0)48 éq.)

- DMF (1,2 mL).

Aprés 6h de réaction a température ambiante, |d-[2%8t évaporé sous vide et le
résidu solubilisé dans GBI, est lavé par D (4x) puis par une solution aqueuse saturée en
NaCl. La phase organique est séchée sur Mg& concentrée sous vide. Le produit brut
est purifié par chromatographie flash sur gel tiees{CH,Cl,/MeOH 90:10) pour donner le
composél94 (0,087 g — 0,044 mmol) sous forme d’un solide blan

Rendement: 64%

CCM : Rf = 0,53 (CHCI,/MeOH 85:15)

PF .94 -97 °C

[a]? = + 39,7 €0,315 - HO)

IR (pur) v (cm™) : 3306 (N-H,v) ; 3121 (CspH, v) ; 2942 (CspH, v) ; 1748 (C=0 ester,
v) ; 1703 (C=0 carbamate) ; 1632 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [6H125N15057S +2HF" 996,9114 ; trouvé 996,9133 (-1,9 ppm)

HPLC : tr = 11,5 min (HO/MeOH 30:70)
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RMN H (400 MHz, CD;0D) & (ppm) : 1,43 ; 1,44 ; 1,45 (s, 9H, C(G}H COxBuU) ; 1,36 —
1,78 (m, 12H, Ch) ; 1,95 ; 1,95 ; 2,04 ; 2,05 ; 2,06 ; 2,12 (s, 36Hs OAC) ; 2,20 (t, 2H,
= 7,4 Hz, CH) ; 2,49 — 3,00 (m, 10H, GiS, 6H, CHy) ; 3,19 (m, 3H, CHS, CHi; 3,51 —
3,86 (M, 9H, 3y, 6Hg) ; 3,90 — 4,27 (m, 12H, 6, 6Hs) ; 4,31 (dd, 1HJ) = 4,5 HzJ=7,8
Hz, CHN) ; 4,49 (dd, 1HJ = 4,9 Hz,J = 7,6 Hz, CHN) ; 4,69 (m, 12H, GH6H,) ; 4,84 (m,
3H, Hsy) ; 5,17 (M, 9H, 3bk, 3Hssy 3Has) ; 7,93 (M, 2H, NH, &) ; 8,12 (m, 2H, K.

RMN *°C (100 MHz, CD;0OD) & (ppm) : 20,7 ; 20,8 ; 20,8 (CHOAC) ; 26,0 ; 26,1 ; 27,0 ;
27,7 27,8 (Ch) ; 28,5 (CCH3); COtBu) ; 29,5; 29,8; 30,3; 32,3; 32,8; 33,5;83,
34,3:34,6;35,3 ;354 (3CCHy) ; 36,9;40,3; 41,1 ;43,6 ;43,7 ; 44,4 ; 44087 ; 44,9 ;
45,5 (CH) ; 51,0 ; 51,1 (3¢) ; 57,0 (CHS) ; 61,3 (CHN) ; 63,5 (3% CHN) ; 66,9 (3Gs) ;
67,4 (3G); 70,1; 70,2 (3&) ; 70,5; 70,6 (3G 3Gssy) ; 81,9 ; 82,2 C(CHs)s COBU) ;
98,7 (3Gs) ; 125,5; 125,6 (3¢ ; 145,1 (3G) ; 166,0 (C=Quotind ; 171,5; 172,3; 172,8;
172,9;173,5;173,6 ; 175,5 ; 175,6 ; 175,7,(30 OAC, 2C=Ghace).

Composé glycoconjugué (196)

OAc OAc
AcO AcO AcO
OAc OAc

AcHN ACHN AcH N
O O O

R

Hr cH
HN_ NH

CegeH12eN18034S
1990,10 g/mol

Le composélo6 est obtenu en appliquant la procédure génératyydeaddition 1,3-
dipolaire en utilisant :

- Composél95(0,061 g — 0,082 mmol)

- Sucrell6(0,103 g — 0,247 mmol — 3,0 €q.)

- CuSQ0,1M ag. (0,131 mL - 0,013 mmol - 0,16 €q.)

- Acide ascorbique 0,1M aq. (0,395 mL — 0,039 mm0)48 éq.)
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- DMF (1,1 mL).

Aprés 1h de réaction, le DMF est évaporé sousefide résidu solubilisé dans @El,
est lavé par KD (4x) puis par une solution aqueuse saturée en.Nla(phase organique est
séchée sur MgS(Qpuis concentrée sous vide. Le produit brut esfipyrar chromatographie
flash sur gel de silice (Gi€l,/MeOH de 90:10 a 80:20) pour donner le comd®&(0,119 g
— 0,060 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: 73%

CCM : Rf = 0,45 (CHCI,/MeOH 80:20)

PF: 122 -125°C

[a]? = + 76,3 € 0,320 — MeOH)

IR (pur) v (cmY) : 3390 ; 3279 (N-Hy) ; 3072 (CspH, v) ; 2938 (CspH, v) ; 1746 (C=0
estery) ; 1697 ; 1639 (C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [6H12eN1503.S+2HF" 995,4353 ; trouvé 995,4346 (0,7 ppm)
HPLC : tg = 8,1 min. (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, CD;0D) & (ppm) : 1,43 ; 1,44 (s, 9H, C(Cf}t CO:tBu) ; 1,31 — 1,81
(m, 12H, CH) ;1,94 ; 1,96 ; 2,03 ; 2,12 (s, 36H, €8Ac, CH; NHACc) ; 2,20 (t, 2HJ = 7,0
Hz, CH) ; 2,43 — 3,07 (m, 10H, Gi8, 4CH) ; 3,18 (m, 3H, CHS, CHl; 3,52 — 4,04 (m,
15H, 3Hssy 3Hssw 3Hs, 6Hg) ; 4,10 (M, 6H, 3k, 3Hs) ; 4,32 (dd, 1HJ = 4,6 Hz,J = 7,4 Hz,
CHN) ; 4,42 (d, 3HJ = 11,4 Hz, Hs) ; 4,50 (dd, 1H,) =5,0 Hz,J = 7,2 Hz, CHN) ; 4,55 —
4,77 (m, 12H, 6kl 6H;) ; 4,93 (m, 3H, hky ; 5,05 (d, 3HJ = 11,3 Hz, Hs) ; 5,35 (d, 3H,]
=11,1 Hz, Hsy) ; 7,88 ; 8,00 ; 8,11 ; 8,14 (m, 3HgH

RMN *C (100 MHz, CD;OD) & (ppm) : 20,6 ; 20,8 ; 20,8 ; 22,8 (GHDAC, CHs NHAC) ;
26,0; 26,1; 26,9 (CH; 28,5 (CCH3)s COitBu) ; 29,5; 29,8 ; 30,2 (CH; 32,2; 32,7;
33,5;33,9;34,3;34,6;35,3; 354 (6,9 (CH) ; 40,2 ;40,3 ;41,1; 41,7 ; 42,0 (H
43,6; 44,1 ; 44,2 ; 44,4 ; 445 ; 44,7 ; 44,8 ,94445,0; 453; 45,4 ; 45,6 (GH 48,8
(3Csy ; 51,1 (3G); 61,6 (CHN); 63,0; 63,1 (3c); 63,3 (CHN); 67,6 (3¢ ; 68,1
(3Cssy ; 68,6 ; 68,7 (3Gzy ; 69,5 (3Gsy ; 98,8; 98,9 (3&y ; 125,1 (3G) ; 144,4 (3G);
166,0 (C=Qiotine ; 171,8; 172,0; 172,1; 172,8; 172,9 ; 173143,5; 175,6 ;175,8 ; 175,9
(3C;, C=0 OAc, C=0 NHAc, 2C=Qacq)-
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Composé glycoconjugué (197)

OH OH OH
OH OH OH
ZOH \\.OH \ \ OH
o 0 o
o) 0 ol
co0 g
N, N, 6 N,
\ /,N \ /,N 5 \ /,N
o N N 4> N
s N N N3 2
" an N o
S 0 o) 0
HN\[rNH
o

Ce2H101N150255
1488,62 g/mol

Une solution de compog®4 (0,050 g — 0,025 mmol) dans 7,1 mL de MeOH anhydre
est traitée par 0,968 mL d'une solution de MeON&3B g dans 25 mL) pendant 6h. Le
milieu est neutralisé par de la résine Dowex 50WEXY. La résine est filtrée et le filtrat est
concentré sous vide puis lyophilisé pour donn@ol®mposél97 (0,037 g — 0,025 mmol) sous

forme d’un solide blanc.

Rendement: quantitatif.

CCM : Rf =0,19 (n-propanol/tD 70:30)

PF:132-135°C

[a]? = + 24,7 ¢ 0,310 - HO)

IR (pur) v (cm™) : 3296 (O-H, N-H,v) ; 3075 (CspH, v) ; 2926 ; 2858 (CsgH, v) ; 1651
(C=0 ester C=0 amide).

HR-MS : m/z calculé pour [GH10:N150:5S+2HF" 744,8480 : trouvé 744,8467 (1,7 ppm)
HPLC : tg = 5,9 min. (HO/MeOH 30:70)

RMN *H (400 MHz, D:O) & (ppm) : 1,36 ; 1,42 (s, 9H, C(Ci% CO»tBuU) ; 1,22 — 1,79 (m,
12H, CH) ; 2,24 (t, 2HJ = 6,9 Hz, CH) ; 2,49 (m, 3H, CH) ; 2,59 — 3,34 (m, 13H, GHi;
3,54 — 4,00 (m, 24H, 644, 12H,,, 3Hg, 6H) ; 4,10 (m, 3H, W) ; 4,41 (dd, 1H)=4,5Hz,J=
7,6 Hz, CHN) ; 4,52 — 4,76 (m, 13H, CHN, §t6H;) ; 4,79 (m, 3H, k) ; 7,92 ; 7,94 ; 7,98 ;
8,10 (s, 3H, H).

RMN *3C (100 MHz, D;O) & (ppm) : 24,8 ; 25,2 ; 25,6 ; 27,7 ; 27,9 ; 28,0 (JH29,6

(C(CHs)s COutBU) ; 33,6 ; 34,4 34,6; 34,7 35,3; 35,5:43636,9 ; 39,1 ; 39,7 (C;
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50,1 (CH) ; 55,4 (CHS) ; 60,2 (CHN) ; 60,7 (35) ; 62,1 (CHN) ; 65,4 (3§ ; 66,4 ; 69,9 ;
70,5; 72,8 (6G) ; 95,5 (3Gs) ; 124,4 ; 124,5 (3¢ ; 144,6 ; 144,6 (36 ; 165,3 (C=Qiotind) ;
171,3; 171,7; 171,3; 171,6 ; 171,7; 171,8;,272172,3; 172,5; 172,6 ; 176,7 ; 176,8 ;
176,9 ; 177,0 ; 177,5 (3C2C=Qpaco)-

Composé glycoconjugué (198)

HO HO HO
OH OH OH
OH OH OH
OH OH OH
o} o} Jo

O O O

co0
N\ N\ 6 N\
NN ST
o N N 4 N
] N N N3 2
N T T T T eoH
He—("H ¢ 0 @

HN_ _NH

)il

)

©

z

CsgHo3aN 150255
1432,51 g/mol

Une solution de compos&97 (0,010 g — 0,007 mmol) est traité par un mélange
TFA/CH.CI, 1:1 (0,5 mL) pendant 1h30, selonpiacédure généralde déprotection d’acide
protégé sous forme d’estm@rt-butylique. Le TFA est évaporé sous vide par cqévations
répétées au Ci€l,. On obtient I'acidel98 (0,010 g — 0,007 mmol) sous forme d’un solide

blanc.

Rendement: quantitatif.
CCM : Rf =0,10 (n-propanol/kD 70:30)
HR-MS : m/z calculé pour [GHe3sN150,55+2HF 716,8130 ; trouvé 716,8167 (5,35 ppm)
HPLC : tg = 4,9 min. (HO/MeOH 30: 70)
RMN *H (400 MHz, D;O) & (ppm) : 1,33 — 1,77 (m, 12H, Ci}i; 2,18 — 2,32 (m, 4H, C}¥;
2,63 — 3,25 (m, 16H, CM; 3,32 (m, 1H, CHS) ; 3,50 — 3,98 (m, 24H,s6H12H,, 6Hs) ;
4,02 — 4,14 (m, 3H, 3§; 4,42 (dd, 1HJ = 4,5 Hz,J = 7,8 Hz, CHN) ; 4,46 (m, 3H, d\;
4,54 — 4,86 (m, 10H, CHN, 6H6H;, 3His) ; 7,93 ; 7,94 ; 7,98 ; 8,03 ; 8,05 ; 8,08 ; 8(40
3H, He).
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RMN %C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 25,2 ; 25,5; 27,6 ; 27,8 ; 28,0 (H 34,5 34,6 ;
34,7 35,3; 355; 39,0; 39,7 ; 42,2 (§H50,1 (CH) ; 55,4 (CHS); 60,2 (CHN) ; 60,7
(3Cssy) ; 62,1 (CHN) ; 65,4 (3§} ; 66,4 ; 69,9 ;70,4 ; 72,6 ; 72,8 (8 99,5 (3Gsy) ; 124,4
(3Cs) ; 143,6 ; 143,9 (36 ; 165,8 (C=Qioting) ; 171,7 ; 172,5; 172,8 ; 174,5; 175,3 ; 176,5;
176,8 (3G, 2C=Qpace)-

Composé glycoconjugué (199)

HO

Hr iH
HN_ NH

CegH110N180255
1611,77 g/mol

Une solution de compos&96 (0,100 g — 0,050 mmol) dans 14,2 mL de MeOH
anhydre est traitée par une solution de MeONa f¢g0@ans 25 mL). Le milieu est neutralisé
par de la résine Dowex 50W-X8 {H La résine est filtrée et le filtrat est concérgpus vide
puis lyophilisé pour donner le compos#9 (0,081 g — 0,050 mmol) sous forme d’un solide

blanc.

Rendement: quantitatif

CCM : Rf =0,14 (n-propanol/kD 70:30)

PF: 139 - 142 °C

[a]Z = + 96,9 ¢ 0,355 — HO)

IR (pur) v (cm™): 3327 (O-H, N-H,v) ; 3077 (CspH, v) ; 2930 (CspH, v) ; 1633 (C=0
amide,v).

HR-MS : m/z calculé pour [GH110N15025S+2HF* 806,3878 ; trouvé 806,3835 (5,3 ppm)

HPLC : tg = 5,9 min. (HO/MeOH 30:70)
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RMN 'H (400 MHz, D;O) & (ppm) : 1,36 ; 1,41 (s, 9H, C(CHt COsBu) ; 1,28 — 1,76 (m,
12H, CH) ; 1,99 (s, 9H, 3CEINHAC) ; 2,23 (t, 2HJ = 6,6 Hz, CH) : 2,49 (m, 3H, Ch) ;
2,59 — 3,02 (m, 7H, C#$, CH) ; 3,16 (m, 2H, Ch) ; 3,29 (m, 1H, CHS); 3,45 (m, 3H,
Hss) ; 3,54 — 3,96 (m, 21H, &, 6Hsy, 3Hg, 6Hg) ; 4,09 (m, 6H, 3kk, 3Hs) ; 4,40 (m, 1H,
CHN) ; 4,50 — 4,75 (m, 13H, CHN, GH6H,) ; 4,82 (m, 3H, hk,) ; 8,04 — 8,14 (m, 3H, I
RMN C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 22,0 (CH NHAc) ; 24,6 ; 25,3 ; 25,9 (CH; 27,2 ;
27,2 (CCH3)3 COstBU) ; 27,2 ; 27,7 ; 28,2 (CH; 31,3; 31,7; 32,0: 32,5; 32,9 33,7 ;
34,2 ;34,4 (Chh; 35,5 (CH) ; 39,0; 39,7 (CH ; 40,8 ;41,0 ;42,4 ; 42,6 ; 43,1 ; 43,2 ; 43,4 ;
43,6 ; 44,2 ; 44,3 ; 44,5 ; 44,7 (@H 49,7 (3Gs) ; 50,2 (3G) ; 55,4 (CHS) ; 60,2 (CHN);
61,0 (3Gsy ; 62,1 (CHN) ; 65,6 ; 65,7 ; 66,6 (3C 67,6 ; 67,6 (36 3Cus) ; 71,0 (3Gs) ;
82,6 ; 82,7 C(CHz)s COBuU) ; 96,8 ; 96,9 (3G, ; 124,0 ; 124,2 (3§ ; 165,2 (C=Qotind ;
172,4 ;172,7 ;173,1; 173,3; 174,2 ; 174,3 ;,17a76,3 (3G C=0 NHAC, 2C=Qhace).

Composé glycoconjugué (200)

HO HO HO
OH OH OH
o 0] o
AcHN AcHN AcHN
O
8
7

Hi—(H
HN_ _NH

CeaH102N18025S
1555,67 g/mol

Une solution de composE9d9 (0,020 g — 0,012 mmol) est traitée par un meélange
TFA/CH.CI, 1:1 (0,5 mL) pendant 1h30, selonplecédure généralde déprotection d’acide
protégé sous forme d’estwrt-butylique. Le TFA est évaporé sous vide par cgévaions
répétées avec du GEl,. On obtient I'acide200 (0,019 g — 0,012 mmol) sous forme d’'un

solide blanc.

Rendement: quantitatif
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CCM : Rf = 0,05 (n-propanol/kD 70:30)

HR-MS : m/z calculé pour [GH10:N150,5S+2HF+ 778,3560 ; trouvé 778,3565 (1,01 ppm)
HPLC : tg = 4,9 min (HO/MeOH 30:70)

RMN H (400 MHz, D;O) & (ppm) : 1,20 — 1,40 (m, 4H, CHi; 1,41 — 1,74 (m, 8H, Gi¥;
1,96 (s, 9H, 3NHAC) ; 2,21 (t, 2H,= 6,8 Hz, CH) ; 2,37 — 2,41 (m, 2H, C}; 2,56 (m, 1H,
J=7,1Hz, ChH); 2,60 -2,96 (m, 7H, Ci$, CH) ; 3,13 (m, 2H, Ch) ; 3,26 (m, 1H, CHS) ;
3,43 (m, 3H, Hs) ; 3,50 — 3,92 (m, 21H, 6¥l, 6Hs,, 3Hs, 6Hs) ; 4,06 (M, 6H, 3k, 3Hg) ;
4,37 (m, 1H, CHN) ; 4,49 — 4,74 (m, 13H, CHN, 68H;) ; 4,79 (m, 3H, K ; 7,94 — 8,10
(m, 3H, H).

RMN °C (100 MHz, D,O) & (ppm) : 22,0 (CH NHAc) ; 24,6 ; 25,2 ; 25,8 (CH; 27,7 ;
27,9 ;28,1 (ChH;30,8;31,3;31,6;32,0;32,3; 32,5; 3€CH¥,) ; 35,5 (CH) ; 39,0; 39,7
(CHp) ; 40,9 ; 43,2 ; 43,4 ; 43,6 ; 44,0 ; 44,8 (HA49,7 (3Gsy ; 50,2 (3G) ; 55,4 (CHS) ;
60,2 (CHN) ; 61,0 (36z) ; 62,1 (CHN) ; 65,6 (36} ; 67,5 ; 68,3 (36, 3Cssy) ; 71,0 (3Gsy) ;
96,8 (3Gsy ; 124,2; 124,8 (36} ; 143,5 (3G); 162,6 ; 163,0; 165,3 (Cxfine ; 173,8;
174,2 ;176,5 ; (3¢ C=0 NHACc, 2C=Qace)-

(2R, 7R)-cystine ditert-butylester (201)

NH,

tBuozc)\/ Sg OO
NH,

C14H28N204S;
352,51 g/mol

L’'acétate detert-butyle (8,6 g — 10 mL — 74 mmol) est ajouté a wotution de
(2R, 7R)-cystine (0,4 g — 1,7 mmol) dans 0,722 mL d’agyechlorique 60% aqueux (1,2 g —
7,5 mmol). Aprés 60h d’agitation a température amta, le pH est ajusté a 7,8 par ajout de
solutions aqueuses de soude 2M et de NafHOWD Le milieu est extrait par D (3x). Les
phases organiques réunies sont lavées par de tausay3x), séchées sur M}, puis
concentrées sous vide. On obtient I® {R)-cystine ditert-butylester201 (0,569 g — 1,62
mmol) sous forme d’'une huile incolore qui est séckér ROs a 1,5 kPa pendant quelques

heures.

Rendement: 95%
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RMN H (400 MHz, CDCls) & (ppm) : 1,50 (s, 18H, C(B3)s CO:tBu) ; 1,71 (s, 4H, Nb) ;
2,85 (dd, 2HJ= 7,0 Hz,J= 14,0 Hz, Cys-CH ; 3,12 (dd, 2HJ= 4,0 Hz,J = 14,0 Hz, Cys-
CHy) ; 3,67 (dd, 1HJ=4,0 Hz, 7,0 Hz, Cys-CH)

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 28,2 (CCHs)s COsBuU) ; 44,2 (Cys-Ch) ; 54,4
(Cys-CH) ; 81,2C(CHs)3; COstBuU) ; 173,0 (C=0 C@Bu).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®

(2R,2'R)-tert-butyl 3,3'-disulfanediylbis(2-palmitamidopro panoate) (202)

0]

tBuozc/'\/ S\S/YcoztB”
HN\H/\/\/\/\/\/\/\/

o
Ca6HssN206S,
829,33 g/mol

Le DCC (4,1 g — 20 mmol) et la DMAP (0,24 g — 2 mihsmnt ajoutés a une solution
d’acide palmitique (5,1 g — 20 mmol) dans 40 mLQd,Cl,. Apres addition de R7R)-
cystine di-tert-butyleste01 (3,0 g — 8,5 mmol), le milieu est maintenu sougatign a
température ambiante. Aprés 90 min, le précipitélidgclohexylurée est filtré. Le filtrat est
dilué dans CKCl, puis lavé successivement avec une solution aquasile citrique 5%
(3x), une solution aqueuse de NaH{96 (3x) puis par kD (3x). La phase organique lavée
est séchée sur BBO, puis concentrée sous vide. Le produit brut esigidlisé dans 50 mL
de MeOH chaud a 0°C, lavé avec du MeOH froid ad&tre séché sous vide pour donner le
(Pal-Cys-@Bu), 202(5,2 g — 6,29 mmol) sous forme d’un solide blanc.

Rendement: 74%

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 0,87 (t, 6H,J = 6,7 Hz, CH Pal) ; 1,17 — 1,36 (m,
48H CH, Pal) ; 1,46 (s, 18H, C(GHt CO.tBu) ; 1,62 (m, 4H, ChiPal) ; 2,23 (m, 4H, CH

Pal) ; 3,16 (dd, 2H)= 5,3 Hz,J = 14,5 Hz, Cys-Ch) ; 3,21 (dd, 2HJ= 5,3 Hz,J = 14,2 Hz,

Cys-CH) ; 4,74 (m, 2H, CH) ; 6,45 (d, 2H= 7,3 Hz, 2NH).
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RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 14,1 (CH Pal); 22,6 ; 25,5 (CHPal); 27,9
(C(CH3)3 COitBuU) ; 29,3; 29,5; 29,6 ; 29,7 ; 31,9; 36,5 ;641CH, Pal, Cys-CH) ; 52,4
(CH) ; 82,9 C(CHz)3 CO:;tBuU) ; 169,5 (C=0 C@Bu) ; 173,0 (C=0 amide Pal).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré?

(R)-tert-butyl 3-mercapto-2-palmitamidopropanoate (2(B)

0]

/\/\/\/\/\/\/\)J\NH
tBuO,C
C23H4sNO3S
415,67 g/mol

SH

Sous atmosphere inerte, le (Pal-Cy&@, 202 (3,8 g — 4,58 mmol) en solution dans
60 mL de CHJ est réduit en présence de dithioérythritol (3,68- 49,45 mmol) et de
triethylamine (2,0 mL — 14,35 mmol). Aprés agitati@é température ambiante pendant 2h, le
milieu est lavé par une solution aqueuse d'acidieqae 5% (3 x 50 mL) puis par B
(saturées en M) La phase organique résultante est séchée suDMpg&s concentrée sous
vide. Le résidu est solubilisé dans 30 mL de Me®@kristallisé a -20°C. Aprés un lavage au
MeOH froid et séchage sous vide, on obtient le@ea-QBu 203 (1,90 g — 4,58 mmol) sous

forme d’'un solide incolore.

Rendement: quantitatif.

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm) : 0,86 (t, 3H,J = 7,0 Hz, CH Pal) ; 1,18 — 1,35 (m,
25H, ChH Pal) ; 1,47 (s, 9H, C(CHt COu»tBU) ; 1,63 (m, 1H, CKPal) ; 2, 23 (t, 2H) = 7,8
Hz, CH Pal) ; 2,95 (ddd, 1H] = 3,7 Hz,J = 9,0 Hz,J = 14,0 Hz, Cys-CH) ; 3,01 (ddd, 1H,
J=4,2Hz,J=8,8Hz,J = 14,0 Hz, Cys-Ch) ; 4,74 (m, 1H, CH) ; 6,36 (d, 1Hun.ch= 6,7
Hz, NH).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 14,1 (CH Pal) ; 22,6 ; 25,6 (CHPal) ; 27,0 (CH) ;
28,0 (CCHs3)s COutBu) ; 29,2 ; 29,3; 29,4 ; 29,5; 29,6 ; 31,9 ;:636CH, Pal, Cys-CH) ;
53,6 (CH) ; 82,9¢(CHs)s COxBuU) ; 169,2 (C=0 C@Bu) ; 172,8 (C=0 amide Pal).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®
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(R)-4-(iodométhyl)-2,2-diméthyl-1,3-dioxolane (204)

O/\|‘\\\\I

)To
CesH11102

242,05 g/mol

Sous atmosphere inerte, du diiode (2,88 g — 11 3®linest ajouté en trois portions a
0°C en 30 min a une suspension dimidazole (1,03-¢gl15,13 mmol) et de la
triphénylphosphine (2,98 g — 11,35 mmol) dans 22,8d'un mélange EO/CH,Cl, (2:1). Le
milieu est maintenu sous agitation pendant 10 mis pne solution de§-solketal (1,0 g —
7,57 mmol) dans 12,4 mL d'ED/CH.Cl, (2:1) est ajoutée. L’agitation est maintenue a
température ambiante pendant 22h puis les solm@sfitrés et lavés par ED. Le filtrat est
concentré sous vide. Le produit brut est purifié garomatographie flash sur gel de silice
(CH.Cly/Pentane de 20:80 a 40:60) pour donner le commuk¥2D4 (1,41 g — 5,82 mmol)

sous forme d’une huile incolore volatiit( 6¢, = 50°C sous 7mmHgQ).

Rendement: 77%

CCM : Rf = 0,57 (AcOEt/Cyclohexane 40:60)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,33 (s, 3H, C(CH) isopropylidéne) ; 1,44 (s, 3H,
C(CHg), isopropylidene) ; 3,13 (dd, 1Hd= 8,5 Hz,J=9,7 Hz, 1CHl) ; 3,24 (dd, 1HJ=5,0
Hz,J= 9,7 Hz, 1CHll) ; 3,77 (dd, 1HJ= 5,0 Hz,J= 8,5 Hz, 1CHO) ; 4,13 (dd, 1HJ = 6,1
Hz,J=8,5Hz, 1CHO) ; 4,26 (m, 1H, CH).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré®
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(R)-3-iodopropane-1,2-diol (205)

‘\\\\

HO™ ™™

OH
CsH710,
201,99 g/mol

Une solution de compos204 (0,200 g — 0,826 mmol) dans 1 mL d’acétone est
chauffée a 80°C pendant 30 min en présence de R,8'HCI 1N. Le milieu est concentré
sous vide puis extrait avec AcOEt (3x). La phasgaoique est séchée sur MgSQuis
concentrée sous vide pour donner le com2i¥&(0,148 g — 0,735 mmol) sous forme d’un
solide blanc.

Rendement: 89%

CCM : Rf =0,24 (AcOEt/Cyclohexane 60:40)

PF: 44 — 47°Clft. 46 — 48°C)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 2,26 (se, 2H, OH) ; 3,26 (dd, 1Bi= 6,3 Hz,J = 10,3
Hz, 1 CHI); 3,32 (dd, 1HJ = 4,8 Hz,J = 10,3 Hz, 1CHl) ; 3,66 (dd, 1HJ = 7,0 Hz,J =
12,1 Hz, 1CHOH) ; 3,77 (m, 2H, 1CkDH, CHOH).

Les données spectroscopiques et physico-chimiquesscaccord avec celles reportées dans

la littérature 18

(R)-tert-butyl 3-(( R)-2,3-dihydroxypropylthio)-2-palmitamidopropanoate (206)

0
/\/\/\/\/\/\/\)J\NH OH
tBuOZC/'\/ 8., Of
C26H51NOsS
489,75 g/mol

Le (R)-3-iodopropane-1,2-didt05 (0,39 g — 1,9 mmol) et la triéthylamine (1,0 mL —
0,74 mmol) sont ajoutés a une solution de Pal-Cy§&1Q03 (0,16 g — 0,38 mmol) dans 0,61
mL de DMF. Apres agitation pendant 10 min a 70°@ i a température ambiante, le DMF
est évaporé sous vide. Le résidu est solubilisé 8ammL de CHGIpuis lavé successivement
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par une solution aqueuse d’acide citrique 5% (% xr2) puis par HO (saturées enJ\ La
phase organique est séchée sur Mgf@s concentrée sous vide. On obtient le compoge
(0,124 g — 0,255 mmol).

Rendement :67%.

RMN *H (400 MHz, CDCL;) & (ppm) : 0,84 (t, 3H, CH Pal) ; 1,13 — 1,35 (m, 26H, GH
Pal); 1,44 (s, 9H, (C(CHk COsitBuU) ; 1,59 (m, 1H, ChIPal) ; 2,20 (m, 1H, C§Pal) ; 2,60
(dd, 1H,JcHz-ch= 7,8 Hz,J = 13,7 Hz,Sglyceryl-CH,) ; 2,72 (dd, 1H,)= 4,6 Hz,J = 13,7
Hz, S-glyceryl-CH) ; 2,88 (m, 1H, Cys-C§J ; 2,98 (dd, 1HJ= 4,9 Hz,J = 13,9 Hz, Cys-
CHy) ; 3,50 (dd, 1HJ= 6,1 Hz,J = 11,3 Hz Sglyceryl-OCH) ; 3,64 (dd, 1HJ)= 3,6 Hz,J =
11,3 Hz, S-glyceryl-OCH ; 3,74 (m, 1H, Cys-CH) ; 4,67 (m, 118;glyceryl-CH) ; 6,64 (d,
1H,J=7,7 Hz, NH).

RMN **C (100 MHz, CDCkL) & (ppm) : 14,0 (CH Pal); 22,5; 25,5 (CHPal) ; 27,8
(C(CH3)3 COitBu) ; 29,1; 29,2; 29,4; 29,6; 31,8; 35,3 ;MB§CH, Pal, Cys-CH, S
glyceryl-CH,) ; 52,6 (Cys-CH); 65,1Fglyceryl-OCH); 71,0 &glyceryl-OCH); 82, 8
(C(CHg3)3 COxtBU) ; 169,9 (C=0 C@Bu) ; 173,4 (C=0 amide Pal).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré?

(R)-3-((R)-3-tert-butoxy-3-o0xo-2-palmitamidopropylthio)propane-1,2-diyl-dipalmitate
(207)

CsgH111NO7S
966,57 g/mol

L'acide palmitique (1,1 g — 4,2 mmol), la DMAP @8,g — 0,43 mmol) et le DCC (0,9
g — 4,3 mmol) sont ajoutés a une solution de coémpos (0,88 g — 1,8 mmol) dans 17 mL de
CHCIls. Apres 2h d’agitation a température ambiante, ileemréactionnel est dilué dans 30
mL de CHC} et le précipité de dicyclohexylurée est filtré. fileat est lavé successivement
par une solution agueuse d’acide citrique 5% (dxd), HO (3 x 50 mL), une solution

aqueuse de NaHG®% (3 x 50 mL) puis par # (3 x 50 mL). La phase organique est
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séchée sur MgSOpuis concentrée sous vide. Le résidu cristallisesdan mélange
MeOH/CHCE (5:1) pour donner le compo&d7 (0,748 g — 0,77 mmol) sous forme d’'un

solide incolore.

Rendement: 43%.

RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm) : 0,82—0,91 (m, 9H, CHPal) ; 1,16 — 1,37 (m, 72H,
CH, Pal) ; 1,47 (s, 9H, C(CH CO,tBu) ; 1,53 — 1,70 (m, 6H, GHPal) ; 2,22 (t, 2H) = 7,7
Hz, CH Pal); 2,30 (m, 4H, CHPal) ; 2,73 (d, 2HJ = 6,6 Hz,S-glyceryl-CH) ; 2,98 (dd,
1H,J= 5,1 Hz,J = 13,8 Hz, Cys-Ch) ; 3,07 (dd, 1HJ= 4,6, Hz,J = 13,8 Hz, Cys-CH2) ;
4,13 (dd, 1H,J = 6,1 Hz, S-glyceryl-OClH ; 4,32 (dd, 1HJ = 3,3 Hz,J = 11,8 Hz,S
glyceryl-OCH) ; 4,70 (m, 1H, Cys-CH) ; 5,08 — 5,18 (m, 1%iglyceryl-CH) ; 6,32 (d, 1HJ
= 7,4 Hz, NH).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 14,1 (CH Pal) ; 22,7 ; 24,9 ; 25,6 (GHPal) ; 28,0
(C(CH3)3 COitBuU) ; 29,2 ; 29,4 ; 29,5; 29,7 ; 31,9 ; 33,2;13434,3 ; 35,2 ; 36,5 (CHPal,
Cys-CH, S-glyceryl-CH); 52,5 (Cys-CH); 63,5 Sglyceryl-OCH) ; 70,3 &glyceryl-
OCH) ; 82,9 C(CHg3); CO;tBu) ; 170,0 — 172,9 (C=0 Pal, @GBu) ; 173,3 (C=0 amide)

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératuré?

Acide (R)-3-((R)-2,3-bis(palmitoyloxy)propylthio)-2-palmitamidopropanoique (208)

O O

/\/\/\/\/\/\/\)J\NH O)J\/\/\/\/\/\/\/\
HOZCJ\/S\)I/,/O\(\/\/\/\/\/\/\/

o
Cs4H10aNO;S
910,46 g/mol

Le compos&07 (0,051 g — 0,05 mmol) est traité par du TFA (0,500— 7,0 mmol)
pendant 1h a température ambiante avant d’étreeatrécsous vide a 50°C. Le résidu est
repris dans kD et le précipité incolore obtenu est lavé par’'eaul froide, avant d’étre filtré
et séché sous vide pour donner l'ackfi8 (0,027 g — 0,03 mmol) sous forme d'un solide

blanc.

Rendement: 61%.
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RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm) : 0,87 (t, 9H, CH Pal) ; 1,25 (m, 72H, CHPal) ; 1,61
(m, 6H, CH Pal) ; 2,31 (m, 6H, CHPal) ; 2,74 (d, 2H) = 6,6 Hz,Sglyceryl-OCH) ; 3,03
(dd, 1H,J= 6,1 Hz,J = 13,9 Hz, Cys-Ch) ; 3,15 (dd, 1HJ = 4,4 Hz,J = 13,8 Hz, Cys-
CHy) ; 4,12 (m, 1H,Sglyceryl-OCH) ; 4,34 (dd, 1HJ= 3,2 Hz,J = 11,9 Hz,Sglyceryl-
OCH,) ; 4,76 (m, 1H, Cys-CH) ; 5,15 (m, 18.glyceryl-CH) ; 6,67 (d, 1HJ= 7,1 Hz, NH).
RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm) : 14,1 (CH Pal); 22,7 ; 24,8 24,9; 25,5; 29,1 ;
29,3;29,5;29,7;31,9; 32,9; 34,1, 34,3,336CH, Pal, Cys-CH, Sglyceryl-CH,) ; 52,1
(Cys-CH) ; 63,6 &glyceryl-OCH) ; 70,2 &glyceryl-CH) ; 173,6 ; 173,7 (C=0).

Les données spectroscopiques sont en accord ales de la littérature’®

Dimere (209)

FmocHN H 3 2 1
4
(0] P O~ 'NH

NH
5
N
C30H30N407
558,58 g/mol

Une solution d’acide72 (0,091 g — 0,166 mmol) dans 2,6 mL d'un mélange
DMF/MeOH (1:1) est traitée par de la DMAP (0,002 @,017 mmol) puis par EDCi.HCI
(0,038 g — 0,200 mmol) pendant 12h. Les solvant$ évaporés sous vide. Le produit brut
solide est lavé sur verre fritté n°4, successivarpan une solution d’acide citrique 5% (3x),
par de I'eau (3x), par une solution aqueuse saemédaHCQ (3x), de nouveau par de I'eau
(3x). Le produit brut obtenu est séché sous vide donner le compos#9 (0,085 g — 0,153

mmol) sous la forme d’un solide blanc.

Rendement: 92%

CCM : Rf = 0,40 (CHCI,/MeOH 90:10)

PF:162 - 165 °C

IR (pur) v (cm™) : 3287 (N-H,v) ; 3080 (CspH, v) ; 2951 (CspH, v) ; 1722 (C=0 ester,
v) ; 1695 (C=0 carbamate) ; 1641 (C=0 amidey).

HR-MS : m/z calculé pour [gH30N4O7+H]" 559,2193 ; trouvé 559,2197 (0,8 ppm).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) (& (ppm) : 2,50 (M, 4H, 4k) ; 3,09 (m, 2H, 2h) ; 3,56 (s,
3H, CH; CO:Me) ; 3,86 (m, 4H, 4K) ; 4,04 ; 4,70 (m, 5H, 2HHCH, Fmoc, CH Fmoc) ; 7,34
(m, 2H, 2HAr Fmoc) ; 7,42 (t, 2H, J = 7,4 Hz, 2HAmMoc) ; 7,72 (d, 1H, J = 7,4 Hz, 1HAr
Fmoc) ; 7,84 (d, 1H, J = 7,4 Hz, 1HAr Fmoc) ; 7(892H, J = 7,4 Hz, 2K Fmoc) ; 7,57 (d,
1H, Inu-vs = 8,4 Hz, NH) ; 8,24 — 8,45 (m, 3H, N&J 2NH’).

RMN *°C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 27,9 ; 28,0 (2€) ; 36,0 ; 37,7 (29 ; 46,5 (CH
Fmoc) ; 49,1 (@ ; 51,4; 51,6 (g CH; COMe) ; 65,7 (CH Fmoc) ; 72,8 (29 ; 120,0;
121,3; 125,2; 127,0; 127,2; 127,6 ; 128,8 4CHmoc) ; 140,6 ; 143,7 (£ Fmoc) ; 155,7
(C=0 Fmoc) ;169,3;169,9; 170,4 ; 170,9 {2&Z,).

Dimere « propargylamide » acide glycoconjugué (210)

2 4

H
F HN N
moe fCOzH
4
AD

N NH

| XEN
| °N | °N
) LU

N N

S

z O

0] 0]

\ O\
AcO AcO
AcO AcO

OAc OAc
OAc OAc

Ce1H74N 10027
1379,29 g/mol

Le composé210 est obtenu en appliquant la procédure généralelépeotection
d’acide protégé sous forme de £Bu en utilisant :

- Ester142 (0,040 g — 0,028 mmol)

- TFA/CH,Cl, (2 mL)

Apres 2h de réaction et évaporation des solvamtghbtient le composé l'acid210

(0,038g — 0,028 mmol) sous forme d’'un solide blanc.

Rendement: quantitatif
CCM : Rf =0,19 (CHCI,/MeOH 90:10)
PF: 108 - 111 °C

[a]Z =+ 20,0 ¢ 0,380 — CHQY)
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IR (pur) v (cm™) : 3347 ; 3320 ; 3298 (N-H)) ; 2960 ; 2945 (CspH, v) ; 1745 (C=0 ester,
v) ; 1662 (C=0 carbamate, C=0 amidg,

HR-MS : m/z calculé pour [6H74N100.7+2H]** 690,2435 : trouvé 690,2438 (-0,4 ppm).
HPLC : t = 5,51 min (HO/MeOH 10:90)

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm) : 1,96 ; 1,98 ; 2,02 ; 2,03 ; 2,07 ; 2,08 ; 2,1024H,
CHs; OAc) ; 2,77 (m, 3H, 3B ; 2,99 (m, 1H, 1K) ; 3,67 (m, 2H, 2k ; 3,84 (m, 2H, 2k) ;
4,12 (m, 7H, 2K, 4Hssy,, CH Fmoc), 4,60 (m, 14H, 2H4Hs, 4Hg, 2H;5, CH; Fmoc) ; 5,20
(m, 6H, 2Hs, 2Hss, 2Hssy) ; 6,53 (se, 1H, N ; 7,36 (t, 2HJ = 6,9 Hz, 2H, Fmoc) ; 7,54
(m, 2H, 2H) ; 7,73 (d, 3HJ = 7,3 Hz, 2H,, NHg) ; 7,91 (m, 6H, 2NH’, 414).

RMN 3C (100 MHz, CDCL) & (ppm) : 20,6 ; 20,8 (CHOAC) ; 34,4 ; 35,7 (2§ 2G) ; 46,9
(CH Fmoc) ; 49,4 (2¢) ; 52,0 ; 52,1 (2¢) ; 62,3 (2Gsy ; 65,6 ; 65,7 (2¢) ; 65,8 (2G) ; 67,4
(2Cy, CH; Fmoc) ; 69,0 ; 69,1 ; 69,2 (6; 97,4 (2Gsy ; 120,0; 125,0; 127,1 ; 127,8 (@H
Fmoc, 2G); 141,2; 143,6 (& Fmoc, 2G); 156,4 (C=0O Fmoc); 169,8; 170,3; 170,5;
170,7 ; 170,8 ; 170,9 (3C2C,, C=0 OAc).
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Masse

Solvant de

Agitation Vortex

Essai .d? solubilisation Solvant de gelification Conqentrat|on (V) Ultrasons Chauffage Observations
dimére nature / volume finale
70 nature / volume (USs)
1 49m DME / 20 ul CH.Cl./ 0.5 mL 15.7 mM barreau / Formation d’'un gel instable
~ My H 22l ' aimanté + US Reprécipitation (pilulier)
barreau Formation d’un gel instable
2 4,7'mg DMF /20 uL ChClz/ 0,2 mL 355mM aimanté + US / Reprécipitation (pilulier)
barreau Formation d’'un gel instable
: Sy DOk el o2 il it Y aimanté + US d Reprécipitation (tube & hémolyse diamétre = 0,5mm)
Formation d'un gel
chauffage = - Ajout 0,2 mL (CHC}) +V+US :
4 5,5 mg DMF /20 pL CHGV 0,2 mL 41,7 mM vortex V +US solubilisgtio; = morceaux de gel en suspension
- Ajout 20pL DMF + chauffage+V+US
= solubilisation compléte
0,2mL toluéne +V+US = formation d’un gel
Test du tube retourné = succes
5 4,7mg DMF/20 pL Toluéne/ 0,2 mL 35,5 mM V+US / - Ajout 0,2mL télne+V+US
= gel moins épais
Concentration finale = 12,6mM
Gélification dés ajout du toluéne (prise en masse
6 4,4mg DMF/20pL Toluene/ 0,4 mL 18,6 mM V+US / immédiate sans V ni US)
Test du tube retourné = succes
Toluene/ 0,4 mL ajouté Gélification dés ajout du toluéne (prise en masse
! i en 1 seule fois S0 ; / immédiate sans V ni US)
8 52mg DMF/10 pL Toluéne/ 0,5 mL 15,3 mM V+US / prise en masse incompléte
excédent de liquide
9 47mg DMF/20puL  Cyclohexane /0,4 mL DMF/Cyclohexane non miscibles!!
Solubilisation incompléte (chauffage)
10 5,0 mg / Toluéne / 0,4 mL 20.8 mM Vv oui Refroidissement = gelgg:ﬁgﬁ%gssez rapide aveéeent
Test du tube retourné = succeés
Test dans un tube & essais de diamétre 1cm
11 5,2 mg / Toluéne /1 mL 20,8 mM V oui idem que essai 11
— US = épaississement
DMF 20 pL V puis US
12 50mg ajoutés apres Toluéne /0,4 mL 20 mM V+US / prise en masse progressive
le toluene test du tube retourné = succes

Tableau 16 — Récapitulatif des conditions testéespr I'obtention d’un organogel au départ du dimere70
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Masse

de Volume Quantité de NaOH Quantité de HCI Concentration
Essai  dimere d’eau - aq. Q,5 M - aq. (_),1 M massique pH final Observations
72 (mg) (mL) introduite (uL) introduite (uL) (% wiw)

1 4,8 2 100 500 0,18 2 Formation d’un gel fluide

2 5,8 2 200 1200 0,17 2-3 Formation d’un gel fluide

3 4,8 1 100 500 0,30 2 Formation d'un gel fluide plus épais

Epaississement avec addition de NaOH
4 3,8 0,5 50 100 0,58 2  Gélification progressive avec addition de HCI ag.
Test du tube retourné = succes

Formation d’un gel

2 £02 02 20 128> 80— 200 %7t 2 Reprécipitation avec I'ajout de HCI aqg.

Agitation avec vortex
6 3,8 0,2 25 60 1,3 6 Formation d’un gel

Test du tube retourné : succes

Tableau 17 — Conditions testées pour I'obtention dn hydrogel au départ du dimere 72
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Liste des composeés
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RESUME

Les B-peptides montrent une grande stabilité métabolafuarotéolytique. Ce travail
s’est principalement focalisé sur leur utilisatemtant que plateformes multivalentes pour la
présentation de «sucres » et en particulier djangs saccharidiques spécifiques des
tumeurs, connus sous le nom de TACAsInfor-Associated Carbohydrate Antigen). Les
TACAs, et parmi eux l'antigene Tn (GalNAcO-Ser/Thr), sont considérés comme des
marqueurs des cellules tumorales qui peuvent Btégrés dans des structures synthétiques
destinées a mimer la surface des cellules canaseas vue d’induire une réponse
immunitaire antitumorale. Dans la premiére pargeathése, nous avons étudié la synthese
de B-peptides glycoconjugués, obtenus par cycloaddifi@idipolaire catalysée au cuivre
entre un alcyne et un azoture (CuUAACepper-catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition). Ces
glycoconjugués, présentant jusqu’a six unités sawtigues, ont été élaborés a partirfde
peptides fonctionnalisés par des groupes azoturaloyne, préparés au départ d’acide
aspartique. Les triméres glycoconjugués ont égalerdge couplés a de la biotine, par
I'intermédiaire d’un espaceur (d’acide aminocapueiget I'antigénicité de ces édifices a été
testée. Lesp-peptides présentent également une tendance pr@moac adopter des
structurations secondaires. C’est pourquoi lesooligres synthétisés ont été étudiés d’'un
point de vue conformationnel afin de déterminernkture d’'une éventuelle préférence
conformationnelle.

SUMMARY

B-peptides show a high stability towards proteolydind metabolic processes. This
work has been focused mainly on their use as nalétnt platforms for the presentation of
various carbohydrates, in particular tumor spedintigenic carbohydrate patterns, the so-
called TACAs Tumor-Associated Carbohydrate Antigen). TACAs, and among them the Tn
antigen (GalNAo-O-Ser/Thr), are considered as cancer cells markdmchwcan be
integrated into fully synthetic structures aimedramicking tumor cells surface to induce an
antitumoral immunologic response. In the first pafrthe thesis, the synthesis [bpeptides
glycoconjugates, using the Copper-catalyzed Alkfaele Cycloaddition (CUAAC) has been
investigated. These glycoconjugates containing aisix carbohydrate moities have been
elaborated from azide- and alkyne-functionnalifiepeptides prepared from aspartic acid.
The trimers of these glycoconjugatBepeptides were also coupled to biotine through an
aminocaproic spacer and the constructs were tdstetheir antigenicity. Besides thi§:-
peptides exhibit a high tendancy to adopt secondfingtures. That's why a conformational
analysis of the-peptide oligomers synthesized was carried outeterchine the nature of a
potential structuration.
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