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CHAPITRE | :

Introduction générale






1) Généralités

Notre objectif durant cette thése aura été d'agpates outils permettant d’améliorer
la réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, sx@avons que les cellules tumorales
présentes dans un organisme sont reconnues pgstBam® immunitaire. En réaction a la
présence de cet antigene, le systeme immunitaiq@ope deux types de réponses. D’'une part
une réponse immunitaire non-spécifigue ou « innéeasactérisée par l'intervention par
exemple des cellules NKs (Natural Killer) ou NKTafural Killer T cell). D’autre part, nous
avons une réponse immunitaire spécifique ou « attéqge », caractérisée par I'intervention
des cellules T-CDg T-CD4' et des cellules B.

Au milieu des années 90, une molécule glycolipidigaturelle extraite d'une éponge marine,
a été identifiée comme étant capable de baissaifisgyivement le nombre de cellules
tumorales chez la souf$.La partie active de cette molécule a rapidemeatigentifiée
comme étant une partee-galactosyl-céramidea¢GalCer). Mais I'extraction de la molécule
naturelle pouvant avoir des effets néfastes supél@nnité de I'éponge marine dans son
milieu, lindustrie pharmaceutigue a entrepris Ignteése d’'analogues glycolipidiques,
permettant notamment d’obtenir une molécule appEIR&I7000?! Cette molécule a été
testée par la suite chez ’'Homme dans le cadreed’@ponse anti-tumorale, mais il s’est avéré
que son efficacité était inférieure & celle obsergbez la souris: ¥ Afin de pouvoir
optimiser cette réponse immunitaire anti-tumorgleisieurs laboratoires de recherche ont
synthétisé cette fois-ci des analogues glycolipidigdu KRN7000.

Le KRN7000 a aussi en parallele permis d’identilesr mécanismes mis en jeu dans le cadre
de la réponse immunitaire anti-tumorale. La voieniifiee et mise en place par I'organisme,
est la réponse immunitaire non-spécifique ou «ennéavec notamment lintervention des
cellules NKTs.

Ces cellules NKTs expriment a leur surface plusiedcepteurs que l'on retrouvent sur
d’autres cellules immunitaires, comme par exemplenbrqueur NK1.1 (NKR-P1 chez la
souris ou CD161c pour son homologue humain) guepensait retrouver uniquement sur les
cellules NKs. Les cellules NKTs présentent égaldnuenTCR (T Cell Receptor, constitué
d’'une chainex et d’'une chain@®) que I'on pensait présent uniquement sur les yuoptes T.
Mais a l'inverse des cellules T conventionnellesitde TCR contient des chaineset 3
variables, certaines cellules NKTs expriment un dioma invariant et sont appelées NKT

invariante (iNKT). Ce domaina est constitué chez la souris des sous-unités4v18, et



chez 'lhomme de W24-01185 " D'autre part le TCR des cellules T reconnait dgaris de
nature peptidiques grace a leur complexe majeustdtompatibilité (CMH | ou Il), alors
gue le TCR des cellules iNKTs prend en chargegantil de nature glycolipidique.

Cette molécule glycolipidique a permis d’identifieine deuxiéme cellule immunitaire
intervenant dans la lutte anti-tumorale, & savoi cellule présentatrice d’antigéne (CFA).
Cette CPA est la cellule dendritique (DC) qui poss@ sa surface toute une famille de
molécule du CD1, dans laquelle on retrouve la mdéédu CD1d reconnaissant également
les molécules de nature glycolipidique.

Le lien existant entre les deux types de cellutl@sunitaire identifié ( les cellules INKTs et la
DC reconnaissent une molécule glycolipidique, tigN7000), il a été mis en évidence que
les cellules iINKTs sont stimuléeda leur TCR, par la présentation du KRN7000 insémisda
le CD1d des DCs. Le KRN7000 va de par sa structawejr un impact sur la réponse
immunitaire induite par les iNKTs, favorisant saite réponse pro-Thl, caractérisée par la
sécrétion d’IFNy favorable a la réponse anti-tumorale, soit unengée@ro-Th2, caractérisée
par la sécrétion d’IL-4 et plutdt non-favorableadéponse anti-tumoralfe

Il est ainsi possible d’observer la réponse misplaoe par le systeme immunitaire, qui peut-
étre soit une réponse anti-tumorale, soit une r&panti-bactérienne, anti-virale ou anti-
parasitaire, mais aussi une réponse permettantitthy tontre les maladies auto-immunes
comme le diabete de type 1, le lupus, l'arthritemtoide ou encore I'asthme d’origine

allergique, ainsi que le rejet de greffdts!
II) Les cellules NKTs
A) Historique sur les cellules NKTs

En 1987, trois groupes indépendants ont publiérél@dtats montrant chez la souris,
des cellules T exprimant des récepteafsTCR a des niveaux plus faibles que chez les
cellules T traditionnelle$?*® s ont également remarqué que ces cellules exmtdeux a
trois fois plus de domaingsV[38 que les cellules T conventionnelles, avec aussnanque
d’expression des molécules CD4 et CD8.

Au début des années 1990, d’autres groupes décentvue des cellules T exprimant des
récepteursaB-TCR, exprimaient aussi le récepteur NK1.1 qui tétnsidéré comme

spécifique des cellules NKX: ¥ Cela a permis de dire que chez la souris, cesHgpeytes



sont caractérisés par I'expression d'un récepteQR Tet d’'un NK1.1. Mais une autre
différence est apparue, a savoir que les cellulesofiventionnelles reconnaissent des
fragments de peptides associés aux molécules du CbHII. Tandis que sur les cellules
NKTs, le TCR reconnait un ligand de nature glyadigue associé a la molécule analogue du
CMH-I, le CD1d.

C’est ainsi que le terme « NKT cell » apparait daysremiére fois en 1995 Les études sur
les NKTs ont été rendues possible grace a la déctaud’un ligand de la molécule du CD1d
et provenant d’une éponge maridgélas mauritianus Par la suite, Kawanet al. et Morita

et al.ont synthétisé un analogue de ce ligand, appeigdiactosyl-céramide KRN70692%

B) Caractérisation des cellules NKTs

Les cellules NKTs ont été les premieres cellutemunitaires identifiees, grace au
KRN7000, comme intervenant dans la réponse immioaiganti-tumorale. Elles ont été mises
en évidence aussi bien chez la souris que chemii et on les retrouve majoritairement
dans le foie, ou elles représentent jusqu’a 30%yhephocytes totaux. Elles sont également
présentes dans d'autres tissus, dans une moindportion (entre 0,5 et 5%), comme le
thymus, la moelle osseuse, la rate ou les poun®@nsen trouve également dans le systéme
sanguin, les ganglions lymphatiques périphériqués les ganglions lymphatiques
pancréatiques.

Il est important de noter que les cellules NKTs,Igréa leur ressemblance avec d’autres
cellules immunitaires, constituent une famille Ee®lseules car dans plusieurs cas on peut
définir plusieurs sous-populations selon I'expressie co-récepteurs. Ainsi, on trouve chez
la souris des cellules exprimant le co-récepteust QCD4/CD8) ou non (DN ; CD4CDS).
Chez 'homme, on retrouve soit le co-récepteur GOB4'/CDS8), soit le co-récepteur CD8
(CD4/CD8"), soit les deux (DP ; CDACDS8") ou bien aucun (DN ; CDLEDS).

Toutes ces cellules ont un TCR commun, qui posdededomaines relativement conservés.
Tout d’abord chez la souris avec la chainde type \014X18, et la chain@ dont la partie
variable est de type88.2, V37 ou \32. Ces récepteurs reconnaissent des antigenepele ty
glycolipidiques, présentés exclusivement par laénuae CD1d. L'équivalent chez 'lhomme
est composé d'une chaioede type \024-J118, et une chain@ dont la partie variable est de
type VB11. D’autres récepteurs sont également présemtsarface des NKTs, que I'on peut

retrouver aussi bien chez les cellules NKs ou ketules T conventionnelles. Certaines



présentent les récepteurs NK1.1 et CD94, que Fouve sur les cellules NKs en tant que

récepteurs activateurs de la réponse cytotoxiquas mussi le récepteur Ly-49 qui inhibe

cette réponse. On trouve aussi les récepteurs @D42D69, qui sont des marqueurs des
cellules mémoires. A noter que toutes les souclesadiris n'expriment pas les mémes
récepteurs sur les cellules NKTs. Par exemplegézpteur NK1.1 n’'est présent sur les
cellules NKTs que chez la souche C57BL/6 (ou B&)eLcette méme souche, le thymus
renferme des NKTs ayant une forte concentratio@dé4 a leur surface. Un autre récepteur,
le Ly6C, est absent des cellules NKTs présentest t&s souris de souche NOD (Non Obese
Diabetic)!?**¥! Cela traduit le fait que plusieurs sous-typesealeiles NKTs existerif: %!

C) Sous-types de cellules NKTs
1) Cellules iNKTs Va14-Ju18" NK1.1" CD1d dépendante (Type 1)

Ces cellules existent chez la souris en deux popsiations. Une CD4CDS et
l'autre CD4/CD8, appelée double négatif (DN). L'élimination chee douris des cellules
CD4', a suffi dans un modéle tumoral & favoriser letrdjune tumeuf™ Cet effet est corrélé
avec une tres forte baisse de sécrétion d’inteeskde type 4 et 13 (IL-4 et IL-13), et une
large sécrétion d'interférop (IFN-y), permettant d’apporter une réponse anti-tumoratezC
I'nomme, il a été remarqué que les deux populatioDd et CD4, sécrétent de fortes doses
d’IFN-y et de TNFe, et que le type CD4produit beaucoup plus d’IL-4, d’IL-2 et d’IL-13.

La molécule CD8 est absente sur les cellules NKiEz da souris, alors que chez 'lhomme,
plus de 50% des cellules iINKTs I'expriméit.

2) Cellules iINKTs Va14-Ja18" NK1.1 CD1d dépendante (Type 1)

Ces cellules trouvées chez la souris et chez IhenfCD161), produisent de fortes
doses d’'IL-4 et peu d’IFN-en comparaison des cellules NK1(bu CD161). Benlaghaet
al. et Pelliciet al.ont montré qu’il semblerait que les cellules INKM814-2118" NK1.1 soit
des précurseurs des cellulesM-J118" NK1.1" au niveau du thymus, car une semaine aprés
linjection intra-thymique de souches NKI.lls ont observé l'apparition des souches
NK1.1"27 28 Drautre part, des études semblent montrer quedisles iINKTs NK1.1, aprés



avoir été stimulées pard-GalCer, limitent I'expression de leur TGR pendant 24 a 48 h et
celle du marqueur NK1.1 pendant 12 jogrs®®

3) Cellules NKTs W14-Ja18" CD1d dépendante (Type II)

Ces cellules ont été identifiées pour la premifisis chez la souris, mais sont
également présentes chez I'homiifeElles sont appelées NKT de type I, car elles ne
reconnaissent pas le méme ligand que les deux tgpexllules précédemment citées. Les
NKTs de type Il reconnaissent des ligands de typdfatdde, lysosulfatide ou
lysophosphatidylcholine. Leur TCR est égalementsttaré de chaines et 3 mais leurs
répertoires sont beaucoup plus variables. La chaiest majoritairement retrouvée avec une
partie variable de type&8.2119 ou Vo8, et la chain@ avec une partie variable de typg8/

Les cellules de type Il joue un réle dans la mailuhade la réponse immunitaire, comme la

suppression de I'auto-immunité ou la suppressiofirdeunité tumorald? 3!
4) Cellules NKTs NK1.T CD1d indépendante

Ces cellules sont appelées « NKT-like cells ». ZLlaesouris, on trouve des cellules
qui n'expriment pas le TCR &14-Xu18, et qui ne sont pas restreintes au CD1d. Elles
sécrétent de trés faibles quantités de cytokife! Les cellules NKTs CD1d indépendante
semblent étre des populations assez hétérogéenegii @@mplique la connaissance de leur

réle dans I'organisme.
5) Autres cellules T semi-invariantes

En plus des populations citées précédemment,isteexi’autres types de cellules T
semi-invariantes, comme les cellules appelées M@Vucosal-Associated Invariant T
cells)®® Elles sont restreintes & une molécule du CMH dssel | non classique, la molécule
MRL1. Elles sont présentes chez la souris et chemline, et de maniére similaire aux cellules
NKTs de type |, elles possédent un récepteur TGR awe chaine invariante (\19J33
chez la souris, &7.2233 chez 'homme). La chairfeest plus variable, avec chez la souris

des sous-unitésf8 ou 36, chez 'lhomme B13 ou \p32.



On compte également des cellules T restreintesadtré’s molécules de la famille du CD1,
comme le CD1a, CD1b ou CD¥é

Plus récemment, une nouvelle population de cellNl€$s a été découverte chez la souris,
classée comme ni de type |, ni de type II, maisedégant CD1d restreinté®! Le TCR posséde
une chainex invariante (Mi10Ja50) alors que la chairg est variable (138.1 ou \{38.2;
JB1.1, B2.1, B2.2 ou $2.7). Ce nouveau type de NKTs, appel@sl® NKT, reconnait les
mémes ligands que les cellules NKTs de type |, sydysant des taux de cytokines
comparables. On note tout de méme une spécificidr pe ligand a-GIcA-DAG (a-
glucuronosyl-diacylglycérol ; issu ddycobacterium smegmalisCes cellules sont présentes

en grande quantité dans le foie, et en petite ¢éatdns la rate.

[Il) Les cellules dendritiques

Les DCs sont le deuxieme type cellulaire intermemi@ns la réponse immunitaire anti-
tumorale, identifiee grace au KRN7000. Ces cellslast considérées comme les sentinelles
du systeme immunitaire, car elles influent surdtiotion et la régulation de I'immunité innée
et adaptative. Ainsi, les DCs immatures sont ddisiles spécialisées dans le phénomeéne
d’endocytose, et peuvent ingérer des cellules mrstiéu bien des antigénes présents sur des
cellules vivante$® Ces entités vont étre dégradées en peptides etpéfsentées au
complexe majeur d’histocompatibilité de type Il (EMII) au sein des compartiments
endosomaux. Le complexe formé va ensuite migreaéets le cytoplasme cellulaire jusqu’a
la surface membranaire, pour étre présenté auxleslT-CD4.1% Pendant ce temps, la
cellule dendritique migre depuis linterface épithe vers les organes lymphoides
secondaires. C’est ici que le peptide antigénicgigpeesenté aux cellules T et que les DCs
deviennent matures, conduisant a la fin du proses®ndocytos&€ Cela conduit également
a une trés forte augmentation d’expression des GMHlII, ainsi que des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 (ou B7.1 et B7.2), quimpettent de stimuler les cellules T et
d’induire leur proliférationvia le ligand CD28*? On trouve aussi I'augmentation de
I'expression du récepteur CD40 (le ligand CD40-teegrimé par les lymphocytes Th), ainsi
que l'augmentation de la production de nombreusgskimnes comme I'lL-12 ou I'IL-10,
permettant la stimulation des cellules T.

On distingue deux types de DCs, a savoir les edlatyéloides (mDC) et les plasmocytoides
(pDC) :



- Les cellules myéloides (mCD) regroupent plusiesogs-unités de cellules dendritiques,
comme les cellules de Langerhans (LCs), les cslldiendritiques dermiques (DDCs) ou
encore les cellules dendritiques dérivant des myieedmoDCs). Elles sont présentes dans le
sang et dans les tissus périphériques, ce quictanfere de part leur localisation, le nom de
sentinelles de I'organisnt&! Une fois exposées a des IFN de type | (FENar exemple), ces
cellules induisent la différentiation des T-CDdaives en T helper CD4permettant de
promouvoir la réponse anticorff4.Ces cellules expriment également des récepteuta de
famille des lectines de type C comme un récepteanridse (CD206) ou encore les
récepteurs DC-SIGN (CD209) et DEC-205 (CD205).rédsonnaissent tous des composes
carbohydratés, avec présence soit de mannose galatgosé’> On trouve aussi le récepteur
CD11c, qui s'active en présence d'un ligand baetéde type lipopolysaccharidique (LPS).
Tout ceci va conduire a la production d’interlewdsndont la principale est I'lL-12,
provoguant ainsi une réponse dirigée Thl.

- Les cellules plasmocytoides (pDC), appelées ansause de leur similarité cytologique
avec les plasmocytes, sont également présentesedsausg. Elles n’expriment pas les mémes
récepteurs que les mCDs, a savoir que les CD1teptréur Mannose ou DC-SIGN sont
absents. On trouve des récepteurs de la familleTd&s, comme les TLR 7 et 9. lls sont
impliqués dans la reconnaissance de particules NWABu d’ARN dorigine virale,
reconnaissance qui se fait dans 'endosome. Cetanduire la cellule a exprimer de grandes
guantités d’'interféron de type I, comme I'IRN-qui sert notamment a différencier les cellules
B naives en plasmocyt¥8 mais aussi a activer les mCDs.

La figure 1.1 illustre la communication cellulaie produisant lors de la présentation

d’antigenes aux DCs.
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Figure 1.1 : Schéma illustrant la communicationlaklire amenant a la destruction de I'antigene, ucie cellule
tumorale (d’aprés Smytat al 2001)*"! Les particules antigéniques tumorales (TAAs) goig en charge par
les DCs immatures. A ce moment, les DCs vont matétamigrer vers les nodules lymphatiques ol eavent
les cellules T CD8 et CD4. Les DCs vont exprimeffédentes molécules a leur surface (CMH | et II,
CD80/CD86 et CD40), qui vont interagir avec les @eoles se trouvant sur les cellules T (TCR, CD4é:L
CD28). En réponse, les DCs sécrétent massivemeditek?, qui stimule la prolifération des celluléh-CD4

et Tc-CD8. Pour finir, on observe la lyse des defiutumorales grace a la sécrétion par les cellliesde
perforines et de granzymes. La premiere générepdess dans la membrane cellulaire cible, la deugiém
provoque I'apoptose cellulaire.

L’activation des cellules T est contrdlée par denhceux processus de régulation positifs et
négatifs. Certains des processus positifs (rece@B80/CD86 ou CD40), qui permettent de
stimuler les cellules T, ont été présentés suglaé I.1.

L'un des principaux processus négatifs, qui s’dpp&hnergie, est un phénomeéne qui
concerne les cellules T et se traduit par l'inldbitde la réponse immunitaire. Ce phénomene

sera développé ultérieurement.

IV) Le complexe CD1d

A) Généralités sur la famille de molécules du CD1

Les molécules de la famille du CD1 sont des mdéscde types « CMH-I-like ». Elles

comprennent des glycoprotéines qui sont expriméda &urface de plusieurs cellules
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présentatrices d’antigenes, comme les lymphocytete® macrophages ou les DCs. Les
molécules de la famille CD1 sont hétérodimériqueanerées a la surface de la membrane
cellulaire. La chaine lourde est constituée destawmainesgol, a2 et a3, associés de
maniére non-convalente a une chaine légere32lanicroglobuline 2m) qui est aussi
associée a la chaimedu CMH de classe | classique. Sur la figure I12lkstrée la molécule

CD1d de souris avec son ligand.

Figure 1.2 : Complexe CD1d-ligand chez la sourigafés Zajoncet al 2005)®! Les rubans représentent le
squelette du récepteur. Le ligand (en jaune) estrapagné d’un spacer (en orange) au sein du récepte

Le site de liaison du TCR est composé de régionsedwariables, comme les CDRs
(Complementarity Determining Residues) qui sont kescles rentrant en contact avec le
complexe CD1d-ligand, et qui sont responsablesadaison a I'antigene. Sur le CD1d, on
trouve la présence d’'une ouverture étroite entsehkdicesal eta2, qui permet a la partie
polaire du ligand d'étre exposée a la surface dapi&ur, et d’étre reconnue par les CDRs du
TCR.

Méme si I'existence des molécules de la familleCdul est connue depuis 1979, ce n’est que
lors des dix derniéres années qu’un intérét paufdections de ces molécules est appatu.

A l'inverse des molécules du CMH classiques quoneaissent des antigenes peptidiques, les
molécules de la famille du CD1 reconnaissent dadds ou des glycolipides, grace a leurs
poches qui présentent une grande hydrophobie. @atile de molécules est classée en trois

11



groupes. On trouve d’abord les CDla, CD1b et CDdicforment le groupe 1, le CD1d
formant le groupe 2. Ces deux groupes reconnaisiesnantigenes de type lipidiques, mais le
CD1d reconnait en plus des ligands glycolipidiguss.troisieme groupe est formé par le
récepteur CD1le, classé a part car il se trouvepasra la surface des cellules, mais au niveau
intracellulaire ou il participe au transport daedigs.

A noter que seul ’'homme posséde cette famille deaules du CD1, la souris n’ayant que le
CD1d exprimé sous deux formes, CD1d1 et CD1d2.

Les molécules de la famille du CD1 sont forméessddm lumiere du réticulum
endoplasmique, par assemblage de la chaine lau@ec la chain@,m. C'est également
dans le réticulum qu'elles vont rencontrer les st du soi. La molécule est ensuite
exprimée en surface, ou elle va étre internaliséer petourner vers les compartiments
endosomiques, afin d’échanger les molécules demtire les molécules du pathogéene. Ceci

est présenté dans la figure 1.3.

Apparell " Puit ge

[a[2] GD_lgi_ clathrine
. Chaine ; = ; 1\ _________.. CD1c
~jalrde ™ |
!... ° ﬁzm
| -' ' Endosome
N Qg ) précoce o1
Hoyau 1 I Endosome i /'
11y tardif i CDib
[ WA
— |/ Réticulum Lysosome

— "\ endoplasmigue

Figure 1.3 : Trafic intracellulaire des molécules da famille du CD1 (schéma réalisé d’aprés Briglal.,
20045%. La chaine lourde s'associe a la chdis dans le réticulum endoplasmique. La molécule @Dhée
prend en charge un peptide du soi (petit cercladdlaavant de I'échanger contre un lipide ou glyde
pathogene (petit cercle noir). Les différents tygpesCD1 n'ont pas la méme localisation dans laiellAinsi, le
CD1a se trouve seulement dans I'endosome préamcEDic dans I'endosome précoce ou tardif, le CDArtsd
'endosome tardif ou le lysosome, et enfin le CDl&DS le lysosome.
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B) La molécule CD1d

La molécule CD1d est exprimée sur les macrophadgsscellules B et les DCs. La
présentation du peptide pathogene par le CD1d wwmitprocessus précis, impliquant
différentes molécules chaperonnes. Bendataal. ont établi un modele global montrant le
trafic cellulaire et la prise en charge d'un lipjlthogéne par la molécule CD4d La figure
l.4 illustre ce modéle.

Lipide
exogene

iGb3
| |

e

L \AP-2/AP-3

e

Lysosome

Golai .
ola! % Endosome tardif

Phagosome

Figure 1.4 : Prise en charge de I'antigéne lipidigjpar la molécule CD1d Aprés avoir été assemblé dans le
réticulum et avoir pris en charge un lipide du s, CD1d est transporté a la surface cellulaire. La
reconnaissance d’une base tyrosine sur la queoglagmique du récepteur par la protéine adaptadit®, va
conduire & l'nternalisation du CD1d qui est ensulirigé dans les compartiments endosonfdlike transfert
entre les différents compartiments fait intervemairprotéine AP-3. Une fois dans I'endosome, la ¢iret de
transfert de lipides, saposine B pour le CD1d,alzéger le lipide du soi contre le lipide pathog&aprésenté

ici par I'iGb4. La molécule du CD1d est ensuitecuveau présentée a la surface cellulaire afin gugand
puisse étre reconnu par le TCR des cellules iINKTSs.

C) Le complexe CD1d-cellule INKT
Lorsque la molécule CD1d présente un ligand (iguid ou glycolipidique) issu d’'un

pathogene, les cellules iINKTs vont reconnaitragand et influer sur la réponse immunitaire.

Les iNKTs vont sécréter une large gamme de cytekitede chemokines dans un laps de
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temps de une a quatre heures, ce qui va amenartarition de deux types de réponse. D’'une
part, une réponse appelée pro-Thl, conduisant &timalation pro-inflammatoire ou anti-
tumorale, et d'autre part une réponse pro-Th2 cgadtt a une stimulation

immunomodulatrice ou humorale. Cette réponse ésepitée sur la figure 1.5 suivante.

Réponse Th2 immunomodulatrice.
Sécrdtion d'anticoms

TPty 7] Frady

é

Réponse Thi pro-inflammatoire at ‘

anti-cancérause

Figure 1.5 : Cellules iNKTs stimulées par le conxgleellule dendritique-ligand (d’aprés Redetyal 2009)>?

La réponse induite par les cytokines pro-Thl engend régulation d’infections d’ordre
bactérien, parasitaire ou viral. Mais cette répasesgalement impliguée dans des maladies
auto-immunes, comme le diabéte de type 1, le Idfarshrite rhumatoide ou I'asthme induit
par des allergénes.

Les cytokines induisant une réponse pro-Th2 peuaté@huer la réponse inflammatoire Thl,
ce qui peut limiter l'induction de maladies autoammes. Néanmoins, les deux types de
cytokines peuvent étre sécrétés lors d’'une stinamaet ce phénomene est observé dans le
cas de I'encéphalomyélite auto-immune expériment@kE)*®! qui est une maladie auto-
immune activée par une réponse pro-Thl. Lorsquecygskines de type Th2 (IL-4 par
exemple) sont inhibées, la maladie se développe theouris. A l'inverse, lorsque les

cytokines Thl (IFNy par exemple) sont inhibées, la maladie régressesSleux cytokines
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sont produites, les deux réponses s’annulent.dDstate alors qu'il peut étre intéressant pour
un composé dans le cadre d’'un traitement de malddiprovoquer soit une réponse Thl soit
une réponse Th2.

A noter que la sécrétion des cytokines pro-Thl retTh2, induite par la formation du
complexe TCR/glycolipide/CD1d, peut étre inhibée. &fet, une administration répétée de
ligand fait apparaitre un phénomene qui toucheddales NKTs et que 'on nomme anergie,
provoquant une trés forte baisse du taux de séordg cytokines.

V) Anergie des cellules NKTs
A) Généralités sur I'anergie des cellules T-CD4

L’anergie est un processus biologique mis en place de réponses immunitaires,
pour minimiser le risque d’auto-immunité. La régida des cellules T est dite négative, car
on observe un état de non-réponse immunitaireeytrasluit par une forte baisse d’expression
des TCR et d’expression de I'lLE# Ce phénoméne a été observé pour la premiére fois da
les années 1980 dans le laboratoire de Ronald $Whotl il a été montré sur des cellules
T-CD4" mises en présence d’antigénes présentés par des. AR restimulation des cellules
T a montré une prolifération tres faible ainsi qutaux de sécrétion d’IL-2 trés faible.

Les éléments mis en jeu dans I'anergie sont leptéae TCR, ainsi que le récepteur de co-
stimulation CD28. Dans le cas ou seul le TCR est@con observe une augmentation de la
régulation de la voie calcium/NFAT (Nuclear FaabbrActivated T cells), qui va conduire a
'expression de facteurs de régulations négatieesnme Cbl-b, Itch, GRAIL ou DGK-
a (figurel.6 A). lls empéchent la traduction des genes de I'lli-Aeel’'IL-2R (récepteur de
I'IL-2), en agissant sur des éléments cellulaires.

Ainsi, en prenant I'exemple de DG&K-qui est une kinase (DiacylGlycerol Kinagg-elle
phosphoryle le DAG (DiAcylGlycerol) I'empéchant ¢'é impliqué dans I'expression du
facteur de transcription AP-1 (figure 1.6 BY.
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Figure 1.6 : Voies de signalisation menant & I'agier des cellules T (d’aprés Zheatal).*” A. Activation du

TCR sans co-stimulation. Cette voie conduit a lgpmaduction de calcium, qui va entrainer I'expressides

facteurs de régulation négatif comme Cbl-b, ItchDBK-a (encadré en rougeB. Exemple de I'action du
facteur DGKae. Il va agir sur la phosphorylation de DAG, qui vandaire a I'inhibition de I'expression de I'IL-
2.

Mais pour que l'anergie soit effective, il faut &gaent que la protéine mTorCl soit
neutralisée, car comme le montre la figure |.7¢ @larticipe a I'inhibition des facteurs de
régulations négative®)

Dans le cas ou le TCR et le CD28 sont activés sané@ment, 'anergie n’est pas observée car
la voie de recrutement du facteur de transcripfiBal est opérationnelle pour la transcription
du géne de I'L-2* L’activation du CD28 permet surtout d’exprimer peotéine mTor,

impliquée dans I'inhibition des facteurs DGK-tch, etc (figure 1.7).
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Figure 1.7 : Expression du géne de I'lL-2 et IL-2Rinhibition des facteurs de transcription négasiyd'aprés
Thomsonet al).*? Dans le cas ot le TCR et le CD28 sont stimulés lsimément, la protéine mTorcl va
inhiber I'expression des facteurs de transcriptioégatifs, et favoriser I'expression des factewrsitfs comme
NF-kB. Ceci permettra la production d’IL-2 et I'exprssdu récepteur IL-2R.

Ce qui a été décrit jusqu'a présent concerne lesdeTh ou T-CDZ. Pour les cellules NKTs
gui nous intéressent, on ne sait pas comment tals@p co-stimulation est impliqué dans
I'activation des NKT, car le mécanisme mis en jansil’anergie semble différent.

B) Anergie des cellules NKT

On considére que l'anergie apparait lors de Vatibn du TCR, sans signal de co-
stimulation pour les T-CD4 Pour les cellules NKTs, I'anergie apparait apnés stimulation
du TCR par un ligand, avec des cellules NKTs ivasti rendant une deuxiéme stimulation
inopérantd®™ Pour I'heure I'hypothése formulée pour cette arergst qu'elle apparait a
cause d’'un manque de spécificité dans la présentdti complexe CD1d-ligand aux cellules
NKTs, avec une possible prise en charge du ligandes cellules £
Parekhet al® ont montré que le KRN7000 chargé sur des DCsipasif ne provoquait pas
d’anergie. A l'inverse, le KRN7000 chargé sur defiutes B induit I'anergie des cellules
NKT. La nature de la cellule présentatrice d’amig€CPA) est donc importante, et le fait de
pouvoir cibler la cellule dendritique grace a desteurs (liposome par exemple), pourrait

permettre d’éviter I'apparition de I'anergie.
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D’ailleurs une autre hypothése émise indique quiilke du vecteur utilisé peut également
influer sur I'anergié® Les petites nanoparticules (taille d’environ 20Qrétant reconnues
par les cellules B, dendritiques et macrophagess gue les particules de plus grandes tailles

ne le sont plus par les cellules B, permettant aiésiter I'apparition de I'anergie.

VI) Ligands reconnus par les cellules iNKTsyia la molécule du CD1d
A) Découverte d’'un ligand de CD1d

La molécule CD1d peut prendre en charge des lggéipdliques ou glycolipidiques, qui
sont reconnus par le TCR des iNKTs. Ainsi, les g peuvent provenir de différentes
origines : de mammiferes, de bactéries ou d’épongasnes. En 1994, une famille de
molécules extraites d’une éponge mariAgelas Mauritiany est découverte comme ayant
une activité anti-tumorale. Cette famille de moléstest appelée AgelaspfinAGL) dont

voici deux exemples sur la figure 1.8.

||IIO

%J\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

||||IZ

Agelasphin-9b o4

HO

Q oH
HO )J\g/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
&é ;O HN S
OHO\;\‘/\/\/\/\/\/\/
Agelasphin-7a (),

HO

O\;Y\/\/\/\/\/\/\/
KRN7000

Figure 1.8 : Agelasphin-9b et 7a issusddielas mauritianet KRN7000 synthétique

En 1995, I'équipe de Koezuka du Laboratoire de BRettte Pharmaceutigue de Kirin
Brewery, a validé l'activité anti-tumorale des AGtsntre des mélanomes inoculés chez la

souris (souris B16¥: ® Ayant identifié le motifa-Galactosyl-CéramidenGal-Cer) comme
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I'élément redondant chez les AGLs, ils ont entrefaisynthese de dérivés de cette famille de
composeés, qui les amena a I'obtention du KRN700Qu(E 1.8), constitué donc d'ua-
galactose et d’une céramide constitué de deux eba@rasses.

Ces molécules sont composées de deux partiespartie osidique et une partie céramide,
constituée d’'une chaine grasse et d'une sphing@itine aliphatique saturée). La liaison
glycosidique établit entre ces deux entités edbdae a pour la position anomérique, alors
gue chez les organismes dits supérieurs, la foarmus abondante est la forrfie D’autre
part, la partie céramide ne comporte pas de sphingdchaine aliphatique contenant une
insaturation), mais une sphingoide. Dans les and88§, les caractéristigues des AGLs
(sucre de formex et céramide comportant une sphingoide), étaiefdpposé de ce qui

étaient connus dans le monde vivant a cet instant.

B) Ligands phospholipidiques endogénes

Il a été montré que les constituants membranaiesscellules peuvent aussi étre des
ligands du CD1&” Des phospholipides purifiés (extraits de cellums)e synthése comme
le phosphatidylinositol (Pl), la phosphatidylch@i{PC), le phosphatidylglycérol (PG) ou la
phosphatidyléthanolamine (PE), pourrait étre reaopar le CD1d. Plus récemment, il a été
mis en évidence chez 'Homme, que la lysophospylatidline (LPC) pouvait également étre
un ligand naturel des iINKT&! La LPC se retrouve & des taux élevés chez desnfti
présentant un myélome multiple et active les cedlulNKTs, mais faiblement en comparaison
au KRN7000.

C) Ligands glycosphingolipidiqgues endogenes
La nature produit essentiellement des composéogyes dont la position anomérique
est de formd3. On trouve ainsi chez les mammiferes (souris, honetwe,.) deux molécules

nommees iGb3 et Gb3, qui sont deux isomeres coéstitle trois sucres pour la partie

osidique, et de deux chaines grasses pour la adfrgure 1.9).
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Figure 1.9 : Présentation de I'iGb3 (isoglobotrihesylceramide) et du Gb3 (globotrihexosylceramide).

Gb3 a été trouvé exprimé sur des tumeurs dansdee ae plusieurs cancers, comme les
adéenomes colorectaux, le lymphome de Burkitt (fdition des lymphocytes B), le cancer
du sein ou le cancer des testiciés.

L'origine de I'iGb3 n’est pas vraiment établie. Zhet al,'®® stipulent que I'iGb3 active aussi
bien les cellules INKTs humaines que murines. Lebjgme est qu’il n'est pas évident de
prouver I'existence de cette molécule chez 'lhom@kez la souris, on la trouve sous la
forme d'iGb4 (avec 4 sucres) qui est dégradé erBi@dar une enzyme lysosomale,la
hexoaminidase Bp{HexB). Un déficit en enzyme a montré un impactlsuldéveloppement
des cellules iNKTs, avec une forte réduction déeegl La3-HexB coupe les groupements
N-acetylgalactosamine (GalNAc), groupe que I'omaete sur I'iGb4 (schéma 1.1).

Stanic et al ont montré sur un modele cellulaire murin, que n@nque enp-D-
glucosylceramide (enzyme impliquée dans la syntbdefeglucosylceramide) ne permet pas
d’'activer les INKTs, mais que ce déficit en enzymimpacte pas la présence de iNKTs dans
I'organisme®®

Li et al. ont montré que I'enzyme lysosomaieyalactosidase joue un réle dans le contrdle de
la génération d’antigenes lipidiqgues endogenes pesicellules iINKTs. L’'absence de cette
enzyme facilite 'activation des iNKTs par la prise charge de ligand de typegalactosé’”
Sont représentées sur le schéma .1 les différamies d’'obtention supposeées de I'iGb4,
iGb3 ou Gb3.
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Schéma 1.1 : Différentes voies d’obtention suppsste I'\Gb4, iGb3 ou Gb% 5

Le test de stimulation des cellules INKT par I'iGb3 I'iGb4 a montré que seul I'iGb3 peut
les stimuler, et que I'iGb4, de part la présencgmuwpe GalNAc n’est pas actif.

Chez 'homme, IiGb4 a été trouvé en trés petitargité dans le thymu&’ Ceci laisse
supposer la présence chez ’lhomme d’'une enzymeleaga réduire I'iGb4 en iGb3. Mais un
autre schéma de synthése de I'iGb3 a vu le joutgpdécouverte d’'une enzyme présente dans
le sang humain, la galactosyltransferase de grdip@&TB), qui pourrait permettre la
synthése de I'iGb3 & partir de lactosylcéramidd’éDP-Gap.*”! Le résultat obtenu montre
effectivement que I'enzyme GTB permet de synthéfig8b3 in vitro, mais a des taux trés
faible.

Malgré la découverte de I'ilGb3 comme antigéne eadegl'information sur les interactions
du complexe CD1d-iGb3-TCR reste a clarifier.

D’autres molécules ont été identifiees comme atdiua potentiels des cellules iINKTs. On
retrouve ainsi le ganglioside GD3, exprimé partleseurs de I'ectoderme, ou de sulfatides

présents dans la myéline du systéme ner{/éux.
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D) Ligands d’origines microbiennes

Plusieurs études ont montré que les cellules iINK8®nnaissent une large gamme
d’antigenes d’origine microbienne. Le premier démsti a été le PIM4 (tetramannosyl
phosphatidylinositol) purifié cheMycobacterium bovi€? Ce composé a montré qu'il
stimulait assez peu les cellules iNKTSs, et indailsaproduction d’'IFNy et peu ou pas d’IL-4.
D’autres bactéries ont montré qu’elles sécrétaiest composés pouvant induire I'activation
des iNKTs. On trouve aind®orrelia burgdorferiavec laMGalD (alpha-MonoGalactosyl-
Diacylglycérol), les bactéries de la famille dgshingomonasavec lu-galacturonosyl et ¢i-
glycuronosyl-céramide (que I'on appelle GSL pouyddlSphingoLipid) ou bien encore le
protozoaireLeishmania donovaniévec des lipophosphoglycanes (LPG). Plus récemmant
lipopeptidophosphoglycane (EhLPPG) identifié dansembrane &ntamoeba histolytica
montré une activation des iNKTE: " Ci-dessous, sont représentés quelques exemples de

molécules bactériennes reconnues par les INKTsI(Ei10).

EhLPPG
Figure 1.10 : Présentation de ligands bactériens@ld, GSL-1, GSL-2 et EhLPPG.
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VII) Relation structure-activité des a-Galactosylceramides

A) Généralités

Pour éviter I'extraction en masse des Agelasphisiss d’éponges marines, évitant ainsi
leur disparition, et pour la recherche de la reflatstructure-activité de ces molécules, des
analogues synthétiques ont été obtenus par ditriboratoires, avec notamment le
KRN7000.

Le KRN7000 a montré gu’il possédait la capacitépdeposer une réponse pro-Thl, donc
favorable a une réponse anti-tumorale, mais aussir@ponse pro-Th2 qui est plutét non
favorable a une réponse anti-tumorale. On a dormcréponse immunitaire observée non
optimale. A noter toutefois que le ratio de concatiin de cytokines pro-Thl sur cytokines
pro-Th2 est supérieur a 1 (ratio IRNL-4 >1).

Pour mieux comprendre quels sont les éléments mieserr le KRN7000 favorisant son
activité, des structures cristallographiques du KRBOD dans son site de liaison ont été
publiées au milieu des années 2000. Ainsi les pnemistructures cristallographiques du
CD1d avec le KRN7000 sont apparues en 2005, psbpiée Kochet all™® (fichier PDB :
17T4) et Zajoneet all*® (fichier PDB : 1Z5L).

La molécule CD1d posséede un domaine C terminaltito@sssentiellement de feuillets beta,
alors que le domaine N terminal est plus compléaantient deux hélices alpha qui agissent
comme des « machoires » recouvrant les feuillefs. 62 domaine contient également deux
poches hydrophobes, appelées A’ et F’ (ou C’),mguimettent la prise en charge du ligand et
son orientation au sein du récepteur (figure .11 ®n observe donc que d'un coté, les
chaines aliphatiques s'insérent parfaitement dasgpbches hydrophobes, avec une chaine
dans la poche A’, et une chaine dans la poche s Butre coté, la partie osidique est coincée
entre deux hélices, émergeant du récepteur poerpgésenté au TCR des cellules NKTs
(figure 1.11 B.). On note aussi la présence d’'ymaesur dans la poche A’, qui a été identifié
comme étant un acide palmitique (C16"®permettant de stabiliser la poche hydrophobe en
'absence de ligand. En présence de ligand, I'esyragest déplacé (figure 1.11 C.).

Une fois le ligand inséré, il est stabilisé par eisons hydrogénes qui se forment entre les
acides aminés de CD1d, et les parties polaireggdnd. Dans le cas du KRN7000, il y a une
liaison entre les hydroxyles en position 2 et 3 ghlactose, et lI'acide aspartique 153

(Asp153; hélicen2). La partie céramide est stabilisée par plusidarsons hydrogenes, a
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commencer par une liaison entre le 2° NH de lasdiaiamide, et la thréonine 156 (Thrl56 ;
hélicea2). Les hydroxyles en position 3’ et 4’ font desdbns avec respectivement les acides
aminés arginine 79 (Arg79 ; héliael) et I'acide aspartique 80 (Asp80 ; héliag¢). La

Thrl56 participe également a une liaison avec k@xne anomérique (figure .11 D.).

C.

Figure 1.11 : Structures cristallographiques du eteur CD1daGalCer!*®! A. Poches hydrophobes A’ et F’ de
la molécule CD1d, sans liganB. Poches hydrophobes A’ et F' en présence du KRN7QM constate bien la
présence du sucre en dehors du réceptuPoches hydrophobes A’ et F' en présence de ligandifié, et de
spacer (en orangep. Liaisons hydrogenes entre les acides aminés dddC@t certains groupements
hydroxyles du KRN7000 (les chiffres en bleu indiguia distance en A entre 'atome donneur et aezept

Ces données ont permis de montrer l'importance ddaioes positions du ligand
glycolipidique, avec par exemple I'hydroxyle en jpios 2 du sucre qui est important, a
I'inverse des positions 4 et 6 qui ne sont pas inogles dans des liaisons hydrogenes, et qui
peuvent étre substituées.

Grace a ces études et également aux premiers aralggnthétisés juste apres la découverte
du KRN7000, il a été possible de déterminer quetd s groupements pouvant étre ou non

modifiés, comme l'illustre la figure 1.12.
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Figure 1.12 : KRN7000EnN rouge sont représentés les éléments nécesadiobsention d’'une activité (sucre de
forme a-pyrannosique avec I'OH en position 2, 'amine NH 2 et 'OH en 3’ portés tous deux par des
carbones de configuratioi®. En noir, les éléments pouvant étre modifiés @onéliorer ou maintenir I'activité
envers les cellules NKTs.

Il est important de noter que la synthese d’anasegiu KRN7000 a débuté bien avant I'étude
de la liaison KRN7000-CD1d (figure 1.11). Ainsi l#térature a montré de nombreux
analogues synthétisés en espérant pouvoir apporéemeilleure réponse anti-tumorale que le
KRN7000, donc de favoriser la réponse pro-Thl. lgodverte en 2005 des éléments
importants (figure 1.12), n’a fait qu’accentuer dgnthése d’analogues du KRN7000 avec
toujours comme objectif d’obtenir une réponse imitaire optimisée.

Nous allons ainsi voir dans les paragraphes swsviest analogues du KRN7000 les plus
pertinents présents dans la littérature, ainsilgpiguence sur le ratio que peuvent avoir les
changements opérés sur sa structure. De nombrgosiéi®ns peuvent étre modifiées, que ce
soit au niveau des chaines grasses ou au niveasud®, et nous verrons que ces
modifications jouent un rdle essentiel sur I'adBvides cellules INKTs et donc sur la

sécrétion des cytokines pro-Thl (IfiNeu pro-Th2 (IL-4).
B) Modifications de la téte osidique
1) Modification du sucre

Il a été montré que le KRN ayant une partie osieigous forme de furanose, n’était pas
actif” Il est donc nécessaire de garder la forme pyranose
Des études sur I'activation des cellules INKTs maintré que le changement de-fjalactose
par un groupemertt-mannose n’induisait pas I'activation des celludKTs. Le changement
par un groupemend-glucose (Figure 1.13 : molécule Aa-Glucosyl-céramided-GlcCer)),
induisait une activité plus faible que le KRN70¢.
Plus récemment, Reddy al ont synthétisé un ensemble d’analogues non-gigicpest’® |
s’est avéré que le motif threitol (Figure 1.13 : léoule B) est celui qui active le plus les
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cellules iINKTs, mais moins fortement que le KRN70&&erapenet al ont également
modifié la structure du sucre en utilisant un gemapnt fucosyl (Figure 1.13 : molécule &).
L'activité de cette molécule s’est révélée intéaess car elle est assez proche de celle

observée pour le KRN7000, mais d’autres analogtiksant ce motif ne se sont pas montrés
actifs.
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Figure 11.13 : Analogues du KRN7000 avec modifmatile la téte osidique

Des modifications ont également été faites surdiéfiérentes positions du sucre. La partie

anomeérique sera traitée dans un paragraphe spécifijous nous concentrons donc en
premier lieu sur les positions 2, 3, 4 et 6 dusucr

2) Modification de la position 2

La position 2 a été modifiée, mais les analogyeshgtisés n'ont montré que tres peu
d’effets sur I'activation des cellules iINKTs (figut.14 : molécules D et E). Seule la molécule
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E est active, a condition que la liaison osidiqméres les deux sucres soit clivée par une
enzymé® 8 |’ g-Mannosyl-céramideo-ManCer) testé par Kawanet al’®® n’a montré
aucune activite.

Ceci montre que la position 2 est importante dansetonnaissance du complexe CD1d-

ligand par le TCR des cellules iINKTs et que sa fincattion n’est pas envisageable.

Figure 1.14 : Analogues modifiés en position 2 dars.
3) Madification de la position 3

La position 3 a été modifiée la premiére fois pawano et al®® en rajoutant un
groupemenp-galactofuranose, provoquant une activation deslidtois fois moindre que le
KRN7000. Rajuet al®® ont synthétisé deux analogues dont la positiony@dxyle est
substituée soit par un hydrogéne, soit par un flfigure 1.15: molécule F). Ces deux
composés ont une activité assez proche du KRN7000.

Xia et al ont synthétisé des molécules dont le 3-OH esplarg soit par un azide, soit par
une amine, soit par un acétamitfeMais tous ces composés ont montré une activitéi quas
nulle.

Le composé synthétisé par Xirgg al® posséde un groupe 3-O-sulfate (figure 1.15:
molécule G) induisant un profil cytokinique Th1/T&itnilaire au KRN7000.
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Figure 1.15 : Analogues modifiés en position 3 dars.

4) Modification de la position 4

Xia et al®! ont synthétisé un analogue ayant un groupemenMd-{figure 1.16:
molécule H) qui induit nettement une sécrétion gmkines de type Th2 par les cellules
INKTs. On parle alors de profil pro-Th2 de la malkcH. D’autres analogues modifiés en
position 4 ont aussi montré un profil de type phi®,'mais dans tout les cas les quantités
relevées sont tres faibles par rapport au KRN7000.

Plus récemment, Zhangt al’® ont synthétisé 3 analogues possédant un groupement
aromatique en position 4. lls ont montré que ladowle | (figure 1.16) était plus active que le
KRN7000, aussi bien vitro quein vivo. La molécule J a montré une activité inférieure au
KRN7000in vitro, mais un peu meilleuri@ vivo. Dans tout les cas, ces analogues ont montré
un profil cytokinique quasi identiqgue au KRN70@0vivo, avec une réponse pro-Th2 dans les

4 premiéres heures (augmentation sensible de )Jlpdis une réponse pro-Thl par la suite

(baisse de I'lL-4 et augmentation de I'IR)-
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Figure 1.16 : Analogues modifiés en position 4 dars.
5) Modification de la position 6

La position 6 est la position qui a subi le plesrdodifications a ce jour. Parmi tous les
analogues synthétisés, nous allons en voir 4 gesquent une activité remarquable. Le
premier a été synthétisé par Ebenseal®®, avec la modification de la position C6 en amine
primaire. Ceci a permis de greffer un groupemen® REoly Ethylene Glycol) qui confere a
ce composé un profil pro-Th& vivo (figure 1.17 : molécule K).

Zhouet al®” en 2002 ont synthétisé un ensemble de molécultamaoit des fluorophores,
soit la biotine. Il s’est avéré que le composé daduiotine (figure .17 : molécule L) active
les cellules INKTs a un taux supérieur a celui dRINY000.

Tashiroet al’®® en 2008 ont effectué la synthése de composésmjuous induiin vivo un
taux de seécretion d’'IFN-nettement supérieur au KRN7000, 12h et 24h ampjestion. La
molécule la plus performante du lot est constitdé®m groupement methoxy en C6 (figure
.17 : molécule M).

Trappenierset al®® ont entrepris en 2008 la synthése de composég ayagroupement
aromatique en position C6. Ces groupements étalestou moins fonctionnalisés par des
éléments électro-attracteurs comme le fluor (F)eotrichlométhane (CG). Tous ont induit
in vivo, un profil pro-Thl avec des doses d’IL-4 trés baspar rapport au KRN7000.
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Certaines de ces molécules ont induit des protit@ra cytokiniques trés intéressantes, ce qui
a conduit Aspeslaglet al® & confirmer ces résultais vivo en regardant notamment
I'influence de ces molécules sur la prolifératiombrale pulmonaire. Lors de ces tests, c’est
la molécule ayant un naphtalene en C6 (figure :l.inblécule N) qui se montre la plus

performante, avec une nette diminution chez laisalwr nombre de tumeurs sur les poumons.

Figure 1.17 : Analogues modifiés en C6
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6) Modification de I'oxygéne pyranosique

L’oxygeéne du cycle pyranose a également été n&difi c’est principalement I'équipe de
Kenji Mori qui synthétise des composés avec desifinations a ce niveau, en remplacant
'oxygéne du cycle pyranose par un groupement nhétley Le premier composeé fut
synthétisé en 208 (figure 1.18 : molécule O), et les résultats biddpgs obtenusn vivo
furent trés intéressants. En effet, dans le cadireedéponse anti-tumorale, les propriétés pro-
Thl de la molécule se sont avérées nettement supési a celle du KRN70p@vec un taux
de sécrétion d’IL-4 tres faible, et un taux d’'IfNres élevé. Plus récemment, I'équipe de
Kenji Mori a synthétisé des molécules avec toujorosmme base le carbocycle, mais en
modifiant cette fois-ci la position C5-C6. L'une des molécules a ainsi le carbone C6 qui est
substitué par un alcool, porté donc par le carb@Befigure 1.18 : molécule P¥¥ Comme
précédemment, I'effet biologique induit par cettelécule est tout a fait remarquable dans le
cadre d’une lutte anti-tumorale, avec un profiteetent pro-Th1.

Ces molécules ont ainsi montré qu’elles sont deslidates potentielles pour induire une

réponse immunitaire anti-tumorale efficace.
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Figure 1.18 : Analogues synthétisés par I'équipekasji Mori.
C) Modification de la partie anomérique

Plusieurs anomerds ont été synthétisés par différents groupes. En7,198quipe de
Taniguchi a vérifié I'activite du compogeGalCer qui s’est révélé étre beaucoup moins
réactif que 'anomeérex sur la stimulation des iINKTS” A ce jour, les anomeére sont

toujours considérés comme inactifs, car ils n'ors pmontré d'activité significative.
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Néanmoins, Morsheet al. ont tout de méme cherché a utiliser la foffnet c’est ainsi qu’on
I'utilise notamment dans le cas du traitement de maladie-igumone comme le lupus.
L’injection de la forme3-GalCer seule (figure 1.19 : molécule Q) ne prowwg@uesque aucune
activité. Si on administre d-GalCer, on remarque que la forfiecontréle I'activité de la
forme a (baisse du taux de cytokines Thl responsable gus)y conduisant a une
amélioration de la maladi€®!

Une autre modification sur la position anomérigaesiste en la substitution de 'oxygéne par
un méthyléne, dans le but de limiter la dégradaitiovivo par les glycosidases. En 2002 les
premiers tests biologiques apparaissent, mettajguenne molécule appeléeC-KRN et qui
montre une tres forte activité pro-Thl, en compamidu KRN7000, contre les cellules de
mélanomes B16¥ A partir de 2003, I'équipe de Moriya Tsuji a syétisé la-C-GalCer
(figure 1.19 : molécule R) et a effectué des tdstdogiques plus détaillé®> " On découvre
ainsi que cette molécule a effectivement un fotteptiel pro-Thl, avec des doses d'IFN-
y produites supérieures a celles obtenues avec |e7RBI et des doses d’IL-4 trés largement
inférieures. L&-C-GalCer est ainsi 1000 fois plus protecteur aoria malaria que le
KRN7000 et est aussi efficace a des doses 10pligssfaible que le KRN7000. En effet, 1 ng
d’'a-C-GalCer est tout de suite tres efficace, lorstuieng de KRN7000 sont nécessaire pour
une protection partielle et 100 ng pour une pratacsimilaire au C-GalCer. Le ratio IFiN/
IL-4 calculé est ainsi de 1,64 pour le KRN7000det4,42 pour B-C-GalCer. Ce méme
groupe a montré de maniere surprenante, que lerelideeCD1d humain chargé avea-IC-
GalCer n'interagit quasiment pas avec les cellif6T humaines® La conséquence est
évidemment un faible taux de sécrétion de cytokpaasles iNKTs, mais il semblerait dans
une étude récente, que ce soit les difféerencese desr TCRs invariants des iINKTs qui
moduleraient I'activité de di-C-GalCer, plutdt que l'intéraction avec la moléc@D1d™

En 2006, Bittmaret al®@ ont remis en cause l'activité du C-galactocéraméte montrant
gue les doses de cytokines induites par la moléstalient plus faibles que le KRN7000. lls
ont eux méme synthétisé un analogue avec un méthyd moins entre la position
anomérique et la céramide (figure 1.19 : molécuUlegli s’est avéré étre trés peu actif. Mais
ils montrent tout de méme que les ratios ded-GalCer et de la molécule S sont bien
supérieurs au KRN7000. Cela montre tout de méncariactére prometteur de ces molécules
dans le cadre d’'une lutte anti-tumorale.

L’'oxygéne en position anomérique, a aussi été raodppar un atome de soufre (figure 1.19 :
molécule T). Deux équipes ont ainsi synthétisé ateslogues identiques, mais suivant des
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protocoles différent&® %Y | 'utilisation de I'atome de soufre s'est justifigar le fait que,
comme l'analogue-C-GalCer, la liaison S-osidique est plus stableroains sensible aux
coupures enzymatiques. Dans une étude menée pag@hal™®? sur la stimulation des
cellules iNKTs par différents analoguesid>alCer, la-S-GalCer s’est montré tres peu actif,
ce qui laissait penser que ce type d’analoguesait'gue tres peu d’intérét. Mais une étude
plus récente a montré une activité comparable alN#RO0 sur l'activation des cellules
iNKTs humainesn vitro.'%¥! L’ a-S-GalCer induit aussi de maniére équivalente luration
des DCs en présence de cellules iINKTs, et doncegidersécrétion de cytokines. Par contre,
les cellules INKTs de souris n'ont pas montré dgmes d’activation, ce qui confirme les
résultats de Changt al sur ce point. Néanmoins, vu les résultats;S-GalCer pourrait étre
un futur candidat dans le cadre d’une stimulatromunitaire chez 'lHomme.

La molécule U (figure 1.19 : molécule U) a été syitisée récemmeHt? Elle posséde une
modification sur la partie anomérique, avec un Nih dlace de 'O, mais également un
meéthyléne qui remplace 'O pyranosique. Les équige<astano et Llebaria ont synthétisé
deux analogues possédant un cycle « aminocyclitolais seule la molécule U a montré un
intérét. Les résultats des tesisvitro ne se sont pas révélés tres intéressants, ctauesle
cytokines IFNy et IL-4 sont trés bas et nettement inférieurs &NK7000. Les testi& vivo
ont montré un profil nettement plus intéressans Bxesures de cytokines ont été effectuées a
2 et 24h. La molécule U induit un taux de sécrétddhN-y quasi nulle & 2h, et un taux d’IL-
4 trés faible. A 24h, le taux d’'IL-4 a encore béispour étre quasi nul, alors que le taux
d’'IFN-y est presque deux fois plus important que pourR&KO00. On observe donc que la
molécule U induit un profil pro-Thl beaucoup plagportant que le KRN7000. Les auteurs
n’expliquent pas vraiment pourquoi les résultatwitro etin vivo sont tellement opposeés,
mais ils supposent que I'absence d’oxygene anomenggrmet a la molécule U d’avoir un
temps de demi-vie plus long dans 'organisme. Ugsogidases ne peuvent le dégrader, ce

qui confere a cette molécule une plus grande podigilité in vivo.
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Figure 1.19 : Analogues du KRN7000 avec modificatie la position anomérique.

D) Modification de la partie polaire de la céramide

C’est une position qui est peu étudiée danstirditure, mais dont la modification a tout
de méme pu montrer des effets biologiques inténéssin 2007, Leet al. ont synthétisé un
composé avec un groupement triazole en lieu eteptic la fonction 2'NH (figure 1.20 :
molécule V). Les analogues synthétisés ont tousitingh profil pro-Th2%®!

En 2008, Fuhshuket al’® ont synthétisé différents analogues, dont deux awecycle
azetidine et pyrrolidine, a la place du 2’'NH. hgére que le composé avec l'azetidine (figure
.20 : molécule W) induit un profil pro-Th2, alogsie celui avec la pyrrolidine induit un profil
pro-Th1l mais avec des doses cytokiniques beaudosgables que pour le KRN7000.

34



En 2010, un groupe a remplaceé la liaison amide’ soiR par des liaisons ester, soit par des
liaisons éthel'®”! Différents analogues ont ainsi été synthétiséss mau ont montré une
activité significative. La molécule la plus pertine étant la molécule X (figure 1.20 :
molécule X), qui posséde en plus un méthoxy sokition C6. Elle induit un taux d’IFN-
tres faible, mais un taux d’'IL-4 comparable au KRR, conférant a cette molécule un profil
d’activation plutét pro-Th2.

Les analogues présentés ici ont tous montré unl fifo2, indiquant que la position 2’NH a
une influence sur la balance cytokinique.

Trappenierset al ont également changé cette partie polaire dérantide, en modifiant soit
la position 3’, soit la 4’. lls y ont inséré une iam primaire en remplacement de I'hydroxyle
(figure 1.20 : molécule Y§°! L'impact des modifications apportées aux molécides
l'activité cytokinique induite n’est pas négligeablcar les taux d’'IFN- et d’lIL-4 sont
nettement inférieurs a ceux retrouvés pour le KRNIZ®n peut tout de méme constater que
les molécules ayant I'amine en position 3, soraum®up moins actives que les molécules
modifiees en 4'. Ceci révele que la position 3’ aae position trés importante dans la
reconnaissance du ligand par le TCR des iNKTssaloe la position 4’ I'est un peu moins.
On peut constater cela sur les ligands dits « edmgy» de la molécule du CD1d.

Les structures cristallographiques montrent qumokition 4'OH participe tout de méme a une
liaison hydrogene avec l'acide aspartique 80 du dDparticipant ainsi au bon

positionnement du ligand pour une meilleure recasaace par le TCR.
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Figure 1.20 : Molécules dont la partie polaire dedéramide est modifiée.
E) Modification de la partie hydrophobe de la cérande ; chaines grasses R1 et R2

Cette partie est la composante du KRN qui a suplds de modifications. Les variations
qui y ont été effectuées ont permis d’élaborer @@aposés induisant un profil pro-Thl ou
pro-Th2. Nous allons donc diviser cette partie enxd avec d'une part les modifications
effectuées sur la chaine aliphatique R1, et d'aptad, celles effectuées sur la chaine
aliphatique R2.

1) Modification de la chaine aliphatique R1

L'une des premiéeres modifications effectuées sar chaine R1, a consisté au
raccourcissement de celle-ci. Ga#f all*® ont synthétisé différents analogues, dont un
exemple est illustré sur la figure 1.21 (figurell.2molécule R1-A). Les tests qui ont suivi ont
montré un net potentiel pro-Th2 de la plupart de¢écules, avec un ratio IFif IL-4 plus

bas que pour le KRN7000. Ceci peut s’expliquerl@dait que ces composés ont une affinité

36



moins importante dans le récepteur CD1d que le KRR/ conduisant a une stimulation des
iINKTs plus modérée.

Par la suite, sont apparues dans la littérature rdekcules ayant une ou plusieurs
insaturations. Yet al,*® et plus récemment Velmourougaeeal,***! ont synthétisé des
analogues qui induisent des profils quasi exclusesmt pro-Th2. Le taux d’'IL-4 étant assez
proche de celui induit par le KRN7000, mais le taliEN-y est nettement plus bas, voire
inexistant dans certains cas. Les molécules R1HBLeC posseédent deux insaturations (figure
.21 : molécule R1-B et R1-C) et sont les molécalgant le potentiel pro-Th2 le plus marqué.
Plusieurs équipes ont également synthétisé desas#avec un groupement aromatique en
position terminale de la chaine grasse R1. En 2B0fo et all**? ont synthétisé une série
dont la chaine R1 variait en longueur et se terinper un groupement phényle. En 2007,
Changet all**® ont publié les tests biologiques de ces analoguestrant majoritairement
des profils pro-Th1 (figure 1.21 : molécule R1-En 2008, Lianget al*** ont synthétisé des
composeés reprenant le principe de Fujio et Chahgiie R1 raccourcie plus un phényl en
bout de chaine) mais en fonctionnalisant le growgrgrmphényle epara, par des groupements
comme le fluor, un methoxy ou du trifluorométhahes études biologiques ont montré que
les molécules fonctionnalisées induisaient un ré&d-y / IL-4 encore plus élevé que les
composés non fonctionnalisés. La molécule R1-Hugite parfaitement (figure 1.21:
molécule R1-E), avec l'induction d'un ratio IFNF IL-4 supérieur de 1 point par rapport a
celui induit par son homologue non fluoré.

En 2010, Parket al ont synthétisé plusieurs lots de composés, destdeux chaines
aliphatiques sont raccourcies et fonctionnaliségsup groupement phényle termifiaf’ Les
tests effectués sur ces molécules, ont montréeqoerhul de ces deux modifications empéche
toute activation des cellules NKTs.

En 2011, Leet al. ont synthétisé deux analogues avec une chairteatiijpe supplémentaire,
greffée sur la chaine R1 (figure 1.21 : molécule 31! Ces composés induisent un profil
comparable au KRN7000, avec la production de taeixcytokines IFNy et IL-4 quasi
identiques.

Pour résumer, le raccourcissement de la chainkagiiue R1, ou bien la présence d’'une ou
plusieurs insaturations, va conduire a une réppngd h2. Si la chaine se trouve raccourcie
mais en présence d'un groupement aromatique conmmghényl, la réponse sera orientée
pro-Thl. Il est néanmoins possible d’augmentemat® rIFNy / IL-4, par I'ajout d’éléments

électro-attracteurs comme le fluor ou un groupemeathoxy.
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Figure 1.21 : Modifications de la chaine aliphatigiR1

2) Modification de la chaine aliphatique R2

Les modifications apportées sur la chaine R2 éneégalement induit un profil pro-Th2.
Le premier composé qui a changé significativemamntéponse des cellules iINKTs vers un
profil pro-Th2, est appelé OCH (figure 1.22 : malée OCHJ*" 181 Ce composé a montré
son efficacité dans le cadre de maladies auto-inesiutomme I'EAE, avec I'induction d’'un

fort taux de production d’IL-4, et d'un taux d’IFiN-nhettement moins important. Il sert

38



actuellement encore de référence pour les analogu@dh2 nouvellement synthétisés
(Velmougouranet al'**Y). Un autre composé, synthétisé par Gufél,'**® a induit un profil
pro-Th2 aussi intéressant que la molécule OCHotis utilisé une chaine R2 encore plus
courte que OCH, avec seulement 2 carbones aprgsotsons 3’ et 4 OH (figure 1.22 :
molécule R2-A).

Quelques rares composés ont induit un profil pra; domme I'ont montré Chargg all**®!

lls ont ainsi raccourci la chaine R2, mais ils y ajouté un groupement phényle en position
terminale (figure 1.22 : molécule R2-B). Ceci indun taux de sécrétion d’IFN-beaucoup
plus important que I'lL-4. L'explication de cettetwité vient de la stabilité de la molécule
dans le récepteur, grace notammernitatacking se produisant entre le phényl de R2-dest
acides aminés aromatiques du récepteur. Cette sépest néanmoins inférieure a celle
induite par le KRN7000.

Le groupe de Luigi Panza a synthétisé des analcanexsune chaine R2 aliphatique dont le
CH2 en position 6’ est remplacé par uftd. L'insertion de cette fonction éther ne procure
aucun avantage, et ce quelque soit le groupemsatéren position terminal de R2. Une
molécule s’en sort un peu mieux que les autresur@ig.22 ; molécule R2-C), avec une
activation des iNKTs meilleure que les autres cosgpasynthétisés (mesure du taux d’IL-2).
Par contre, aucun test de sécrétion d’'Nét-d’'IL-4 n'a été effectué avec ces produits.

Pour conclure, le changement de la chaine aliplmatRR conduit de maniére générale a des
composés induisant un profil pro-Th2. Seul un tgeecomposés induit un profil pro-Thl,
avec la présence de groupement phényle en poggtionnale de cette chaine R2. Comme on
a pu le voir dans le paragraphe précédent, l'imsedu groupement phényle au bout de la
chaine R1, conduit a des composés également pro{T'hdsociation de deux chaines
fonctionnalisées par un phényl, comme I'ont moRtaék et al,*** n’induit pas de réponse

pro-Thl comme on pourrait I'espérer, mais empéchtetactivation des cellules iINKTs.
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Figure 1.22 : Modifications de la chaine aliphatigr2

F) Structures cristallographiques du CD1d en présete de ligand analogue du KRN7000

La possibilité d’obtenir des structures cristatbgghiques du ligand dans son site de
liaison a permis a différents auteurs de mieux agemqre le pourquoi de l'activité de leurs
analogues du KRN7000. Ainsi Fujiet al. ont remarqué que le profil pro-Thl de leurs
composés ayant un phényl terminal sur la chaingsgr&1 (R1-D, R1-E), est dit a ot
stacking entre le phényl terminal et des acidesnémiaromatiques composant le CD1d,

stabilisant ainsi I'analogue dans le CD1d (figu&s)!**?
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Figure 1.23 : Structure cristallographique du CDXi d’analogues ayant un groupement phényle eniposit
terminale de la chaine R¥! Les groupements phényles des trois analogues espéssstabilisent les molécules
dans le CD1d grace a aurt stacking avec le Trp40 ou la Tyr73.

Aspeslaghet al. ont testé la molécule N (qui possede un profil-pind), synthétisée par
Trappenierset al, pour également comprendre comment est insérée metiécule dans le
CD1d. lls ont ainsi pu observer tout d’abord queni@écule N est stabilisée par une liaison
hydrogéne supplémentaire par rapport au KRN7008¢ d& thréonine 159 (Thrl59) et le
carbonyle portant le groupement naphtaléne (figa@y

Figure 1.23 : Structures cristallographiques du QDét de la molécule R® Sur ces deux images on peut voir
I'hydroxyle de la Thr159 effectuant une liaison Yta le carbonyle en C6 de la molécule N (encereléodge).

lls ont aussi constaté que le naphtalene stalidiseolécule N grace a due-1t stacking avec
une phénylalanine, la Phe70 du CD1d (figure 1.24).
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Figure 1.24 : 7z rstackingentre le CD1d et la molécule ! La molécule interagit avec la Phe70 présente & la
surface de la poche hydrophobe A’ du CD1d.

Une autre étude menée par Bet@l**” a permis de montrer les liaisons qui se formettece
fois-ci entre le TCR des iNKTSs, et la partie osigcdu ligand. On constate que I'hydroxyle
en 2 forme une liaison H avec I'acide aminé glycate(Gly96), I'hydroxyle en 3 avec la
sérine 30 (Ser30) et I'hydroxyle en 4 avec la pldagine 29 (Phe29). Le 3'OH de la partie
céramide forme aussi une liaison H avec le T@R,I'arginine 95 (Arg95). La position
anomérique n’intervient pas dans cette reconnaissaaout comme I'hydroxyle en position 6
du sucre qui n’interagit avec aucun acide amirgu(é 1.26).

Ce modeéle permet de comprendre la raison pour llagoertains analogues, comme-’
ManCer, ne sont pas reconnus. Dans le cas du mane®sont les positions 2 et 4 OH qui
sont dans des positions différentes de celle dactze, empéchant une reconnaissance

optimale par le TCR.

Figure 1.26 : Structures cristallographiques du quexe CD1d /a-GalCer / TCR®" Voici deux vues illustrant
les liaisons H qui se forment entre la partie agididu ligand et les acides aminés du TCR.
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G) Balance cytokinique médiée par la reconnaissanci complexe CD1d k-GalCer par

les cellules INKTs

La reconnaissance du complexe CDXdGalCer par les iNKTs, va induire la sécrétion
de cytokines. Comme on l'a déja vu précédemmers, csgokines sont divisées en deux
classes, d’'une part les cytokines pro-Thl (FNk:-2...) et les cytokines pro-Th2 (IL-4, IL-
10...). Une autre cytokine intervient également,l2, sécrétée par les DCs lorsque celles-ci
sont activées, et permet d’apporter un « boosns thasécrétion d’IFN-

Les cytokines induisent une activité immunologigues’auto-régulant. C’est ainsi que pour
le KRN7000, I'lFNy et I'lL-12 inhibe le phénotype pro-Th2, alors quie-4 désactive le
phénotype pro-Thit?!) Mais apparemment la réponse biologique du KRN Z&@Egalement
dépendante du temps. En effet la production paiNEJ's de cytokines (IFNret IL-4) est
détectable aprés 2h suivant la stimulation, avanpasser a une réponse exclusivement pro-
Th1 aprés 16K Pour obtenir ce résultat, il faut que le compl€Ld / ligand soit stable.

La nature des DCs prenant en charge le ligandssi an impact sur la sécrétion cytokinique
comme a pu le démontrer Schmiegal™®? L'interleukine IL-12 est sécrétée par les DCs
lorsque celles-ci sont liées a un ligand, perméttem« boost » d’'IFNx Si les cellules de
Kupfer (cellule du foie) prennent en charge lenigiail 'y a aucune sécrétion d’IL-12 apres
activation par les iINKTSs.

La gestion de la balance cytokinique reste encote gpur assez mal connue, et méme si
guelques pistes existent pour expliquer cette balarlles restent insuffisantes devant la
complexité du phénoméne. Néanmoins, la piste detgak certains auteurs comme Fujio ou
Aspeslagh ont montré grace aux structures crigtafmhiques, est que le profil pro-Thl de
leurs analogues est favorisé par la stabilité desleolécules dans le CD1d. Ceci laisse donc
supposer que le profil de cytokines sécrétéesgmrdlant de la stabilité de I'analogue utilisé,
avec une sécrétion d’IFMpour un analogue stable, et une sécrétion d’llodr pn analogue

peu stable dans le CD1d.
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VIII) Les vecteurs

A) Géneralités

Dans le cadre de nos travaux sur l'optimisation laleréponse anti-tumorale du
KRN7000, nous avons choisi d’insérer ce composé dkas vecteurs, afin d’améliorer la
délivrance du KRN7000 aux DCs.

Ainsi les vecteurs sont utilisés comme transpost@apables de véhiculer un principe actif
dans un organisme, et procurent de nombreux avesitag

1) solubiliser les principes actifs hydrophobes

2) protéger la molécule active de la dégradation

3) réduire la toxicité systémique du principe factout en conservant ou

améliorant son efficacité thérapeutique

4) bénéficier d’un ciblage cellulaire (pour revtiang et all*?® et Mufamadiet

al.lt24h,
Plusieurs sortes de vecteurs existent, la diffévese faisant notamment sur la nature des
composeés constitutifs.
Nous avons les vecteurs lipidiques, parmi lesgoelss trouvons les liposomes, constitués
d’'une ou plusieurs bicouches de phospholipideseethblestérol, découverts en 1961 par
Alec D. Bangham et possédant un coeur hydrophileniRzes vecteurs nous avons aussi les
micelles, qui sont des auto-assemblages de mokaudphiphiles, formant des structures de
type coeur-coquille en milieu aqueux. C’est-a-ditge les molécules amphiphiles s’auto-
assemblent en monocouche pour regrouper leurepdrydrophobes, et exposer a la surface
uniquement les domaines hydrophiles. Ceci sigaifia I'inverse des liposomes, les micelles
ont un cceur lipophilé®! Plus récemment, les nanoparticules lipidiques tioges de
triglycérides ou de cires ont été décrites. Ella# slivisées en deux groupes que I'on appelle
SLN (« Solid Lipid Nanoparticles %5 et LNC (« Lipid NanoCapsules’s).
Une autre famille de vecteurs est constituée dgnpales. On y retrouve des micelles de
polyester ou de poly(L-amino acid&¥’ mais aussi les niosomes, composés de surfactants
non ioniques comme des esters de sucrose ou dwxyéipyléne alkyl éthét?® Les
nanoparticules polymeres, découverts par Couvetual. en 1979, sont constituées de
polycyanoacrylat€®® Depuis de multiples polyméres ont été utilisésnpaiesquels on

trouve l'acide poly lactique (PLA), I'acide polyyglolique (PGA), et leur copolymére l'acide
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poly lactique-coglycolide (PLGA), qui présenteraMantage d’étre biodégradables. On peut
citer aussi parmi ces nanoparticules polyméres, nasogels constitués de polymeéres
hydrophiles™® et les dendriméres qui sont des complexes polguési construit par ajout
successif de monomergs!!

On peut aussi citer comme vecteurs les nanopaticuhorganiques, comme les
nanoparticules magnétiques (composés d’oxydesrdeofame la maghémite (§@s) ou la
magnétite (F€,)) ou les nanoparticules d'8f? 33!

Enfin pour finir ce descriptif, nous pouvons cites nanotubes de carbone, découvert par
lijima en 19921% Les domaines d'applications utilisant cette tedbgie varient de
l'industrie aéronautique au domaine biomédital.

Dans la suite nous nous intéresserons plus paétiealent aux liposomes, qui sont les
vecteurs que nous allons utiliser dans nos trapaux optimiser la réponse immunitaire anti-
tumorale du KRN7000, en l'insérant directement denbicouche du liposome. Ceci afin
d’améliorer la délivrance du KRN7000 aux DCs powtamment éviter le phénomene

d’anergie, comme ont pu le laisser sous-entendiie étal®
B) Le liposome
1) Structure, composition et insertion

Les liposomes ont été produits pour la premietie &8n Angleterre par Alec D.
Bangham en 1961, qui étudiait les phospholipidesaetoagulation du sang. Il a ainsi
découvert que les phospholipides mis en présemaidormaient des spheres.

Les liposomes sont donc des vésicules sphériqoespasées d’'une membrane comportant
une ou plusieurs bicouches de phospholipides, maiafet une cavité centrale aqueuse (figure
.27).

Cavité
aqueuse

Phospholipide

Bicouche

Phospholipidique Liposome

FIgLuc .1 . OSUULLUIT U Ull IIPUDUITIT (U apIco vwwanivlliciiuu a.vuitl).
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Les bicouches sont composées de phospholipidesetsatou synthétiques, organisés de
maniére similaire a ceux présents dans les membrdes cellules. La proportion de
cholestérol insérée dans les bicouches permetude gur la stabilité des liposomes. La nature
des phospholipides employés va également jouefastgidité des membranes et sur leur
perméabilite.

La charge et la taille des vésicules varient erction de la méthode de préparation et des
phospholipides utilisés. Il existe donc plusiewpes de liposom&s®, dont certains sont

décrits dans le tableau 1.1 ci-dessous :

Tableau 1.1 : Classification des liposomes suivartaille **®

Désignation Nom complet Taille
SuUvV Small Unilamellar Vesicle 20-100 nm
LUV Large Unilamellar Vesicle > 100 nm
oLV Oligolamellar Vesicle 0,1-1um
MLV Multilamellar Vesicle > 0,5um
Guv Giant Unilamellar Vesicle >1pm

Les liposomes sont utilisés pour vectoriser ungelagamme de molécules (figure 1.28). I
existe pour cela trois modes d’association :

- encapsulation de la phase aqueuse contenant urosérhgdrophile

- insertion d'un composé hydrophobe dans la bicouche

- couplage d’'un composé en surface du liposome
Dans le cas de 'ADN, comme montré sur la figu@8].I'utilisation de phospholipides
cationiques permet d’améliorer sa vectorisatior, I08&DN posséde une charge globale

négative.

46



Mol écule [ ADN
amphiphile 0

Mol écule Mol écule
hydrophile  Bjcouche de hydrophobe
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Figure 1.28: Exemple de vectorisation de moléculds natures différentes (d'aprés le site:
http://www.pratt.duke.edu/node/2570).

Par le fait gu'il soit possible d’'insérer dans laduche du liposome différentes molécules, le
liposome est un vecteur intéressant. En effet damras par exemple de la recherche d’'une
amelioration de la délivrance d’'un principe acilf,est ainsi possible d’insérer dans la
bicouche du liposome des composés permettant déefaou de diriger spécifiquement le

vecteur vers la cellule cible du principe actif.
2) Le liposomein vivo

Le liposome, on I'a vu, est capable de prendrelarge différents composés. Mais
'un des problemes majeurs de ce vecteur, réside afait qu’'une fois dans lI'organisme |l
est dégradé assez rapidement (temps de demi-vigidia 1 h)*® En effet une fois dans la
circulation systémique, il va étre en contact alecsysteme immunitaire, opsonisé et
phagocyté.
C’est pourquoi on le retrouve essentiellement dasrganes primaires que sont le foie, la
rate et les poumons. Tout ceci limite la capacitdigbsome a atteindre sa cible, notamment
dans le cas du traitement d’autres organes.
Pour palier a ce probléeme, deux solutions ont éieldppées a la fin des années 80, avec
d’'une part I'insertion d’'un ganglioside, appelé GM41 (monosialoganglioside), et de I'autre,
l'insertion d'un phospholipide fonctionnalisé pam ugroupement polyéthyléneglycol
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(PEG)'®. Ces procédés permettent d'obtenir des liposomits fiirtifs (« stealth

liposomes »). Ainsi, au bout de 24h on observe feEsiliposomes non furtifs moins de 1% de
la dose administrée dans le sang, alors que pasulidesomes furtifs on observe encore
environ 40% de la dose administrée dans le sang.déex composés ont donc permis

d’augmenter le temps de demi-vie des liposomes danganisme.

3) Applications thérapeutiques a base de liposomes

Il existe a I'heure actuelle plusieurs spécialiggg utilisent le liposome comme
vecteur de principes actif¥!. On peut citer TATRAGEN d'Aronex Pharmaceuticals
(principe actif : tretinoine, qui est la forme axide la vitamine A), utilisé dans le cadre du
cancer de la prostate et de leucémie. Le Bodé Janssen (principe actif : doxorubicine),
utilisé contre le cancers des ovaires, ou encoteAanamycin de Callisto Pharmaceuticals
contre le cancer du sein. D’autres formulationsstexit aussi pour traiter des infections
bactériennes ou fongiques (ex: AmBis6mele Gilead Sciences (principe actif :
Amphotéricine B) ou Nyotrdhd’Aromex Pharmaceuticals (principe actif : nystaj).
On peut encore citer le Stimuvagconnu également sous le nom de BLP25) développé pa
Merck. Ce vaccin consiste en un peptide de 25 aceinés, qui correspond a une partie
répétée de la protéine MUCL1, encapsulé dans usdipe. Cette protéine est exprimée sur de
nombreuses cellules cancéreuses, comme dans teesasmncers du poumon, du sein, de la
prostate ou le cancer du colon. Ce vaccin est betuent en essai clinique de phase Il

(source : www.merckgroup.com).

IX) Conclusion

En conclusion, nous avons vu que les dérivésG@hilCer sont une famille de molécules
tres étudiée a I'heure actuelle. Trés rapidemeantslgropriétés thérapeutigues se sont
montrées trés intéressantésavec notamment des propriétés anti-tumorales, ircodds
depuis sur des modéles murins & de nombreusesasgprf® 113!

De nombreux groupes cherchent encore aujourd’reyrdghétiser des molécules ayant une
spécificité cytokinique, soit pro-Thl, soit pro-THon travail de thése s’inscrit dans cette
démarche. En collaboration avec I'équipe du DrnEoés Trottein (Institut Pasteur de Lille),

nous avons cherché a obtenir des composés ayaptotih pro-Thl, afin de favoriser la
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réponse anti-tumorale. Cette famille d’analoguepelle KRN-Phe et pour les synthétiser
nous avons choisi d'utiliser deux modéles pro-Thésents dans la littérature pour maximiser
la réponse pro-Thl de nos analogues. Nous avossuilisé le modele de Fujiet al. avec

un groupement phényle présent en position termith@lla chaine grasse R1, et également le
modele de Trappenieet al. avec le couplage d’'un groupement aromatique enigo<6 du
sucre® 2 A noter que nous avons également greffé en posifiénd’autres groupes
hydrophobe comme une tétraline ou un tert-butyisraassi des groupes hydrophiles comme
un NH, ou un PEGyoo ce dernier permettant d’augmenter la solubiliélal molécule dans

une solution aqueuse (figure 1.29).

KRN-Phe ; R= NH,, Naphtalene, Tetraline, PEG,, Tert-butyl

T
©_—o
T
€7 o
T
iz
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T

Figure 11.29 : Analogues KRN-Phe synthétisés.

Dans un deuxieme temps, nous avons synthétisé radsgaes fluorescents appelé KRN-

fluorophore, possédant un fluorophore en positemminale de la chaine grasse R1 (KRN-

FITC ; KRN-Cy5). Le but de ces analogues est devpiosuivre les composeés lors des tests
biologiques, afin de pouvoir identifier quel(s) setype(s) de DCs présente(nt) le KRN7000
aux cellules iINKTs. Le fluorophore est couplé saichaine grasse R1 suivant le modeéle de
Kamijuku et al (figure 1.30):*4°)

KRN fluorescent ; Fluorphore = Cy5-COOH, FITC
(0]

OH OH )W/\/\/\/\
l E o) H NH-Fluorophore

H

\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/

OH

a2
aiile]

OH g

La synthése et les résultats biologiques des diitéranalogues obtenus sont présentés dans le

chapitre I1.
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Dans le cadre de la vectorisation du KRN7000, ramasis aussi vu dans ce chapitre la
flexibilité qu'offre les vecteurs en terme de trpod de molécules ou de modifications de
propriétés de surface. Notre objectif étant d’opén la réponse immunitaire anti-tumorale
du KRN7000, nous allons exploiter les possibilitis transport des liposomes pour le
vectoriser, et celles de modification de surfacermptimiser la réponse anti-tumorale. Nous
agirons dans un premier temps notamment sur ldigr gatilisation de liposomes REV) et sur
leur temps de demi-vie (utilisation de Pk a la surface du vecteur) pour augmenter la
biodisponibilité du KRN7000. Dans un second temmsys agirons sur le ciblage des DCs
afin d’améliorer la délivrance du KRN7000 a ceslutes. Ceci permettra également
d’observer I'impact du ciblage des DCs sur l'anergtar I'hypothése figurant dans la
littérature stipule que lorsque le ligand est prischarge quasi exclusivement par les B€s,
'anergie des cellules iNKTs est levée. Pour cilidéer DCs, nous utiliserons des composés
mannosylés, ciblant le récepteur mannose, ou degnints d’anticorps dirigés contre le
récepteur CD11c. Enfin dans un troisieme tempss sawhaitons améliorer la réponse anti-
tumorale par la stimulation de la réponse immurgtadaptative, avec notamment I'utilisation
de ligands des TLR 2/1 et 2/6 (récepteurs impliqgdéss la maturation des DCs), mais
également de peptides d’intéréts dirigés contrmmadéele tumorale.

Le chapitre Il illustrera donc la vectorisation ¢{RN7000, ainsi que les modifications
apportées a nos vecteurs (liposomes). Le chapitemsuite illustrera les résultats biologiques
obtenus avec nos constructions. Ces travaux onef€tués en collaboration avec les
equipes du Dr. Francois Trottein de I'Institut lRastde Lille et du Pr. Sylvie Fournel de

I'IBMC de Strasbourg.
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CHAPITRE Il :
Synthese d’analogues @i-GalCer — Résultats et

discussion
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I) Synthése de nouveaux analogues deitGalCer
A) Généralités

Pour stimuler le systeme immunitaire innée de arancontrdlée (pro-Thl ou pro-
Th2), nous avons été amenés a synthétiser de nouaealogues ded-GalCer. Nous nous
sommes concentrés sur la synthese de dény€¥)-GalCer, ayant une chaine grasse et une
position C6 du sucre fonctionnalisées en vue deqoeer majoritairement une réponse pro-
Thl (anti-tumorale). Pour cela, notre stratégiebsse sur l'insertion d'un groupement
aromatique sur I'une des chaines grasses suivanodiele présenté par Fujio al,**? mais
également sur la fonctionnalisation de la positloé par des groupements aromatiques
suivant la stratégie de Trappenietsal’®” Le but étant de cumuler les effets observés par ce
deux groupes pour maximiser la réponse pro-Thl.oftient ainsi les analogues appelés
KRN-Phe.
Un deuxiéme groupe d’analogues du KRN7000 est 8yisth appelé KRN-fluorophore,
servant a identifier quel(s) sous-type(s) de DG@mnée(nt) le KRN7000 aux cellules INKTSs.
Les voies de syntheses conduisant au KRN7000 e$ arsalogues sont nombreuses dans la
littérature. Nous allons en présenter quelques daas le paragraphe suivant, montrant ainsi
les différentes voies utilisées pour la syntheséadeartie osidique et de la partie céramide.

Nous verrons également les méthodes utiliséesgsaarcier ces deux entités synthétisées.
B) Stratégie de synthése des analogues du KRN7008vdloppée dans la littérature
1) Stratégie généerale

KRN 7000 de référence

o Chaine grasse R1

o (" )WVWVV\AMA/\
e

H
H

OHo /\‘/\/\/\/\/\/\/\/

OH Chaine grasse R2

iz
lll[[e)

Partie osidique
Partie céramide

Figure I.1: Présentation de I'a-GalCer de réfémm le KRN7000Entourée de rouge la partie osidique,
entourée de bleu la partie céramide.
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La synthése débute par I'obtention de deux partieexme celles présentées sur la
molécule de référence, le KRN7000 (figure Il.1)ub’cété, la partie osidique constituée du
galactose (entourée de rouge sur la figure II.B),I'dutre la partie phytosphingosine,
constituée des chaines grasses R1 et R2 (entoeif@ewdsur la figure 11.1). L'étape clé de la
synthese est la réunion des deux paxti@sin couplage sélectif.

Nous allons ainsi voir les méthodes existantedikté@es dans la littérature pour synthétiser
ces deux parties, avec tout d’abord la synthésk gartie céramide, puis celle de la partie
osidique, et nous verrons ensuite les méthoddaséads pour réunir ces deux entités afin de
conserver une conformatiannécessaire a la bonne reconnaissance du ligarld g&y1d et

le TCR des INKTSs.

2) Synthése de la partie phytosphingosine
a) Synthése de la [2S, 3S, 4R] phytosphingosivia des dérivés osidiques

De nombreux analogues présentés dans la littérattilisent les dérivés osidiques
pour obtenir leur partie céramide. Nous allons gmé&s ici les méthodes utilisées récemment

par Veerapemt al,*** utilisant du D-lyxose comme précurseur, et ceieCthencet al,!**?

utilisant du D-galactose.

56



OH OMs

TrO O, a TrO C3Hy b TrO. C3Hy
OH ——>» —
fe) o)
o] 0 o]
)<O
1 1 ]‘2 113
OMs  OH N; OH
—>°’d HO. : e HO H
03H7 C3H7
OH OH
14 15
0Bz 0Bz
%SI—O
> CsHy CsHy
OBz
1.6 1.7

(a) n-BuLi, THF, sel de phosphoniumGPPR'T"), 82% ; (b) MsCl, pyridine, C}Cl,, quant ; (c) HCI, MeOH/
CH.Cl, ; (d) H,, Pd-BaSQ, THF, 77% ; (e) Nah DMF, 63% ; (f) TBDPSCI, pyridine, quant; (g) BzC
pyridine, 86% ; (h) TBAF, THF, 80%.

Sc[hé]ma 1.1 : Synthése du dérivé [2S, 3S, 4R] phiitogosine a partir du D-lyxose. (d’aprés Veeraggn
a.l. 141)

La méthode utilisant le D-lyxose est présentédesschéma Il.1. L'étape importante
de cette synthese est la réunion de la chaineggaass le lyxose 1.1 commerciale, qui se fait
via une réaction de Wittig, pour donner le produit. 1.2 suite n’est qu'une succession de
protection-déprotection des hydroxyles, jusqu’aabtle produit 1.7 désiré.

L’avantage de cette synthese réside dans le centidlla stéréochimie des centres chiraux
imposé par le sucre, évitant ainsi la purificattndiastéréoismeres. Le désavantage de cette

synthése est sa longueur, qui comporte 8 étapeoptenir le produit 1.7.
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OHOH o) OTr

o} O\/O
HO
OH \o
2.1 2.3
d TrO
— Ci2Has
L> HO

2.6

(&) TrCl, pyridine ; (b) acétone, Cug@5% (deux étapes) ; (c) NajH,0O, quant. ; (d) BuLi, BrRP#PCisH,,
THF, 15 min, puis3, 78% ; (e) H, Pd/C, THF, quant.; (f) 1O, CHCIl,, pyridine, puis Nalj DMF, 81% ; (g)
TFA, TES, MeC(OMe),, CH,Cl,, 63%.

Sc[hé]ma I1.2 : Syntheése du dérivé [2S, 3S, 4R] pphingosine a partir du D-galactose (d’aprés Chezig
al 142)

La synthese du dérivé [2S, 3S, 4R] phytosphingosinpartir du D-galactose est
présentée sur le schéma I1.2. Comme précédemniapd clé de cette synthése est I'ajout
de la chaine grasséa une réaction de Wittig pour conduire au compo8é Qette synthese
présente les mémes avantages que la synthése gméxéd savoir que la stéréochimie des
hydroxyles est imposée par le sucre. Ce qui ped¥éeiter de purifier des diastéréoismeres.

Mais la aussi le désavantage est la longueur ggnihése, qui comporte 7 étapes pour arriver
au produit 2.6.

b) Synthése de la phytosphingosinga un dérivé sérine

Cette méthode décrite par Ndakat al’*® met en jeu une N-Boc-Serine comme
précurseur. Mais pour former la phytosphingosindydiroxylé finale, il faut plus de 10
étapes de synthese, avec une stéréochimie qui péssparfaite. Sur le schéma 1.3 sont

résumees les étapes nécessaires pour |'obtentiBaxgio-phytosphingosine.

NHBoc —O0 NH, ~ OH
i 3 étapes 8 étapes HO
HOHZC/\COQH — BocHN/ — : CiqH2g
0] =
OH

Schéma 11.3 : Synthése de la phytosphingosineai&Boc-Serine.
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c) Synthese du dérivé [2S, 3S, 4R] phytosphingosivia I'aldéhyde de Garner

La deuxieme voie de synthése la plus fréquente polbotention de la [2S, 3S, 4R]
phytosphingosine, est celle utilisant comme préunslaldéhyde de Garnéf! Sa

préparation est présentée sur le schéma 11.4.

0
‘>\ 3\»” LY L o
N

BocHN COOMe COOMe CH,OH Boc

Garner's
aldehyde

(a) 2,2-dimethoxypropane, acétone,;B&O, 91% ; (b) LiAlH,, THF, 91% ; (c) 1) Chlorure d'oxalyle, DMSO,
2) TEA, 96%.

Schéma 1.4 : Synthése de I'aldéhyde de Garner.

La phytosphingosine est donc obtenue a partiralddhyde de Garner préalablement préparé,

comme ont pu le décrire Azuneaal**® La réaction décrite sur le schéma 11.5 indique lque
chaine grasse R2 est liée a I'aldéhyde de Gainame réaction de Wittig pour conduire au
produit 5.2, qui est le composé majoritaire cis (& rapport énantiomeérique (Z/E) est de 9/1

pour la forme Z.
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O —
%(CHz)nCHa
N

Boc

5.2
b
OH OH
[e] H (0]
(CHz)13CHs + (CHy)13CHg
; ;
oc OH oc OH
53 5.3
C C
OAC OAc
; CH,)13CH
Ao (CH,)13CHg ACO
NHAc OAc
5.4

(a) GsHsz PPl Br, LHMDS, 66% ; (b) N-Methylmorpholine N-oxide @isate, Os@ 55% pour 5.3, 19% pour
5.3"; (c) CRCOOH, puis AgO, DMAP, 73% pour 5.4, 52% pour 5.4".

Schéma I1.5 : Synthése de la phytosphingosine3@4R) via I'aldéhyde de Garner (d'aprés Azwehall**®)

Pour générer le diol 5.3 avec la bonne conformaid®) 4R), le tetroxide d’osmium (OgO
est utilisé en quantité catalytique et en présahee cooxydant, la N-méthylmorpholine N-
oxide hydrate. Ce composé est utilisé pour régénér®sQ dans le milieu. Le produit 5.3
deésiré (2S, 3S, 4R) est obtenu avec un rendemenb¥e ainsi que le diastéréoisomere 5.3’
non deésiré (2S, 3R, 4S) avec un rendement plus stode 19%. L'étape suivante consiste en
I'ouverture du cycle oxazolydine et de I'hydrolyde groupement protecteur Boc, puis de la
protection des différentes fonctions alcools pat'aehydride acétique pour donner la tétra-
acétyl-D-ribo-phytosphingosine 5.4.

Si I'on compte la synthése de 'aldéhyde de Garoefte synthése comporte 6 étapes, ce qui
est plus court que ce qui a été montré jusqu'@&ptéMais I'inconvénient ici est que I'on a la
présence de purifications complexes pour séparar déférents énantioméres et

diastéréoisomeres obtenus.
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d) Conclusion

Les syntheses mettant en jeu des oses sont sdétes du fait de la stéréochimie des
hydroxyles 3 et 4 qui est imposée initialementIpasucre utilisé. Mais la multiplication des
étapes de protection-déprotection des hydroxylesr(fe lyxose) et le nombre d’étapes des
synthéses (lyxose et galactose) font que danscailtide thése, nous avons préféré reprendre
la synthése mettant en jeu I'aldéhyde de Garnée. fitissede I'avantage d’étre courte et la
présence du cycle oxazolydine permet de protégmligislement les hydroxyles en position
3'OH et 4’0OH, par des groupements protecteurs comenbenzyle ou le benzoyle, sans avoir

a s’occuper de I'amine en 2 ou de I'alcool primaire
3) Couplage de la partie osidique

Differentes méthodes d’obtentionod{O)-GalCer sont décrites dans la littérature. Les
plus courantes mettent en jeu des thio-galactositkss galactoses trichloroacétimidate, des
galactoses fluoré, iodé ou bromé. Ces dérivésdsmrits dans les paragraphes suivants.

a) Utilisation des dérivés thio-galactosides

Pour coupler des sucres thiolés, divers agents almlage sont utilisés. Ce sont
essentiellement des triflates qui sont utilisés m@mle Dimethyl(MethylThio)Sulfonium
Triflate (DMTST), le benzenesulfonyl triflate (Ph$f) ou le para-toluenesulfenylp{
TolSOTf). Récemment, Veerapest al ont utilisé un autre moyen pour coupler leur
thiogalactoside, a savoir du para-nitrobenzenesylli@-NO,PhSCI) avec du triflate d’argent
(AgOTf), méthode développée par Criehall**® " Cette réaction illustrée sur le schéma

1.6, donne un bon rendement de 75%, avec unetsééae 100% pour la forme.
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OBz

Schéma 1.6 : Couplage d'un thio-galactoside sue aéramide (d’aprés Veerapenal™®)

iz
o

b) Couplage de dérivés galactose-trichloroacétimides

Ce type de dérivé est trés présent dans la litkrat.es groupements protecteurs présents
sur le sucre auraient une influence sur la stéigoehdu couplage. On peut ainsi voir que
Figueroa-Pereet al.ont obtenu sélectivement 100% de formmavec un sucre protégé en 2 et
3 par des benzyles, et en 4 et 6 par un benzyli@eteéma 11.7 A}**® Plettenburget al. ont
obtenu un mélanga/B (rapport 2,9/1) en utilisant un sucre tétrabeneyié2, 3, 4 et 4%
Plus récemment, Shiozat al. ont synthétisé plusieurs analogues du KRN700Qtkisant
divers sucres trichloroacétimidate (Schéma 1.7 B(3. Seul le sucre possédant un
groupement diert-butyl-silyl en position 4 et 6 permet d’avoir us&réoselectivité 100%

o (Schéma 1.7 G)contredisant au passage Figueroa-Pareal.'’” Ces résultats sont

présentés sur le schéma Il.7.
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Schéma 11.7 : Couplage glycosidique utilisant dés\wés trichloroacétimidate

c) Utilisation de dérives fluorés

Cette méthode a été décrite pour la premiérepaisNicolaouet al.

[150]

lIs utilisent pour

effectuer un couplage sélectif, du SnGl(chlorure d’étain 1) et de I'’AgCI® (perchlorate
d’argent 1). Dans la littérature, cette méthodepest utilisée du fait de rendements variables.
On peut le remarquer sur le schéma 1.8, avec teplages effectués par Moritt al
(Schéma 11.8 Af°Y et Ndonyeet al (Schéma 11.8 BY'"! qui ont des rendements trés

différents malgré ['utilisation de protocole idemie. A noter ici que les céramides

contiennent les deux chaines grasses R1 et R2.
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SnCly, AgClO, 4A MS, THF, CsH1q
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OTBDMS

Schéma 11.8 : Couplage glycosidique avec utilisatie dérivés fluorés.

d) Utilisation de dérivés iodés

Hadd et Gervay ont été les premiers a montrer lgudisation de dérivés iodés

permettaient d'obtenir un couplagestéréosélecti>? Ce procédé a été utilisé récemment

dans la littérature sur deux syntheses pour obtdes analogues du KRN7000. Les
rendements obtenus sont ici aussi trés variabledaitl de la grande réactivité des dérivés

glycosidiques iodés. On peut ainsi voir sur le sthél.9, que Chengt al**? ont obtenu un

rendement de 94% pour ce couplage (Schéma I1.818d% que Veerapest all**Y ont obtenu
des rendements compris entre 46 % et 26% pour ¢eanposés (Schéma 11.9 B).
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H H + Q 2) Dowex 50WX8-200, MeOH HO

HO ’ » Ns OBz
\/Y\/\Cg"HQ TMSO 0% OHO : 5
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TBAI : Tetra-Butyl-Ammonium lodide ; DIPEA : DiisapylEthylAmine ; TMS : TriMethylSilane

Schéma 1.9 : Couplage glycosidique avec utilisatie dérivés iodés.
e) Utilisation de dérivés bromés

Cette méthode a été mise au point par Lemietnal .*>® Ils ont mis au point une
expérimentation permettant d’obtenir un couplageélectif entre un glycoside tetra-benzylé
et bromé et la céramide en utilisant du TBABr (@dbutyl-Ammonium Bromide) dans un
solvant aprotique comme le @El,. L'inconvénient de la méthode est identique auxvés
iodés, a savoir la stabilité du résidu bromé quti &we utilisé rapidement.

Tobaet al ont utilisé ce procédé pour synthétiser des attiactosylcéramide®¥ Iis ont
effectivement eu un couplage sélectif comme [I'tHesle schéma 11.10, mais avec des

rendement variables en fonction de la céramideséél

OBn

OB BnO

R4 BnO
HO BnO
TBABr,4A MS, DMF-Toluene OBn
BnO »
OBn
Br

R4

21-68%

-4
&
><o
]
+
o]
O
mz
&

R1 =-CH3; -CH2CH3 ; -(CH2)2CH3 ; -(CH2)3CH3 ; 8 ; -C6H5

Schéma 11.10 : Couplage glycosidique utilisant énivE bromé.
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f) Conclusion

Pour obtenir nos analoguegO)-GalCer, nous avons utilisé le couplage de Lamie
Cette méthode peu utilisée a été mise au poiralaaratoire par le Dr. Thomann (publication
soumise). Elle comporte de nombreux avantages colanfigit qu’elle soit totalement-
sélective (a condition d'utiliser un sucre tetrabdé@ bromé), et ne requiert aucun acide de
Lewis supplémentaire. De plus, cette synthese egmibductible, et permet d’obtenir des
rendements de couplages corrects, a l'inverse dégesacouplages utilisant des dérivés
halogénés qui proposent des rendements plus abk=atoi

Dans la prochaine partie, nous présentons la éyattie nos différents analogues, avec
des dérivés comportant un groupement aromatique lsuchaine grasse R1 et une
fonctionnalisation de la position C6 du sucre padiiférents groupements hydrophobes. Le
but de ces modifications est d’accroitre la spéitifides molécules pour bénéficier d’'une
réponse pro-Thl. En paralléle, un de nos analogaegportera un groupement Pk en
C6, afin de bénéficier d'une molécule gardant sctiviéé et étant soluble dans un solvant
agueux. Pour pouvoir suivre les dérives/ivo, nous avons par ailleurs entrepris la synthese
de molécules ayant un fluorophore en position teatei de la chaine grasse R1, a l'instar de
ce que I'on peut trouver dans la littérature avedlBD**® ou le BODIPY*®! greffés sur la

chaine R1.

C) Résultats et discussions
1) Préambule

La figure 11.2 représente le schéma rétro-syntjuétipour obtention de nos analogues
d’'a-(O)-GalCer. Le synthon 1 représente la partieigs& le synthon 2 représente la partie
céramide. Vu que nous souhaitons obtenir deux ksnil'analogues, les synthons 1 et 2 vont
étre synthétisé en deux exemplaires, une premasepbur les analogues KRN-Phe et une

deuxieme fois pour les analogues KRN-fluorophore.
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Figure 11.2 : Stratégie rétro-synthétique générplaur I'obtention de nouveaux analogues.

2) Synthéese de nouveaux analogues du KRN7000

a) Synthése du synthon 1, la partie osidique

a.l) Synthése du 1-acétyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-@alactopyranose

OACOAC Benzene, OHOH
HSPhe, SnCl, MeONa, MeOH
_ hreflux 1h, ta o 0
SPh -
R=89% © R=98% Ho SFne

OH

(2)

DMF, NaH, BnBr R=80%

2h,0°C ata
OBI?Bn Ac,0, Pyridine, OBIS)Bn Acetone, Hy0,
DMAP NBr-Succimide
0 12h ta 15 min, ta
BnO BnO SPhe
@OBn OAc R=96% Bn R=99%

Schéma 11.11 : Synthése tiacetyl-2, 3, 4, 6-tetra-O-benzyl-D-galactopyra@os
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L’obtention du composé D-galactose perbenzylé imddluoré sous forme pyranose
est bien décrit dans la littératdt®” 8 Ces synthéses nous donc ont permis de concevoir
notre synthon glycosidique, comme illustré surdeéna 11.11Le 3-D-galactose peracétylé
réagit en présence de tetrachlorure d’étain (gn&vec le thiophénol (HSPhe) pour conduire
au composé sous sa form@. La sélectivité de cette réaction est générée 'pssistance
anchimérique de I'acétate présent en position 8.dogtates sont ensuite transesterifiés par du
meéthanolate de sodium en proportion catalytiques danméthanol (on parle de méthanolyse).
Le produit2 est ensuite benzylé en position 2, 3, 4 et 6 parréaction de Williamson pour
conduire au compos8. Le groupement thiophényle est ensuite clivé etsgmce de N-
bromosuccinimide et d’eau pour générer le compgoséus forme d’'un mélange d’anomeéres
a et —OH. Ce mélange est ensuite acétylé en présence dladbyacétique pour donner le
produit5 également sous forme d’'un mélarmget 3. L'obtention de ces anomeres n’est pas
contraignante car le couplage de Lemieux peut Be fguel que soit 'anomere acétylé
obtenu. On peut noter que les rendements obtenuslg® différentes étapes sont tres bons
avec des taux généralement proches de 90%. Le memdeglobal de cette synthese de 5

étapes est de 66%.

a.2) Synthése du 1-thiophenyl-2, 3, 4-tri-O-benzyl -6-azido-6-deox@-D-

galactopyranose.
OAc 1) MeONa, MeOH
OAc oad™ 1h, ta onJ’™®
Benzene, HSPhe, SnCl, 2 N
0 2h. reflux o ) TsCl, Pyr|§i|ne o
' > 6h, -45°C a t.a -
AcO OAc - AcO SPhe ~ Ho SPh
R=89% c _ e
OAc @OAC R=60% @OH
Acy0, Pyridine R=74%
12h, ta
Ny 1) MeONa, MeOH Ny OTs
OBn 1h, ta OAc| NaN- DMF OACc]
2) BnBr, NaH, DMF 3, DI o
0 6h, 0°C 4 t.a 0 6h, 160°C
- : - i S—
BnO SPhe R=64% AcO SPhe R=75% AcO SPhe
OBn R OAc Ac
7

Schéma I1.12 : Synthése du 1-thiophenyl-2, 3,-Otkienzyl -6-azido-6-deoxyD-galactopyranose.

Pour commencer, Ig-D-galactose peracétylé réagit en présence dechdbrare
d’étain, avec le thiophénol pour conduire au comddosous sa form@, avec un rendement

de 89% Pour obtenir le produi, on effectue ensuite une méthanolyse des acétatast de
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fonctionnaliser la position C6 du galactose pagrosupement tosylate pour un rendement de
60% pour ces deux étapes. Ce rendement s’expliguéedait que la tosylation de l'alcool
primaire n’est pas parfaite (traces de tosylatiomes autres hydroxyles libres du sucre). Pour
isoler le produit mono-tosylé en C6, le prodéiest acétylé pour donner le produit ce
dernier étant plus facile a purifier sur colonnecieomatographie. Le produitest isolé avec
un rendement de 74%. La prochaine étape est ungo@&N, qui va permettre de substituer
le groupement tosylate par un groupement azide josé8), avec un rendement de 75%. La
fin de la réaction consiste en la méthanolyse désates, puis une réaction de Williamson
permet de benzyler notre galactose pour obtemirdduit10 avec un rendement de 64% pour
ces deux étapes. Le rendement global de cetteesgtst de 19%.

Par rapport a la synthése précédente, nous n'alf@mss générer l'acétate en position
anomerique, car d’'une part cela rallongerait endereleux étapes cette synthese, et d’autre
part, il nous sera possible de générer le sucnaédr partir du sucre thiophénylé. En effet,
suivant le protocole de Szabkbal, le sucre bromé en position anomérique est ggrarane
réaction SN en présence de dibrome {Bmqui va permettre de substituer le thiophénylyrar

bromelt®

b) Synthése du synthon 2, la partie céramide

b.1) Synthése de I'aldéhyde de Garner

MeO LiAH, , THF

HO -
~>\\H >< pcstone 3\\\@4 2h, 0 Cata 3\“@
BF3Et,0, 4h,0°C ata
OC CH,OH

BocHN COOMe
R= 89% B°° R=99% :

1) Chlorure d'oxalyle,
DMSO, 5 min,-78°C| R=84%
2) Et3N, 15 min, -78°C

Schéma 11.13 : Synthése de I'aldéhyde de Garner.
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L’aldéhyde de Garner est le précurseur de lagadramide. Il a été synthétisé car il
porte le carbone C2' de la partie céramide avdwolane configuration attendu, a savoir un
carbone 9.

Le cycle oxazolidine de l'aldéhyde de Garner esinfo par un acétal liant le carbamate et
I'alcool primaire du produit commercial N-Boc mélktsérinate. On obtient ainsi le composé
11 avec un rendement de 89%, qui est réduit en présamd.iAlH, pour donner I'alcooll2
guasi quantitativement. L'aldéhyde de Garh8rest obtenu par une oxydation de Swern du
composél2 avec un bon rendement de 848chéma 11.13). Le rendement global est ici de
74%. Il est également possible d’obtenir directentaidéhyde de Garner a partir de I'ester
11 en utilisant le réducteur DIBAL-H°? Mais avec cette méthode les rendements sont plus
faibles (rendement global de 58%).
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b.2) Synthése de la partie céramide des analoguas IIRN7000

B CHy)raCHa

PPh3, Toluéne, 5j, reflux
R=60%

[©]
OBPheB” NCHy)1aCHa

HMDS, THF anhydre, nBuLi 1,6 M P —
20 min ,-78°C puis 1h30,ta g % (CH)1CHs
N
R=43% Boc @

N-Me-Morpholine, H,0, Acétone
0OsQ, cat, tBuOH

24h, ta
Bn
[¢) B BnBr, NaH, DMF
3/:\‘/(CH2)130H3 12h, 0°C a ta (CH2)13CHs % (CH2)13CH,
-
N R=77% N
Maj. (3s,4R) R=47% Min. (3R 4S) R=11%

TFA, H0, 30min, ta
- J\A/WO
(@]
C=) Acide 8-phenyl-octanoique,

BOP. DIEA, CH,Cl,
(CH2)13CH3 5h, t.a -

HO. R H
Reas \/\‘/\/\/\/\/\/\/\/

NH,  OBn OBn

(@]
Acide 12-dodecanoique (19), MV\/WNs
BOP, DIEA, CH,Cl,

5h, ta

HO. R 2
R=66% \/\‘/\/\/\/\/\/\/\/

Q

o
o
:?luo

HO

Schéma 11.14 : Synthése des céramides 20 et 21

La synthése décrite sur le schéma I1.14 est baweke protocole publié en partie par
Azumaet al**! La premiére étape consiste en l'insertion de lanehgrasse par une réaction
de Wittig sur l'aldéhyde de Garner. Le bromopentadé et de la triphénylphosphine sont
mis en solution pour générer le sel de phosphoridnCette réaction est longue puisque le
milieu est laissé 5 jours sous reflux de tolueriétape de purification du compogé se fait
par un lavage avec un mélange cyclohexane/éthéj. (&/ noter que ce produit est trés
hygroscopique. L’étape suivante est une réactiowiteg qui va nous conduire a I'alcéié
soussa forme majoritair& (le rapportZ/E = 9/1). Cette forme est assez difficile a isoter,
'isoméreE co-migre avec notre composé. C’'est pourquoi apnéspremiere purification sur

colonne utilisant un gradient cyclohexane/acétdéthye 40/1 a 20/1, on effectue une
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deuxieme colonne avec uniquement le toluéne comiment Cela permet d’avoir une
meilleure séparation des deux isomeéres (rendeneefi8% pour I'isomére Z majoritaire).

La suite de la réaction est une dihydroxylatiodaddouble liaison du compodé&. On utilise
pour cela le tétroxyde d’osmium (Og@n condition catalytique, généré dans le miliauge
'oxyde de N-meéthyl morpholine (NMO). En considérda liaison double dans un plan,
'addition des fonctions hydroxyles peut se faitss bien par 'avant que par l'arriere. Les
conditions mises au point par Sharplessal. permettent d’'induire une réaction sélective, en
utilisant de 'AD-mixa ou I’AD-mix 3 pour favoriser la formation des dérivéS 3R ou R,

4S respectivemerft®™ La réaction d’Azuma (Os NMO) est déja partiellement
stéreoselective car elle donne majoritairementdstéréoisomere désire SS, 4R/ 25 3R,

4S (rapport 4.5 : 1). Il semble que I'encombrementigt& généré par le cycle oxazolidine
soit un inducteur chiral intramoléculaire qui sséfia induire la formation majoritaire du
diastéréoisomere désiré. La séparation des deatett@isomeres peut se faire sur colonne de
chromatographie, avec un rendement de 47% powmniése 3S, 4R et 11% pour l'isomére
3R, 4S. Le produit majoritairg6 contient ainsi les carbones C2’ et C3’ sous Idigaration
attendu, & savoir des carbongg (

L’étape suivante consiste a protéger les deux ifmmet hydroxyles par un groupement
benzyle, car d’'une part c’est une fonction résistaaux composés acides utilisés lors de
I'étape suivante, et d’autre part ce groupementdesttique a celui utilisé sur notre synthon
saccharidique, ce qui permettra pour I'obtentionadenolécule finale, d’effectuer une seule
étape d’hydrogénation pour enlever tous les grogpgsnprotecteurs. On obtient ainsi le
composél7avec un rendement quantitatif.

Lors de I'étape suivante, la fonctidert-butyl-carbonate (Boc) et le cycle oxazolidine sont
hydrolysés en présence d’acide trifluroacétiqueA)T&fin d’obtenir I'amine librel8. Pour
obtenir notre céramide compléte, nous avons couaéun couplage peptidique utilisant
I'activateur BOP en présence de DIEA, soit de dacl2-azidododecanoiqu® (synthétisé
en 1 étape a partir de I'acide bromo-dodécanoiquee)r obtenir le produiRl avec un
rendement de 66%, soit de I'acide 8 phényl- oct@mipour obtenir le produ0 avec un
rendement de 48%. Les rendements globaux sorfradeo®ir la synthése du prodait, et de
7% pour le produiR0. Ces rendements faibles illustrent la difficult®l@enir ces produits,

notamment lors des étapes de purifications desdsesipour les produits et 16.
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c) Couplage de Lemieux
c.1) Mécanisme réactionnel du couplage de Lemieux

Pour pouvoir effectuer le couplage entre notrei@agtycosidique et notre partie
céramide, nous devons respecter certains protoaddessynthése pour notre synthon
glycosidique. Comme lillustre Lemieux dans sa jedtion**? |a réaction qui a lieu entre le
sucre et l'alcool présent sur la céramide est ge §N. Ce type de réaction impliquant un
changement de conformation, si 'on souhaite obtenisucre couplé em, le dérivé bromé
doit étre sous la form@ pour I'alcool puisse attaquer par la face
C’est pour cela que Lemietet al ont utilisé I'agent de transfert de phase TBAE&r il va
permettre d’orienter le dérivé bromé du sucre Varforme 3 désirée par exces d’ion Br

permettant ainsi a la molécule d’alcool d’effectleeEN2 (Schéma 11.15).

Molécule Molecule
instable stable
OBn
BnO ©Bn OBn BnO

S
° /exc? Br / Br /
BnO TBABr, CH,Cl, BnO

OBnBD rJ

R- OH
(SNp)
l\/.Iome.nt BnO OBn
dipolaire
QO
BnO
OBn

Schéma 11.15 : Mécanisme du couplage de Lenftétix.

Le deuxieme impératif est de protéger les hydraxytki sucre par des groupements
protecteurs utilisant une liaison de type éthemme c’est le cas avec nos groupements
benzoyles présents sur la partie osidique et seédamide. En effet, ces groupements ne
participe pas a I'assistance anchimérique pouvaprraduire entre la position anomérique et
la position 2 du sucre. A linverse des groupemenrtsecteurs de type ester comme les
acétates. Le schéma 11.16 illustre ce qui se plssque ce genre de composé est utilisé.

Grace a l'assistance, on favorise la formation €’limison entre le sucre et le nucléophile.
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Schéma 11.16 : Obtention de la fornfelu dérivé galactosidique.

c.2) Synthese des produits 22 et 2fa le couplage de Lemieux

||IIZ

0By O8N HBr, CH3COOH 0Bp O8N TBAIE)?I;AC%CIZ oBp O8N W/\AA/
Q CH:Cl, 0 _nta g
BnO ————® | Bro BnO Q
Opn ©QAc  15min.ta BnO  Br R=60% o

O] Bn

o}
TBABY, CH,Cly,
0By N3 0By Ns DIEA, 20 oBp-N3
o Br,, CH,Cly 24h, ta g %o
AL .

o |—2nta g
BnO SPRe  1omin, 0C BnO R=60%

OBn BnO g OBrp\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OBn @

Schéma 11.17 : Couplages de Lemieux

Le schéma I1.17 illustre les couplages des syrghgigcosidiques et 10 préparés
extemporanément, sur les cérami@éset 22 respectivement en utilisant la méthode décrite
par Lemieux’® Comme présenté plus haut, il nous faut tout ddbgénérer le dérivé
galactosyl perbenzylé bromé. Nous avons utilisér pmela deux méthodes, la premiere
utilisant le galactosyl perbenzylé acétylé, la seeo découverte plus tard, utilisant le
galactosyl perbenzylé thiophénylé. Cette deuxiémdéhode a I'avantage de réduire de deux
étapes 'obtention du galactose perbenzylé désirégpport a la premiere méthode.

Pour la premiere méthode (galactose perbenzylglac®t nous avons utilisé du bromure
d’hydrogene (HBr) dans l'acide acétique en condgi@nhydres. Les dérivés bromés du
galactose étant instables, les produits sont iquésevaporation du solvant en présence de
toluéne anhydre, puis mis & sécher sous WilleLe produit obtenu est dissous dans du
dichlorométhane en présence de tamis moléculaid®). (Le sel de bromure de

tétrabutylammonium est alors ajouté pour créerull@mre entre la formex et la formef3 du
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dérivé bromé. La céramidHl ainsi que de la DIEA sont ajoutées au milieu iéacel, laissé
sous agitation a reflux et sous argon pendant Ddeke

La deuxieme méthode (galactose perbenzylé thiop@él)) utilise du dibrome dans du
dichlorométhane anhydre. On agite en présencendis tmoléculaire 4A pendant 30 min a
0°C*% Aprés cela, le tétrabutylammonium est ajouté, paiiséramide20 en présence de
DIEA. Le milieu réactionnel est laissé pendant a4bmpérature ambiante.

La méthode de Lemieux n'utilise « que » 3 équiviaetle sucre en comparaisons des 5
équivalents utilisés pour le couplage de dérivehaadiques iodés. Enfin, les conditions de
réaction sont faciles a mettre en ceuvre et sonbdeptibles avec de bons rendements.
Maintenant que les compos&g et 26 sont obtenus, nous allons pouvoir synthétiserdeas
familles d’analogues du KRN7000. Nous voyons daamesdun premier temps la synthése des

analogues KRN-Phe, puis dans un second temps tlhesgndes analogues KRN-fluorophore.
d) Synthése des analogues KRN-Phe

d.1) Obtention du KRN-Phe-Tet

0B 7 9
"N PPhs THF/H;0 OBN N,
E§ 0 12h, ta. § 0

HN

BnO S OBn . T o HY oBn
BnO O\/Y\/\/\/\/\/\/\/ 95% BnO O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OBn @ OBn @

2-isocyanate-naphtaléne,

DMF, 3h, ta.
o HNQO
O_ HN
o
OH§ N}/ )‘\/\/\/\/@ THF/MeOH, Ha, PAIC oBn N>/ j\/\/\/\)@
12h, ta.
O )

60%

HN - Q
HO S OH 62% BnO Hy 0Bn
HO VY\/\/\/\/\/\/\/ BnO O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OH
KRN-Phe-Tet OBn @

Schéma 11.18 : Obtention du KRN-Phe-Tet.

Ce composé a été obtenu de maniére fortuite & plartcomposé&?2 obtenu sur le
schéma 11.17 lors du couplage de Lemieux. Cela-été mis en présence de pPehd'un
mélange THF/KHO pour réduire la fonction azide en fonction anpnienaire. On obtient ainsi
le produit23, dont la fonction amine va réagir avec du 2-isoeye-naphtaléne pour conduire

au produit25 avec un rendement de 60%. Ce produit étant ene@reyle, nous I'avons mis
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dans un mélange THF/MeOH sous atmosphere @dH bar pendant une nuit. Le résultat
obtenu et illustré sur le schéma 11.18, nous a néogtie nous avions effectivement clivé nos
benzyles, mais nous avions aussi dégradé le napbtah tétraline. Le produit KRN-Phe-Tet

est obtenu avec un rendement de 62% (32 mg).

Afin d’éviter de dénaturer le groupement aromatiquésent sur la position C6 du sucre lors
de I'étape d’hydrogénation, nous avons pris une @ synthese légérement différente, a
savoir que nous avons choisi de protéger d’abarditie primaire en C6.

d.2) Obtention du KRN-Phe-Boc

o]
OBn NH,
-

HN
BnO. H OBn

BnO O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OBn @

Boc,0, DIEA, MeOH
4h,ta.
57%
° Hy, P/C, 60 psi, oH 0
0Bn THF/MeOH 1/2, NH-Boc

NH-Boc .
3j, ta. Q HN
Q —_— =
HO% E
1

HN OH
BnO H OBn 69% H

H H HO :
BnO 0\/\(\/\/\/\/\/\/\/ \/\‘/V\/\/\/\/\/\/
OH
OBn KRN-Phe-Boc

Schéma 11.19 : Obtention du KRN-Phe-Boc.

Sur le schéma 11.19, nous partons du pro@8t L’'amine primaire est protégée par un
groupement Boc pour donner le prod@d. Ce produit est ensuite débenzylé sous une
atmosphére d’hydrogéne a 60 psi pendant 3 jourgrégence de Palladium sur charbon, pour

conduire au produkRN-Phe-Bocavec un rendement de 69% (24 mg).

d.3) Obtention du KRN-Phe-NH,

o (o)
oH OH
NH-Boc TFAICH,Cl,, 2 h, ta, NH,
o R o

HO. S OH 56% HO Hg oH

Schéma 11.20 : Obtention du KRN-Phe-Nipartir du KRN-Phe-Boc.
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Le schéma 11.20 illustre le KRN-Phe-Niqui est obtenu par clivage du Boc présent
sur le produit KRN-Phe-Boc et régénération de lt@emprimaire. Le produit KRN-Phe-NH
est obtenu avec un modeste rendement de 56% (16 @egjendement modeste pour un
clivage de groupement Boc, peut étre le résultdtageégation de notre produit avec la silice

utilisée lors de I'étape de purification sur colerde silice.

d.4) Obtention des KRN-Phe-Naph et KRN-Phe-PEg&qo

2-isocyanate-naphtalene, DMF,
2h, ta
R=80%

Pegzooo-COOH, BOP,
DIEA, CH,Cl,
3j, reflux Q
(o]
R=23% > NS
OH NH H
goz H
HO OH

OH o\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OH
v KRN-Phe-Naph

env. 42
(0]
OH ;NH
-

OH

w2z

KRN-Phe-Peg;q09

Schéma 11.21 : Obtention des produits KRN-Phe-NatdiRN-Phe-PE g,

Comme lillustre le schéma I1.21, le produit KRNMd2Naph est obtenu en faisant
réagir 'amine du KRN-Phe-Nfavec le 2-isocyanate-naphtalene dans de la DM&gmer2h
a température ambiante. Le KRN-Phe-Naph est ol#eec un rendement de 80% (5 mg).
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Le produit KRN-Phe-PE£go est obtenu par réaction de I'amine KRN-Phe;Nidns
du CHCI;, avec une molécule d’acide de polyéthyléne glyos#R), en présence de BOP et
de DIEA. Le milieu est laissé a reflux pendant 8r§ Le produit KRN-Phe-PE&yo est
obtenu avec un rendement de 23% (4 mg). Ce rendeiamibie se justifie par la taille du
groupement PEggoo et par sa structure non linéaire, rendant diffithttaque nucléophile de

I'amine en C6 sur le carbonyle portant la fonctamme du PE&orCOOH.

e) Synthése des analogues KRN-fluorophore

e.1l) Synthése du produit 29, précurseur des analogsl KRN-fluorophores

(0]
(0]
OBn
o8n )I\/\/\/\/\/\/Na P o {52 0en )I\/\/\/\/\/\/N"b
Q HN 24 h, ta. o
S —_—
BnO: H ?Bn 60% BnO: H%‘ OBn
BnO O\/Y\/\/\/\/\/\/\/ ’ BnO O\/Y\/\/\/\/\/\/v
OBn OBn
Boc,O, DIEA, MeOH
4h, ta.
71%
o : o
H, Pd/C, 60 psi, Bi
& %H )J\/\/\/\/\A/ NH-Boc THEMeOH 12 %B“ J\/\/\/\/\/\/NH-BOC
3j ta.
HO HY o % g HY opn
HO O\/\‘/-\/\/\/\/\/\/\/ 43% BnO O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OH OBn

Schéma 11.22 : Etapes de débenzylaponr I'obtention du produit 29, précurseurs des lagaes fluorescents.

La déprotection du compo&é est précédée par une étape de réduction de ladonc
azide. En effet, sous une atmosphére d’hydrogé&amdé est réduite en amine primaire qui a
tendance a empoisonner le catalyseur (Palladiurajnst empécher la débenzylation. Vu le
nombre important de fonctions benzyles présentesi@si molécules, nous choisissons tout
d’abord de réduire I'azide en amine primaire pag téaction de Staundinger.

Ainsi l'azide du produi26 est réduite en amine primaire pour donner le pta2it
avec un rendement de 60%. Cette amine est protggeeain groupement Boc avec un
rendement de 71% pour donner le prodi8t Ce dernier est ensuite débenzylé sous une
atmosphére d’hydrogene a 60 psi pendant 3 jourpré&ence de Palladium sur charbon. Le
produit29 présenté sur le schéma 11.22 est obtenu avecnaleneent modeste de 43%.
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e.2) Obtention des KRN-FITC et KRN-Cy5

1) TFA/CH,Cl,, 2h, t.a
2) DIEA, FITC, 12h, ta

R=79%
1) TFAICH,Cl, 2h, t.a

2) DIEA, BOP, Cy5-COOH 0
12h, ta
COOH
R=86% o] Y
oH_-OH )]\/\/\/\/\/\/N N O / o]
O HN \H/
R Palle
OH O\/\‘/\/\/\/\/\/\/\/
OH OH
KRN-FITC
OH OH
o OH
HO H
OH o/\‘/\(\/\/\/\/\/\o/\
HNW/CQ/\/\/\/\A

Schéma 11.23 : Obtention des molécules KRN-FITKRAl-Cy5

Pour obtenir les molécules KRN-FITC et KRN-Cy5,aild’abord fallu régénérer
'amine primaire sur la molécul®9. Pour cela ce composé est mis en présence d’uangel
TFA/CH.CI, 1/1 pendant 2h. Apres avoir évaporé le solvandelede TFA est repris dans de
la DMF en présence de triéthylamine avant d’ajouterFITC (Fluorescéine-Iso-Thio-
Cyanate). Le milieu est laissé sous agitation pendiah a I'abris de la lumiere, pour donner
le produit KRN-FITC avec un rendement de 79% (17.rRgur le produit KRN-Cy5, le sel
de TFA du composeé est repris dans du,Clklen présence de DIEA. En parallele, du Cy5-
COOH (synthétisé par le Dr. Lebeau, Laboratoir€Cdaception et Application de Molécules
Bioactives, UMR7199) en présence de BOP est |laiggé agitation quelques minutes, avant
d’ajouter le sel de TFA dans le @El, et la DIEA. Le milieu est laissé une nuit sougatgn

a I'abris de la lumiere, pour donner le produit KIRM5 avec un rendement de 86% (14 mg).
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D) Conclusion

Ci-dessous sont rappelées les structures desrediff® analogues synthétisés au

laboratoire, ainsi que les rendements globaux oistpour chacun des analogues :

- KRN-FITC (Rendement global : 0,3 %)

- KRN-Cy5 (Rendement global : 0,3 %)
oH_-OH

HO

- KRN-Phe-Boc(Rendement global : 0,6 %)
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- KRN-Phe-NH, (Rendement global : 0,3 %)

(0]
oH _~NH2
g :/rO

HO

- KRN-Phe-Naph (Rendement global : 0,2 %)

@H

oHO

OH

- KRN-Phe-PEG,q00 (Rendement global : 0,07 %)

OH

Les produits synthétisés ont tous été obtenus @e@sacendements globaux trés faibles, mais

comparables a ceux observés dans la littératadisant de nombreuses étapes pour obtenir

les produits désirés (environ 20 étapes sont ngicesgour obtenir nos analogues), avec des

purifications souvent difficiles pour isoler le prat désiré du fait de la présence de

diastéréoisomeéres ou de chaines grasses sur rlogua®s

Tous nos analogues ont été synthétisés en utilddant part I'aldéhyde de Garner comme

précurseur de la partie céramide, et d’autre Earnéthode de Lemieux pour coupler nos

parties glycosidiques a nos céramides de mamniesélective, et ce de facon reproductible,
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guelque soit la céramide ou le type de sucre étilxans la littérature, peu d’auteurs utilisent
ce couplage avec un sucre bromé. On retrouve phitefent des couplages utilisant des
dérivés iodé ou fluoré. Seul Tolet al ont utilisé également cette méthode, avec des
rendements assez variables suivant la céramidiséeti®” tout comme dailleurs les
couplages utilisant les dérivés iodés et fluorés pyasentent également des rendements
variables dans la littérature.

Ainsi les composés KRN-FITC et KRN-Cy5 ont été abten formant le sucre bromé grace a
du HBr, alors que les composés KRN-Phe-Boc, KRNHRHg, KRN-Phe-Tet, KRN-Phe-
Naph et KRN-Phe-PE£g, ont été obtenus en formant le sucre bromé auedi-8Brome.
Cette derniére méthode ayant montré la méme eitiicapie celle utilisant le HBr, elle
permettra de raccourcir la synthése du sucre bidendgeux étapes par rapport a la méthode
utilisé pour les KRN-FITC et KRN-Cy5.

Toutes ces molécules ont été testées par I'équip®rd Trottein lors de différents tests
biologiques, afin de connaitre leur profil cytokjne. Les résultats des tests sont présentés

dans le paragraphe suivant.

II) Activité biologiques de nos analogues

A) Préambule

La synthese de nos différents analogues du KRN éff@ctuée, nous avons cherché pour
les différentes molécules a en déterminer les prH® immunologiques. Plusieurs tests ont
donc été mis en place par le Dr. Trottein et saxipg&g pour identifier les molécules ayant un
impact sur la réponse immunitaire. On a ainsi olgsier vitro, la prise en charge des ligands
par des splénocytes de souris, et par des celtidadritiques présentant le ligand a des
cellules INKTs. A noter que les splénocytes comtesti plusieurs types de cellules
immunitaires, comme des cellules NKTs, des cellpiEgsentatrices de I'antigene exprimant
la molécule CD1d, ainsi que d’autres précurseursetiales immunitaires.

Pour les molécules fluorescentes, outre le faivalaer leur activité, elles ont été utilisées
dans un modele défini pour identifier quels soymes$yde DCs prennent en charge le ligand

GalCer. Le groupe du Dr. Francois Trottein a migaint des tests permettant d’étudier les
réponses des cellules INKT murines résultant depiésentation de nos analogues
glycolipidiques par la molécule CD1d des DCs. Cgsédences permettent d’identifier les

82



molécules actives et de comparer leur efficacité m@goport au ligand synthétique de
référence, le KRN 7000.

B) Etude biologique de I'activité des analogues KRN¥Phe

Cette étude a été réalisée par I'équipe du Dr. geianTrottein avec les molécules

suivantes :
- KRN-Phe-Boc:
s
'S PSS
OH NH
HO 2 HB OH
OHO\/Y\/\/\/\/\/\/\/
OH
- KRN-Phe-NH, :
(o]
HO 2 H%‘ (=)H
OHO\/E\‘/?\/\/\/\/\/\/\/
OH
-KRN-Phe-Tet:

s N>/ j\/\/\/\/Q
=

HN
HO = OH

OH o\/Y\/\/\/\/\/\/\/

OH
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- KRN-Phe-Naph:

OH

- KRN-Phe-PEGZ()oo:

OH

Dans un premier temps I'étude vitro est effectuée, pour vérifier le profil pro-Thl des
molécules, profil favorisant la réponse immunitaasti-tumorale. Pour le savoir, nous
utilisons le KRN7000 comme référence, car il esril€éomme ayant un profil pro-Thl (ratio
IFN-y/IL-4 > 30 dans notre cas).

Pour I'étude de nos analogues, deux tests sonem@ace. Le premier permet de mesurer
'lIL-2 et met en jeu des cellules dendritiques esule précurseurs de moelle osseuse de
souris, et des hybridomes de cellules iINKTs deisq@chéma 11.24 A). Ces dernieres sont
des cellules activées uniquement de facon CD1dndigme. Le deuxiéme test met en jeu des
splénocytes de souris, permettant de mesurer tekings IFNy et IL-4 et donc de connaitre

le profil de nos analogues grace au ratio cytokiei(Schéma 11.24 B).
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A.

® L)
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a-GalCer ol ol ® O
Hybridome iNKT
(DN32.D3)
B.
Analogues o e
a-GalCer S d —>  IFN-y, IL-4
T RS
Splénocytes

Schéma 11.24 : Tesis vitro permettant la quantification et la comparaison ldeproduction de cytokines, en

fonction de nos différents analogues.

Les différents analogues synthétisés, KRN-Phe;MHRN-Phe-Boc, KRN-Phe-Naph, KRN-
Phe-Tet et KRN-Phe-PEggo ont été dissous dans du DMSO avant d’étre disdans du
milieu de culture pour obtenir les concentratiogsidtes. Les concentrations de cytokines

sont mesurées par des tests ELISA.

1) Prise en charge des ligands par les hybridomese dcellules iINKT - Résultat et

discussion

Dans ce premier test, les analogues sont misésepce de DCs issues de précurseurs
de moelle osseuse (la purification de ces DCs a@iéée par Pagedtt all*®®) puis avec des
hybridomes de cellules iNKT. La figure 1.3 illustfa sécrétion d’IL-2 par les hybridomes en
réponse a la stimulation des différents ligandss lbencentrations des analogues sont
exprimées en pmol/ml car une différence de masksteesntre le composé pégylé 2800
g.mol?) et les autres produits synthétisés¥M00 g.mot). Cette différence impose que pour
une masse donnée, nous aurions en « nombre », d@mslécules de KRN-Phe-Pkfm par
rapport aux autres analogues. Pour que les résudidient comparables, nous devons
présenter aux cellules le méme « nombre » de mekde produits synthétisés.

Lors de ce test nous avons voulu également veqfierl’activité sur la réponse immunitaire
n’était pas altérée lorsque le KRN-Phe-Bhgest dissous dans un milieu physiologique. Le

résultat est présenté sur la figure 11.3.
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Figure 11.3 : Taux de sécrétion d’IL-2 par les hidwmes d'iNKTs.

Le KRN7000 représente toujours notre contréle gpainsi que notre référence. On constate
gue tous les analogues provoquent une sécrétioptdkine de maniére dose-dépendante. Les
KRN-Phe-Naph et KRN-Phe-Tet produisent les tauxples faibles de cytokine. Les KRN-
Phe-NH et KRN-Phe-Boc ont des taux de sécrétion sim#aite KRN-Phe-PEgqo dissout
dans un tampon physiologique, est aussi actif guferme dissoute dans du DMSO. Le taux
de sécrétion est Iégérement supérieur au KRN7000.

Le premier enseignement des résultats est quentmignalogues sont pris en charge
par les hybridomes d’'iINKTs. Cela indique que la rficdtion du C6-O de la partie osidique
par une amine fonctionnalisable, n'empécheipastro la prise en charge du ligand par les
DCs, et surtout n'empéche pas la reconnaissantigahd par le TCR des cellules iINKTSs.
Dans le détail, on observe des résultats plus ésitiges KRN-Phe-Naph et KRN-Phe-Tet
semblent étre moins bien pris en charge. Ceci piurésulter d’'un positionnement non
optimal des molécules dans les récepteurs, impasées phénoménes deawstacking »
émanant des cycles aromatiques présents d’'unesyralés analogues, et d’autre part sur les
acides aminés des récepteurs. Des contraintesre’ @tériques pourraient donc étre une
hypothése pour expliquer les résultats de ces delé&cules.

Les KRN-Phe-NH et KRN-Phe-Boc sont pris en charge quasiment abes que le
KRN7000. La présence de I'amine primaire ou d’'uougement aliphatique ne géne pas la
reconnaissance des ligands par les cellules imaicest

Concernant le KRN-Phe-Pgyg, il posséde une activité cytokinique au moins €gatelle du
KRN7000. Le fait d’'utiliser un tampon physiologiqyear rapport au DMSO, permet de

conserver l'activité de la molécule pégylée, quelmoit la dose utilisée. Le Pkfgp
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faciliterait ainsi I'administration de la molécukRN-Phe-Peghyo in vivo, en accroissant sa
biodisponibilité et en évitant la toxicité provogudar les solvants organiques utilisés

traditionnellement.
2) Prise en charge des analogues par les splénosyteEvaluation du profil pro-Th1l

Le deuxiéme test mis en place mesure les tauxto&iogs IL-4 et IFNy sécrétées par
les splénocytes. Ces cellules, qui regroupent @lusi types de précurseurs de cellules
immunitaires (notamment des cellules INKTs), sonsa® en culture avec différentes

concentrations d’'analogues. Les résultats soneptés sur la figure 11.4.
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Figure 1.4 : Taux de sécrétion des cytokines |Et4AFN-y par les splénocytes par rapport a la concentration
molaire des analogues.

Concernant la sécrétion d'IF)-les analogues sont actifs a des doses supériaus
pmol/ml, avec des taux généralement plus faiblelg#&RN7000, sauf a 125 pmol/ml ou I'on
observe pour le KRN-Phe-NHet les KRN-Phe-PE£gdes taux proches ou supérieurs au
KRN7000.
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Pour I'lL-4, les taux de sécrétion sont assez peeathu KRN7000 jusqu’a 5 pmol/ml. Au-
dela, certains analogues comme les KRN-Phe-klgGe KRN-Phe-Naph ou le KRN-Phe-
NH,, provoque des taux de sécrétions plus élevés afoe reférence.

Le tableau Il.1 ci-dessous présente les ratioskoytpues obtenus pour nos différents
analogues, aux concentrations de 25 et 125 pmapenmettant ainsi d’avoir une premiére

approche du profil cytokinique de nos analogues.

Tableau 1.1 : Ratio IFN/IL-4 du KRN7000 et de ses analogues.

Ratio du taux cytokinique IFN/ IL-4
Ratio a 25 pmol/ml Ratio a 125 pmol/ml

KRN 7000 30 50
KRN-Phe-NH 5 20
KRN-Phe-Naph 7 10
KRN-Phe-Tet / 3
KRN-Phe-Boc 1 20
KRN-Phe-PEG DMSO 2 17
KRN-Phe-PEG HO 5 6

Ce que I'on remarqgue sur le tableau II.1, c’esat® qui a tendance a augmenter avec
la hausse de la concentration molaire. Mais cadtaés nous indiquent surtout que le profil
de nos analogues pencherait du c6té du profil p@-En effet, en comparant les ratios
obtenus par nos différents analogues et ceux golRIN 7000 (qui est notre référence pro-
Th1l), on observe que quelque soit la concentrale®atios des analogues sont nettement en
dessous des valeurs de notre référence. Les compysé@t plutdét une tendance pro-Th2
marquée, sont le KRN-Phe-Tet et le KRN-Phe-PEGodsgans I'eau, dont les ratios ne
dépassent pas la valeur de 6.

Cela signifierait que nos analogues possedent tabdit® relative dans les récepteurs qui les
prennent en charge, comme ont pu le décrire Ceved,*® avec un temps de rétention dans
la molécule CD1d et dans le TCR des iNKTs plusléadue le KRN7000, ce qui favorise
préférentiellement une sécrétion d’lIL-4 (cytokideietée avant I'IFNJ.

Dans tout les cas, ces résultats illustrent quemedifications apportées en position C6

n‘empéchent pas une reconnaissance des diffénealtsgaies par les splénocytes.

88



C) Etude du role de difféerents sous-types de celkd dendritiques - Etude avec les
molécules KRN-FITC et KRN-Cy5

- KRN-FITC:
(o]
COOH
o " " /
OH OOH HNJ\/\/\/\/\/\/N\”/N O 0
HO S OH s O
OHOVEY\/\/\/\/\/\/\/
L OH
- KRN-Cy5 :
oH_~OH

Ces deux molécules ont été utilisées par le grauwpBr. Francois Trottein de Lille,
pour aider a identifier le réle des DCs spléniqG&t et CD4 CD8u™ dans I'activation des
lymphocytes T de type iNKT. Lors des tests prélames la molécule KRN-FITC s’est
montré active mais n'a pu étre utilisée. En efteidngueur d’onde d’émission du FITC
atteint la limite de détection de I'appareil deayetrie de flux utilisé a Lille. La molécule
KRN-Cy5 s’est montrée tout aussi efficace, maicawge meilleure visibilité lors des tests de
fluorescence, sa longueur d’onde d’émission étantpatible avec les caracteéristiques de la
machine de cytométrie de flux. Ci-dessous sontpiadaes les caractéristiques des deux

fluorophores.
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Tableau 1.2 ; Caractéristiques des flurophores El&t Cy5

FITC Cy5
Longueur d’'onde 494 nm 649 nm
d’excitation
Longueur d’'onde 518 nm 670 nm
d’émission
Coefficient d’extinction 70 000 cit M™a 494 nm | 250 000 ¢mM™ & 649 nm
molaire

L'utilisation de cette molécule a débouché sur wublication du Dr. Emilie Bialecki,
membre de I'équipe du Dr. Trotteli*! Grace au KRN-Cys5, ils ont ainsi pu démontrer que
les DCs de type CD4t CD4 CD8x n'ont pas le méme role dans la présentation d’'une
molécule glycolipidique aux cellules iINKT, dans @esditionsin vitro etin vivo.

Pour démontrer cela, ils ont d’abord vérifier qae tleux sous-types de DCs prennent bien
charge une molécule de typeGalCer dans des conditioms vitro. C’est ainsi que notre
molécule KRN-Cy5 a été synthétisée et testée pbserver ces propriétés d’activation des
cellules iINKTs. Comme illustré sur la figure Il.8es précurseurs de DCs issus de moelle
osseuse de souris « Wild-type » (WT) ou de soubBddzKO, sont présentés a des doses
croissantes de KRN-Cy5. Le taux de cytokine IL{Bsire la production des hybridomes
d’'iINKT en réponse a lI'expression du CD1d par lessDIes taux d'IFNy et d’IL-4 mesurés
indiquent une sécrétion des INKT primaires en répai la présentation du KRN-Cy5 par le
CD1d des DCs. Donc ces résultats montrent bierlagtéponse est CD1d dépendante car les
cellules issues de souris CD1d-KO ne sécretent etetue la réponse est dose-dépendante.

IL-2 IFN-y 4
12500 I 20000 2500- ) mmCD1d "
10000+ 15000 NE 1 2000 1

T 7500 E T E 15001
%. 5 10000 B
o 50004 , o 2 1000+ T
2500 ’A = w o8 1 5004 I
’ = r\ \ d - i ! P E« o
«ad\“ﬁ‘ 150@ quﬁ‘ -;_5(\91“\100091“‘ mgd‘“m 25091 :\00“9““ ﬁng"“\,\aon@ ﬁgd\“‘“ .15'@ \00‘\9‘ 15:\9" '\0““@
u-GalCer Cy5-u-GalCer u-GalCer Cy5-u-GalCer u-GalCer Cy5-u-GalCer

Figure 1.5 : Taux de sécrétion de cytokines encfom de I'a-GalCer KRN7000 ou du KRN-Cy5 (Cyb-
GalCer). Les cytokines IL-2, IFN¢ et IL-4 sont mesurées en fonction de deux conatoitrs de KRN7000 et
KRN-Cy5 différentes, 25 ng/ml et 200ng/ml.
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lls ont ensuite compatié vivo le taux d’incorporation di-GalCer dans les deux sous-unités
de DCs testées. La figure 1.6 nous montre que @bsal’administration de KRN-Cy5, les
sous-types de DCs CD4t CD4, sont bien lié¢ a notre molécule et ce dans degoptions

équivalentes.

1 a-GalCer
--------- CD4* cDC/a-GalCer ok ok W= CyS-a-GalCer
=== CD4%cDC 800-
;, == CD4"cDC
| 6001
i
i £ 400
£
3 ; 200
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ol [ : - ol 1 ==
o CD4*¢cDC  CD4 cDC
Cy5-0-GalCer

Figure 11.6 : Analyse par cytométrie de flux deplase en charge du KRN-Cy5 (CykGalCer) par les cellules
dendritiques CD4 et CD4. Le KRN7000 (1-GalCer) sert de controle dans les deux exemglestriés. Sur le
schéma de gauche, le nombre de cellules incorpdattRN-Cy5 est identique pour les deux sous-tyies
DCs, les cellules CD4cDCl-GalCer (ligne en pointillé) étant le controle. Pamne meilleure lisibilité,
l'intensité des cellules DCs CDén gris (CD4cDC) a été réduite. Le graphique de droite iligintensité de
fluorescence du KRN-Cy5, identique chez les DCs GRADA4.

D) Conclusion

La molécule KRN-Cy5 a été utilisée dans le bupamiver le réle de deux sous-types
de DCs. Cette molécule a pu étre utilisé pour melesr tests biologiques conduisant a la
publication de Bialeckit all** Il a été ainsi montré que le sous-type ¢Dde DC, ne
permettait pas de présenter le ligand aux celidl&g's a l'inverse du sous-type CD4
Pour nos analogues KRN-Phe, les résultats obteowis pus mitigés. Le profil pro-Thl
recherché n’est pas apparu comme nous |'espégbrtsest plutét le profil pro-Th2 qui
ressort de ces premiers tests. Ce profil pro-Th& pés d’incidence sur la réponse anti-
tumorale, mais il peut aussi étre intéressant, cerdans le cas de maladies auto-immunes
(ex : diabéte de type 1, lupus, uvéite) apparatssatamment a cause d’'une réponse Thl non
régulé.

Ainsi, I'idée de combiner deux éléments permettiabtenir une réponse pro-Thl n’est pas
forcément la clé pour obtenir une meilleure répodsece type. Il s’avere méme que nos
molécules les «plus » pro-Thl (KRN-Phe-NEt KRN-Phe-Boc), sont celles qui n'ont
gu’une fonction reconnue comme étant activatricegmnse Thl (a savoir le groupement

phényle sur la céramide). Le KRN-Phe-Naph (quigege les idées de Trappenietsal®
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et de Fujicet al'**?) se montre étre loin de nos attentes dans cespestminaires, puisque
les réponses observées avec cette molécule n’smhpatré de profil pro-Th1.

Le KRN-Phe-PEG@oa montrer des résultats similaires a ceux obsgraé€fbensemrt al
avec leurs analogues pégyt¥sc'est-a-dire que ces analogues fournissent unensépplutot
pro-Th2. Mais ce composé a été synthétisé danstlddopouvoir le dissoudre dans un milieu
physiologique. Nos tests utilisant des concentnatimolaires, ont permis de montrer que
l'utilisation de tampon physiologique permet unerégon de cytokine, avec des taux
comparables aux taux observés avec du DMSO. Cetiessimportant dans le cadre d’'une
administrationin vivo, car cela permet d’'une part d’éviter les effetdgoes du DMSO, et
d’autre part cela permet d’éviter l'utilisation d'uransporteur pour solubiliser la molécule
dans un milieu physiologique.

Il reste maintenant a voir le comportement de nwEcgues dans un modéle vivo pour

confirmer ou non le profil pro-Th2 de nos molécules
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CHAPITRE I :
Vectorisation de I'a-GalCer, KRN70000
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1) Introduction

Dans ce chapitre nous présentons la vectorisdgdi-GalCer KRN7000. L’objectif
étant d’optimiser la réponse immunitaire anti-tuadey en insérant le KRN7000 dans des
vecteurs, dont la surface va étre modifiée afirmkorer la disponibilité du ligand vers sa
cible. Cette cible est la cellule dendritique, guissede la molécule CD1d a sa surface,
reconnaissant le KRN7000.

Le KRN7000 est vectorisé dans des liposomes de g€ (Small Unilamellar Vesicle)
conjointement a une molécule permettant d’augmesatdxiodisponibilité. On insere pour cela
un phospholipide fonctionnalisé par un Befedans la bicouche du vecteur. Cette fonction
hydrophile limite 'opsonisation et permet une awegwation du temps de demi-vie des
particules recouvertes dans l'organisme. Nous noodif aussi la taille du liposome en
laugmentant pour obtenir des particules de taslgpérieure a 200 nm, limite au-dela de
laquelle les lymphocytes B ne prennent plus engehaes particules, ce qui devrait favoriser
leur capture par les DC¥! Nous formulons pour cela des liposomes REV quit stes
liposomes ayant une taille supérieure a 200 nmdéRevEvaporated Vesicle).

Le KRN7000 est vectorisé avec également des magcplermettant d’améliorer sa
délivrance aux DCs. On utilise donc des molécules miolécules permettant le ciblage de
récepteurs présents a la surface des DCs comréedpteur mannose ou le récepteur CD11c.
Enfin, le KRN7000 est vectorisé avec des molécprsnettant la stimulation de la réponse
immunitaire adaptative. Nous allons ainsi indugsiematuration des DCs, car c’est une des
étapes clé de la présentation du KRN7000 aux iNkKRsytilisant pour cela des ligands des
Toll-Like-Receptor 2/1 et 2/6 présents a la surides DCs (les TLR 2/1 et 2/6 sont impliqués
dans la maturation des DCs). Nous associons a&d§RN7000 avec un peptide d’intérét,
spécifiqgue d’'un modéle tumoral, afin d’évaluer fiedcité anti-tumorale des constructions.

Le KRN7000 est également vectorisé dans des pksicle PLGA a titre de comparaison,
pour évaluer l'influence de la taille de la parteesur la réponse immunitaire anti-tumorale.
Ceci est effectué a I'lnstitut de Médecine Prédetet de Recherche Thérapeutique de Lille,
chez le Pr. Didier Betbeder.
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II) Vectorisation et optimisation de la délivrancedu KRN7000
A) Notre vecteur, le liposome

Les liposomes sont des particules constituéesediunplusieurs bicouches lipidiques.
Ceux utilisés dans le cadre de mes travaux de tikes¢ de type SUV (Small Unilamellar
Vesicle) et sont présentés sur la figure lll.1.pitésentent des diamétres moyens de 100 nm.
Nous avons aussi utilisé des REV (Reverse Evapbrdssicle), qui sont également des
vésicules unilamellaires mais de taille plus imaoté (300-500 nm) et qui different par leur
méthode de fabrication. Ces deux constructionsstiptales sont constituées de laoi-
phosphatidylcholine de jaune d'oeuf (PC), de lao-phosphatidyl-DL-glycérol (PG)

transestérifié a partir de PC de jaune d’ceuf, ajuside cholestérol.

Q090
(" Bicouche _Q

2 !ipidiqm&_ DD Téte polaire de
Q9 0 Q‘D la bicouche

Unilamellar liposomes

O

suv

Figure 111.1 : Structure schématique des liposor8es/.

Les SUVs sont fabriqués par la méthode d’hydratatiun film lipidique!*®® Ce film est
composé des phospholipides et du cholestérol, m#si des autres composeés lipidiques
comme le KRN7000 (figure 111.2) ou des ancres faratalisées par exemple. L’hydratation
du film conduit a la formation de liposomes del¢silgrossiéres, des MLVs (Multi Lamellar
Vesicle). Pour obtenir les SUVs, une étape de stinit est nécessaire afin de former des

liposomes unilamellaires de petites tailles unifesm
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Figure 111.2 : KRN7000

Les REVs ont une taille comprise entre 300 et 500 lbeur méthode de préparation differe
légerement de celle des SUVs. Au début on forméeggmt un film lipidique dans lequel on
retrouve tous les éléments cités pour les SUVdilGeest hydraté, mais on rajoute également
un solvant organique, du diéthyléther, suivantragipe de Szokat all*®® L'évaporation
contr6lée du solvant va permettre une réorganisdénte des composés lipidiques dans le
milieu aqueux restant, formant de larges liposoumaigmellaires.

Il est important de noter que la nature des phdgptes est importante, du fait de leur
température de transition de phase. Les phospte$iputilisés au laboratoire ont des
température de transition trés basse (inférieur8°@) ce qui permet de travailler a
température ambiante. D’autres phospholipides esttdmpératures beaucoup plus élevées
(usqu’a 50°C), ce qui impligue un chauffage pououypir former les liposomes
(problématique dans le cas des REVs, notammentligoaporation controlée de I'éther).

La présence d’'une bicouche phospholipidique che51dVs et REVS, permet d'y insérer des
molécules hydrophobes possédant des chaines gr&sess ainsi que I'on peut insérer le

KRN7000, ou des ancres fonctionnalisées par exemple
B) Molécules utilisées pour optimiser la réponse imunitaire

Le KRN7000 est vectorisé dans les liposomes en niémps que d’autres composes,
comme des ancres. Ces ancres possedent des djaisess (a I'instar du KRN7000), et sont
intégrées au film lipidique des liposomes, au méitre que les phospholipides et le
cholestérol constituants la bicouche membranaire.

1) Molécule permettant d’augmenter la biodisponibiité du KRN7000

Pour augmenter la biodisponibilité du KRN7000 dbmgyanisme, nous utilisons une
molécule appelée Polyéthyléne Glycol ou PEG.
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Les PEG sont des polymeres hydrophiles inertesocebimpatibles, de tailles variables et
ayant une activité dépendante de leur masse maléeuDn note ainsi par exemple que le
PEGoo a montré son efficacité, dans un modeéele animahsda prévention du cancer
colorectal’®” Le PEGogo est utilisé pour améliorer la biodisponibilité danoparticules
d’'oxyde de fet®® utilisées en IRM (Imagerie par Résonance Magnéjiqu

Le PEG est également utilisé sur des nanoparticabesil créé a leur surface une couche
hydrophile protectrice, qui masque la charge et 2emes hydrophobes en surface des
particules. Cela permet d’éviter d'une part I'agréggn des nanoparticules entre elles et avec
des molécules du sang, et d’autre part d’échapd@paonisation et au systéme réticulo-
endothélial en réduisant la phagocytose par lesaophages. On a donc des nanoparticules
stériquement stables, dont le temps de rétentina ecirculation sanguine va augment&t.
Les premieres expériences mettant en jeu des hpes@egylés, datent du début des années
1990 avec Papahadjopoulesal, qui ont montré que les liposomes pégylés, apietds,
permettent d’augmenter jusqu’a 5 fois le tempsidailation dans le sang par rapport a des
liposomes classiqués? Le temps de demi-vie des liposomes furtifs étdamdron 15h,
alors que celui des liposomes classiques est d@m@&0min.

Le PEGooo est le plus souvent utilisé pour stabiliser lpsdiomes injectés dans la circulation
sanguine. Dos Sant@s al. ont récemment étudié la stabilité dans la circutasanguine de
liposomes contenant du PEG de masse moléculafératifes’’" Ils ont ainsi montré que le
PEGoo était le plus efficace pour augmenter le tempsi@hai-vie plasmatique, a condition
de l'utiliser & une concentration minimale de 2%laite par rapport aux phospholipides
totaux. L'insertion du PEG dans les nanoparticdesxme les liposomes, se fait dans la
bicouche grace a des phospholipides fonctionnales#ame par exemple la DSPE-PEG (Di-
Stéaroyl-Phosphatidyl-Ethanolamine) ou DPPE-PEG -Ralmitoyl-Phosphatidyl-
Ethanolamine).

L'objectif de nos travaux est d’optimiser la défimce du KRN7000 dans l'organisme, en
augmentant la durée de vie du vecteur transpomalre ligand. C’est pourquoi nous
combinerons la vectorisation du KRN7000 dans leodgme, avec un phospholipide

fonctionnalisé par un PEfgo
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2) Molécules permettant le ciblage actif des DCs
a) Ciblage du récepteur mannose

Le ciblage des DCs se fait grace a la molécule EMXB, qui est une ancre di-
mannosylée. Elle va permettre le ciblage du réceptennose présent a la surface des DCs.
Cette ancre, illustrée sur la figure 1ll.3, a étithétisée au laboratoire et a montré son

efficacité dans le ciblage des D&%

OH

HO. 0o

OH
OHo s\/\0/\/0\)]\NH o -
H
%o HN/\/\/H‘/N\/\O/\/O\/\O/\/O\)\l
sv\o/\/\)% ° RN P Y e e e 0 SN

DOG-Man,

Figure 111.3 : Ancre Dimannosylée.

Le récepteur mannose (MR) est aussi appelé CORE#t partie du groupe IV de la
superfamille des lectines de type C. Le MR posg#ldsieurs domaines, avec une région
extracellulaire amino terminale riche en cystéinesdomaine de fibronectine de type I, huit
domaines CTLD (C-type lectin-like domains) et unmdine transmembranaire avec une
petite extrémité cytoplasmique. Le domaine richecgstéines permet la reconnaissance de
sucres sulfatés, les huit domaines CTLD reconngiisses sucres avec du D-mannose, L-
fucose ou N-acetyl glucosamilé®’ Le domaine de fibronectine reconnait les collagéte
type I, 11, 1l et V.27
Le MR est exprimé sur les DCs, mais aussi sur lesrophages, sur les monocytes et sur les
épithéliums lymphatiques et hépatiqliéd. Les ligands du récepteur sont le plus souvent
d’origine bactérienne Leishmania donovaniStreptococcus pneumonig car les motifs
mannosylés sont rarement présents chez les espéca/otes. Le MR joue donc un grand
réle dans la mise en place de la réponse immumitairée et est un « Pattern Recognition
Receptor » (PRR).

Le MR est en permanence recyclé entre la membrisenmue et les compartiments de
'endosome tardif, méme en absence de ligand. tlldesc internalisé dans des puits de
clathrine, et livré a 'endosome ou le ligand déyéré, puis le MR retourne vers la membrane

plasmiqué!™® Il faut aussi prendre en considération que lemlitf mannosylés peuvent aussi
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étre reconnus par un autre récepteur, comme SIGtR% la souris, ou DC-SIGN chez

’lhomme, qui sont des récepteurs spécifiques des &€z ces organismes.
b) Ciblage du récepteur CD11c

Le ciblage des DCs se faita le ciblage du récepteur CD11c qui est une protéine
transmembranaire possédant deux sous-unités hietérigliesa et 3. Il fait partie de la
famille des intégrines, avec une chatneariable. On a ainsi dans la famille des CD11, le
CD11a qui posséde une chatnele 180kD, le CD11b de 170kD et le CD11c de 158kb.
Cette chaine forme avec l'intégrifi@ (connue aussi sous le nom de CD18) le récepteur d
complément 4 (CR4J’® Le CD11c est majoritairement présent sur les D@ais on le
trouve également en plus faible quantité sur lesramnages, les cellules NK ou les
lymphocytes B.

Les ligands du CD11c sont multiples. On trouve laléoule du complément iC3b qui
participe a I'opsonisation, les molécules d’adhegiellulaire comme ICAM-1 et ICAM-4, les
molécules composant la membrane des bactéries coesnh®S (LipoPolySaccharide) ou les
protéines de la matrice cellulaire comme le fibgéwoe ou le collagen¥” " Une fois le
ligand reconnu, les DCs présentent l'antigéne aebules T-CD4 et T-CD8 via les
complexes du CMH-1 et du CMH-II.

Une étude menée par van Broekhoeeml!*®” a aussi montré que le ciblage des DCs par le
CD11c était possible en utilisant des anticorps-@btl1c, ces derniers étant vectorisés par
des liposomes. Dans cette étude les anti-CD11cfréedpar une hexahistidine (H6), sont
associés aux liposomes par chélation avec une dimckque appelée NTADTDA
(3(Nitrilotriacetic acid)-ditetradecylamine).

Dans notre cas, nous utilisons des anticorps dbfid€ commerciaux, obtenus a partir d’lgG
de rat. L'’équipe du Dr. Francois Trottein effeclaeséparation des deux fragments Fc et
F(ab’),. Afin d’obtenir les fragments Fab’ anti-CD11c dési nous effectuons un clivage des
ponts disulfures qui se situent entre les deuxngsalourdes du F(ah!)On obtient donc 2
fragments Fab’ possédant une fonction thiol lilpermettant de coupler le fragment d’anti-

corps sur le maléimide pour former le complexeadigure 111.4.
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Figure 111.4 : Ancre DPG-Mal fonctionnalisée par feagment d’anticorps anti-CD11c.
3) Molécules permettant la stimulation de la réponsimmunitaire adaptative
a) Ancres PamCysAlaGly et PamCysAlaGly - Ligands des TLRs 2/1 et 2/6

Les TLRs (Toll-Like Receptors) sont des récepteaisfont partie de la famille des
PRRs (Pattern Recognition Receptors). lls jouentdlsm dans la reconnaissance des cellules
hotes et dans la réponse aux pathogénes micrdbiBnau niveau structurel, ce sont des
protéines transmembranaires de type | qui comprerue domaine extracellulaire riche en
leucine, reconnaissant les PAMPs (Pathogen Assacidblecular Patterns), et un domaine
cytosolique appelé TIR (Toll-IL-1 receptor).
Le nombre actuel de TLRs connus est de 10 chemhhe et 12 chez la souris. Ils sont situés
pour la plupart sur la surface cellulaire, mais @m trouve aussi dans des vésicules
intracellulaires'® Nous savons que le TLR 2, présent sur les D@®nreit une large
gamme de PAMPs associés aux bactéries Gram négajpasitive, comme des lipoprotéines
ou des peptidoglycanes. Il forme des hétérodimaves les TLR1 et TLR6. L'hétérodimere
TLR2/TLR1 reconnait des lipopeptides triacylés ¢préds sur les bactéries Gram-négative),
alors que le TLR2/TLR6 reconnait des lipopeptidesydés (présents sur les bactéries Gram-
positive)'® C’est pourquoi nous nous sommes plus particuliérgmintéressés a ces
hétérodimeres du TLR2.
L’objectif étant d’optimiser la réponse immunitaieati-tumorale par la stimulation de la
réponse adaptative, le KRN7000 est utilisé congmmegnt aux PagCysAlaGly (ligand du
TLR2/TLR1) et PanCysAlaGly (ligand du TLR2/TLR6), les deux Pam étatitisés pour
maturer les DCs, qui est une étape clé dans l&miason du KRN7000 au cellules iNKTs.
Les deux molécules ligands des TLR2 sont présestéda figure Il1.5.
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Nous possédons au laboratoire ces deux ligands,(BamlaGly et le PaaCysAlaGly)'8¥
gue I'on associe a un liposome contenant le lighn@€D1d, le KRN7000.
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Figure 111.5 : Ancres adjuvantes utilisées dans egpériences
b) Le peptide OVA

L’objectif avec ce peptide est toujours de stimlderéponse immunitaire adaptative
dans le cadre d’'un mélanome exprimant le récepécifigue de notre antigene qui est un
analogue du peptide OVA.

Pour pouvoir associer ce peptide a des liposonaeiancre DPG-Mal (figure 111.6), il a fallu

le modifier. Ainsi, le peptide OVA a été fonctiotisa par une cystéine C ou N terminale, par
le Laboratoire de synthese des peptides (IBMC asBtrurg — UPR 9021 — Immunologie et
Chimie Thérapeutique). Les séquences testées SOIMNHEKL-C) et (C-SIINFEKL), et
correspondent aux acides aminés 257-@64’'ovalbumine. Cette séquence octameérique est
prise en charge dans le modéle de souris OT-1aparolécule du CMH I, H2-K exprimée

sur des lymphocytes T-CD&ansgéniques s
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Figure 111.5 : Ancre DPG-Mal fonctionnalisée par amalogue du peptide OVA.

[II) Résultat et discussion de la vectorisation d.KRN7000

Les formulations utilisées ici permettent de vaditinsertion du KRN7000 dans les
liposomes. La quantité de KRN7000 utilisée est @@ g/ml de liposomes. Le tableau Ill.1

résume les caractéristiques principales de nosuiations.

Tableau llI.1 : Caractéristiques des liposomes SHREV + KRN.

Liposomes SUV-| Liposomes| Liposomes Liposomes
KRN SUV REV-KRN REV
Concentration de 100 / 100 /
KRN7000 (ug/ml)
Taille (nm) 100+1 88 +3 337 £41 236 + 25
Indice de 0,1 0,2 0,2 0,3
polydispersité

Pour observer la prise en charge de nos congingcpar les cellules immunitaires,
deux tests ont été mis en place par I'équipe duliuttein. Dans le premier test vitro, des
splénocytes sont mis en contact avec nos liposoma®s 48h, la production d’'IL-4 et
d’'IFN-y est mesurééfigure 111.6 ; graphique A). Dans un deuxieme testitro, ce sont des
DCs qui sont mis en contact avec nos liposomesagrarifth. Apres cela, les DCs sont mises
en contact avec des hybridomes de cellules iINKTslgeat 48h, et la production d’'IL-2 est

mesurée (figure 111.6 ; graphique B).
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Figure 111.6 : Taux de sécrétion cytokiniques inchér les liposomes SUV et REV-KRN.

Les constructions liposomiques avec du KRN (barese et bleu foncé) induisent une
production de cytokines quasi identiques a celtliite par du KRN libre (barre verte) aussi
bien dans le cas de la réponse des splénocytgshigua A.) que dans le cas de la prise en
charge par les DCs et de leur présentation auxidofes iINKTs (graphique B.). Les
liposomes SUV (barre orange) et REV (barre bleir)ctee provoguent pas de réponse, car
ces deux populations ne contiennent pas de ligand.

Tout ceci traduit une réponse dépendant de la pcésee KRN7000, quelle que soit la taille
du liposome utilisé. On note aussi que les réporssed doses dépendantes, avec une

sécrétion cytokinique qui augmente lorsque la gtéade KRN7000 augmente.

IVV) Conclusion

Nous avons présenté dans ce chapitre les moy#isésipour vectoriser le KRN7000,
et les moyens mis en ceuvre pour optimiser la ré&anmsnunitaire anti-tumorale. La
vectorisation passe donc par l'utilisation de lpoes (SUV et REV) formulés dans notre

laboratoire. Nous avons vu que l'utilisation duoBpme, que ce soit des SUV ou des REV,

106



permet une prise en charge du KRN7000 par lesleslimmunitaires, ceci se traduisant par
une sécrétion de cytokines a des taux comparablERaI7000 libre.

Nous avons montré que l'incorporation du KRN700disdéa bicouche des liposomes ne
modifiait pas son activité. Les étapes suivante# onsister a optimiser la construction en
lui associant séparément les différents élémenitseptés sur la figure 111.7. L’activité anti-

tumorale des liposomes encapsulant ces compossinmsisentée dans le chapitre IV suivant.
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Ligand des TLR 2/1 pour Pam;-CAG dentritiques. Activation des cellules NKTs.
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Augmentation du temps de demi-vie des liposomes

Figure 111.7 : lllustration des éléments vectoris#ens la bicouche membranaire du liposome.
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CHAPITRE IV :
Réponse anti-tumorale des constructions

liposomiques
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1) Introduction

Dans ce chapitre nous traitons de l'optimisatian ld réponse immunitaire anti-
tumorale par nos constructions liposomiques. Cestoactions contiennent du KRN7000,
mais également des éléments permettant le ciblageéatpteurs des DCs, des éléments de
furtivité, ou bien des éléments permettant d’oeetd réponse immunitaire contre un modéle
tumoral précis.

Nous allons donc observer I'activité de nos dédfées constructions liposomiques sur
la réponse immunitaire anti-tumorale, avec desstypees associant le KRN7000 a :

- un phospholipide fonctionnalisé par un RBEfgpour augmenter le temps de demi-vie du
liposome dans I'organisme

- une ancre dimannose pour cibler le récepteur osmndes DCs

- une ancre DPG-Mal sur laquelle est greffée ugnfient d’anticorps anti CD11c pour cibler
le récepteur CD11c des DCs

- les molécules Pag@ysAlaGly et ParCysAlaGly, ligands respectivement des TLR 2/6 et
2/1 présents sur les DCs et jouant un role dansataration de celles-ci

- une ancre DPG-Mal sur laquelle est greffé unaned de peptide OVA (ciblant le récepteur
OVA présent dans le cadre d’'un mélanome)

Nous traitons également dans ce chapitre un deexiéofet, a savoir I'utilisation de nos
liposomes dans le cadre de la levée de I'anergss. tBstan vivo sont mis en place pour
vérifier I'influence du ciblage des DCs sur ce pbr@ene.

Dans ce chapitre, les résultats biologiques sauisisle tests effectués au sein du laboratoire
du Dr. Francgois Trottein de I'Institut Pasteur dikel

II) Résultats et discussions de I'optimisation de la pdnse anti-tumorale

A) Préambule

Lors des tests biologiqués vivo, deux modeles différents de souris ont été usilisé
Tout d’abord au laboratoire du Dr. Trottein de &jlle modele WT (« Wild Type ») C57BL/6
est utilisé pour la plupart des tests vivo mais aussin vitro (prélevement de la rate,
utilisation des DCs et des cellules mononucléesiir Res tests mettant en jeu I'analogue du
peptide OVA, ce sont des souris OT-1 qui sontagtéis, exprimant le récepteur OVA dans un

modele de mélanome.
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Les deux testm vitro réalisés permettent dans le premier cas de mdsusécréetion d’IFNy

et d’'IL-4 grace a I'activation de splénocytes ol dellules mononucléées de foie, et dans le
deuxieme cas de mesurer la sécrétion d’lIL-2 par lddsidomes de cellules iINKT (ces
cellules présentent uniquement le TCR a leur se)faactivées au préalable par des
précurseurs de DCs (présentant uniguement le CDtd).dernier test permet ainsi de
confirmer que les KRN7000 est bien pris en chatgprésenté de maniere CD1d et TCR
dépendante.

Lors des testm vivo, la sécrétion cytokinique est mesurée par le dodag cytokines dans le

sérum de I'animal.

B) Influence du PEGyoo Sur la réponse immunitaire

Le KRN est inséré dans la bicouche des liposonifg & REV a une concentration
de 116umole/ml (100ug/ml). On insere donc dans la bicouche du liposomda DPPE-
PEGooo (Di-Palmitoyl-Phosphatidyl-Ethanolamine-Pkgg) & une concentration de 0,05

pmole/ml. Le tableau I1.3 résume les caractérissquincipales de nos formulations.

Tableau IV.1: Caractérisation des liposomes SUREY-KRN-PEGo

Liposomes | Liposomes | Liposomes | Liposomes
SUV-KRN SUV-KRN- REV-KRN REV-KRN-
PEGz000 PEGz000
Concentration de 0,116 0,116 0,116 0,116
KRN7000 (umole/ml)
Concentration de DPPE- / 0,05 / 0,05
PEG (umole/ml)
Taille (nm) 85+4 1073 355 + 29 435+ 25
Indice de polydispersité 0,1 0,1 0,3 0,3

Un premier tesin vitro étudie la prise en charge de nos liposomes paspglésocytes
issus de souris C57BL/6. Ces deux entités sontbi#esl pendant 48h, puis on mesure la
production d’'IFNy (graphigue A.). Dans un deuxieme tiestitro, les liposomes sont incubés

avec des précurseurs de DCs pendant 24h. Apres lesldDCs sont incubées avec des
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hybridomes de cellules iNKTs pendant 48h, puis @sume la production d’IL-2 (graphique

B.). La figure IV.1 illustre ces données.
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Figure IV.1 : Taux de sécrétions cytokiniques ihgair les liposomes SUV et REV KRN g

Les résultatsn vitro de la figure V.1 nous montre que l'insertion dE@ dans le

liposome n’empéche pas la reconnaissance du ligantes différentes cellules testées, et ce

guelle que soit la taille du liposome utilisé. Aitss liposomes contenant du KRN7000 +/-
PEGyooo induisent une production de cytokines quasi idgetiau KRN7000 Tween (KRN

libre) dans le cas des REVs, et une production eun glus faible dans le cas des SUVSs.

L’insertion du PEGyoon’a pas donc pas d’influence sur la productionayeéskines.

Ces formulations ont été testées dans un maodeélizo en contrélant la sécrétion des

cytokines IFNy et IL-4 (Figure IV.2). Pour cela, des souris aggu par voie intra-veineuse
100 ng de KRN7000, formulés dans différents lotdipesomes (SUV-KRN, SUV-KRN-
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PEGooo et REV-KRN, REV-KRN-PEGyg), ainsi que du KRN libre comme témoin positif.
Afin de voir si le KRN vectorisé active bien le 8®me immunitaire, le sérum est prélevé a
des temps de 4h, 18h et 24h. Ceci permet de fagecinétique de la sécrétion des cytokines

IFN-y et IL-4 dans I'organisme.
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Figure V.2 : Sécrétion cytokinique induite in vi\em fonction du temps, aprées injection de 100ng R

Dans un premier temps on constate sur la figur@ te I'lL-4 (graphique B.) est
sécrétée assez rapidement aprés la stimulatiomeetegqaux est quasi nul a 18h. Pour I'lFN-
y (graphique A), la réponse est inversée avec un taux quasi md kéa premiéres heures de
la stimulation, puis un pic apparait a 18h avantatkescendre a des taux plus faibles a 24h.
L’étude cinétiquein vivo visait a mettre en évidence le role furtif du PH®S Santoset
al.*% ont montré comme d'autres, que le Rif@a une influence sur le temps de demi-vie
des particules dans l'organisme. lls ont ainsi m®dmue lorsque les particules nues sont
administrées, la concentration plasmatique endifipbsomique chute rapidement a des taux
proches de umole/ml. Les liposomes ayant du PEG ont un tauxchute également, mais

de fagon beaucoup moins brutale, et I'on retrouvdeut de 24h encore 1,26nole/ml de
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lipide liposomique sur les 3jmole/ml injecté au début. Cela permet au ligandre’grésent
plus longtemps dans I'organisme. Dans nos travieugrésence de PEG n’a pas d’influence
sur la sécrétion des cytokines. On note néanmoirs lgs formulations avec PEG sont
€galement reconnuér vivo et provoquent la sécrétion des cytokines KBt IL-4. Ces

(187 qui avaient démontré que I'lL-4 est

résultats sont a relier a ceux de Bendedaal,
produite en quantité massive entre 2 et 4h aprésntailationin vivo et que vers 6h ce taux

commencait a diminuer. Dans la méme étude, lestiggsunl’ IFN-y commencent & augmenter
vers 6h avec un pic vers 16-18h qui persiste jusgdh.

Pour conclure on peut dire que nos populationstaya PEG sont bien pris en charge
par les cellules immunitaires, aussi biarvitro qu’ in vivo. Mais nous n’avons pas observé
d’amélioration significative de la réponse immuméaen utilisant les liposomes PEG par
rapport aux liposomes non PEG. Les taux de séoetiblFN-+y sont plus élevés lors de
'administration de REVs par rapport aux SUVs, slaue pour I'lL-4, les taux sont
similaires. Néanmoins, on ne constate pas d'anatimr de la réponse par rapport au

KRN7000 libre.

C) Influence de la molécule DOG-Dimannose sur la ppnse immunitaire

Les liposomes SUV utilisés encapsulent le KRN & woncentration de 0,116
pmole/ml (100ug/ml) et le Dimannose a une concentration depdn®le/ml sous la forme
d’'une ancre appelée DOG-Man2 (Di-Oleyl-Glycerol-iivhose).

Les caractéristigues physicochimiques des lipos@uoesrésumées dans le tableau IV.2.
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Tableau IV.2 : Caractéristiques des liposomes SWKRRA et + DiMannose

Liposomes SUV-| Liposomes| Liposomes Liposomes
KRN SUvV SUV-KRN- SUV-
DiMannose | DiMannose
Concentration de 0,116 / 0,116 /
KRN7000
(umole/ml)
Concentration en / / 0,03 0,03
DiMannose
(umole/ml)
Taille (nm) 100+ 6 84 +9 92+3 111 +3
Indice de 0,2 0,2 0,1 0,1

polydispersité

Deux testsn vitro sont mis en place (Figure 1V.3). Le premier évaegrise en
charge du KRN7000 (présenté par les liposomes)gsacellules mononuclées hépatiques
(barre jaune pour les SUV-KRN ; barre verte posr 3JV-KRN-DiMannose). Ceci traduit
une seécrétion d’IFN+(graphique A.). Le deuxieme test évalue par un dosgdfy-2, la prise

en charge du KRN vectorisé par les DCs et sa pietsmm aux hybridomes des cellules

INKTs (graphique B.).
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Figure 1V.3 : Taux de sécrétion cytokinique indedir les liposomes KRN + DiMannos&. Sécrétion d’IFNy
par les cellules mononucléées de foie. B. Sécrétibn2 par les hybridomes d'iNKTs. La durée indé&pien B.
exprime le temps de contact entre les cellules riteees et le KRN libre ou les formulations, apsoi les
DCs sont mises en co-culture avec les cellules islg@ndant 48h.

La figure 1V.3 indiqgue que d'une part les prodao8 d’IFNy et d’IL-2 sont doses
dépendantes, et d’autre part que nos construdd®ts +/- DiMannose sont prises en charge
aussi bien par les cellules mononuclées hépatiguepar les DCs. Le temps de contact entre
les DCs et les formulations ou le KRN libre ne skngas avoir une grande importance sur la
réponse des hybridomes iNKTs, les taux de cytokihe® étant assez proches pour nos
différents lots. Donc la présence de DiMannose ewugbe ni la prise en charge de nos
constructions, ni la délivrance du KRN7000.

In vivo l'intérét du ciblage par le récepteur mannose ja @& observe. En effet,
Thomannet all*®® ont montré I'efficacité thérapeutique sur certaifemeurs de formulations

liposomiques incorporant du Dimannose dans la mangbr
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Pour conclure, la reconnaissance du KRN7000 esstilple en présence de DiMannose
dans le liposome. Pour observer I'efficacité desjgonse immunitaire anti-tumorale, il reste a

observer la réponse immunitaire de nos construstiams un modeéla vivo.
D) Influence du ciblage du récepteur CD11c des DCs

Les liposomes utilisés sont des SUV encapsulalkRE7000 a une concentration de
1,16 nmoles/ml (ig/ml). Dans cette formulation deux fragments deorps différents sont
utilisés. L'un est spécifique du récepteur CD1lautte est non spécifique de récepteurs
présents sur les DCs.
Les fragments utilisés sont des Fab’, contenantfalestions thiols libres. Pour les obtenir,
I'équipe du Dr. Trottein utilise des immunoglob@sde type IgG, qui subissent une coupure
enzymatique par la pepsine, pour obtenir des fratgriec et F(ab) Les fragments F(ak)
sont isolés et récupérés.
Nous avons ensuite clivé les ponts disulfures ptésees fragments F(ab’par de la
mercaptoéthanolamine. Nous avons ainsi obtenu ragmients Fab’qui présentent une
fonction thiol libre. Tout ceci est présenté sus¢béma IV.1.

s-s ENZYME % ?2-MEA-HCI Q ?
= e
$-S SH HS:
IgG

F(ab'), 2 Fab'

Schéma IV.1 : Obtention des fragments Fab’ (d'ajyéfesneet al)l*®!

hY

Ces fragments Fab’ sont greffés a pH &ja la fonction thiol libre, sur une ancre
fonctionnalisée DPG-Maléimide insérée dans la meamdbrdu liposome. Le schéma V.2

illustre ce couplage :
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Couplage entre les
fragments Fab’ et les
liposomes DPG-Mal aun pH

R.¥

Fab’

G

Liposome DPG-
Maléimide

Fragment Fab’ couplé a
I'ancre DPG-Maléimide

Schéma V.2 : Couplage des fragments Fab’ surheses DPG-Mal insérées dans les liposomes.

La concentration de DPG-Mal dans le liposome estOdepumoles/ml. Les fragments
d’anticorps sont utilisés a deux concentration$éckhtes, comme résumé dans le tableau
I\V.3.

Tableau IV.3 : Caractéristiques des liposomes SURNK: Anticorps.

Liposomes | Liposomes | Liposomes| Liposomes | Liposomes
SUV-KRN | SUV-KRN | SUV-KRN | SUV-KRN | SUV-KRN
lgG 1 19G 2 CD1llc1 CD1lc 2
(A0 pg/ml) | (40ug/ml) | (10 pg/ml) (40 pg/ml)
Concentration 1,16 1,16 1,16 1,16 1,16
de KRN7000
(nmoles/ml)
Taux de greffage / 88% 99% 64% 85%
des fragments
Fab’
Taille (nm) 53+1 701 681 108 £ 4 108 £ 10
Indice de 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
polydispersité
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Lors du testn vitro nous vérifions que la fixation du fragment d’aatjes anti-CD11c
n'entravait pas la présentation du KRN7000 auuted| iINKTs. Pour cela deux tests sont mis
en place (figure 1V.4). Le premier vérifie si lggénocytes prennent en charge le KRN7000
issu de nos constructions (graphique A.). Le deungigérifie si les DCs prennent en charge le
KRN7000 vectorisé et le présente aux hybridomescdisles iNKTs (graphique B.). L’axe
des abscisses représente les différentes condensrde KRN7000 utilisées.

A 18000 | [IgG1] et [CD11c1] =10 pg/ml
IgG2] et [CD11c2] =40 /mll
yoso | 19621 et[CD11C2] =40 pgimi
14000 -
12000 - —
Z 10000 - ]
E
e
2 8000
o
z
2 6000 -
L
4000 -
Jo L
THE z§|§§§|§ g§|§
® 2|2 2 2| 2|22 ® 2|2
slglg|s'slg|a'a'’q SRR
NS krN Liposome | Liposome | Liposome | Liposome | Liposome
KRN KRN IgG1 ' KRN IgG2 KRN KRN
CD11cl CD11c2
B. 5000
4500 - —
4000 -
3500
3000 [
Q
£ 250 -
o)
Q
~ 2000
o
= 1500 |
1000
500 H
ole [l O [
E|E|E| E|E E|E|E|E|E|E|E|E E|E|E|E|E
2l 22 2 2 222 22 222 ¢/ 22 >2
Nl oclw| NIl olw|NIoclw| NI Sl 15| N w| NI ol v
- N - N -l N - N - N -l N
NS| kRN Liposome |Liposome | Liposome | Liposome |Liposome
libre KRN KRN IgG1' KRN IgG2 KRN KRN
CD11lcl CD11c2

Figure 1V.4: Taux de sécrétion cytokinique indpdar les liposomes KRN + Anticorps, en fonction de |
concentration en KRNA. Le graphique illustre la sécrétion d’'IFNinduite par les splénocytes. B. Le graphique
illustre la sécrétion d’IL-2 par les hybridomes N&&n réponse a la présentation du ligand par les DC
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On observe sur la figure IV.4 une activité dospem&lante pour nos différentes
constructions en fonction de la concentration duNKBOO, mais la concentration de
fragments Fab’ utilisée (10 ou 4@/ml) n’a aucune incidence sur la réponse cytokiaiq
Les taux de sécrétions sont assez élevés pouptsoines KRN IgG 1 (barres vertes claires)
et IgG 2 (barres vertes foncées) par rapport au KRN (barres blanches), alors que pour les
liposomes KRN CD11c 1 (barres roses claires) et 1&DA (barres fuchsia) on note une
réponse égale au KRN7000 dans le cas de I'lL-Riseu’a 6 fois plus importante dans le cas
de I'lFN-y.

La réponse supérieure induite par les liposomes, Ig@hc non spécifique, pourrait
s’expliquer par la présence éventuelle d’'une imigudans le milieu.

Il serait intéressant de tester ces formulationssdan milieuin vivo car, comme ont pu le
montrer Van Broekhoveet al*®”, I'utilisation in vivo de formulations liposomiques dirigées
contre un modéle tumoral, et encapsulant des fratgmd'anticorps dirigés contre des
récepteurs de DCs (CD11c et DEC205 dans leur paspettaient de baisser le nombre de
tumeurs pulmonaires.

En conclusion, nos constructions liposomiques ueedes de fragments d’anticorps,
permettent une reconnaissance du KRN7000 de mad@se dépendante. Il serait donc

intéressant de tester ces constructions dans usleindivo.
E) Influence des ligands des TLRs en présence du KR00O0 sur la réponse immunitaire

Dans des liposomes de type SUV, le KRN7000 esapsudé dans la bicouche a une
concentration de fig/ml. Les adjuvants des TLR (PgbysAlaGly et PanCysAlaGly) sont
egalement associés, a une concentration deg2@l pour le PagCysAlaGly et 200ug/ml

pour le PargCysAlaGly. Le tableau V.4 résume les caracténigides formulations.
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Tableau V.4 : caractéristiques des liposomes SIRNKSUV KRN-Pagret SUV KRN-Pam

Liposomes SUV

Liposomes SUV

Liposomes SUV

KRN KRN- KRN-
Pam,CysAlaGly | PamgCysAlaGly
Concentration de 1 1 1
KRN7000 (ug/ml)
Concentration en / 20 200
adjuvant (ug/ml)
Taille (nm) 61+2 755 621
Indice de polydispersité 0,2 0,2 0,1

Ces populations sont testées dans un madeléro afin de vérifier I'influence des

adjuvants sur l'activation des DCs. Pour cela ndfréntes populations sont mises en
contact avec des DCs pendant 1 nuit, puis le talixédest mesuré (I'interleukine 6 est

spécifique de I'activation des DCs). Le contrélsifibest représenté par la molécule CpG qui
est un oligodeoxynucléotide, ligand du TLRS! ainsi que par la molécule Pam qui est en fait

du PangCSK,, ligand du TLR 2/1:83
Nos constructions liposomiques SUV KRN-R&AG et SUV KRN-PanCAG sont testées

sur des cellules CD1d KO pour mettre en évidenoduence des adjuvants. Les liposomes
KRN7000 confirment que les cellules sont bien K@iple CD1d. Tout ceci est présenté sur

la figure IV.5.
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Figure IV.5 : Sécrétion d'IL-6 aprés activation deslules dendritiques
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Sur la figure 1V.5 on constate que nos formulaisont prises en charge par les DCs,
car celles contenant du PgoAG ou PargCAG ont permis une sécrétion d’IL-6, de fagon
indépendante du KRN7000. En effet, les liposomeNRKBO0 n’induisent aucune sécrétion,
du fait de l'utilisation de DCs KO pour le CD1d. paésence du KRN7000 n’est donc pas
perturbante pour la reconnaissance des adjuvantepdaLRs, avec des taux de sécrétion
d’IL-6 lIégérement inférieurs pour les liposomes KRBmM par rapport au Pam seul. On peut
aussi noter que les liposomes KRN-Bagh KRN-Parg induisent des taux de sécrétions
identiques, malgré le fait que le Pasoit administré a une concentration dix fois iigére a
celle du Pam Ces résultats confirment ceux obtenus par BeéatHeurtaultet al. au
laboratoire?!

L’équipe du Dr. Trottein a aussi testé ces coersibns dans un modéia vivo en
contrdlant la sécrétion des cytokines It IL-4. Pour cela, ils ont injecté a des soufi§ 1
ng de KRN7000, formulé dans différents lots de dgpmes (SUV-KRN, SUV-KRN-
PamCAG et SUV-KRN-PargCAG). Afin de voir si le KRN7000 vectorisé activéeb le
systeme immunitaire, le sérum est prélevé a 4hdbate couleurs claires) et 24h (barres de
couleurs foncées) aprés administration, pour &rlés taux de cytokines dans I'organisme.
La figure IV.6 illustre les taux d’'IFN-et d’IL-4.

16001 [] 4h
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2000
400
200 1000
0 - #L T ——
PBS Liposome Lipo KRN- Lipo KRN- PBS Liposome Lipo KRN- Lipo KRN-
KRN Pam2CAG Pam3CAG KRN Pam2CAG Pam3CAG

Figure 1V.6 : Sécrétion cytokinique induite in vieo fonction du temps.

Sur la figure 1V.6 la cinétique observée est un giéférente de celle attendue. Comme
nous l'attendions, I'lL-4 est présente en quariti@ortante au bout de 4h, mais on retrouve
également de I'lFNrqui est censé n’apparaitre qu’environ 6h apregetition!*®” On peut
donc supposer que l'effet activateur des adjuvBatsCAG et PargCAG permet aux DCs

de sécréter plus rapidement I'lRNpar rapport a des liposomes KRN7000 qui induisent
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taux environ 3 fois moindre a t = 4h. A ce tempserpeut savoir si I'incidence est la méme
pour I'lL-4, car les taux sont quasi identiques pl@s trois populations testées.

Pour conclure, les liposomes contenant des adjsivdes TLRs se sont montrés étre
spécifigues des DCs, car ils activent des DCs CB®QI qui ne reconnaissent pas le
KRN7000. L'activité de nos constructioms vivo s'illustre par une sécrétion d’'IFiplus
rapide par rapport au liposome KRN7000 seul. lasdputefois nécessaire de refaire cette
cinétigue avec des temps intermédiaires entre 24let afin de mesurer l'influence de nos

constructions sur la cinétique de sécrétion d’\=N-
F) Influence du peptide OVA sur la réponse immunit&e

L’objectif de [l'utilisation du peptide OVA est deendre la réponse immunitaire
spécifigue d’'un antigene (ici OVA) dans le cadrerd'mélanome (présentant le récepteur
OVA). Le peptide OVA a montré son intérét dansddre de réponse anti-tumorale ciblée, en
utilisant comme vecteur les particules liposomidti@st®® 194

Les liposomes de type SUV encapsulent le KRN7P88sent a une concentration de
1,16 nmoles/ml (Jug/ml). L'analogue du peptide OVA a été synthétigécasoit la position
C-terminale, soit la position N-terminale fonctiatisée par un thiol libre. Ces analogues sont

greffés sur une ancre fonctionnalisée DPG-Mal, cerilustré sur le schéma IV.3.

(o}
i \
DP@NJ\/\?"?
H
. o
HS—Peptide OVA :
Couplage entre le peptide
OVA et les liposomes DPG- Liposome DPG-
Mal aun pH deV Maldimide

)k/\N S—Peptide OVA
P, DPG*H

Schéma V.3 : Greffage de I'analogue du peptide G¥Aune ancre DPG-Maléimide.
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La concentration de DPG-Mal dans le liposome e€),d@mole/ml. Le couplage sur I'ancre

DPG-Mal se fait en milieu tampon a pH 6,5. Le tabldéV.5 résume les caractéristiques des

formulations.

Tableau IV.5 : Caractéristique des liposomes SUKRN et + peptide.

Liposomes | Liposomes | Liposomes | Liposomes | Liposomes
SUV-KRN | SUV-KRN SUV- SUV-KRN SUV-
C-OVA C-OVA OVA-C OVA-C
Concentration de 1,16 1,16 / 1,16 /
KRN7000
(nmoles/ml)
Taux de greffage / 100% 99% 100% 89%
des peptides (0,15 (0,15 (0,15 (0,13
OVA pmole/ml) pmole/ml) pmole/ml) pmole/ml)
Taille (nm) 731 98 +12 76 + 10 86+7 70+12
Indice de 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
polydispersité

Toutes les formulations ont été testéesitro sur des splénocytes issus d’'une part de

souris dite Wild-type (WT), et d’autre part de seUdT-1. Ces dernieres ont la caractéristique
d’exprimer le récepteur OVA sur leurs splénocytéslyenphocytes T-CD8 Lors des

différents tests, seule la production d’Igst mesurée.

Sur la figure IV.7, nous présentons en A les taaxsdcrétion issus du premier test, qui
illustrent la prise en charge par les splénocytesaliris OT-1 du peptide C-OVA et OVA-C

non vectorisé, et du peptide vectorisé en présenason de KRN7000. Le graphique en B.

illustre I'état de la réponse cytokinique apres muisiration aux splénocytes de souris WT,

soit de KRN7000 libre, soit de liposomes KRN700@@wu sans peptides C-OVA ou OVA-

C.
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Figure IV.7 : Influence de la présence des pepti@dsA-C et C-OVA sur la sécrétion d'IFN-A. Sur les
graphiques les axes des abscisses représentamniesntrations en peptide. La concentration en Kigpend

de celle du peptide. B. Sur le graphique, I'axe déscisses illustre la concentration en KRN7000. La
concentration en peptide C-OVA ou OVA-C dépendadedieur de KRN7000.

Sur les deux premiers graphiques de la figure ®h7A, on constate que tous nos
échantillons répondent de maniere dose dépendaritametion de la concentration en peptide
OVA-C et C-OVA (comprise entre 0,2 et 5 ng/ml).

Concernant l'activité cytokinique sur les graphisj@m A de la figure IV.7, nos analogues du
peptide OVA (C-OVA et OVA-C) sont bien pris en charpar les splénocytes, avec une
réponse similaire au peptide OVA témoin. Donc kdjal’'une cystéine n’induit pas de
modification de leur activité biologique quelle gsmt I'extrémité de fixation. Les liposomes
C-OVA et OVA-C permettent aussi au peptide vectorisétre pris en charge, avec une
réponse légerement meilleure pour les liposomed/@&-@ar rapport au peptide OVA témain.
Les liposomes KRN-C-OVA et liposomes KRN-OVA-C s@ussi pris en charge, avec une
réponse légerement meilleure que les peptides EMONVA-C et C-OVA. Le mélange
physique des liposomes KRN avec les liposomes C-@WAes liposomes OVA-C apporte

lui aussi une meilleure réponse cytokinique queneoin (peptide OVA).

126




Le graphique B de la figure V.7 présente les fdatians stimulant les splénocytes de souris
WT. On observe que tous les liposomes induiseprdauction d’IFNy, mais on remarque
gue les liposomes KRN-OVA-C ont une activité plogportante que les liposomes KRN-C-
OVA. L’activité de ces deux populations est supéeeau KRN libre, et ce quelle que soit la
concentration utilisée.

Les tests effectués avec les analogues du pepii@depermettent de conclure que ces
deux analogues sont actifsvivo dans les deux modeles étudiés (splénocytes dis $otiret
WT). On notera que le peptide OVA-C est reconnaypguant un taux de sécrétion d’IFN-
chez la souris WT 1,5 fois plus important lorsq&gt associé a du KRN7000 au sein de
liposomes. Il serait donc intéressant d’obsemerivo I'influence de cette optimisation sur la

lutte anti-tumorale.

G) Conclusion

Dans le cadre de I'optimisation de la réponse imtaire anti-tumorale, nous avons
testé nos différentes constructions liposomiquesieast modelem vitro etin vivo.

Les liposomes SUV et REV encapsulant le KRN7000mantré leur capacité a présenter
notre ligand d’intérét aux DCs, ainsi qu'aux cadwlINKTs. Par la suite nous avons formulé
des liposomes de type SUV-KRN-PEf et REV-KRN-PEGqo, qui ont montré de facon
équivalente, leur capacité a étre pris en chargéepaellules immunitaires.

Notre objectif a été ensuite d’optimiser et évalles constructions en utilisant
différentes stratégies. Le ciblage des DCs a déetef grace a différents composés, comme
le DOG-DiMannose ou les fragments d’anticorps @fit1c. Dans ces deux cas, les résultats
in vitro sont encourageants, car on note une activité ytple a peu pres égale au KRN
libre. Néanmoins il est difficile de mettre en énde l'intérét d’'un ciblagén vitro car les
cellules sont directement en contact avec les nmigins. C’est pourquoi ces résultats
devront maintenant étre confirmiésvivo, afin de vérifier I'influence de nos deux moléaule
sur I'optimisation de la réponse immunitaire.

L’'association de ligands des récepteurs TLR 2/2/@tau KRN7000, au sein de liposomes
induit une activation des DCs CD1d indépendanteitro. In vivo la quantité d’IFNy 4h

apres I'administration est deux fois plus importagtiand le KRN7000 est associé a I'un des
deux ligands par rapport a la formulation KRN sdCici laisse penser qu'il est possible

d’optimiser la réponse immunitaire, en faisantiveair plus tét la sécrétion d’IFM-
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Nous avons aussi cherché a optimiser la réponséuambrale en utilisant deux analogues du
peptide OVA. Sur des splénocytes issus de modpkssfgiues comme les souris OT-1, nos
peptides OVA-C et C-OVA ont répondu favorablemeec ou sans KRN7000. Le méme
test sur des splénocytes issus de souris « sasyagmontré une optimisation de la réponse
immunitaire avec une forte hausse de la sécréyitwkinique pour les formulations contenant
le peptide OVA-C lorsqu'il est associé au KRN7008.mise en place d’un modéie vivo
donnera des indications supplémentaires sur laffté du couple KRN7000 / peptide OVA-
C dans un méme modele.

Dans la deuxieme partie de I'optimisation de lporése immunitaire du KRN7000,

nous traiterons plus particulierement la levée ldénomeéne d’anergie.

[Il) Résultats et discussions sur la levée de I'anergie

L’'anergie est un phénomene qui limite la réponseunitaire dans le temps. En effet,
la réadministration de ligands induit une inaciimatdes cellules iINKT qui se traduit par une
absence de sécrétion de cytokines. L'anergie dépradlune part de la cellule prenant en
charge le ligand, et d’autre part de la taille @arlolécule prise en charge. C’est donc dans
l'optique de lever I'anergie que I'équipe du DraRkcois Trottein a mis en place un tast
vivo permettant de voir lI'influence de nos formulatizus ce phénoméne anergique.

Dans un premier temps, nous vérifions donc linflcee de la furtivité et de la taille des
vecteurs encapsulant du KRN7000, et dans un deexiémps, nous veérifions l'influence du

ciblage des DCs sur ce phénoméne.
A) Influence de la furtivité et de la taille des veteurs
Les liposomes utilisés pour ce test sont ceuxeptés dans le paragraphe I1).B) : des

liposomes SUV et REV KRN-PEfmo Brievement, le protocole mis en place par I'équilo

Dr. Trottein est celui illustré sur le schéma IV.5.
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Schéma IV.5 : Protocole d’administration des foratioins SUV et REV-KRN +/- PEG.

100 ng de KRN7000 Tween (KRN7000 dissous dansnigideactif Tween 20 a 0,5%) ou de
KRN vectorisé en présence ou non de Rfggssont administrés a des souris C57BL/6. Aprés
une semaine, celles-ci sont sacrifiées et les spldes prélevés. Ces derniers sont a nouveau
stimulés par du KRN7000 libre et le taux d’IfiNest mesuré au bout de 48h. La figure 1V.10

présente la mesure du taux de sécrétion de KFN-
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Figure 1V.10 : Influence de la taille du liposontede l'insertion du PEGqosur la sécrétion d’'IFNy

Les souris ayant subi une injection de PBS (bdbtaaches) en début de test servent de
contrble pour la réponse au ligand. En effet larssdcrifice de ces souris, les splénocytes
prélevés sont mis en contact avec du KRN7000 moprémiere fois seulement, donc on ne
devrait pas observer d’anergie. Et effectivemeat|ot PBS exprime de I'IFIy-de facon
intense.

Le lot KRN7000 libre (appelé KRN Tween sur la figuk.10) est notre contrdle positif pour
'anergie. On l'observe sur la figure IV.10 avee learres vertes qui traduisent une nette
diminution du taux de cytokine en comparaison dlPBS. Le phénoméne d’anergie est donc
présent dans ce cas.

De méme pour le lot SUV-KRN (barres bleues) quispde des taux comparables au
KRN7000 libre en terme de sécrétion cytokinique.

Les lots REV-KRN (barres oranges) et REV-KRN-Bkfs(barres violettes) sont les lots

pour lesquels les tailles des vecteurs ont été anggas. Ces populations avaient montré une
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prise en charge aussi bienvitro qu’in vivo. Mais leur efficacité dans la levée de I'anergie
n'est pas avérée, car ni la taille supérieure detews (380nm pour REV et 100nm pour
SUV), ni lincorporation de PEf pour augmenter la durée de vie du liposome ne
permettent de lever I'anergie. Les taux de cytokitaat tres inférieurs a celui du lot PBS.
Dans une étude a laquelle nous avons participgs mvons également démontré

paralléle, avec Elodie Macho-Fernandzzal,**

gue l'utilisation de particules polymeres
plus grandes ne permet pas de lever I'anergie d€3sNIl s’agissait cette fois de
microparticules de PLGA encapsulant du KRN7000osspdant une taille d’environ 750 nm.
Apres avoir montré que ces particules étaient premnen charge par les cellules immunitaires
dans des modéelés vitro etin vivo, elles ont été testées dans le cadre de la lev&argrgie
des cellules NKTs. Malheureusement, I'anergie étaifours présente apres réadministration
de ligand, qu’il soit sous forme de KRN7000 libre encapsulé dans les microparticules.
Tout ceci est en contradiction avec les travauXtumpaet al.!® supposant que ce qui
permettrait de lever I'anergie serait des partisude taille supérieure a 200 nm, permettent
d’éviter les cellules B. Finalement 'ensemble d&s aésultats ne confirme pas lintérét

d’augmenter la taille des particules pour levendaie.
B) Influence de I'activation des TLRs sur I'anergie

Les liposomes utilisés pour ce test sont ceuxeptés dans le paragraphe I1).D) : des
liposomes SUV incorporant des adjuvants des TLR €/R/6, ainsi que du KRN7000.
Brievement, le protocole mis en place par I'équdpeDr. Trottein est présenté sur le schéma
I\V.6.

KRN libre _ _
Liposomes Restimulation
SUV KRN +/- par du KRN
Pam,/Pam; \
(i.v) 1 semaine £ 48h

- 038 5 IFN-y

Splénocytes

Schéma IV.6 : Protocole d’administration des foratigns SUV encapsulant des ligands de TLRs.

100 ng de KRN7000 Tween ou de KRN vectorisé engm@s ou non de ligand des TLRs,
sont administrés a des souris C57BL/6. Apres unease les souris sont sacrifiées et les
splénocytes a nouveau stimulés par du KRN7000 &btte taux d’'IFNy est mesuré au bout

de 48h. La figure 1V.11 présente la mesure du taugécrétion de I'lFN-.
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Figure IV.11 : Influence de l'insertion de ligane dLRs sur la levée de I'anergie.

Comme précédemment les souris ayant recu uneionjet¢ PBS (barres blanches) répondent
négativement, a savoir que I'on observe une anesgigaduisant par la production d’IFN-
Malheureusement les deux constructions liposomigeresapsulant le KRN7000 et les
adjuvants, n'ont pas permis de lever 'anergie.

La maturation des DCs ne semble pas étre la solatita levée de I'anergie. Mais
dans ce test, le KRN7000 est présent en méme tgogde ligand du TLR. Il serait donc
intéressant de séparer nos adjuvants du KRN700@&ffen) la réponse au KRN7000 étant
assez rapide, l'idée serait de laisser le tempsDAix de maturer avant de leur présenter le
ligand. Des premiers testsvitro ont été effectués chez le Dr. Trottein a Liller des DCs de
souris WT (data non présentées). Avec un calendif@&rent, nos constructions sont bien
prises en charge par les splénocytes, qu’ellesesorent du Papgy du Parg ou du KRN7000.

Il reste a tester ces constructionivo afin d’'observer l'influence de la primo maturatides

DCs sur l'apparition ou la levée de I'anergie.
C) Conclusion

Dans cette partie, le but a été d’optimiser laonfge immunitaire en levant I'anergie
des cellules NKTs. Les formulations testées (SUMWKREG ; REV-KRN+PEG ; SUV-
KRN-adjuvants des TLR) n’ont pas apporté les répsmespérées.

Comme nous l'avons décrit, I'équipe du Dr. Trotteintilisé des microparticules de PLGA
qui n'ont également eu aucun impact sur la levédatergiel’® La taille des particules
présentées ne semblent pas avoir d’'incidence sygphéaomene, en contradiction avec les

résultats obtenus par Thapaal!®® Cette différence peut venir de la nature des @aes
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utilisées (PLA vs PLGA ou liposomes) et/ou de lathode de formulation du ligand qui
pourrait influencer sa délivrance et sa disportéili

Pour cibler des DCs, Fujét al’®? et Stirnemanret al*®, ont montré respectivement que
linjection répétée d'un complexea-GalCer/DCs purifiee et d'un complexe-
GalCer/tetramere de CD1d, permettent par la siathministration répétée de ligand, sans
gue l'anergie apparaissent. En utilisant ces sys$effs ont ainsi pu éviter la prise en charge
du ligand par les cellules B, responsables de igieedes cellules NKTSY Le ciblage de
récepteurs des DCs semblent donc étre la solutiermgitant de lever I'anergie.
Malheureusement, notre méthode de ciblage des TILRt22/6 (récepteurs spécifiques des
DCs) n'a pas suffit a obtenir une réponse cytokiaigépétable dans le temps. Peut-étre
aurait-il fallu, a l'instar des travaux cités prdeéhment, restimuler I'organisme étudié par
notre formulation et non par le ligand libre, afia garder la notion de ciblage. Car méme si
Fujii et Stirnemann ont montré queniGalCer libre permet par la suite d’apporter une
réponse immunitaire, d-GalCer complexé directement aux DCs ou a la m&#édu CD1d

montre une réponse encore plus efficace.
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Conclusion générale et perspectives
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[) Conclusion générale

Durant ce travail de these, notre but a été d’amgend’efficacité du KRN7000, en
optimisant la réponse immunitaire anti-tumorale.n®aine premiére partie nous avons
travaillé sur la synthese de nouveaux analogu¢sid@alCer KRN7000. Dans une deuxiéme
partie, nous avons cherché a optimiser la réponsdumorale grace a la vectorisation du
KRN7000.

Dans la premiére partie, nous avons synthétigérdiftes molécules analogues du
KRN7000, dans le but d’obtenir des composés ayanprofil de sécrétion de cytokines
majoritaire de type Thl. Ce profil permet la séorétd’IFN-y par les cellules iINKTs, activant
notamment les lymphocytes T-CD8t les cellules NKs, ayant un réle dans la répamti
tumorale. Pour cela, nous nous sommes basés smolésules décrites dans la littérature, et
qui possedent la caractéristique dinduire une mépopro-Thl plus marquée que le
KRN7000. Nous avons pris comme modéle les compsgéthétisés par Fujiet all**? et
Trappenierset al®® % dont les molécules ont montré un profil pro-Thilji¢et al ont
utilisé un groupement phényle a l'extrémité de d€udes chaines grasses raccourcies.
Trappenierset al ont utilisé des groupements aromatiques en pasiié du sucre. Le profil
pro-Thl de ce type de molécules viendrait de lasgmée de &-stacking » entre ces
groupements aromatiques et des acides aminés possédcycle aromatique sur leur chaine
latérale, stabilisant ainsi ces composés lorsgsdist pris en charge par le CD1d.

Nous avons ainsi choisi de combiner sur une mém&aule, d’'une part I'ajout d’'un
groupement phényle au bout de l'une des chainessegaet d’'autre part de modifier la
position C6 du sucre, en fonctionnalisant cetteitipos par une amine primaire, afin d’y
greffer diverses fonctions. L'objectif étant de rnmaiser le profil pro-Th1l de ces analogues.
Les premiers tests effectués sur ces analoguenamtté qu’ils étaient bien pris en charge par
les splénocytes, a linstar du KRN7000. Concerdargécrétion des cytokines IL-4 et IFN-
Yy, hous avons pu constater que les taux étaient @lide$ que ceux observés pour le
KRN7000. Ces résultats et les ratios calculés mudiguent que nos analogues ont plutét un
profil pro-Th2, alors que nous recherchions le ipfmb-Thl. Cela nous indique aussi que la
combinaison du groupement phényle sur l'une desineBa grasses, avec une
fonctionnalisation de la position C6, n’est pastlatégie a utiliser pour obtenir des analogues
majoritairement pro-Thl. On peut supposer que oeblds modifications perturbent la prise

en charge des ligands par le CD1d, plutét que sistébiliser.
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Néanmoins, le profil pro-Th2 est également intéaessar cette voie est utilisée dans la lutte
contre les maladies auto-immunes. Ceci serait Hirowr lors de testsin vivo qui
permettraient de voir le comportement de nos médécau sein d’un organisme.

L'autre point important concerne le KRN-Phe-Pfgqui a été testé dissous dans un milieu
physiologique, ou dans du DMSO (utilisé traditioileraent pour dissoudre las-GalCer).
Les tests ont montré que les deux méthodes delutissopermettaient d’obtenir une réponse
guasi identigue, avec un profil pro-Th2 marqué.jatd du PEG a donc bien un effet positif
sur la solubilité de la molécule, ce qui permetngisager une administratioim vivo en
utilisant la molécule simplement dissoute dansatipion physiologique.

En paralléle nous avons synthétisé des analogueseficents qui ont permis d’identifier quel
type de souche de cellules dendritiques prend argeHe ligandx-GalCer, et le présente aux
cellules iINKTs. Le KRN-FITC et le KRN-Cy5 se sonus les deux montrés actifs, mais seul
le KRN-Cy5 permettait d’identifier par fluorescenlas cellules dendritiques lors des tests
effectués (la longueur d’onde d’émission du FIT@itétrop faible pour étre détectée par
cytométrie de flux). Cela a permis de découvriruguseul sous-type de cellules dendritiques
(DC CD4) présentait le ligand aux cellules iNKTrs vivo. Il reste a ce jour a définir si ces
DCs (CD4 et CD4) ont un comportement similaire avec des analogi@sGalCer ou des
ligands physiologiques. Pour cela, de nouvelledesdisont nécessaires.

Dans la seconde partie de ce travail, I'objectif d’'augmenter I'efficacité de la
délivrance du ligand, en le vectorisant dans gessttmes pour augmenter la biodisponibilité
du KRN7000 (modifier la taille du vecteur; ajoutul PEGgog, cibler les cellules
dendritiques (par le récepteur mannose ou CD11c)kstouuler la réponse immunitaire
adaptative (maturer les D@m les TLRs ; utilisation d’'un analogue du peptide AV
Toutes ces formulations ont montré qu’elles sonkesr en charge par les cellules
immunitaires, mais seule la formulation insérant KIAN7000 et des ligands des TLR
(PamCAG ou PamgCAG) a montré une améelioration de la sécrétion ytekinesin vivo,
avec une sécretion d'IFM4intervenant plus tét que pour la formulation aledKRN7000
seul. La maturation des DCs aurait donc un imparctessécrétion des cytokines.

Nous avons aussi utilisé un peptide d'intérét gelinpet de polariser la réponse vers un
modele tumorale prédéfini. Nous avons utilisé ual@ague du peptide OVA dans un modele
in vitro. Les résultats ont montré une activité intéregsaqdur le peptide OVA mis en

présence de KRN7000, notamment dans le cas dimlalation de splénocytes issus de souris
WT. L’activité cytokinique observée a ainsi été xiéois supérieure a celle observée pour le
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KRN7000, illustrant une amélioration de la répomsenunitaire. Il reste a confirmer ces
résultatsin vivo.

Dans un second temps pour optimiser la réponse mtaie, nous avons voulu lever
'anergie des cellules NKTs, phénomene qui appa@iés une premiere stimulation par un
ligand. Comme le laissait supposer la littératwe,phénomene apparaitrait a cause d’un
manque de spécificité dans la délivrance du ligafiést pourquoi pour augmenter cette
délivrance, nous avons vérifié I'influence de I&al différentes de vecteur, ainsi que la
furtivité de ces particules grace a l'usage de B@\Nous avons également tenté d’accentuer
la maturation des DCs grace aux ligands des TLR&22/6. Toutes nos formulations étaient
bien prises en charge vitro etin vivo, mais ni le fait de maturer les cellules denduigis, ni
l'utilisation de particules de tailles supérieuee$00 nm (comme ont pu le montrer Macho-
Fernandezt al™®®) n’ont empéché I'apparition de I'anergie. Cecirgiig que le manque de
spécificité dans la délivrance du ligand n’estiarppas la cause de ce phénomene.

Pour résumer, nous avons dans ce travail synéhdés analogues du KRN7000 qui
sont reconnus par le systéme immunitaire et prishange par les DCs et les cellules iNKTSs.
Le KRN-Phe-PEGo, soluble en milieu aqueux conserve une activit@ilgire a son
homologue dissous dans un solvant organique. Gedirés important dans le cadre d’'une
administrationin vivo, car cela permet d’'une part d'éviter les effetddoes du DMSO, et
d’autre part d’éviter I'utilisation d’un transportepour solubiliser la molécule dans un milieu
physiologique.

Concernant I'optimisation de la réponse immunitainéi-tumorale, on retient que seules les
formulations liposome KRN7000-ligand des TLRs 2{1236, et liposome KRN7000-peptide
OVA-C ont montré une amélioration de la réponseptemiere permet une sécrétion plus
rapide d'IFNyque le liposome KRN7000, la deuxieme conduit a aux tde sécrétion de
cytokines IFNy plus élevé que le KRN7000. Cependant, aucuneatesufations n'a permis

de lever le phénomene d’anergie.
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II) Perspectives

Concernant les perspectives pour la partie suydghese des analoguesudGalCer,
le ratio cytokinique obtenu pour nos différentslagaesin vitro, ainsi que le profil pro-Th2
observé doivent étre confirmés lors de tastsvivo. Ceci pour voir I'influence de nos
analogues sur la sécrétion d'IfNet d’IL-4. Il serait également possible de fornmmudies
liposomes encapsulant nos analogues, pour obdénieilence de la vectorisation sur la prise
en charge du ligand et sur la réponse immunitaire.

Dans la littérature, on ne trouve quasiment pagaltmues di-C-GalCer ou di-S-GalCer
ayant une modification sur une chaine grasse olessucre. L'analogue-S-GalCer ayant
été déja synthétisé au laboratoire, il pourraitadétie intéressant de modifier la position C6
du sucre par exemple ou de fonctionnaliser uneckames grasses. Le but étant d’obtenir des
composes plus actifs. Il serait aussi possibleviéager des modifications sur un composé de
type a-C-GalCer, reconnu pour avoir un profil pro-Th1.

Concernant les perspectives pour la partie systitiisation de la réponse anti-
tumorale par la vectorisation du KRN7000, il faudem premier lieu tester les formulations
contenant I'ancre dimannose et I'anticorps anti-COtlans des tesis vivo pour constater
leur influence sur la réponse immunitaire.

Pour I'optimisation de la réponse anti-tumoralecgra I'emploi de peptides d’intéréts, il nous
faudrait valider les constructions KRN-OVA-C dansmodelein vivo chez des souris OT-1
ou WT (le liposome formulé avec le KRN7000 et Iptme OVA-C a montré un taux d’'IFN-
y deux fois plus élevé que le liposome KRN7000 s testin vitro avec des splénocytes
de souris WT).

Pour le phénomene d’anergie, on a vu que ni lketail la furtivité n’avaient d’impact sur ce
phénomene. De méme, la maturation des DCs n’a gasip de lever I'anergie. Une des
pistes a explorer serait celle de récepteurs d&tionilation des cellules INKTs. Comme ont
pu le montrer lyodat al, la compréhension du phénoméne est complexe axaerfjie fait
intervenir différents parameétr€8” Une des idées serait d’encapsuler dans le coevojtyite

du liposome de I'lL-2, connu pour permettre de régeér la production de cytokines par les
INKTs, en essayant dans le méme temps de blogsie¢depteurs de co-stimulation comme le
CD3, le CD28 ou le PD-1 présents sur les cellulesen effet, le récepteur PD-1
(Programmed Death-1) est présent sur les cellulkéEsNet ses ligands PD-L1 (appelé aussi
B7-H1 ou CD274) et PD-L2 (appelé aussi B7-DC ou T®)2présents sur les APC. Le
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blocage de ces entités a montré des effets positifsa levée de I'anergi®® tout comme

I'utilisation de souris PD-1 KO qui se sont mongéésistantes a I'anerdig’’
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Parties experimentales biologique et chimique
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I) Partie expérimentale biologique

A) Mesures physiques

1) Mesures spectrophotométriques et spectrofluorontéques

Le spectrométre UV-Visible est un appareil UvikaB09Kontron Instruments). Les
mesures fluorométriques ont été effectuées surpeact®fluorophotométre RF-53001 PC
Séries (Shimadzu Co., Kyoto, Japon) en utilisarg deves en quartz de 1 cm de trajet

optique.

2) Mesure de la taille des liposomes

La taille des liposomes a été déterminée sur upargg Nano ZS (Malvern
Instruments, Paris, France) par diffusion dynamid@da lumiere. Cette technique permet de
mesurer la taille de suspensions colloidales dé&gges nm a quelques microns. Le principe
de cette méthode repose sur le mouvement browrgsnpdrticules en suspension. Les
particules sont traversées par un faisceau lasétdaHe 632 nm et le signal mesuré correspond
aux variations de la lumiére diffusée, dues aux vements browniens des particules. Ce
signal est ensuitdraité par un corrélateur numeérique pour obtenirf@action d’auto-
corrélation. Cette fonction correspond a la prolitgbgu’a une particule de rester au méme
point de I'espace entre le temps t et le temps.tAinsi plus la particule est petite, plus cette
probabilité est faible et inversement. Les spéaifoms de la mesure sont les suivantes : temps
d’acquisition 30 s; 3 mesures par échantillon yikcosité du milieu varie en fonction du
tampon utilisé. Elle est donc de 1,014 pour un @midEPES 10 mM, 5% (p/v) sorbitol (50
mg dans 1 ml de solution) et 1,145 pour un tampBRPES 10 mM, 145 mM NaCl ; angle de
diffusion 90° ; température 25°C. Les mesures die tan fonction de l'intensité ont été
analysées en utilisant un logiciel de distributimtius avec I'appareil. La mesure est

effectuée avec 20l d’échantillon dilué dans 98l de tampon utilisé pour la formulation.
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B) Dosages
1) Dosage des phospholipides
a) Dosage du phosphate inorganique

Le dosage du phosphate inorganique est utiliséastiia méthode décrite par Rouser
et al, pour quantifier les solutions stocks de phosdilaiycérol (PG) et de
phosphatidylcholine (PCG3® Une gamme étalon est préparée avec duPKM (0, 25, 50 et
75 pmol/ml) et les fractions aliquotes de I'échantillandoser sont en triplicata, et placées
dans des tubes en pyrex puis séchées a I'étuveapemdhuit a 110°C. Chaque tube, apres
addition de 30Qul d’acide perchlorique a 70%, est recouvert d'uitie kde verre puis chauffé
pendant 20 minutes entre 180°C et 200°C afin deérgéndu phosphate inorganique par
minéralisatiod?” Aprés cette étape de chauffage, on ajoute suveessnt 1 ml d’eau milli-

Q, 500ul de molybdate d’ammonium a 1,25 % (p/v) et 50@’'acide ascorbique a 5% (p/v).
Les échantillons sont vortexés puis placés 5 mindéas un bain-marie bouillant. On observe
'apparition d’'une coloration bleue dont linterssitest proportionnelle a la quantité de

phosphate présente. La densité optique est me3@2@ nm avec un spectrophotometre.
b) Dosage de la phosphatidylcholine par méthode eyrnatique

Ce type de dosage enzymatique est utilisé poerméier spécifiquement la quantité
de PC présente dans les liposomes, suivant la nttiécrite par Takayanmet al.o! ||
s’agit d’'une méthode colorimétrique pour laquelteutilise un kit (LabAssay Phospholipids,
Wako Chemicals GmbH). La méthode de quantificatieia PC se déroule par une premiere
étape d’hydrolyse de la PC en choline libre paph@spholipase D. La deuxieme étape
consiste ensuite en la réaction de la choline dib&ui est oxydée par la choline oxydase, et
produit du peroxyde d’hydrogene. Ce dernier va gmseagir avec la-aminoantipyrinest
du phénol pour donner un chromogene bleu, qui pessge absorbance maximum a 505 nm.
Nos échantillons a doser sont fractionnés en alagude 2 a %l et déposés par triplets sur
une plaque 96 puits ou I'on ajoute 20Qde réactif enzymatique dans chaque puits. Lauyglaq

est ensuite incubée 15 minutes a 37°C puis la reetita densité optique est effectuée a 490
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nm (filtre) dans un lecteur de microplagues. Unmg& étalon est réalisée avec la solution

standard de choline fournie dans le kit.
2) Dosage des peptides
a) Dosages des protéines avec le kit BCA (InterchirRierce)

Ce test est utilisé pour doser les fragments args se trouvant sur les liposomes,
ainsi que les concentrations de fragment Fab’ libre
Le principe du test est basé sur la réduction iakealu cuivre 1l en cuivre | en présence de
protéine. Le cuivre | libéré se complexe alors agemolécules d’acide bicinchoninique
(BCA) pour donner un chromogéne dont I'absorbargtengaximale pouk = 562 nm. La

Figure 1 illustre ces réactions.

STEP1.
Protein + Cuz* OH”_cur

STEP 2. O O
N ane OHEHO eon-
++ — “!‘-
00C ( )N"EEF}"H{ coo-
OO

Figure 1 : Formation d’un chromogéne pour le dosageprotéines a I'aide de BCA

Des aliquotes de 5 a 20 de suspensions de liposomes a doser sont dépasédplicat sur
une plaque 96 puits. Le volume dans chaque puitajesté a 5Qul avec de I'eau milli-Q.
Une gamme étalon est constituée d’aliquotes contdaanéme quantité de liposomes blancs
auxquels on ajoute une quantité connues de fraghamtibre (10 ou 4Qug/ml).

Dans tous les puits, ajustés af@vec de I'eau milli-Q, on ajoute 2Q0 de réactif BCA. La
plaque est incubée pendant 30 minutes a 60°C seddasités optiques sont lues a 570 nm

dans un lecteur de microplaque 96 puits.
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b) Dosage des peptides avec la méthode de la flusramine

Un dosage fluorimétrique des fonctions aminesbasg sur la méthode de Bohlen a
été utilisé?? Des aliquotes de la préparation liposomale & d¢er50 pl, gsp 50 pl avec
H,0) sont hydrolysés pendant 12 heures a 110°C esemeé de 50 pl de HCI 12N pour
libérer les acides aminés de nos constructionsdipales. Le milieu est ensuite neutralisé par
addition de 100 pl de soude 6M et les fonctionsamilibres sont quantifiées par un dosage a
la fluorescamine (Figure 2). Dans ce but,8@e I'hydrolysat (contenant de 0 a 105 nmoles
d’amines) est mélangé a 1,5 ml de tampon boradeim 50 mM (pH 9,0) et a 5Q0 de
solution de fluorescamine extemporanément dissans du dioxane (30 mg/100 ml). Aprés
homogénéisation rapide, la mesure de la fluoregcest effectuée a une longueur d’onde
d’excitation de 390 nm et a une longueur d’ondenisSion de 475 nm. La gamme étalon est
obtenue dans les mémes conditions par hydrolysgegédes dont la quantité est connue.
L’hydrolyse d'une préparation liposomale (liposombBkncs) sans peptide permet de

déterminer la contribution des phospholipides fiularescence totale.

T
pa
I
N
+
O
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Y

COOH

Fluorescamine Adduit fluorescent

Figure 2 : Principe du dosage des fonctions aminesc la fluorescamine
C) Fabrication des fragments Fab’ neutre et anti-C21c

Les anticorps entiers sont des IgG non relevararditCD11c, issus de rat. Ils sont
fournis par Thermo Fisher Scientific et transformreés-(ab’} par une méthode enzymatique,
grace au kit fourni avec les anticorps entierstr@eail a été effectué au sein du laboratoire du
Dr. Francois Trottein a Lille.

Une fois les fragments F(ab’pbtenus, ils sont transformés en fragments Falvasti la
méthode décrite par Dufreseeal .'® Pour cela, les fragments F(abdont mis en présence
de B-mercaptoethylamine pendant 90 min a 37°C soussgihese d’argon. Cela va permettre

de couper les ponts disulfures se trouvant entredaines lourdes et légéres. L'étape suivante
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consiste en la purification des fractions sur colSephadex G25 (GE Healthcare) avec pour
éluant un mélange acétate de sodium 100 mM, Na@hi@8et EDTA 1 mM, a pH 6,5. Les
fragments de tailles supérieures a 5kD sont exdlusgel et sortent en premier. Nous
récupérons des fractions de 1mL. Un dosage BCAdstssaire pour identifier les fractions
possédant les fragments Fab’. Les fractions s@uienrassemblées et concentrées a l'aide de
Centricon-10 (Amicon) et resuspendues dans le mgélamcétate-NaCI-EDTA a pH 6,5. La
concentration en Fab’ est déterminée par un doB&de La coupure des F(ab’en Fab’ est
guantitative.

La figure 3 résume le cheminement pour I'obtenties fragments Fab’ a partir des IgG.

5—5: ENZYME % ?Z-MEA-HCI % ?
—_— —_—
i 5-5 SH HS

F(ab'), 2 Fab'
lgG
Figure 3 : Obtention des fragments Fab’ a partisdgG

D) Analogue du peptide OVA

Le peptide OVA a été fonctionnalisé du coté C eteininal par une cystéine, au sein
du laboratoire d'Immunologie et Chimie Thérapeusg)(IBMC — Strasbourg — UPR 9021 -).
Les séquences synthétisées sont (SIINFEKLet (C-SIINFEKL), et correspondent aux
acides aminés 257-2@¥ I'ovalbumine.

E) Fabrication des liposomes
1) Les matiéres premieres et molécules synthétiques

a) Les constituants phospholipidiques

La base de nos liposomes est constituée de P&t & Choléstérol (Chol). La PC
utilisée est de la lo~phosphatidylcholine de jaune d’'ceuf, la PG est duphosphatidyl-DL-

glycérol transestérifié a partir de la PC de jadieeuf et le cholestérol est préalablement
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recristallisé dans du méthanol. Tous ces constisusant des produits commerciaux de chez
Sigma-Aldrich.

b) Les ancres fonctionnalisées et dimannosylées

Les ancres fonctionnalisées ont été développé&abatatoire dans le but de fixer des
épitopes peptidiques comportant une fonction thi@ncre DiPalmitoyl-Glycerol-Maléimide
(DPG-Mal) utilisée dans nos liposomes est préatabig insérée dans la bicouche du
liposome avant de réagir chimiquement avec les oségpSH. La synthése de cette ancre a
été effectuée au laboratoire par le Docteur Thonfdfin
Afin de concevoir des liposomes capables de cilderDCs, I'ancre dimannosylées a été
synthétisée au laboratoire par le Docteur Espuelatilisée dans nos travatii

Ces ancres sont représentées sur la figure 4.
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Figure 4 : Ancres Dimannosylée (DOG-Mgat DPG-Maléimide (DPG-Mal)
c) Les molécules adjuvantes

La molécule utilisée pour stimuler les DCs etdeBules NKTs est le KRN7000, qui
fait partie de la famille des-GalCer. C’est une molécule qui a été initialenmmithétisée au
laboratoire par le Docteur Thomann et qui est nlagend de référence du CD1d des DCs et
du TCR des cellules NKTs. Les ancres RaysAlaGly et PanCysAlaGly ont été également
synthétisées au laboratoire par le Docteur ThorfffliCe sont des ligands des TLRs et plus
particulierement des TLR2/6 pour le Pagh TLR2/1 pour le Pagn

Toutes ces molécules adjuvantes sont représenieksfigure 5.
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Figure 5 : Schéma du A. KRN7000, B. Ra@gsAlaGly et du C. PayBysAlaGly.
2) Protocoles de fabrication des différentes formattions
a) Liposomes SUV-KRN-PEGggo
Ces liposomes sont constitués de PC/PG/Chol Eadjavant KRN7000, ainsi que de

la molécule de furtivit¢ DiPalmytoyl-PhosphatidylhBnolamine-PEgoo (Avanti Polar ;

DPPE-PEGygg), suivant la répartition présentée dans le tableau
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Tableau 1 : Constituants des liposomes SUV-KRN-BEG

Concentration en
Constituants Rapport molaire pmole / ml de préparation

liposomique
PC 80 0,8
PG 20 0,2
Cholesteérol 50 0,5
KRN7000 11,6 0,116 (10Qug)
DPPE-PEGy0o 0abs 040,05

Ces liposomes ont été formulés suivant le protodélesloppé par Papahadjopouttsl 27"

Les différents constituants sont mis dans un tulte wverre, dans un mélange
chloroforme/méthanol (9/1). Apres évaporation deklasts, le film lipidique obtenu est
séché sous vide, au rotavapor pendant 45 minliest. iehydraté par 1 ml de tampon HEPES
10 mM, NaCl 145 mM a pH 7,4, et mélangé vigoureumgimLa suspension aqueuse obtenue
contenant des MLV est soniquée sous argon pendamidutes a I'aide d’'un sonificateur
comportant une sonde en titane de 3 mm de diar(\éiloea cells, Sonic and Materiels Inc,
Danubary, CT, USA), réglé en mode pulsé avec imption de 2 s toutes les 1 s afin
d’obtenir une population homogéene de liposomesyde SUV. La préparation liposomique
est ensuite centrifugée pendant 10 min a 10 00@uy Bliminer les particules de titane
provenant de la sonde et les éventuels agrégatsppblipidiques. La concentration en
phosphatidylcholine est déterminée par dosage dmhddine et la taille des particules est
déterminée a 'aide de I'analyseur de particulesdNSizer.

Une fois les populations obtenues, 50 mg de gldodsde liposome sont ajoutés aux
formulations comme cryoprotecteur afin de pouvangeler les liposomes dans de l'azote

liquide, avant de les stocker a -80°C pour unésatibn ultérieure.

b) Liposomes REV-KRN-PEGooo

Les REV sont constitués de PC/PG/Chol et de Raafjtt KRN7000, ainsi que de la

molécule de furtivité DPPE-PEggg suivant la répartition présentée dans le tabkeau
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Tableau 2 : Constituants des liposomes REV-KRN-BEG

Concentration en
Constituants Rapport molaire pmole / ml de préparation

liposomique
PC 80 0,8
PG 20 0,2
Cholestérol 50 0,5
KRN7000 11,6 0,116 (10Qug)
DPPE-PEGy00 0abs 040,05

Les REV sont formulés suivant la méthode décrite $zoka et Papahadjopould¥! Le
mélange des constituants est mis dans un tube eB, v@n solution dans un mélange
chloroforme/méthanol (9/1). Apres évaporation deklasts, le film lipidique obtenu est
séché sous vide, au rotavapor pendant 45 minutegjddte ensuite 1 ml d’éther et 3@l0de
tampon HEPES 10 mM, NaCl 145 mM a pH 7,4. Le mé&aesgt émulsionné a la sonde par
l'ultra-sonificateur (Vibra cells, Sonic and Mats Inc (Danubary, CT, USA)), réglé en
mode pulsé avec interruption de 2 s toutes les4icgcles de 10 impulsions sont nécessaires
pour émulsionner le milieu. Le milieu est mis atavapor pour une évaporation controlée de
I'éther, ce qui va permettre de former les vésgUREV. Une fois les REVs obtenus, la
solution est complétée par 660de tampon HEPES 10 mM, NaCl 145 mM pH 7,4. 20 min
de vide partiel sont nécessaires pour évaporedéesieres traces d’éther éventuelles. La
concentration en phosphatidylcholine est détermpatedosage de la choline et la taille des
particules est déterminée a l'aide de I'analyseupakticules Nano ZS.

Les REV étant sensibles a la congélation, ils ddiére utilisés dans les 5 jours aprés leur

fabrication.
c) Liposomes SUV-KRN-Dimannose
Ces liposomes sont constitués de PC/PG/Chol Eadjavant KRN7000, ainsi que de

la molécule de ciblage DOG-Mar{Dimannose), suivant la répartition présentée dans

tableau 3.
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Tableau 3 : Constituants des liposomes SUV-KRN-DilMae.

Concentration en
Constituants Rapport molaire pmole / ml de préparation

liposomique
PC 80 0,8
PG 20 0,2
Cholestérol 50 0,5
KRN7000 11,6 0,116 (10Qug)
Dimannose 0a3 0a0,03

Les différents constituants sont mis dans un tulte wverre, dans un mélange
chloroforme/méthanol (9/1). Apres évaporation deklasts, le film lipidique obtenu est
séché sous vide, au rotavapor pendant 45 minlest iéhydraté par 1 ml de tampon HEPES
10 mM, NaCl 145 mM a pH 7,4. La suspension agu&ldenue est soniquée sous argon
pendant 45 minutes pour obtenir des liposomes e $UJV. La préparation liposomique est
centrifugée pendant 10 min & 10 000 g.

50 mg de glucose/ml de liposome sont ajouté aurtdtations comme cryoprotecteur, afin de
pouvoir congeler les liposomes dans de I'azotadiguavant de les stocker a -80°C pour une

utilisation ultérieure.
d) Liposomes SUV-KRN Fab’

Ces liposomes sont constitués de PC/PG/Chol,adguvant KRN7000 et de I'ancre
fonctionnalisée DPG-Maléimide, qui va permettregdeffer les fragments d’anticorps Fab’

non relevant ou Fab’ anti-CD11c, sur la surfacdigbsome. La répartition des constituants

du liposome est présentée dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Constituants des liposomes SUV-KRN Rab’relevant et anti-CD11c.

Concentration en
Constituants Rapport molaire pmole / ml de préparation
liposomique
PC 65 4,2
PG 30 19
Cholestérol 50 3,2
KRN7000 0,018 0,0011 (1ug)
DPG-Maléimide 5 0,3
Fab’ non relevant 5.10 3,2.10"
Fab’ anti-CD11c 2.10° 1,3.10°

La formulation des liposomes Fab’ est basée sprdcole présenté par Dufreseteal 8

Apres évaporation des solvants au rotavopor, la fipidique est séché sous vide puis
réhydraté par 1 ml de tampon acétate de sodiumm@pNaCl 88 mM, EDTA 1 mM a pH
6,5. La suspension aqueuse obtenue est soniqugéegnn pendant 45 minutes pour obtenir
des liposomes de type SUV, puis centrifugée paomdér les agrégats.

Le greffage du fragment Fab’ se fait sur 'ancre@Mal présente dans la bicouche du
liposome, a 4°C pendant une nuit sous agitati@oes$ argon. Le milieu est récupéré et passe
sur colonne Sephadex G100 pour séparer les lipasale® fragments qui n’ont pas réagi.
Nous récupérons des fractions de 1 ml et un doB&ye permet d'identifier les fractions
contenant nos formulations. Les tubes identifié® soélangeés, et le milieu est concentré en
utilisant un Centricon YM-100 pendant 30 min a 4t 1000g. Le volume est ajusté a 1 ml
par du tampon acétate de sodium 100 mM, NaCl 88 EIMA 1 mM a pH 7,4. Le dosage
BCA permet de connaitre le taux de couplage ddragments.

50 mg de glucose/ml de liposomes sont ajoutés aumuiations comme cryoprotecteur afin
de pouvoir congeler les liposomes dans de l'azgiede et les stocker a -80°C pour une

utilisation ultérieure.
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e) Liposomes SUV-OVA

Ces liposomes sont constitués de PC/PG/Chol,adguvant KRN7000 et de I'ancre
fonctionnalisée DPG-Maléimide, qui va permettregdeffer le peptide OVA sur la surface du

liposome. La répartition des constituants du limos@st présentée dans le tableau 5.

Tableau 5 : Constituants des liposomes SUV-KRNge@VA.

Concentration en
Constituants Rapport molaire pmole / ml de préparation

liposomique
PC 65 3,9
PG 30 1,8
Cholestérol 50 3
KRN7000 0,018 0,0011 (1ug)
DPG-Maléimide 5 0,3
Peptide OVA 1,6 0,1

Le protocole de fabrication des liposomes avec BEIRol/KRN/DPG-Mal est identique aux
autres liposomes SUVs. Le tampon utilisé est ctugst’HEPES 10 mM, Sorbitol 5% (p/v),
pH 6,5.

Le protocole présenté est celui des peptides @tdimes OVA. Dans des eppendorfs de 2 mL,
sont mis 40Qul (0,44 umole) de peptides C-OVA ou OVA-C issus d'une solutstock a 1
pmol/ml. En présence de 34 (0,31 umole) de TCEP par tube eppendorf, le milieu esshi

a température ambiante pendant 15 min sous argamgangeant de temps en temps. Aprés
cela, on rajoute nos liposomes et on laisse enacbi¢ tout pendant 2 h a température
ambiante et sous argon. On ajoute ##5(4,5 umoles) def-mercaptoéthanolamine dans
chaque tube eppendorf. Apres 30 minutes a tempéraimbiante et sous argon, les
différentes populations sont dialysées une nuit@ thoudins de dialyse MWCO 12000-
14000 Da) contre du tampon HEPES 10 mM, Sorbitol &%H 7,4. Les différentes
populations sont récupérées et un dosage a laefloamine est effectué.

50 mg de glucose/ml de liposome sont ajoutés aumulations comme cryoprotecteur afin de
pouvoir congeler les liposomes dans de l'azoteidiget les stocker a -80°C pour une

utilisation ultérieure.
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F) Protocoles des tests in vitro et in vivo

Ces tests ont été mis au point et effectués audselaboratoire du Docteur Frangois

Trottein de I'Institut Pasteur de Lille.
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II) Partie expérimentale chimique

A) Généralités

1) Solvants et réactifs

Les solvants utilisés en synthése ont été prigrade analytique. Pour les réactions
réalisées dans les conditions anhydres, le diciniétibane (CECl,) est obtenu par distillation
sous argon en présence de @abHes autres solvants anhydres (tétrahydrofuranéF)T
toluene, méthanol (MeOH), diméthylformamide (DMBiit été commandés directement chez
Acros.

Les réactifs ont été commandés principalement &igma, Acros et Alfa Aesar, lls ont été

utilisés sans purifications supplémentaires.

2) Mesures physiques

a) Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse basse résolution affégtuée sur une Agilent MSD
couplé a une HPLC Agilent 1200 SL.
La spectrométrie haute résolution a été effectuéense Agilent 6520 Q-TOF couplée a une
HPLC Agilent 1200 SL.

b) RMN

Les spectres RMNH et »3C sont obtenus & température ambiante ou & 75t@lesu
spectromeétres Brucker Advance 300 ou 400, a urpuérice de 300 ou 400 MHz pour le
proton et 75 ou 100 MHz pour le carbonel3. Les tspedRMN 2D sont obtenus sur le
spectrometre Brucker Advance 400. Les solvantsédésitutilisés sont identifiés grace au
déplacement chimiqued) du noyau de deutérium. Ces déplacements soningdpren ppm

(partie par million) et sont propres au solvanliséi:
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Noyau Solvant Référence Déplacement
chimique (ppm)
H' CDCl CHCl 7,26
CDsOD CD,HOD 3,31
CsDsN (pyridine) CsD4HN 7,58 (pic du milieu)
CeDs CeDsH 7,16 (75°C)
c® CDCl CDCl 77,23
CDsOD CDsOD 49
CsDsN CsDsN 135,6

Pour caractériser la multiplicité du couplage J(aré en Hz), les abréviations suivantes sont
utilisées : s = singulet ; d = doublet ; t = triple] = quadruplet ; dd = doublet dédoublé ; m =

multiplet.

3) Techniques chromatographiques

a) Chromatographie sur couche mince

Les chromatographies sur couches minces sonttedfes sur des plaques de silice
MERCK (0,25 mm, Kieselgel 60,5, 20-60um). Les plaques sont révélées par illumination
a l'aide d'une lampe UV a 320 nm, contact de lagpé&avec des vapeurs d’iode et par
pulvérisation d’'un révélateur approprié suivi dehauffage a 200°C.

Les fonctions amines sont révélées a la Ninhydiesefonctions thiol et les sucres, nous sont
révélées respectivement par le réactif d’Ellmars @& chauffage pour cette révélation) et une
solution do-Naphtol. Enfin, I'acide phosphomolybdique a ét#isaft comme révélateur de

produit lipophiles et divers alcool ou aldéhydes.

b) Chromatographie sur colonne

La purification des produits de synthese par clatographie sur colonne a faible
pression a été effectué en utilisant de la silideRZK de type Kieselgel 60, 40-0n. La

silice est généralement utilisée entre 50 a 1 daiexces par rapport a la quantité en masse
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du produit a purifier. Le diamétre de la colonneat®isi pour que le gel de silice occupe une
hauteur d’environ 20 cm. Le débit optimal est aedie de 5 cm par minute pour le front de
solvant au-dessus de l'adsorbant. Le solvant dduutilisé est précisé pour chaque

purification.

B) Synthéses du KRN 7000 et de ses analogues

1) Préparation des synthons glycosidiques

Synthese du 1-thiophényl-2,3,5,6-tetra-O-acétyp-D-galactopyranoside (1)

OAc
OA(]

2 8
AcO S
3 OAc 1o 9

CooH2400S ;: PM : 440,46

Du B-D-galactose peracétylé (10 g ; 25,6 mmoles) esstodis dans du benzene (120 ml). La
solution est agitée sous argon et du thiophénalir(®,; 59,9 mmoles) ainsi gu’une solution de
tétra chlorure d’étain (Sng1(25 ml ; 25 mmoles ; 1 M dans @El,) sont additionnés. Apres
2 heures d’agitation sous reflux, la réaction esitde par addition d’'une solution aqueuse
saturée en chlorure d’'ammonium (MH). Le mélange est extrait par du &Hp. Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur sulfatmadeésium (MgSg), filtrées et
concentrées. Le produit est purifié sur colonnesiliee avec comme éluant le mélange
cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3 a 6/4) pour éone produit 1 sous forme d'une huile
(Masse : 10g ; Rendement : 89 %).

CCM : Rf =0,5 (cyclohexane/acétate d’éthyle (3/2))

RMN *H : (400 MHz ; CDCJ) : 5:1,98 ; 2,01 ; 2,06 ; 2,0Q!s ; 12H (4xCOGEly)) ; 3,92 (t;
H5; J=7 Hz) ; 4,07 (2dd ; 2H6 ; J=11,2 Hz ; J=6 é42)=11,2 Hz ; J=7 Hz) ; 4,7 (d ; H1;
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J=10 Hz) ; 5,03 (dd ; H3 ; J=10 Hz ; J=3,3 Hz)215(t ; H2 ; J=10 Hz) ; 5,39 (dd ; H4 ; J=3,3
Hz ; J<1 Hz) ; 7,28 (m ; 3Haro) ; 7,49 (m ; 2Haro)

RMN *C (100 MHz ; CDCJ) : 5: 20,62 ; 20,68 ; 20,70 ; 20,89 (4xCH) ; 6168 (C6) ;
67,30 (C5) ; 72,04 (C4) ; 74,47 (C2) ; 77,36 (C8p:60 (C1) ; 128,19 ; 128,93 (C9 ; 2C7 ;

2C8) ; 132,59 (C10) ; 170,05 ; 170,21 ; 170,380@CH:)

Synthese du 1-thiophényl3-D-galactopyranoside (2)

C1oH1605S ; PM : 272,37

Le produit 1 (10 g ; 22,9 mmoles) est dissout dansnéthanol (250 ml), du méthanolate de
sodium est ajouté au milieu réactionnel jusqu'a @HED. Aprés 1 heure sous agitation et a
température ambiante, la réaction est traitée ot @’amberlite IR120 jusqu'a pH=7. Le

mélange est filtré. Le filtrat récupéré est évapargec. Le produit 2 est suffisamment pur
pour étre directement utilisé pour la prochainetiéa (Masse : 5,8 g ; Rendement : 93 %).

Le produit 2 est obtenu sous la forme d’'un solida®
CCM : Rf =0,25 (CHCI, / MeOH (9/1))

RMN *H : (400 MHz ; CRQOD) : &: 3,44-3,74 (m ; 5H (2H6, H5, H3, H2)) ; 3,86 (dd ; H4 ;
J=3,2 Hz ; J<1 Hz); 4,55 (d; H1; J=9,8 Hz) ;6/(fn ; 3Haro) ; 7,50 (m ; 2Haro)

RMN *3C (100 MHz ; CRQOD) : 3 : 62,65 (C6) ; 70,46 (C4) ; 71,05 (C2) ; 76,37 (C3p;&8!
(C5) ; 90,32 (C1) ; 128,04 ; 128,89 ; 132,13 (€7 ; 2C8) ; 136,11 (C10)
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Synthése du 1-thiophényl-2,3,5,6-tetra-O-benzyp-D-galactopyranoside (3)

OBn
OBn

5 8
BnO S
3 OBn @ 9
C4oH4oOsS; PM : 632,81

Le produit 2 (3,1 g; 11,38 mmoles) est dissoussdaB0 ml de DMF anhydre. Une
suspension de NaH 60% (2,5 g ; 62,5 mmoles) estéga 0°C. Aprés agitation pendant 15
minutes a température ambiante, du bromure de kEBynBr) (8,5 ml; 71 mmoles) est
additionné goutte a goutte au milieu réactionnateoant I'alcoolate formé. Du Kl (100 mg ;
0,6 mmole) est également ajouté en quantité cajabit Apres 2 heures sous agitation, on
ajoute 100 ml d’'HO glacée au milieu réactionnel afin de consommexces de NaH. La
phase organique est extraite avec du diéthyle étédrer) (3 x 150 ml) puis lavée
successivement avec 2 fois 100 ml d’'une solutiorH@ 1N, 2 fois avec 100 ml d’'une
solution saturée en hydrogénocarbonate de sodiusHQD;) et une fois avec 100 ml de
saumure. Les phases organiques sont rassembléleéeséur MgSQ filtrées et concentrées.
Le produit brut est purifié sur colonne de silicee@a comme éluant le mélange
cyclohexane/acétate d’éthyle (9,5/0,5 a 9/1). Ladpit 3 est obtenu sous forme d’une huile

visqueuse (Masse : 5,8 g ; Rendement : 80%).
CCM : Rf =0,3 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (9/1))

RMN *H : (300 MHz ; CDCJ) : &: 3,58-3,68 (m ; 4H(2H6, H3, H5)) ; 3,97 (t}j>d1=9Hz ;

H2) ; 4,02 (dd ; J=2,9 Hz ; J<1 Hz ; H4) ; 4,432(2dd ; J=11,5 Hz ; 2H (€-Phe)) ; 4,63
(d;J=11,5 Hz ; 1H(G2>-Phe)) ; 4,68 (d ; J=9,7 Hz ; H1) ; 4.80 (m ; J&lHz ; 4H(2xCH,-

Phe)) ; 5,02 (d ; J=11,5 Hz ; 1HfiG-Phe)) ; 7,21-7,61 (3m ; 25Haro)

RMN 3C (75 MHz ; CDCY) : 69,4 (C6) ; 73,4 ; 74,2 ; 75,1 ; 76,3 ; @2-Phe ; C5) ; 77,93

(C4;C2);84,8(C3);88,35(C1); 127,7-129,8C2ro) ; 132,1 (2C8) ; 134,8 (C10) ; 138.51
; 138,89 ; 138,97 ; 139,41 (4&0)
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Synthese du 2,3,5,6-tetra-O-benzyl -D-galactopyrasae (4)

C34H3606:; PM : 540,65

Le produit 3 (5,7 g ; 9 mmoles) est dissous dan$adétone (55 ml) auquel on ajoute de
'eau distillée (6 ml) et du N bromosuccinimide§2y ; 19 mmoles). Aprés 15 minutes sous
agitation, du NaHC®(12,5 g) en poudre, est ajouté au milieu. Apresrtutes d’agitation, le

solvant est évaporé et le mélange réactionnelegsisrdans de I'acétate d’éthyle (100 ml) et
une solution aqueuse saturée en NablCIDO ml). Le produit est extrait par de l'acétate
d’éthyle. Les phases organiques sont rassemblégseas sur MgSQfiltrées et concentrées.

Le produit brut est purifié sur colonne de siliceea comme éluant un mélange
cyclohexane/acétate d’éthyle (8/2 a 7/3). Le produést obtenu sous forme d’'un mélange

huileux (Masse : 4,8 g ; Rendement : 99%).

CCM : Rf =0,3 (cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3))

Mélange a et B (Ratioa/B: 7 / 3): La proportion d'anoméra et 3 a été estimée par

intégration du proton HL (4 : 5,33)
RMN H : (300 MHz ; CDCJ) : &: 3,33 (brs ; OH) ; 3,55-3,68 (m ; 3H(2H6, H3)) ; 3,9-4,2
(m ; 3H(H4, H5, H2)) ; 4,4-5,0 (8d ; 8H(4xG.Phe)) ; 5,33 (d ; J=3,32 Hz ; HI}L; 7,2-7,5

(m ; 20Haro)

RMN 3C (75 MHz : CDC}) : 69,4 ; 69,5 : 69,6 : 73,2 ; 73,7 : 73,9 ; 747%,1; 75,4 : 79,1 ;
82;82,5; 92,2 (Cd) ; 98,1 (CPB) ; 127,8-128,7 (20Caro) ; 138,1 ; 138,6 ; 1380ci)
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Synthese du l-acétyl-2,3,5,6-tetra-O-benzyl-D-gakapyranoside (5)

OBn
OBn

Cs6H3e07; PM : 582,68

Le produit 4 (3,2 g ; 5,92 mmoles) est dissous dan€HCl, (30 ml) en présence de pyridine
(2,38 ml; 17,8 mmoles). Sous argon et agitatiom,'dnhydride acétique (2 ml; 17,76
mmoles) est ajouté goutte a goutte au milieu réantl. Apres avoir ajouté de la diméthyl-
amino-pyridine (DMAP) (50 mg; 0,4 mmole), la réant est laissée sous agitation a
température ambiante pendant 12 heures.

Le milieu est traité par une solution aqueuse éat@n NaHC@ La phase organique est
récupérée et la phase aqueuse est extraite parHiCIL Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur Mg8&0Oconcentrées. Le produit brut est purifié suoepné de
silice avec comme éluant le mélange cyclohexangtecé’'éthyle (8/2). Le produit 5 est
obtenu sous forme de mélange d’anomeres de natilei$e (Masse : 3,3 g ; Rendement :
95%).

CCM : Rf =0,3 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (8/2))

Mélange a et B (Ratio a/f: 1/1) : La proportion d’anomere et B a été estimée par
intégration du proton H1. (0 : 6,43) et HB (o : 5,63)

RMN *H : (300 MHz ; CDC}J) : 2,08 (s ; 3H(CO83p)) ; 2,16 (s ; 3H(CO® ;3 a)) ; 3,5-5 (M
; 14H) ; 5,63 (d ; J=8 Hz ; H&) ; 6,43 (d ; J=3,6 Hz ; H1l) ; 7,35 (m ; 20Haro)

HMRS : 605,2525 [M + N4&]; masse théoriques05,2510 g.mot[M + Na]*
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Synthése du 1-thiophenyl-6-O-p-toluenesulfonyB-D-galactopyranoside (6)

C19H220782; PM : 426,5

Le produit 2 (5,8 g ; 21,2 mmoles) est dissous anta pyridine (50 ml). Du para-chloro-
tosylate (4,4 g; 23,3 mmoles) est ajouté au mitigactionnel a -45°C. La température est
remontée doucement jusqu’a température ambiamtgres 6 heures sous agitation, du MeOH
(15 ml) est ajouté. La réaction est agitée pendlamture, puis la pyridine est évaporée sous
pression réduite par une distillation azéotropiqwec du toluene. Le résidu obtenu est
chromatographié sur colonne de silice avec un meélandéluant acétate
d’éthyle/cyclohexane/MeOH (2/2/0,5). Le produit §t ®btenu sous la forme d'un solide
blanc (Masse : 5,4 g ; Rendement : 60%).

CCM : Rf =0,5 (acétate d’éthyle/cyclohexane/MeOF2/(@,5))

RMN *H : (300 MHz ; CROD) : 5: 2,42 (s ; 3H7) ; 3,48 (dd ; H3; J=9 Hz ; J=3,5 Hz) ;B,5
(t; H2;J=9,4Hz); 3,79 (m; H5) ; 3,83 (dd ; H3=3,3 Hz ; J=1 Hz) ; 4,20 (m ; 2H6) ; 4,55
(d; H1;J=9,5Hz); 7,25 (m; 7Haro) ; 7,52 (2Haro)

RMN *3C (100 MHz ; CROD) : &: 21,62 (C7) ; 70,30 (C6) ; 70,71 (C4) ; 71,24 (C2) ; 75,89

(C3); 77,45 (C5) ; 89,64 (C1); 128,07 ; 129,1129,91; 131,10 ; 132,07 (9Caro); 134,21
(Caro) ; 135,84 (Caro) ; 146,55 (Caro)
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Synthése du 1-thiophenyl-2,3,4-tri-O-acétyl-6-O-pealuenesulfonyl-D-galacto
pyranoside (7)

C25H2801()SQ; PM : 552,51

Le produit 6 (1,8 g; 4,2 mmoles) est dissous ddasla pyridine (20 ml) et dans de
'anhydride acétique (20 ml). Le milieu est mis soagitation et sous argon pendant 12
heures. On ajoute du toluéne et le milieu est édapec. Le résidu est chromatographié sur
colonne de silice avec un éluant cyclohexane/aeé&d@thyle (3/1). Le produit 7 est obtenu
sous la forme d’un solide blanc (Masse : 2,1 gndeenent 92%).

CCM : Rf =0,45 (cyclohexane/acétate d’éthyle/Me@H.(0,5))

RMN *H : (300 MHz ; CDCJ) : &:1,96-2,09 (3s ; 9H (COCH)) ; 2,45 (s; 3H7); 3,97 (t;
HS ; J=6,2 Hz) ; 4,03 (dd ; 1H6 ; J=10,1 Hz ; J=B7) ; 4,14 (dd ; 1H6 ; J=10,0 Hz ; J=6,7
Hz); 4,70 (d; H1; J=10 Hz); 5,02 (dd ; H3; 01 Hz ; J=3,2 Hz) ; 5,21 (t; H2; J=10,1
Hz) ;5,40 (d ; H4 ; J=3,2 Hz) ; 7,30-7,51 (m ; Tédx 7,75 (m ; 2Haro)

RMN 3C (100 MHz; CDCJ) : &: 20,49 ; 20,64 ; 20,82 (3xCOCHS3) ; 21,67 (C7) ; 66,41

(C6) ; 67,04 (C2 : C4) : 71,76 (C3) ; 74,21 (CH6,73 (C1) ; 128,06 ; 128,22 ; 129,00 :
129,99 ; 132,32 ; 132,44 (10Caro) ; 145,27 (Caf®g,40 ; 169,89 (IZOCH3)
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Synthése du 1-thiophenyl-2,3,4-tri-O-acétyl-6-azidé-deoxy-D-galactopyranoside (8)

C18H21N30O7S:; PM : 423,55

Le produit 7 (2,1 g ; 3,8 mmoles) est dissous aanBMF (40 ml) contenant de I'azoture de
sodium (NaN) (2,47 g; 38 mmoles). Le milieu est chauffé penida heures a 160°C. La
réaction est refroidie a température ambiante.’@ailglacée (50 ml) est ajoutée. La phase
organique est extraite par du @, (3 x 200 ml) et séchée sur Mg$Spuis concentrée. Le
résidu est chromatographié sur colonne de siliceecawn mélange d'éluant
cyclohexane/acétate d’éthyle (8/2). Le produit 8odgenu sous la forme d’un solide incolore
(Masse : 1,19 g ; Rendement 74%).

CCM : Rf =0,35 (cyclohexane/acétate d’éthyle (8/2))

RMN *H (300 MHz ; CDC}) : 5:1,91-2,02 (3s ; 9H (CO®i3)) ; 3,12 (dd ; 1H6 ; J=12,9 Hz ;
J=4,2 Hz) ; 3,42 (dd ; 1H6 ; J=12,9 Hz ; J=8,2 H2)77 (m ; H5) ; 4,69 (d ; H1 ; J=10,0 HZz) ;
5,00 (dd ; H3; J=10,0 Hz ; J=3,3 Hz) ; 5,16 (t2 H]=10,0 Hz) ; 5,29 (d ; H4 ; J=3,0 Hz) ;
7,22-7,26 (m ; 3Haro) ; 7,44-7,47 (m ; 2Haro)

RMN *C (100 MHz; CDCJ) : &:20,43; 20,67 ; 20,84 (3xCOCH?3) ; 50,77 (C6) ; 67,15

(C4) : 68,03 (C2) ; 71,89 (C3) ; 75,79 (C5) ; 86(€1) ; 128,10 ; 128,86 ; 132,27 ; 132,63
(6Caro) ; 169,24 ; 169,79 ; 170,04 (GRCH3)
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Synthése du 1-thiophenyl-6-azido-6-deox@-D-galactopyranoside (9)

C1oH15N304S ; PM : 297,33

Le produit 8 (1,2 g ; 2,8 mmoles) est dissous dansnéthanol (40 ml). Du méthanolate de
sodium est ajouté au milieu jusqu’a pH 9-10. Orsdai 1h sous agitation a température
ambiante et la réaction est traitée par ajout deib IR120, jusqu’a pH 7. Le mélange est
ensduite filtré et le filtrat est évaporé a sec.preduit 9 est obtenu sans purification sous la
forme d’un solide blanc (Masse : 680 mg ; Render82p).

CCM : Rf =0,6 (CHCI,/MeOH (9/1))

RMN *H : (400 MHz ; MeOD) &: 3,29 (m ; 1H6) ; 3,53 (m ; 4H ; H6 ; H4 ; H3 ; H23,82
(m; H5) ;4,62 (d; H1;J=9,5Hz); 7,24 (m; 3blg; 7,56 (M ; 2Haro)

RMN *3C : (100 MHz ; MeOD) d: 52,89 (C6) ; 70,84 ; 70,93 (C2 ; C4) ; 76,06 (C5) ; 28,9
(C3) ; 90,30 (C1) ; 128,35 ; 130,00 ; 132,51 ; 6856Caro)

Synthese du 1-thiophényl-2,3,4-tri-O-benzyl -6-azm6-deoxyf-D-galactopyranose (10)

C33H33N304S :PM: 567,70
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Le produit 9 (680 mg ; 2,28 mmoles) est dissous dknla DMF (20 ml). Une suspension de
NaH 60% (408 mg ; 10,5 mmoles) est ajoutée au mikactionnel préalablement mis a 0°C.
Aprés agitation pendant 15 minutes a températurbiaarte, du BnBr (1,64 ml; 13,68
mmoles) est additionné goutte a goutte au mili@gctiénnel contenant I'alcoolate formé. Du
Kl (10 mg) est également ajouté en quantité catplgt Apres 6heures d’agitation, on ajoute
30 ml d'H,O glacée au milieu afin de consommer I'excés de .NatHphase organique est
ensuite extraite avec 3 x 50 ml d’éther, puis lastderessivement avec 2 x 30 ml d’'HCI 1N, 2
x 30 ml de NaHC®@saturé et 30 ml de saumure. La phase organiquenesite séchée sur
MgSQ,, filtrée et concentrée. Le résidu est chromatdgéagur colonne de silice avec un
mélange d’éluant cyclohexane/acétate d'éthyle (268/1). Le produit 10 est obtenu sous
forme d’un solide blanc (Masse : 1,02 g ; Rendeméneo).

CCM : Rf =0,3 (cyclohexane/acétate d’éthyle (9/1))

RMN *H: (300 MHz ; CDGJ) : &:3,19 (dd; 1H6 ; J=12,2 Hz ; J=5,9 Hz); 3,48 (t5 H
J=6,2 Hz) ; 3,61 (m; 2H; H6; H3) ; 3,83 (d ; H3=2,7 Hz) ; 3,99 (t; H2 ; J=9,4 Hz) ; 4,67
(m; 2H; H1; 1®,Phe); 4,85 (m; 4H; 2d€,Phe); 5,07 (d; 1H; B.,Phe); 7,25 (m;
20Haro)

RMN *3C : (75 MHz ; CDCJ) : 8: 52,03 (C6) ; 72,73 CHsPhe) ; 74,47 (C5) ; 75,12 ; 76,36
(2CH,Phe) ; 77,63 ; 77,80 (C4 ; C2) ; 84,76 (C3) ; 886%) ; 121,77 ; 127,84 ; 128,11 ;
128,33 ;128,51 ;128,52 ;128,78 129,02 ; 1292824 ; 129,62 (18Caro) ; 132,63 (2Caro) ;
134,53 (Cq aro) ; 138,85 (2Cq aro) ; 139,04 (2@ ar
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2) Synthése du synthon céramide
Synthése du (S)-3ert-butyl 4-methyl 2,2-dimethyloxazolidine-3,4-dicarbaylate (11)

1

O
N

Boc ?OOMe

Ci1o2H21NOs ;: PM : 259,3

Du Boc-Ser-OMe (9 g ; 0,38 mole) est dissous dans 6@end,2-dimethoxypropane, plus 100
ml d’acétone. Le milieu est refroidi & 0°C avantjduter trés prudemment 300 de
BFs.ELO. La réaction est laissée sous agitation et s@mmgendant 4 heures. Puis le milieu
est concentré a 30 ml et est neutralisé par I'ajeut00 ml de NaHC{saturé. Le produit est
extrait par 3 x 100 ml de CEIl,. La phase organique est ensuite lavée avec untospte
saumure, séchée sur Mg§Jdiltrée et concentrée. Le résidu est passé silonone de
chromatographie sur silice avec un mélange d’éluyctohexane/acétate d’éthyle (9/1 a
85/15).

Le produit 11 est obtenu sous la forme d’une halme (Masse : 8,89 ; Rendement 89%).

Rf=0,6 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (8/2))

RMN H : (300 MHz ; CDCJ, 60°C):5:1,37 (s ; 9H (Boc G3)); 1,47 ; 1,60 (2s; 6H;
2x3H5) ; 3,69 (s ; 3xH3) ; 3,94 ; 4,06 (2dd ; 2xH#32 (m ; H2)
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Synthese du (R}ert-butyl 4-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyloxazolidine-3€arboxylate
(12)

1

(@)
N

Ne CHOH
5 4 3

C]_1H21NO4; PM : 231,29

Le produit 11 (8,8 g; 0,34 mole) est dissous dz0G ml de THF. En parallele, du LiAIH
(2,5 g; 0,66 mole) est mis en solution dans 16@enTHF et est ajouté au produit 11, mis au
préalable a 0°C. Le milieu réactionnel est mis sagigation et sous argon pendant 2 heures.
Apres disparition du produit de départ, on ajouveicgment 5 ml d'kD glacée. Aprés 2
minutes, on ajoute 12 ml de NaOH 1IN et 12 ml MHsuccessivement. On laisse sous
agitation pendant 1h30, et le sel blanc formé iéisé fet lavé avec de I'éther. Le filtrat est
récupéré, le solvant évaporé et on obtient le ptatl sous la forme d'une huile jaune
(Masse : 7,79 ; Rendement : 99%).

Rf=0,3 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (7/3))

RMN *H : (300 MHz ; CDC4, 60°C) :5: 1,45(s ; 9H4 (Boc El3)); 1,50 (s; 6H; 2x3H5) ;
3,54 (m; 1H; OH); 3,69(m ; 2H ; 2xH1) ; 3,87 (r&H ; H2, 2xH3)

Synthese du (S}ert-butyl 4-formyl-2,2-dimethyloxazolidine-3-carboxylae (aldéhyde de
Garner (13)

)

\\\\\\ H
W H
N

Boc

C]_]_ngNO4; PM : 229,27
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A une solution de chlorure d’oxalyle (470; 5,21 mmoles) & -78°C, on ajoute doucement du
diméthylsulfoxyde (DMSO) (58Qu ; 8,16 mmoles) dissous au préalable dans 10 ml de
CH.Cl,. Le milieu est agité pendant 5 minutes a -78°Us Rl produit 12 (900 mg ; 3,9
mmoles), dissous dans 10 mL de LCH, est ajouté au milieu réactionnel a -78°C. Le enili
est agité pendant 15 minutes, et de la triethylanGirEA) (2,2 ml ; 16 mmoles) est ajoutée.
On laisse le milieu revenir a température ambiaB®te.neutralise le milieu avec 50 ml de
NaHCG; saturé, et on extrait le produit avec 40 ml d’étha phase organique est lavée avec
100 ml de KHSQ@ saturé, puis 100 ml de NaHg@®aturé, et enfin 80 ml de saumure. La
phase organique est séchée sur MgSQe solvant évaporé et le mélange réactionnel est
déposé sur colonne de silice avec un mélange diélealohexane/acétate d'éthyle (75/25).

Le produit 13 est obtenu sous la forme d’'une haimatre (Masse : 1g ; Rendement : 84%).
Rf=0,4 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (8/2))

RMN *H : (300 MHz ; GDs ; 60°C) :5: 1,45(s ; 9H4 (Boc El3)) ; 1,50 (s ; 6H ; 2x3H5) ;
3,54 (m; 1H; OH); 3,69(m ; 2H ; 2xH1) ; 3,87 (r&H ; H2, 2xH3)

Synthese du Bromure de Pentadecyltriphenylphosphoam (14)

1
A

© @ j Ve N n
Br Phsp\/\/\/\/\/\/\/\
i k m 0

C33H46BrP ; PM : 553,6

Du bromo-pentadecane (9,6 g; 0,33 mole) et deighénylphosphine (PBh(8 g; 0,30
mole) sont mis en solution dans 200 ml de tolu&eemilieu est chauffé a reflux pendant 5
jours, sous argon. Le toluene est évaporé et Ehalbtenue est lavée avec un mélange
cyclohexane/éther (1/1). La pate obtenue estdiltpéiis relavée jusqu’a disparition des restes
des produits non réactifs, par un mélange cyclameéher (1/1) (3 lavages). Le solide blanc
obtenu est dissous dans du LLH, évaporé a sec et redissous dans I'éther. Le undst

concentré a sec et I'on obtient une poudre blanel{ftasse : 11 g ; Rendement 60%).
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CCM : Rf =0 (cyclohexane/acétate d’éthyle (9/1))

RMN *H (300 MHz ; CDC}) : 8: 0,85 (t ; 3xH0) ; 1,16 ; 1,22 (2s ; 22H ; 2Hm, 2HBHI) ;
1,59(m ; 4H ; 2HK, 2Hj) ; 3,69 (m ; 2Hi) ; 7,68 (m ; 18kb)

RMN **C (100 MHz ; CDGJ) : &: 14,1 (Co) ; 22,66 ; 23,10 (Ci, Cj) ; 29,18 ; 29,329,51 ;
30,35 (9xCl, Cm, Ck) ; 31,89 (Cn) ; 117,95 ; 118(8Cqua) ; 130,44 ; 133,61 ; 135,01
(15xCaro)

Synthése du R,2)-2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-1,2-O,N-isopropylideneoctadec-3-en-
1-ol (15)

CzeH49N03 PM: 423,67

A une solution d’hexamethyldisylazane (HMDS) (2188; 14,07 mmoles) dissous dans 25
ml de THF anhydre, est ajoutée doucement a températnbiante et sous argon, du n-butyl-
lithium (n-BuLi) 1,6M dans de I'hexane (8,7 ml ;,04 mmoles). Le milieu est agité pendant
5 minutes, puis le produit 14 (7,47 g ; 13,05 mmptissous dans 30 ml de THF anhydre, est
ajouté. Le milieu est agité pendant 20 minutessdlation rouge résultante est canulée dans
un ballon a -78°C contenant I'aldéhyde de Garneodpit 3) (1,5 g; 6,7 mmoles) dissous
dans 20 ml de THF anhydre. Apres 1h30 d’agitatioterapérature ambiante, le milieu
réactionnel est neutralisé avec 40 ml gHylacée et 40 ml d’'HCI 0,1N.

Le produit est extrait avec de I'acétate d’éthyda.phase organique est récupérée, séchée sur
MgSO, et concentrée. Le mélange est chromatographiéasomne de silice avec un mélange
d’éluant cyclohexane/acétate d’éthyle (40/1 a 2@dyr donner un mélange d'isomére Z

(majoritaire) et d’isomére E avec un ratio de (9B mélange est alors purifié sur colonne de
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silice avec comme éluant du toluéne pour obteisiomere Z sous forme d’une huile incolore
(Masse : 1,8 g, Rendement 43%).

CCM : Rf =0,35 (cyclohexane/acétate d’éthyle (20/1)

RMN *H (400 MHz ; CDC}) : 5: 0,82(t ; J=7,2 Hz ; 3Ho) ; 1,22 (m ; 24H(2Hn, 2Hm, 16HI,
2HK, 2Hj)) ; 1,40 (s ; 9Hd) ; 1,48 ; 1,54 (2s ; 313¢lf) ; 2,08 (m ; 2Hi) ; 3,57 (dd ; J=3,3 Hz ;
d=8,8 Hz ; 1Ha) ; 3,99 (dd ; J=6,3 Hz ; J=8,8 HHR@) ; 4,55 (m ; Hb) ; 5,36 (d ; J=8,7 Hz ;
2H(Hc, Hh))

RMN 3C (100 MHz ; CDQ) : &: 13,99(C0) ; 22,6 (Cn) ; 24,03 ; 26,29 (Ce ; Cf) ; 27,88)(
1 29,22 (3Cd) ; 29,42 ; 29,52 ; 29,58 ; 29,66 (8Ck : Cj) ; 31,84 (Cm) ; 54,47 (Cb) ; 68,92
(Ca) ; 79,44 (©(CHs)s) ; 93,84 (Cgeatad ; 130,28 ; 130,56 (Cc ; Ch) ; 151,84CROtBu)

Synthese du (2S,3S,4R)-2tfrt-butoxycarbonyl)amino]-1,2-O,N-iso propylideneocta-
decane-1,3,4-triol (16)

CosH51NOs5 ; PM : 457,69

Une solution de N-Me-Morpholine N-oxide hydrate sldfeau (1,15 g; 2 ml d’'kD) et
d’acétone (8,4 ml) est additionnée a une quanatalytique de tetroxide d’osmium (46 mg ;
0,18 mmole) dissous dans 8,4 ml d'alcdelt-butanol (t-BuOH). Aprés 15 minutes a
température ambiante, on ajoute le produit 15 (L;84,25 mmoles) dissous dans 4 ml
d’acétone. Le milieu réactionnel est agité pendshtheures a température ambiante. La
réaction est ensuite neutralisée avec de I'eauémten NgS5,0;3 et laissée sous agitation
pendant 30 minutes (couleur noire). Le mélangexdsait par de I'acétate d’éthyle.

Les phases organiques sont rassemblées et séchédgSQ, et concentrées. Le mélange

réactionnel est purifié deux fois sur colonne déicesiavec un mélange d’éluant
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cyclohexane/acétate d’éthyle 3/1 pour la premier&;HCl./éther/cyclohexane (7/3/1) pour
la deuxieme, pour donner I'isomeére majoritaire (2S, 4R) sous forme d’'un solide incolore
(Masse 900 mg ; Rendement: 47%), et I'isomere ntaie (2S, 3R, 4S) également sous

forme solide (Masse 215 mg ; Rendement : 11%).
CCM : Rf =0,3 (CHCl,/éther/cycohexane (7/3/1)) pour le produit majnéta

RMN 'H (400 MHz ; CDC}) : 6 : 0,84(t ; J=6,8 Hz ; 3H0) ; 1,22 (m ; 24H(2Hn, 2Hm, 16HI,
2HK, 2Hj)) ; 1,43 (m ; 17H ; 9Hd ; 3He, 3Hf ; 2HiB,39 (m ; 5H ; Hc ; Hh ; 2Ha ; Hb)

RMN °C (100 MHz ; CDCJ) : & : 14,33 (Co) ; 22,91 (Cn) ; 26,45 (Ce ; Cf) ; B (Tj) ;
28,63 (3Cd) ; 29,59 : 29,89 (Ck ; 8Cl) : 32,15 (Cn®3,58 (Ci) ; 59,62 (Cb) : 65,41 (Ca) ;
74,15 (Ch) ; 75,08 (Cc) ; 81,48 QICH)3) ; 94,17 (Guay ; 154,10 (\COOtBU)

Synthese du (2S,3S,4R)-2tfrt-butoxycarbonyl)amino]-1,2-O,N-iso-propylidéne-3,4-
bis(benzyloxy)octadecane-1-ol (17)

C4o0HesNOs5 : PM : 637,93

Le produit 16 (100 mg ; 0,22 mmole) et du bromueebeénzyle (2534 ; 2,2 mmoles) sont
dissous dans 5 ml de DMF. A 0°C on ajoute NaH 6@Q%orig ; 0,55 mmole) et du Kl (10
mg ; 0,06 mmole). Le milieu est agité sous argora éempérature ambiante pendant 12
heures. Le NaH en exces est alors neutralisé pasointion d’eau glacée (10 ml) puis une
solution saturée de NaHG@20 ml). Le mélange est extrait avec du JCH. La phase
organique est séchée sur MgS€ltrée puis concentrée. Le mélange est purifié lonne
de silice avec comme éluant un mélange cycloheaeétte d’éthyle (95/5) pour donner le

produit 17 sous forme d’une huile incolore (Mas&@8 mg ; Rendement : 77 %).
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CCM : Rf =0,5 (cyclohexane/acétate d’éthyle (19/1))

RMN *H : (300 MHz ; CDCJ) : &: 0,90(t ; J=6,7 Hz ; 3Ho) ; 1,26 (m ; 24H(2Hj, 2Hk, 16HI,
2Hm, 2Hn)) ; 1,45-1,65 (m; 17H (9Hd, 3He, 3Hf, PHi3,52 (m; Hh) ; 3,96 (m ; 1Ha) ;
4,09-4,35 (m ; 3H(1Ha, Hb, Hc)) ; 4,54 (m ; 1H{EPhe)) ; 4,69 (m ; 3H(82>-Phe)) ; 7,31
(m ; 10Haro)

RMN **C (75 MHz ; CDC})) : 8:14,1(Co) ; 22,6 (Cn); 25,9 (Cj): 26,6 (Ce; Cf); 28,5
(3Cd) ; 29,7 ; 29,9 (8Cl; Ck) ; 31,5 (Ci) ; 310n) ; 57,8 (Cb), 64,2 (Ca) ; 72,EKl,phe) ;
73,7 CHophe) ; 78,8-80,0 (Cc; Ch ;CICHs)s)) ; 127,4-128,2 (10Caro) ; 138,7 (2&);
152,7 (NCOOtBU)

Syntheése du (2S,3S,4R)-2-amino-3,4-bis(benzyloxyladecan-1-ol (18)

Hile)
g
.

I
®)]
=
e )
=
=
=]

NH2 OBn

C3H51NO3 : PM : 497,75

Le produit 17 (108 mg ; 0,17 mmole) est dissousd@aml de d’acide trifluoroacétique (TFA)
et 100ul d'H,O. Apres 30 minutes d’agitation, le mélange espéx@ a sec. Le mélange est
chromatographié sur colonne de silice avec un mélad’éluant CHCIl,/MeOH/TEA
(95/5/1). Le produit 18 est récupéré sous la fouahae cire blanche (Masse: 85 mg;
Rendement : 99%).

CCM : Rf =0,3 (CHCI,/MeOH/TEA (95/5/1))
RMN *H (300 MHz ; CDCY) : &:0,88(t ; 3Ho) ; 1,24-1,34 (m ; 24H(2Hj, 2HK, 16HI, 2Hm,

2Hn)) ; 1,58 (m; 2Hi) ; 3,38 (m ; Hb) ; 3,64-3,80 ; 4H(2Ha, Hh, Hc) ; 4,54 ; 4,58 ; 4,61 ;
4,66 (d ; J=11,2 Hz ; 4H(d,-Phe)) ; 7,30 (m ; 10Haro)
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RMN *3C (100 MHz ; CDGJ) : &: 14,26 (Co) ; 22,83 (Cn) ; 25,42 (Cj) ; 29,51 (Ck) ; 29;72

29,82 ; 29,85 ; 29,86 (8Cl) ; 30,62 (Ci) ; 32,0(G 54,65 (Cb), 61,09 (Ca) ; 72,55 ; 73,69
(2xCHzphe) ; 79,39-80,08 (Cc; Ch); 128,03 ; 128,118,182 ; 128,22 ; 128,64 (10Caro) ;
137,71 ; 137,89 (2Gg)

Synthese de 'acide 12-azidododecanoique (19)

C12H23N302; PM : 241,33

L’'acide 12-bromo-dodécanoique (1 g ; 3,5 mmolesdesous dans 5 ml de DMF contenant
KOH (196 mg ; 3,5 mmoles) pour obtenir le sel @deilde 12-bromo-dodécanoique. Le milieu
est laissé sous agitation pendant 20 minutes. @anvlin solide blanc.

On ajoute du Nap(455 mg ; 7 mmoles) dans le milieu réactionnelntibeu est laissé sous
agitation et argon toute une nuit. On ajoute 15diLO, puis trés doucement 3 ml d’'HCI
IN. La phase organique est ensuite extraite 3 doic 20 ml de CpCl,. Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgBfltrées. Le mélange réactionnel est
évaporé a sec et déposé sur colonne de silice aeeeme éluant un mélange
cyclohexane/acétate d’éthyle (1/1). Le produit 48récupéré sous la forme d’un solide blanc
(Masse : 650 mg ; Rendement : 77%).

CCM : Rf =0,4 (cyclohexane/acétate d’'éthyle 6/4)

RMN 'H (300 MHz ; CDC¥) : 8: 1,22(s ; 14H (12Hc, 2Hd)) ; 1,47-1,58 (m ; 4H(2Hb, 2He)
2,27 (t;J=7,5Hz ; 2Ha) ; 3,18 (t ; J=6,9 Hz ;f)RH

RMN °C (75 MHz ; CDCY) : &: 24,49 (Cb) ; 26,55 (Cd); 28,01 ; 28,68 ; 28,88 ; 28,98 ;
29,05 ; 29,21 ; 29,29 (6Cc, Ce) ; 33,95 (Ca) ; 81(X) ; 180,33 (COOH)
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Synthese du  N-((2S,3S,4R)-3,4-bis(benzyloxy)-1-hymkyoctadecan-2-yl)-8-phenyl-

octanamide (20)

CuHeoNO,4 ; PM : 700,04

De I'acide 8-phényl-octanoique (231 mg ; 1,05 mmpkt du BOP (557 mg ; 1,26 mmoles)
sont solubilisés dans 10 ml de &Hb anhydre. Aprés 10 minutes d’agitation sous ar¢mn,
produit 18 (524 mg; 1,05 mmoles) et de la diispgteethylamine (DIEA) (186ul ; 1,05
mmoles) tous deux préalablement dissous dans 28enCHCI,, sont ajoutés au milieu
réactionnel. Le milieu est laissé 5 heures soustami et sous argon. Puis la phase organique
est lavée par HCI 1N (30 ml), par NaHg€aturé (30 ml) et enfin une solution de saumure
(30 ml). La phase organique est récupérée, sécheeMgSQ, et filtrée. Le mélange
réactionnel est évaporé a sec et déposé sur cottmsiice avec comme éluant un mélange
cyclohexane/acétate d’'éthyle (7/3). Le produit 20 mecupéré sous la forme d'une huile

incolore (Masse : 338 mg ; Rendement : 48%).

CCM : Rf =0,5 (cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3))

RMN *H : (300 MHz ; CDCJ) : 5: 0,89(t ; J=6,7 Hz ; 3Ho) ; 1,27-1,62 (m ; 36H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hi, 2Hf, 2Hg, 2Hp, 2Hq ; 2Hr) ;&) (m ; 2He) ; 2,60 (t ; 2Hs ; J=7,5 Hz) ;

3,49 (m; Ha); 3,71 (m; 2H; Hh; Hc) ; 3,99 (rhHa) ; 4,14 (m ; Hb) ; 4,44-4,75 (dd ; 4H,
2xCH»Phe) ; 6,03 (d ; J=8,2 Hz ; Hd) ; 7,16-7,36 (m H&s0)
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Synthese du 12-azido-N-((2S,3S,4R)-3,4-bis(benzyd -hydroxyoctadecan-2-yl)
dodecanamide (21)

OBn A
a § i k [ \ n
b h
HO/Yc\‘/\j/\/\/\/\/\m/\o
HN OBn n'
d e g Ny
f N / m'
o) Y

CaaH7oNO4 : PM : 721,07

Le produit 19 (30 mg ; 0,13 mmole) et le BOP (72;n0g163 mmole) sont dissous avec du
dans 2 ml de CkCl, anhydre. Apres 10 minutes d’agitation sous ar¢gjamine 18 (63 mg ;
0,126 mmole) et de la DIEA (26,16 ; 0,151 mmole) dissous dans 3 ml de;CH, sont
ajoutés au milieu réactionnel. Le milieu est laiSdgeures sous agitation et sous argon. Puis
la phase organique est lavée par HCI 1N (10 mb),Na#HCQ; saturé (10 ml) et enfin une
solution de saumure (10 ml). La phase organiqueéesiperée, séchée sur Mg filtrée.

Le brut réactionnel est évaporé a sec et déposeotnmne de silice avec comme éluant un
mélange cyclohexane/acétate d'éthyle (8/2). Le yitd?il est récupéré sous la forme d’'une
huile incolore (Masse : 60 mg ; Rendement : 66%).

CCM : Rf =0,35 (cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3))

RMN *H : (300 MHz ; CDCJ) : 5: 0,88(t ; J=6,6 Hz ; 3Ho) ; 1,26-1,61 (m ; 44H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2HKk, 2Hj, 2Hm’, 12HI", 2Hf, 2Hg, 2Hi) ; 2,00m ; 2He) ; 2,74 (bs; OH); 3,24 (t;
J=6,9 Hz ; 2HN’) ; 3,61 (dd ; J=11,6 Hz ; J=4,2;HHa) ; 3,70 (m ; 2H(Hc, Hh)) ; 3,99 (dd ;
J=11,5Hz; J=3,2 Hz ; 1Ha) ; 4,10 (m ; Hb) ; 4(d§ J=11,2 Hz ; 1H, B,Phe) ; 4,58-4,73
(3d; J=11,2 Hz ; 3H, B,Phe) ; 6,09 (d ; J=8,2 Hz ; Hd) ; 7,32 (m ; 10 Haro

RMN C (100 MHz ; CDGJ) : &: 14,26 (Co) ; 22,84 (Cn) ; 25,77 ; 26,18 (Cj; Cf) ; 29;28

29,43 ; 29,47 : 29,51 : 29,59 ; 29,74 ; 29,81 8@88CI : 6CI' ; Ck : Cg) : 31,00 (Ci) : 32,07
(Cm) ; 36,82 (Ce) ; 50,80 (Cb) ; 51,64 (CK) : 63(C) ; 73,06 ; 73,21 (2&H,-Phe) ; 79,22
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(Cc): 82,47 (Ch): 128,10 ; 128,25 ; 128,32 ; 628, 128,86 (10 Caro); 137,96 ; 138,28
(2Cq) ; 173,03 (HNSO-CH,)

3) Synthése des analogues du KRN7000

Synthese du (2S,3S,4R)-1-0-(2,3,4-tetra-O-benzyla&ido-6-deoxyea-D-galacto-
pyranosyl)-2-(8-phenyl-N-octanamido)- 3,4-bis(benzgxy)octadecan-1-ol (22)

C73HgeN4Og ; PM : 1157,56

Le produit 10 (681 mg ; 1,22 mmoles) est dissousd®) ml de ChLl, anhydre. On ajoute
sous agitation et sous argon du dibrome |62 1,2 mmoles) a 0°C. Aprés 10 minutes
d’agitation sous argon, du tamis moléculaire deed4fajouté (1 g), et laissé pendant 30 min a
0°C. Le bromure de tétrabutylammonium (479 mg ;81lmMmoles) est ajouté. Apres 5
minutes, la céramide 20 (347 mg; 0,49 mmole) eDI&A (84,8 pl; 0,49 mmole)
préalablement dissous dans 10 ml de,ClkHsont ajoutés au milieu réactionnel remontés a
température ambiante. La réaction est laissée @efisous agitation et sous argon. Le milieu
est ensuite évaporé a sec et le mélange est clographié sur colonne de silice avec comme
éluant cyclohexane/acétate d’éthyle (9/1 a 8/2).pt@duit 22 est récupéré sous la forme

d’une huile incolore (Masse : 190 mg ; Rendemeft)50
CCM : Rf =0,45 (cyclohexane/acétate d’éthyle (9/1))
RMN *H : (300 MHz ; CDCY) : §: 0,90(t ; J=6,9 Hz ; 3H0) ; 1,24-1,70 (m ; 36H(2Hm, 2Hn,

16HI, 2HK, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2Hi, 2Hr, 2Hf) ; B9dm ; 2He) ; 2,59 (t; 2Hs ; J=7,2 HZ) ;
3,00 (dd ; H6 ; J=12,4 Hz ; J=4,7 Hz); 3,46 (nH;;2H6, H5) ; 3,76-4,07 (m ; S5H(H3, H2,
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H4, Hc, Hh)) ; 4,30 (m ; Hb) ; 4,49-5,02 (m ; 115KCH,Phe, H1 J=3,4 Hz 4 4,86) ; 5,89 (d ;
J=8,6 Hz ; Hd) ; 7,15-7,40 (m ; 30 Haro)

RMN %C (100 MHz ; CDGJ) : &: 14,20 (Co) ; 21,09 (Cn) ; 25,73 ; 25,98 (Cj ; Cf) ; 29;27
29,36 ; 29,44 ; 29,78 ; 29,90 ; 30,16 ; 30,25 (8Ck ; Cg; Ci; Cp: Cq); 31,54 ; 32,00
(Cm+Cr) ; 36,01 (Cs) ; 36,76 (Ce) ; 50,23 (Cb) ;461(C6) ; 68,87 (Ca) ; 70,12 (C5) ; 71,90 ;
73,33 ;73,51 ; 73,61 ; 73,69 (5€8,) ; 76,58 (C4) ; 77,45 (C2) ; 78,88 ; 79,43 ; 7943 ;
Cc; Ch); 99,16 (C1); 125,65 ; 127,52 ; 127,827,67 ; 127,73 ; 127,80 ; 127,88 ; 127,99 ;
128,29 ; 128,43 ; 128,50 (30 Caro) ; 138,17 ; 188,438,56 ; 138,61 ; 138,73 (5Cq) ; 142,81
(Cq) ; 172,78 (HNSO-CHy)

Synthése du (2S,3S,4R)-1-0-(2,3,4-tetra-O-benzylaBrino-6-deoxyea-D-galacto-
pyranosyl)-2-(8-phenyl-N-octanamido)- 3,4-bis(benzgxy)octadecan-1-ol (23)

C73H98N208; PM : 1131,56

Le produit 22 (500 mg ; 0,43 mmole) est dissousdanmélange THFAO (9ml/2ml) et la
PPh est ajouté (340 mg ; 1,29 mmoles). La réactioragigée pendant 12 heures. Le solvant
est évaporé sous pression réduite et le brut estnatiographié sur colonne de silice avec un
mélange d’éluant C}Cl,/MeOH (100/0 a 95/5). Le produit 23 est récupérassia forme

d’'une huile jaunatre (Masse : 466 mg ; Rendem@b#4).

CCM : Rf =0,3 (CHCI,/MeOH (95/5))

RMN *H : (400 MHz ; CDCY) : §: 0,96(t ; J=7,0 Hz ; 3Ho) ; 1,35-1,68 (m ; 36H(2HmM, 2Hn,
16HI, 2HK, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2Hi, 2Hr, 2Hf) ; Bdm ; 2He) ; 2,63 (t; 2Hs ; J=7,2 HZ) ;

2,91 (m; H6) ; 3,64 (M ; 2H ; H6, H5) ; 3,89-4,M ;: TH(H3, H2, H4, Hc, Hh, 2Ha)) ; 4,32

181



(m; Hb) ; 4,58-5,05 (m ; 11H( 54%:Phe, H1) ; 6,42 (d ; Hd ; J=8,5 Hz ) ; 7,19-7,42; (80

Haro)

RMN %°C (100 MHz ; CDGJ) : &: 14,24 (Co) ; 22,79 (Cn) ; 25,80 ; 26,08 (Cj; Cf) ; 29;28
29,39 ; 29,46 ; 29,80 ; 29,90 ; 30,21 (8Cl ; Chy;;i; Cp; Cq) ; 31,56 (Cr) ; 32,02 (Cm) ;
36,03 (Cs) ; 36,75 (Ce) ; 42,61 (C6) ; 50,73 (CBB;86 (Ca) ; 71,93 (C5); 72,73 ; 73,19 ;
73,51 ; 73,56 ; 74,56 (5XCH,) ; 74,95 (C4) ; 77,49 (C2); 79,50 ; 79,73 ; 79(83 ; Cc :
Ch); 99,44 (Cl); 125,38 ; 127,51 ; 127,62 ; 127,827,74; 127,85 127,91 128,30 ;
128,42 ; 128,51 ; 128,56 ; 128,63 (30 Caro); 137,838,49; 138,63 ; 138,72 ; 138,78
(5Cquat) ; 142,77 (Cquat) ; 172,90 (HB-CH,)

Synthése du (2S,3S,4R)-1-O-(2,3,4-tetra-O-benzyltér-butyl-N-carbamate-6-deoxya-
D-galacto- pyranosyl)-2-(8-phenyl-N-octanamido)- 3-bis(benzyloxy)octadecan-1-ol (24)

C73H106Nzolo; PM : 1231,68

Le produit 23 (270 mg ; 0,24 mmole) et de la DIEA I ; 0,36 mmole) sont dissous dans 3
ml de MeOH. Aprés 10 minutes, du téit-butyl-dicarbonate (Ba©) (78 mg ; 0,36 mmole)
dissous dans 2 ml de MeOH est ajouté. Aprés 4 beanas agitation, le solvant est évaporé et
le brut redissous dans 10 ml de L. On lave la phase aqueuse avec de I'eau (10 B et
la saumure (10 ml). Puis la phase aqueuse esitexpa 3 x 10 ml de CiLl, et les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MegiSilirées. Le mélange est ensuite déposé sur
colonne de silice avec un mélange d’éluant cyclahefacétate d’éthyle (8/2). Le produit 24

est récupéré sous la forme d’une huile incoloresdda 168 mg ; Rendement : 57%).
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CCM : Rf =0,6 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (7/3))

RMN 'H : (300 MHz ; CDCY) : §: 0,94(t ; J=6,6 Hz ; 3H0) ; 1,29-1,66 (m ; 45H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2Hi, 2Hr, 2Hf, 9HBPr 1,99 (m; 2He); 2,62 (t; 2Hs;
J=7,7 Hz) ; 3,19 (m; 2H6) ; 3,55 (m ; H5) ; 3,78¥ (m ; 7H(H3, H2, H4, Hc, Hh, 2Ha)) ;
4,25 (m; Hb) ; 4,49-5,02 (m ; 11H( 5KGPhe, H1 ; J=3,2Hz)); 6,05 (d ; Hd ; J=8,4 Hz ) ;
7,19-7,45 (m ; 30 Haro)

RMN %C (100 MHz ; CDGJ) : &: 14,05 (Co) ; 22,61 (Cn) ; 25,55 ; 25,93 (Cj ; Cf) ; 26,84
27,34 ; 28,29 ; 29,14 ; 29,23 ; 29,29 ; 29,64 729,29,87 ; 30,11 (8Cl; Ck; Cg; Ci; Cp;
Cq; 3Ct); 31,40; 31,86 (Cr; Cm); 35,87 (C96,51 (Ce); 41,08 (C6); 50,24 (Cb);
68,35 (Ca) ; 69,22 (C5) ; 71,62 ; 73,04 ; 73,29,5T (5xQCHy) ; 74,43 (C4) ; 78,87 ; 79,16 ;
79,81 (C3; Cc: Ch); 99,06 (C1); 125,51 ; 127,3R7,47; 127,55; 127,63 127,75 ;
127,83 ; 128,14 ; 128,28 ; 128,35; 128,60 (30 Lartd38,18; 138,32 ; 138,48 ; 138,58
(5Cquat) ; 142,66 (Cquat) ; 155,93 (Cv) ; 172,6w)C

Synthése du KRN-Phe-Boc

C43H76N2010; PM : 781,07

Le produit 24 (55 mg ; 0,045 mmole) est dissoussdamvolume de 6 ml d’'un mélange de
THF/MeOH (1/2). Le milieu est bullé pour permetsen dégazage grace a l'utilisation d’'un
ballon de baudruche rempli d’argon. Une aiguill@mgnt sur I'extérieur permet aux vapeurs
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de solvants d’étre évacuées. On retire le ball@mgdn et on ajoute du Pd/C (50 mg). Le
milieu est mis sous atmosphére g’Bl 60 psi pendant 3 jours, sous agitation. Le RHC
filtré sur célite et le milieu est rincé plusiedoss au THF, puis au Cil,/MeOH (1/1). La
phase organique est ensuite évaporée et le résidtheomatographié sur colonne de silice
avec un éluant C}I,/MeOH (9/1). Le produit KRN-Phe-Boc est récupéréissta forme
d’un solide blanc (Masse : 24 mg ; Rendement : 69%)

CCM : Rf =0,3 (CHCI/MeOH (9/1))

RMN *H (300 MHz ; CDCYMeOD (8/2)) :&:0,84(t; J=7,0 Hz ; 3Ho); 1,21-1,62 (m;
45H(2Hm, 2Hn, 16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2HIHE 2Hf, 9Ht); 2,16 (t; 2He;
J=7,5Hz) ; 2,56 (t; 2Hs; J=7,7 Hz); 3,10 (m ;6)H 3,35 (m; 1H6); 3,49 (m; 2H ; Hh,
Hc) ; 3,66-3,78 (m; 6H(H3, H2, H4, H5, 2Ha)) ; 3,8 ; H1; J=3,4Hz); 5,85 (m; NH);
7,11-7,30 (m ; 5 Haro)

RMN 3C (100 MHz ; CDGYMeOD (8/2)) :5: 14,29 (Co) ; 23,00 (Cn) ; 26,20 (Cf) ; 26,79
(Cj) ; 28,58 ; 29,51 ; 29,60 ; 29,65 ; 29,69 ; 29,80,06 ; 30,15 ; 31,83 ; 32,27 ; 33,81 (8Cl ;
Ck;Cg;Ci;Cp; Cq; Cr; Cm; 3Ct) ; 36,26 JCs6,81 (Ce); 40,75 (C6) ; 50,75 (Cb) ;
67,80 (Ca) ; 69,28 ; 69,45 ; 69,56 ; 70,40 (C2 ; C3 ; C5); 72,49 (Cc) ; 75,18 (Ch) ; 80,24
(Cu); 100,11 (C1); 125,92 ; 128,58 ; 128,69 (30Fa 143,13 (Cx); 157,82 (Cv); 174,72
(Cw)

HRMS : 781,5593 g.mdI[M+H] * ; masse exacte : 781,5578 g.thfM+H]*

Synthése du KRN-Phe-NH

C3gHesN2Og : PM : 680,95
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Le produit KRN-Phe-Boc (32 mg ; 0,041 mmole) estsdus dans un volume de 3 ml d’'un
mélange de TFA/CKLCI, (2/8). Le milieu est laissé sous agitation pen@an¢ures. Le milieu

est évaporé a sec, et le résidu est chromatographie€olonne de silice avec un éluant
CH.CIl,/MeOH/TEA (9/1/0,1). Le produit KRN-Phe-NHest récupéré sous la forme d’un

solide blanc (Masse : 16 mg ; Rendement 56%).

CCM : Rf =0,2 (CHCI,/MeOH/TEA (85/15/0,1))

RMN H (400 MHz ; CDCYMeOD (8/2)) :5:0,8(t; 3Ho ; J=7,0 Hz); 1,17-1,52 (m;

36H(2Hm, 2Hn, 16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2HHE 2Hf) ; 2,11 (t; 2He ; J=7,6Hz) ;

2,52 (t; 2Hs ; J=7,8 Hz) ; 2,79 (dd ; 1H6 ; J=&3 J=4,0Hz) ; 2,95 (dd ; 1H6 ; J=13,3Hz ;
J=7,5Hz) ; 3,43-3,82 (m ; 8H ; Hh, Hc, 2Ha, H2, H3, H5) ; 4,83 (d ; H1 ; J=3,8Hz) ; 7,07-
7,18 (m ; 5 Haro)

RMN 3C (100 MHz ; CDGYMeOD (8/2)) :5: 13,03 (Co) ; 21,74 (Cn) ; 24,92 (Cf) ; 25,52
(Cj); 27,70 ; 28,24 ; 28,34 ; 28,44 ; 28,73 ; P8,28,88 ; 30,56 ; 31,01 ; 32,01 ; 32,55 (8Cl ;
Ck; Cg; Ci; Cp; Cqg; Cr; Cm) ; 34,99 (Cs);, 2 (Ce); 41,23 (C6); 49,58 (Cb);
66,28 (Ca) ; 67,91 ; 69,04 ; 69,86 (C2; C3; @b); 71,08 (Cc) ; 74,12 (Ch) ; 98,86 (C1) ;
124,66 ; 127,30 ; 127,44 (5 Caro) ; 141,86 (Cx2,27 (Cv) ; 186,68 (Cw)

HRMS : 681,5058 g.m3dI[M+H]* ; masse exacte : 681,5054 g.thfM+H]*
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Synthese du KRN-Phe-Naph

t
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C49H75N309 :PM : 850,13

Le 2-isocyanate-naphtalene (1 mg; 0,0072 mmolegjesité a une solution d’amine KRN-
Phe-NH (5 mg ; 0,0066 mmole) dissous dans de la DMF (laniempérature ambiante. Le
milieu est laissé sous agitation pendant 2 heluesolvant est ensuite évaporé et le résidu est
déposeé sur colonne de silice avec un mélange areCieb,Cl,/MeOH (9/1). Le produit KRN-

Phe-Naph est récupéreé sous la forme d’une huilgjael (Masse : 5 mg ; Rendement : 80%).

CCM : Rf =0,4 (CHCI,/MeOH (9/1))

RMN H : (500 MHz ; CDCYMeOD (8/2)) :5:0,83(t; 3Ho ; J=6,7 Hz); 1,17-1,62 (m ;
36H(2HmM, 2Hn, 16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2HKE 2Hf) ; 2,11 (t; 2He ; J=7,8 Hz) ;
2,50 (t; 2Hs ; J=7,6 Hz) ; 3,26 (m ; 1H6) ; 3,90 ;(3H ; 1H6, Hc,Hh) ; 3,64-4,86 (m ; 6H ;
H4, H5, H3, 2Ha, H2) ; 4,11 (m; Hb) ; 4,86 (d ; H1=2,9 Hz); 7,08-7,36 (m ; 8 Haro) ;
7,68 (m ; 3Haro) ; 7,88 (s ; Ht)

RMN *3C (125 MHz ; CDGYMeOD (8/2)) :5: 14,38 (Co) ; 23,06 (Cn) ; 26,24 (Cf) ; 29,53 ;
29,63 ; 29,73 ; 30,04 ; 30,09 ; 30,17 ; 31,90 38428Cl ; Ck; Cg; Ci; Cj; Cp; Cqg; Cr;
Cm); 36,25 ; 36,72 (Cs ; Ce) ; 40,37 (C6) ; 50/6B) ; 67,21 ; 69,14 ; 69,72 ; 70,13 ; 70,23
(Ca; C2; C3; C4; C5); 72,41 (Cc); 74,62 (Ch99,67 (C1); 115,04 (Ct) ; 120,18 ;
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124,56 ; 125,90 ; 126,65 ; 127,52 ; 127,84 ; 128,538,70 ; 128,91 (11 Caro); 130,15 ;
134,46 ; 137,12 (3 Cquat.) ; 143,14 (Cv) ; 15760)(; 175,17 (Cw)

HRMS : 850,5576 g.mdI[M+H]* ; masse exacte : 850,5582 g.thidll+H] *

Synthése du KRN-Phe-PE Gy
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C12H243N30s52; PM : 2644,27

Du BOP (5 mg; 10,9%umoles) et de l'acide polyéthyléne glycol (n=42) (2@ ; 10,95
pumoles) sont dissous dans 1 ml de,CH. Aprés agitation pendant 5 minutes, le produit
KRN-Phe-NH (5 mg; 7,3umoles) dissous dans 1 ml de &£H et de DIEA (1,3ul ; 7,3
pmoles) sont additionnés au milieu réactionnel. €action est laissée sous argon et sous
reflux pendant 3 jours. Le solvant est évaporécaesde mélange est purifié sur colonne de
silice avec un mélange d’éluant gH,/MeOH (9/1). Le résidu obtenu est précipité dans de

I'ether pour donner le produit KRN-Phe-Pkg sous forme d’'un solide blanc (Masse : 4

mg ; Rendement : 23 %).
CCM : Rf = 0,2 (CHCI,/MeOH (8/2))

RMN *H (400 MHz ; CDC{MeOD (8/2)) :5: 0,80-1,54m ; 39H (3Ho, 2Hm, 2Hn, 16HI,
2HK, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hg, 2Hi, 2Hr, 2Hf, 6HN)) ; 21 (t; 2He, J=7,8Hz); 2,51 (t; 2Hs,
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J=7,8Hz) ; 3,08 (dd ; 1H6, J=14,6Hz ; J=7,3 Hz)3933,76 (m ; 184H( 168H PEG; 1H6 ;
H5; H3; H2 ; 2Ha ; Hh ; Hc ; H4, 2H7, 2H8, 3H9,80 (m ; H1) ; 7,07-7,34 (m ; 5Haro).

MALDI : 2643,682 g.mof [M+H]*; masse exacte : 2642,646 g.thol

Synthése du (2S,3S,4R)-1-0-(2,3,4-tetra-O-benzylr@phtureido-6-deoxya-D-galacto-
pyranosyl)-2-(8-phenyl-N-octanamido)- 3,4-bis(benzgxy)octadecan-1-ol (25)

CsaH105N30g ; PM : 1300,74

Le produit 23 (190 mg ; 0,17 mmole) et le 2-iso@tamaphtalene (35,5 mg ; 0,21 mmole)
sont ajoutés a de la DMF (4 ml) a température amtbipendant 3 heures. Le solvant est
évaporé et le mélange est déposé sur colonne d== s@vec un mélange déluant

cyclohexane/acétate d’éthyle (8/2). Le produit 8brécupéré sous la forme d’un solide blanc
(Masse : 131 mg ; Rendement : 60%).

CCM : Rf =0,25 (cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3))

RMN *H : (300 MHz ; CDCJ) : 5: 0,92(t ; J=6,5 Hz ; 3Ho) ; 1,22-1,72 (m ; 36H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2HkK, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2Hi, 2Hr, 2Hf) ; 49m ; 2He) ; 2,53 (t; 2Hs ; J=7,6 HZz) ;
3,43 (m ; 2H6) ; 3,63-4,09 (m ; 8H ; H4, H5, H3,&2HH2, Hc, Hh) ; 4,47-4,99 (m ; 12H ; Hb,
5xCHgaro, H1) ; 5,38 (m ; NH) ; 6,01 (d ; NH(d) ; J=8AH 7,13-7,43 (m ; 32 Haro) ; 7,68-
7,74 (m ; 4Haro) ; 8,02 (m ; Hv)
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RMN %°C (100 MHz ; CDCJMeOD (8/2)) :5: 14,12 (Co) ; 22,74 (Cn) ; 25,80 ; 25,88 (Cf;
Cj); 29,19 ; 29,25 ; 29,41 ; 29,75 ; 30,23 ; 30,33,98 (8Cl; Ck ; Cg; Ci; Cp; Cq) ; 31,98
(Cr; Cm); 35,90 (Cs); 36,90 (Ce); 41,68 (C&1,12 (Cb); 70,00 (Ca); 71,27 (C5) ;
72,29 ; 73,03 ; 73,24 ; 73,52 ; 74,73 (BxPhe) ; 75,90 (C4); 76,39 (C2); 79,14 (C3);
79,49 (Cc); 80,80 (Ch) ; 99,74 (C1); 114,44 (Cv)19,90 ; 123,90 ; 125,62 ; 126,13 ;
127,27 ; 127,62 ; 127,72 ; 127,80 ; 127,88 ; 127,928,05; 128,25; 128,38 ; 128,43 ;
128,47 ; 128,56 ; 129,68 (36 Caro); 134,31 ; 137,338,30; 138,49 ; 138,64 ; 142,74
(9Cq) ; 155,81 (Cw) ; 174,22 (Ct)

Synthése du KRN-Phe-Tet
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C49H790N3Og : PM : 854,16

Le produit 25 (78 mg ; 0,059 mmole) est dissoussdaml d’'un mélange MeOH/THF (2/1).
Le milieu est bullé pour permettre son dégazageegad'utilisation d’un ballon de baudruche
rempli d’argon. Une aiguille donnant sur I'extériqaermet aux vapeurs de solvants d’étre
évacuees. Le ballon d’argon est retiré et on ajdut®d/C (35 mg). Le milieu est mis sous
agitation avec un ballon de baudruche rempli d@leicé au dessus du milieu réactionnel. On
laisse sous agitation et sous ppendant 12 heures. Le Pd /C est filtré sur cétite milieu est
rincé plusieurs fois avec du THF et un mélange HeGL/MeOH (1/1). La phase organique

est évaporée et le mélange est chromatographiécaonne de silice avec un éluant
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CH.Cl,/MeOH (9/1). Le produit KRN-Phe-Tet est récupéréssta forme d’'un solide blanc
(Masse : 32 mg ; Rendement : 62%).

CCM : Rf =0,4 (CHCI/MeOH (9/1))

RMN 'H (400 MHz ; CDCYMeOD (8/2)) :&:0,83(t; J=7,0 Hz; 3Ho); 1,21-1,72 (m ;
40H(2Hm, 2Hn, 16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hg, 2Hp, 2Hq, 2HHE 2Hf, 2Hu) ; 2,13 (t; 2He ; J=7,5
Hz) ; 2,53 (t; 2Hs ; J=7,7 Hz) ; 2,65 (m ; 4HB,20 (m ; 1H6) ; 3,45 (m ; 3H ; H6, Hc, Hh) ;
3,62-3,84 (m; 6H(H3, H2, H4, H5, 2Ha)) ; 4,12 (Hb); 4,83 (d ; H1; J=3,2 Hz); 7,00-
7,21 (m ; 8 Haro)

RMN °C (100 MHz ; CDGYMeOD (8/2)) :5: 13,02 (Co); 21,76 (Cn); 22,29 ; 22,45
(2Cu) ; 24,96 (Cf); 27,86 ; 28,27 ; 28,35; 28,328,45; 28,65 ; 28,75; 28,81 ; 28,92 ;
30,60 ; 31,02 ; 31,02 ; 31,81 (8Cl ; Ck; Cg; @j; Cp; Cq; Cr; Cm; 2Ct) ; 35,53 (Cs) ;
39,24 (C6) ; 49,73 (Cb) ; 68,07 ; 68,48 ; 69,16 (@2 ; C3; C4; C5) ; 71,18 (Cc) ; 73,74
(Ch) ; 98,71 (Cl1); 116,42 (Cx); 119,17 ; 124,6527,30; 127,44 ; 128,51 (8 Caro);
130,91 ; 135,40 ; 136,69 (3Cq) ; 141,88 (Cv) ; BB4Cw) ; 173,83 (NHEO-NH)

HRMS : 854,5876 g.mdI[M+H]* : masse exacte : 854,5895 g.thigfl-+H] *

Synthese du (2S,3S,4R)-1-0-(2,3,4,6-tetra-O-benaylb-galactopyranosyl)-2-(12-azido-
N-dodecanamido)-3,4-bis(benzyloxy)octadecan-1-olgR

OB OBn
4 6 1
0 OBn A
5 i
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C73H106N40g X PM : 1243,7

Le produit 5 (sucre) (407 mg ; 0,7 mmole) est dissdans 3 ml de Gi€l, anhydre. On
ajoute sous agitation et sous argon du HBr 33% Bacide acétique (0,17 ml; 0,98 mmole).
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Apres 15 minutes d’agitation sous argon, du tolugnieydre est ajouté (4 ml) et le milieu
réactionnel est évaporé a sec. Le mélange est sdisheer a la pompe a vide.

Sous argon et en présence de tamis moléculaird die 4nélange réactionnel est redissous
dans du CKCl, anhydre (6 ml), puis on ajoute le bromure de téigbmmonium (316 mg ;
0,98 mmole). Apres 5 minutes, la céramide 21 (2@0; ©,28 mmole) et la DIEA (52 ul ;
0,30 mmole) sont ajoutés. Le mélange est agité gger2d heures a température ambiante.
Puis de 'HO (10 ml) est ajouté au milieu réactionnel. La ghasganique est récupéree et la
phase aqueuse est extraite par du,@H (3 fois 20 ml). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur Mg®0concentrées. Le brut est chromatographié donge de
silice avec comme éluant cyclohexane/acétate de{{®yl a 8/2). Le produit 26 est récupéré
sous la forme d’une huile incolore (Masse : 210;iRgndement : 60%).

CCM : Rf =0,45 (Cyclohexane/AcOEt (8/2))

RMN *H (300 MHz ; CDCJ) : &:0,90(t ; J=6,9 Hz ; 3Ho) ; 1,24-1,72 (m ; 44H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2Hk, 2Hj, 2HM', 12HI’, 2Hf, 2Hg, 2Hi) ; 1,94m ; 2He) ; 3,25 (t; J=6,9 Hz ; 2HN') ;

3,45 (m ; 2H6+H5) ; 3,74-4,18 (m ; 8H(H3, H2, H4,l2Ha, Hb, Hh)) ; 4,36-4,95 (m ; 13H
(6 CH,Phe, H1 J=3,4 Hz 2 4,86) ; 6,17 (d ; J=8,2 Hz ; Hp2 (m ; 30 Haro)

RMN C (100 MHz ; CDCJ) : &: 14,16 (Co) ; 22,73 (Cn) ; 25,69 ; 26,76 (Cj; Cf) ; 28;87
29,20 ; 29,41; 29,47 ; 29,57 ; 29,71; 29,76 ;889(8Cl; 6CI'; Ck; Cg; Ci); 31,97
(Cm+Cm) ; 36,67 (Ce) ; 50,38 (Cb); 51,51 (Cn%$9,30 ; 69,42 (C6; Ca); 70,02 (C5);
73,50 ; 73,63 ; 74,75 (68Hp-Phe) ; 74,87 (C4) ; 78,76 ; 78,84 (Cc ; Ch) ; 80(@3) ; 99,60
(C1); 127,46 ; 127,53 ; 127,58 ; 127,66 ; 127,127,87 ; 127,92 ; 128,27 ; 128,34 ; 128,39 ;
128,44 (30 Caro) ; 138,49 ; 138,66 ; 138,74 (6CLj)2,80 (HNEO-CHy)
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Syntheése du (2S,3S,4R)-1-0-(2,3,4,6-tetra-O-benzydb-galactopyranosyl)-2-(12-amino-
N-dodecanamido)-3,4-bis(benzyloxy)octadecan-1-ol{R
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C73H103N209; PM : 1217,7

Le produit 26 (210 mg ; 0,168 mmole) est mis entsmh dans 3 ml de THF, en présence de
PPh (133 mg ; 0,506 mmole) et de 40 pl ¢ Le mélange est agité pendant 24 heures a
température ambiante. Le solvant est ensuite égagmrs pression réduite, puis le résidu est
chromatographié sur colonne de silice avec un ngéla’éluant CHCIl,/MeOH/TEA (95/5/0

a 9/1/0,2). Le produit 27 est récupéré sous la éodune huile jaunatre (Masse : 110 mg ;
Rendement : 60%).

CCM : Rf =0,3 (CHCI,/MeOH (9/1))

RMN *H : (300 MHz ; CDCY) : §: 0,90(t ; J=6,8 Hz ; 3H0) ; 1,25-1,65 (m ; 46H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hm’, 12HI’, 2Hf, 2Hg, 2Hi, NB) ; 1,95 (m; 2He); 2,81 (t; J=7,5 Hz;
2Hn") ; 3,45 (m ; 2H6+H5) ; 3,74-4,19 (m ; 8H(H32HH4, Hc, 2Ha, Hb, Hh)) ; 4,37-4,96
(m; 13H (6 G1,Phe, H1 J=3,4 Hz a2 4,88) ; 6,27 (d ; J=8,2 Hz ; HH24 (m ; 30 Haro)

RMN C (100 MHz ; CDGJ) : 8: 14,17 (Co) ; 22,73 (Cn) ; 25,51 ; 26,79 (Cj; Cf) ; 29;29
29,41 ; 29,47 ; 29,57 ; 29,75 ; 29,88(8Cl; 6CCk; Cg; Ci); 30,70; 31,96 (Cm+Cm’) ;
36,67 (Ce) ; 41,06 (Cn’) ; 50,36 (Cb) ; 69,25 ; (OBa) ; 69,98 (C5) ; 73,53 ; 73,62 ; 74,75
(6x CH.-Phe) ; 74,83 (C4); 78,77 ; 78,91 (Cc; Ch); 80(C3); 99,46 (C1); 127,48 ;
127,55 ; 127,59 ; 127,67 ; 127,74 ; 127,88 ; 128,428,34 ; 128,40 ; 128,44 : 128,49 ;
128,61 (30 Caro) ; 138,42 ; 138,65 ; 138,72 (6Qqukf2,89 (HNCO-CH,)
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Synthése du (2S,3S,4R)-1-0-(2,3,4,6-tetra-O-benayb-galactopyranosyl)-2-(12-ert-
butyl-N-carbamate)-N-dodecanamido)-3,4-bis(benzylg®octadecan-1-ol (28)
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C83H116Nzoll; PM : 1317,82

Le produit 27 (110 mg ; 0,09 mmole) et la DIEA {40; 0,18 mmole) sont dissous dans 2 ml
de MeOH. Au bout de 10 minutes, le BOc(24 mg; 0,11 mmole) dissous préalablement
dans 1 ml de MeOH, est ajouté au milieu réactianfypies 4 heures d’agitation sous argon,
le milieu est lavé avec 4@ (10 ml) et une solution de saumure (10 ml). Rugghase aqueuse
est extraite par 3 x 10 ml de @El,. Les phases organiques sont rassemblées, séahées s
MgSO, et filtrées. Le mélange est séché et passé sonmelde silice avec un éluant
cyclohexane/acétate d'éthyle (8/2 a 7/3). Le prod8iest récupéré sous la forme d’'une huile
incolore (Masse : 84 mg ; Rendement : 71%).

CCM : Rf =0,7 (cyclohexane/acétate d’'éthyle (6/4))

RMN *H : (400 MHz ; CDCJ) : 5: 0,80(t ; J=6,9 Hz ; 3Ho) ; 1,14-1,70 (m ; 54H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2Hk, 2Hj, 2Hm’, 12HI’, 2Hf, 2Hg, 2Hi, 9H (B3 Boc), NH (Boc)) ; 1,95 (m ; 2He) ;
3,00 (m; 2Hn"); 3,35 (m; 3H; 2H6+H5) ; 3,78-@,Im ; 8H(H3, H2, H4, Hc, 2Ha, Hb,
Hh)) ; 4,27-4,85 (m ; 13H( 6 l&xPhe, H1 J=3,4 Hz 4 4,88) ; 6,07 (d ; Hd ; J=8,3 HzP1
(m ; 30 Haro)

RMN **C (100 MHz ; CDG)) : 5: 14,16 (Co) ; 22,72 (Cn) ; 25,70 ; 26,86 (Cj; Cf) ; 28,48
(3Cq); 29,36 ; 29,40 ; 29,41 ; 29,43 ; 29,48 499, 29,61 ; 29,76 ; 29,87 ; 29,88 ; 30,11
(8Cl; 6ClI'; Ck; Cg;Ci;Cm’); 31,96 (Cm) ; 3B (Ce) ; 40,68 (Cn’) ; 50,37 (Cb) ; 69,28 ;
69,33 (C6; Ca); 70,01 (C5); 70,75; 72,93 ; 13,943,622 ; 74,75 (6XCH.-Phe) ; 74,87
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(C4); 78,76 ; 78,93 ; 79,00 (Cc; Ch; Cquat.(BocB0,21 (C3); 99,55 (Cl1); 127,47 ;
127,53 ; 127,57 ; 127,72 ; 127,87 ; 127,91 128,228,34 ; 128,39 ; 128,44 (30 Caro);
138,47 ; 138,52 ; 138,66 ; 138,73 ; 138,75 (6CkH§,00 CO Boc) ; 172,83 (HNEO-CH)

Synthése du (2S,3S,4R)-1-Qu¢D-galactopyranosyl)-2-(12-{ert-butyl-N-carbamate)-N-
dodecanamido)-3,4-bis(benzyloxy)octadecan-1-ol (29)
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C41H80N2011; PM : 777,08

Le produit 28 (235 mg ; 0,18 mmoles) est dissoussdaml de MeOH et 2 ml de THF. Le
milieu est bullé pour permettre son dégazage gadlbetilisation d’'un ballon de baudruche
rempli d’argon. Une aiguille donnant sur I'extériqaermet aux vapeurs de solvants d’étre
évacuees. On retire le ballon d’argon et on ajoutéd/C (120 mg). Le milieu est mis sous
atmosphere d'ka 60 psi pendant 3 jours. Le Pd/C est filtré slitec et lavé plusieurs fois
avec du THF, puis par un mélange £H/MeOH (1/1). La phase organique est évaporée
séchée. Le résidu est déposé sur colonne de ailiee un éluant C}Cl,/MeOH (9/1). Le

produit 29 est récupéré sous la forme d’un solidelore (Masse : 60 mg ; Rendement 43%).
CCM : Rf = 0,3 (CHCI,/MeOH (9/1))

RMN *H : (300 MHz ; CDCYMeOD (8/2)) :5:0,83(t; J=6,5 Hz ; 3Ho) ; 1,21-1,58 (m ;
52H (2Hm, 2Hn, 16HI, 2Hk, 2Hj, 2HmM’, 12HI’, 2Hf, 2 2Hi, 9H (43 Boc), NH (Boc)) ;
2,15 (t; J=7,7Hz ; 2He) ; 3,01 (m; 2Hn’) ; 3,48 { 2H ; 2H6) ; 3,66-3,87 (M ; 7TH(H3, H2,
H5, Hc, 2Ha, Hh)) ; 3,90 (d ; J=3,1Hz ; H4) ; 46 ; Hb) ; 4,85 (d ; J=3,6Hz ; H1); 7,11
(d; Hd ; J=8,2 Hz)
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RMN %C (100 MHz ; CDGYMeOD (8/2)) :5: 13,83 (Co) ; 22,46 (Cn) ; 25,62 ; 25,70 (Cj;

Cf); 26,58 (Cm’); 28,13 (3Cq); 29,07 ; 29,149,27 ; 29,31; 29,45 ; 29,52 ; 29,61 ;
29,73 (8Cl; 6CI'; Ck; Cg); 31,71 (Cm); 32,12i); 36,26 (Ce); 40,27 (Cn’); 49,70

(Cb) ; 61,64 (C6) ; 67,38 (Ca) ; 68,56 (Ch) ; 69,6D,00 ; 70,47 ; 71,91 ; 74,34 ; 74,45 (C2,
C3, C4, C5,Cc) ; 79,06 (Cquat.(Boc)) ; 99,43 (C156,26 CO Boc) ; 174,19 (HN=O-CH,)

Synthése du KRN-FITC

one
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Cs7H83N3014S; PM : 1066,35

Le produit 29 (15 mg ; 0,02 mmole) est dissous dafsnl de CHCI,. A 0°C, on ajoute 1 ml
de TFA. On laisse sous agitation et sous argongreril heures a température ambiante. Le
milieu est évaporé a sec pour donner le sel de Tdefuel est repris dans 1,5 ml de DMF avec
de la TEA (2,3 pl; 0,02 mmole) et laissé sousadigih pendant 30 minutes. On ajoute la
FITC au milieu (6 mg; 0,02 mmole) et on laisse ss@gitation pendant 12 heures a
température ambiante, a I'abris de la lumiéere. likemest évaporé a sec et le résidu est
chromatographié sur colonne de silice avec un mélatiéluant CHCI,/MeOH (9/1). Le
produit KRN-FITC est obtenu sous forme d'une pougaenatre (Masse: 17 mg;
Rendement : 79%).

CCM : Rf = 0,4 (CHCI,/MeOH (9/1))

RMN H (400 MHz ; CDCY) : &: 0,81(t ; J=6,5 Hz : 3H0) ; 1,19-1,55 (m ; 44H(2Hm, 2Hn,
16HI, 2HK, 2Hj, 2Hm’, 12HI, 2Hf, 2Hg, 2Hi, 2NH)) 2,15 (t; J=7,1 Hz ; 2He) ; 3,49-3,83
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(m; 10H; 2H6 ; H5; H3; H2; 2Ha; Hh; Hc; H4%,11 (m; Hb); 6,46-6,63 (m ; 6H
FITC) ; 7,05 (d ; Hd ; J=8,1 Hz) ; 7,68-7,86 (mH EITC) ; 8,17 (bs ; 1H FITC)

RMN **C (100 MHz ; CDCJ) : 8: 14,16 (Co) ; 22,72 (Cn) ; 25,70 ; 26,86 (Cj; Cf) ; 28,48
(3Cq); 29,36 ; 29,40 ; 29,41 ; 29,43 ; 29,48 499,29,61; 29,76 ; 29,87 ; 29,88 ; 30,11
(8Cl; 6CI'; Ck; Cg; Ci; Cm’); 31,96 (Cm) ; 3B (Ce) ; 40,68 (Cn’) ; 50,37 (Cb) ; 69,28 ;
69,33 (C6; Ca); 70,01 (C5); 70,75; 72,93 ; 13,93,62; 74,75 (6XCH2-Phe) ; 74,87
(C4); 78,76 ; 78,93 ; 79,00 (Cc; Ch; Cquat.(Bocg0,21 (C3); 99,55 (C1l); 138,47,
138,52 ; 138,66 ; 138,73 ; 138,75 (6Cquat) ; 1560 Boc) ; 172,83 (HN=O-CH,)

HRMS : 1066,5700 g.mdl[M+H] " ; masse exacte : 1066,5674 g.rhpM+H]*

Synthése du KRN-Cy5

OH OH6
4 5 o 1

HO

KRN-Cy5 CeoH111N4O11; PM : 1172,63

Le produit 29 (11 mg ; 0,014 mmole) est dissousdaml| de CHCI,. A 0°C, on ajoute 1 ml
de TFA. On laisse sous agitation et sous argongrerigl heures a température ambiante. Le
milieu est évaporé a sec pour donner le sel de Téguel est repris dans 1 ml de £Hp
avec de la DIEA (7,3 ul ; 0,042 mmole). En parallélu Cy5-COOH est dissous dans 1 ml de
CH.Cl; (9 mg; 0,017 mmole), et du BOP (7 mg; 0,017 nen@st ajouté. Le milieu est
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laissé sous agitation pendant 10 minutes, puiellels TFA et la DIEA sont ajoutés. Le
milieu est laissé une nuit sous agitation et sogerg a I'abri de la lumiére et a température
ambiante. Le milieu est évaporé a sec et le résaticchromatographié sur colonne de silice
avec un melange d’éluant QEl,/MeOH (8/2). Le produit KRN-Cy5 est obtenu soustfer
d’'une poudre violette (Masse : 14 mg ; Rendem&6&4).

CCM : Rf = 0,7 (CHCI,/MeOH (8/2))

RMN *H (400 MHz ; MeOD) :5: 0,88(t ; J=6,8 Hz ; 3Ho) ; 1,24-1,85 (m ; 60H(2HmM, 2Hn,
16HI, 2HK, 2Hj, 2HmM’, 12HI', 2Hf, 2Hg, 2Hi, 2Hc’, Bh”, 6HN")); 2,19 (m; 2He) ; 2,69
(m; 2He); 3,47-3,94 (m; 20H; 2H6; H5; H3 2H 2Ha ; Hh; Hc; H4, 2Hb’; 2Hn’,
2CH3N) ; 4,18 (m ; 3H ; 2Ha’, Hb) ; 4,87 (m ; H1) ; 32,49 (m ; 10Haro) ; 7,74 (d ; 2Haro)

RMN *3C (100 MHz ; MeOD) 3 : 14,45 (Co) ; 17,27 (2Ch’) ; 18,71 (2Ch “) ; 21,56 (Cn) ;
23,74 (Cf); 27,02; 27,77 ; 27,98 ; 30,38 ; 30,430,43; 30,58 ; 30,60 ; 30,68 ; 30,74 ;
30,77 ; 30,83, 31,63, 32,94 ; 33,08 (Ci; Cj;,&Cl;, Cm; Cg, 6ClI'; Cm’; Co’; Ci’;
Ci”; Cd); 37,24 (Ce); 39,96 (Ce’); 43,80 (Qn’' 50,54 (Cb) ; 55,87 (Cp’; Cp”); 62,79
(Ce6); 70,28 ; 70,67 ; 71,07 ; 71,21 ; 71,64 ; 12,42,63; 72,91 (Cb’; Ca; C2; C3; C5;
C4;Ch; Ca); 75,88 (Cc); 101,17 (C1) ; 111(8% alcéne) ; 123,28JH alceéne) ; 126,34 ;
126,97 ; 128,03 ; 129,09; 129,75; 129,78 ; 129,8@9,92; 130,05; 130,12 ; 131,06 ;
132,05 (&H aro; H alcene); 134,21 ; 135,83 ; 142,48 ; 144,23 ;,326(5Cquat) ;
172,46 ; 175,49 @=0 ; 2Cq’)

HRMS : 1171,8275 g.mdI[M] " ; masse exacte : 1171,8244 g.thim] *

197



198



Références bibliographiques

199



200



10.

11.

Natori, T., Morita, M., Akimoto, K., Koezuka, YAgelasphins, Novel Antitumor and
Immunostimulatory Cerebrosides from the Marine $gorAgelas-Mauritianus.
Tetrahedron, 19940: p. 2771-2784.

Morita, M., Natori, T., Akimoto, K., Osawa, TRukushima, H., Koezuka, Y.,
Syntheses ofa—-monoglycosylcermaides and four diastereocisomersanf a-
galactosylceramideBioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 1995.p. 699-
704.

Kawano, T., Nakayama, T., Kamada, N., KanekoHéarada, M., Ogura, N., Akutsu,
Y., Motohashi, S., lizasa, T., Endo, H., Fujisawa, Shinkai, H., Taniguchi, M.,
Antitumor cytotoxicity mediated by ligand-activatedman V alpha24 NKT cells.
Cancer Research, 19980 p. 5102-5105.

Tahir, S.M., Cheng, O., Shaulov, A., Koezuka, Bubley, G. J., Wilson, S. B., Balk,
S. P., Exley, M. A.Loss of IFN-gamma production by invariant NK T gelh
advanced cancedournal of Immunology, 200167 p. 4046-4050.

Godfrey, D.l., MacDonald, H.R., Kronenberg, Mmyth, M.J., Van Kaer, LOpinion

- NKT cells: what's in a namdQature Reviews Immunology, 2004t.p. 231-237.
Dellabona, P., Padovan, E., Casorati, G., Brag&h M., Lanzavecchia, AAn
Invariant V-Alpha-24-J-Alpha-Q/V-Beta-11 T-Cell Rptor Is Expressed in All
Individuals by Clonally Expanded Cd4-8- T-Cellsurnal of Experimental Medicine,
1994.180 p. 1171-1176.

Spada, F.M., Koezuka, Y., Porcelli, S.&D1d-restricted recognition of synthetic
glycolipid antigens by human natural killer T cellournal of Experimental Medicine,
1998.188 p. 1529-1534.

Kronenberg, M.,Toward an understanding of NKT cell biology: proggeand
paradoxesAnnual Review of Immunology, 20033: p. 877-900.

Yoshimoto, T., Paul, W.E.Cd4(Pos), Nk1.1(Pos) T-Cells Promptly Produce
Interleukin-4 in Response to in-Vivo. Challenge hwianti-CD3. Journal of
Experimental Medicine, 199479 p. 1285-1295.

Carnaud, C., Lee, D., Donnars, O., Park, 8Hayvis, A., Koezuka, Y., Bendelac, A.,
Cutting edge: Cross-talk between cells of the ianmaimune system: NKT cells rapidly
activate NK cellsJournal of Immunology, 199963 p. 4647-4650.

Godfrey, D.l., Kronenberg, MGoing both ways: immune regulation via CD1d-
dependent NKT cellgournal of Clinical Investigation, 200814 p. 1379-1388.

201



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Mercer, J.C., Ragin, M.J., August, AKKT cells: Rapid responders controlling
immunity and diseasdnternational Journal of Biochemistry and Cell By, 2005.
37. p. 1337-1343.

Bendalac, A., Savage, P.B., Teyton,The biology of NKT cellsAnnual Reviews of
Immunology, 200725 p. 297-336.

Budd, R.C., Miescher, G.C., Howe, R.C., Leesk.RBron, C., Macdonald, H.R.,
Developmentally Regulated Expression of T-Cell ReceBeta-Chain Variable
Domains in Immature Thymocytekurnal of Experimental Medicine, 19866 p.
577-582.

Fowlkes, B.J., Kruisbeek, A.M., Tonthat, H., $4m, M.A., Coligan, J.E., Schwartz,
R.H., Pardoll, D.M.,A Novel Population of T-Cell Receptor Alpha-Betaiieg
Thymocytes Which Predominantly Expresses a Sindgdet& Gene FamilyNature,
1987.329 p. 251-256.

Ceredig, R., Lynch, F., Newman, Phenotypic Properties, Interleukin-2 Production,
and Developmental Origin of a Mature Subpopulatioh Lyt-2- L3t4-Mouse
ThymocytesProceedings of the National Academy of Sciencdab@tnited States of
America, 198784 p. 8578-8582.

Sykes, M.Unsual T cell population in adult murine bone mawoPrevalence of
CD3, CD4-CD8- andaf TCR NK1.1 cellsJournal of Immunology, 19945 p.
3209-3215.

Levitsky, H., Golumbek, P.T., Pardoll, D.Mhe fate of CD4-8- T cell receptar
thymocytesJournal of Immunology, 199146 p. 1113-1117.

Makino, Y., Kanno, R., Ito, T., Higashino, Ranigushi, M. Predominant expression
of invariant Val4 TCR a-chain in NK1.1 T cell padidns. International
Immunollogy, 19957: p. 1157-1161.

Kawano, T., Cui, J., Koezuka, Y., Toura, J.n&ko, Y., Motoki, K., Ueno, H.,
Nukugawa, R., Sato, H., Kondo, E., Koseki, H., Gachi, M.,CD1d restricted and
TCR-Mediated Activation of @4 NKT Cells by GlycosylceramideScience, 1997.
278 p. 1626-1629.

Bendelac, A., Rivera, M.N., Park, S.H., Rodrl.,Mouse CD1-specific NK1 T cells:
development, specificity,and functicdnnual Reviews of Immunology, 19975: p.
535-562.

202



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Hong, S., Scherer, D.C., Singh, N., Mendiré®&., Serizawa, ., Koezuka, Y., Van
Kaer, L.,Lipid antigenpresentation in the immune systensdas learned from CD1d
knockout micelmmunological Reviews, 199269 p. 31-44.

Park, S.H., Benlagha, K., Lee, D., Balish, Bendelac, A.,Unaltered phenotype
tissue distribution and function ofd4+ NKT cells in germ-free micd&uropean
Journal Immunology, 200@0: p. 620-625.

Godfrey, D.l., Stankovic, S., Baxter, A.QRaising the NKT cell familyNature
Immunology, 201011: p. 197-206.

Terabe, M., Matsui, S., Noben-Trauth, N., Chdn,Watson, C., Donaldson, D.D.,
Carbone, D.P., Paul, W.E., Berzofsky, J.NKT cell-mediated repression of tumor
immunosurveillance by IL-13 and the IL-4R-STAT6hpaly. Nature Immunology,
2000.1: p. 515-520.

Gumperz, J.E., Miyake, S., Yamamura, T., BrenhB., Functionnaly distinct
subsets of CD1d-restricted natural killer T celéssealed by CD1d tetramer staining.
Journal of Experimental Medicine, 20025 p. 625-636.

Benlagha, K., Kyin, T., Beavis, A., Teyton, Bendelac, A.A thymic precursor to
the NKT cell lineageScience, 200296 p. 553-555.

Pellicci, D.G., Hammond, K.J., Uldrich, A.P.aBer, A.G., Smyth, M.J., Godfrey,
D.l., A Natural Killer T (NKT) cell developpement pathwiayolving a thymus-
dependent NK1.1-CD4 CD1d-dependent precursor stdgarnal of Experimental
Medicine, 2002195 p. 835-844.

Crowe, N.Y., Uldrich, A.P., Kyparissoudis, Kdammond, K.J., Hayakawa, Y.,
Sidobre, S., Keating, R., Kronenberg, M., SmythJMGodfrey, D.I.,Glycolipid
antigen drives rapid expansion and sustained cgtlproduction by NKT cells.
Journal of Immunology, 200371 p. 4020-4027.

Wilson, M.T., Johansson, C., Olivares-Villag@an®., Singh, A K., Stanic, AK.,
Wang, C.R., Joyce, S., Wick, M.J., Van Kaer, The response of Natural Killer T
cells to glycolipids antigens is characterized hyface receptor down-modulation
and expansionProceedings of the National Academy of Sciencab@lnited States
of America, 2003100 p. 10913-10918.

Cardell, S., Tangri, S., Chan, S., Kronenbéig, Benoist, C., Mathis, D.CD1-
restricted CD4+ T cells in major histocompatibilisppmplex class-II-deficient mice.
Journal of Experimental Medicine, 19982 p. 993-1004.

203



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Berzofsky, J.A., Terabe, MNKKT cells in tumor immunity: opposing subsets @efin
new immunoregulatory axi§ournal of Immunology, 200880 p. 3627-3635.

Terabe, M., Swann, J., Ambrosino, E., SinhaT&aku, S., Hayakawa, Y., Godfrey,
D.l., Ostrand-Rosenberg, S., Smyth, M.J., Berzgfsky., A nonclassical non-
Valphal4Jalphal8 CD21d-restricted (type 1) NKT cedl sufficient for down-
regulation of tumor immunosurveillancdournal of Experimental Medicine, 2005.
202 p. 1627-1633.

Hammond, K.J., Pelikan, S.B., Crowe, N.Y., Resigarrett, E., Nakayama, T.,
Taniguchi, M., Smyth, M.J., van Driel, I.R., ScgllR., Baxter, A.G., Godfrey, D.I.,
NKT cells are phenotypically and functionally diser European Journal of
Immunology, 199929: p. 3768-3781.

Eberl, G., Lees, R., Smiley, S.T., Taniguchi, Krusby, M.J., MacDonald, H.R.,
Tissue specific segregation of CD1d-dependant abddaindependant NKT cells.
Journal of Immunology, 199962 p. 6410-6419.

Treiner, E., Lantz, OCD1d and MR1-restricted invariant T cells: of mied men.
Current Opinion of Immunology, 20068: p. 519-526.

Cohen, N.R., Garg, S., Brenner, M.Bntigen presentation by CD1d lipids, T cells
and NKT cells in microbial immunitadvances in Immunology, 200902 p. 1-94.
Uldrich, A.P., Patel, O., Cameron, G., Pellicb.G., Day, E.B., Sullivan, L.C.,
Kyrapissoudis, K., Kjer-Nielsen, L., Vivian, J.RCa0, B., Brooks, A.G., Williams,
S.P., lllarionov, P., Besra, G.S., Turner, S.Jrcélb, S.A., McCluskey, J., Smyth,
M.J., Rossjohn, J., Godfrey, D.\ semi-invariant W10+ T cell antigen receptor
defines a population of natural killer T cells witthistinct glycolipid antigen-
recognition propertiesNature Immunology, 2011.2: p. 616-625.

Trombetta, E.S., Mellmann, Cgll biology of antigen processing in vitro andvino.
Annual Review of Immunology, 20023 p. 975-1028.

Pierre, P., Turley, S.J., Gatti, E., Hull, Meltzer, J., Mirza, A., Inaba, K., Steinman,
R.M., Mellman, |.,Developmental regulation of MHC class Il transpant mouse
dendritic cells.Nature, 1997388 p. 787-792.

Randolph, G.J., Angeli, V., Swartz, M.Rendritic-cell trafficking to lymph nodes
through lymphatic vesselslature Review of Immunology, 2005. p. 617-628.

Fujii, S., Liu, K., Smith, C., Bonito, A.J.,é&tman, R.M.,The linkage of innate to
adaptive immunity via maturing dendritic cells ifvar requires CD40 ligation in

204



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

addition to antigen presentation and CD80/86 costation. Journal of Experimental
Medicine, 2004199 p. 1607-1618.

Banchereau, J., Steinman, R.Bendritic cells and the control of immunitiature,
1998.392 p. 245-252.

Cucak, H., Yrlid, U., Reizis, B., Kalinke, UJohansson-Lindhom, B.Type-I
interferon signaling in dendritic cells stimulatése development of lymph-node-
resident T follicular helper celldmmunity, 200931: p. 491-501.

Robinson, M.J., Sancho, D., Slack, E.C., LeiGui-Landmann, S., Reis e Sousa, C.,
Myeloid C-type lectins in innate immunitdature Immunology, 2006L2. p. 1258-
1265.

Poeck, H., Wagner, M., Battiany, J., Rotherdus$., Wellisch, D., Hornung, V.,
Jahrsdorfer, B., Giese, T., Endres, S., Hartmann,PGsmacytoid dendritic cells,
antigen, and CpG-C licence human B cells for plasce#l differentiation and
immunoglobulin production in the absence of T-belp. Blood, 2004.103 p. 3058-
3064.

Smyth, M.J., Godfrey, D.l., Trapani, J.A fresh look at tumor immunosurveillance
and immunotherapyNature Immunology, 2002: p. 293-299.

Zajonc, D.M., Cantu, C., Mattner, J., Zhou, D$avage, P.B., Bendelac, A., Wilson,
l.LA., Teyton, L., Structure and function of a potent agonist for #emi-invariant
natural killer T cell receptorNature Immunology, 200%.p. 810-818.

Vincent, M.S., Gumperz, J.E., Brenner, M.Bnderstanding the function of CD1-
restricted T cellsNature Immunology, 2003 p. 517-523.

Brigl, M., Brenner, M.B.CD1 : Antigen presentation and T cell functicknnual
Reviews of Immunology, 20022: p. 817-890.

Barral, D.C., Brenner, M.B.CD1 antigen presentation : how it workslature
Reviews of Immunology, 20072 p. 929-941.

Reddy, B.G., Silk, J.D., Salio, M., Balamurugd®., Shepherd, D., Ritter, G.,
Cerundolo, V., Schmidt, R.R.Nonglycosidic agonists of invariant NKT cells faeu
as vaccine adjuvanShemMedChem, 2009.p. 171-175.

Pal, E., Tabira, T., Kawano, T., Taniguchi, MMiyake, S., Yamamura, T.,
Costimulation-dependent modulation of experimeatgbimmune encephalomyelitis
by ligand stimulation of ¥14 NKT cells.Journal of Immunology, 200166 p. 662-
668.

Schwartz, R.HT cell anergyAnnual Review of Immunology, 20031 p. 305-334.

205



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Jenkins, M.K., Schwartz, R.HAntigen presentation by chemically modified
splenocytes induces antigen-specific T cell unmespeness in vitro and in vivo.
Journal of Experimental Medicine, 19885 p. 302-319.

Macian, F., Garcia-Cozar, F., Im, S.H., HortdhF., Byrne, M.C., Rao, A,
Transcriptional mechanisms underlying lymphocyteertomce. Cell, 2002.109 p.
719-732.

Zheng, Y., Zha, Y., Gajewski, T.®Molecular regulation of T-cell anergyuropean
Molecular Biology Organization, 2008: p. 50-55.

Zheng, Y., Collins, S.L., Lutz, M.A., Allen, W., Kole, T.P., Zarek, P.E., Powell,
J.D.,A role for mammalian target of rapamycin in regutgt T cell activation versus
anergy.Journal of Immunology, 200778 p. 2163-2170.

Chappert, P., Schwartz, R.hhduction of T cell anergy: integration of enviroantal
cues and infectious tolerand@urrent Opinion in Immunology, 201P2: p. 552-559.
Thomson, A.W., Turnquist, H.R., Raimondi, Gnmunoregulatory functions of
MTOR inhibitionNature Reviews of Immunology, 200®.p. 324-337.

Fujii, S., Shimizu, K., Kronenberg, M., Steiifmd.M., Prolonged IFN4yproducing
NKT response induced witttgalactosylceramide-loaded DChlature Immunology,
2002.3: p. 867-874.

Parekh, V.V., Wilson, T.T., Olivares-VillagomeR., Singh, A.K., Wu, L., Wang,
C.R., Joyce, S., Van Kaer, LGlycolipid antigen induces long-term natural kill&r
cell anergy in miceJournal of Clinical Investigation, 200515 p. 2572-2583.

Thapa, P., Zhang, G., Xia, C., Gelbard, A., @&, W.W., Liu, C., Hwu, P., Chang,
D.Z., Courtney, A., Sastry, J.K.,, Wang, P.G., Li,, @hou, D., Nanoparticle
formulated alpha-galactosylceramide activates NKellscwithout inducing anergy.
Vaccine, 200927 p. 3484-3488.

Motoki, K., Kobayashi, E., Uchida, T., FukushimH., Koezuka, Y.,Antitumor
Activities of Alpha-Monogalactosylceramides, BetarAdgalactosylceramides and 4
Diastereomers of an Alpha-GalactosylceramiBaorganic and Medicinal Chemistry
Letters, 19955 p. 705-710.

Gumperz, J.E., Roy, C., Makowska, A., Lum, Buygita, M., Podrebarac, T.,
Koezuka, Y., Porcelli, S.A., Cardell, S., BrennktB., Behar, S.M.Murine CD1d-
restricted T cell recognition of cellular lipidgnmunity 200012 p. 211-221.

Fox, L.M., Cox, D.G., Lockridge, J.L., Wang,, XChen, X., Scharf, L., Trott, D.L.,
Ndonye, R.M., Veerapen, N., Besra, G.S., HowelR ACook, M.E., Adams, E.J.,

206



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Hildebrand, W.H., Gumperz, J.ERecognition of lyso-phospholipids by human
natural killer T lymphocyte2LoS Biology, 20097: p. €1000228.

Adlercreutz, A., Weadge, J.T., Petersen, BODys, J., Dovichi, N.J., Palcic, M.M.,
Enzymatic synthesis of iGb3 and Gb3 cerami@@sbohydrate Research, 20845

p. 1384-1388.

Zhou, D., Mattner, J., lll, C.C., Schrantz, Min, N., Gao, Y., Sagiv, Y., Hudspeth,
K., Wu, Y., Yamashita, M., Teneberg, S., Wang, Brpia, R.L., Levery, S.B.,
Savage, P.B., Teyton, L., Bendelac, Bysosomal Glycosphingolipid Recognition by
NKT cell.Science, 2004806 p. 1786-1789.

Stanic, A.K., De Silva, A.D., Park, J.J., SmraV., Ichikawa, S., Hirabyashi, Y.,
Hawakana, K.,Van Kaer, L., Brutkiewicz, R.R., Jay&e, Defective presentation of
CD1d 1-restricted natural ¥14Jal8 NKT lymphocyte antigen caused ByD-
glucosylceramide synthase deficiend®roceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 2008 p. 1849-1854.

Li, Y., Teneberg, S., Thapa, P., Bendelac, l&yery, S.B., Zhou, D.Sensitive
detection of isoglobo and globo series tetrahexxsgimides in human thymus by ion
trap mass spectrometr@lycobiology, 200818: p. 158-165.

Jahng, A., Maricic, I., Aguilera, C., Cardél,, Halder, R.C., Kumar, VRrevention
of autoimmunity by targeting a distinct noninvati@@D1d-reactive T cell population
reactive to sulfatideJournal of Experimental Medicine, 20049 p. 947-957.

Fisher, K., Scotet, E., Niemeyer, M., Koebéknld., Zerrahn, J., Malillet, S., Hurwitz,
R., Kursar, M., Bonneville, M., Kaufmann, S.H., &dfle, U.E., Mycobacterial
phosphatidylinositol mannoside is a natural antigem CD1d-restricted T cells.
Proceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of America,
2004.101 p. 10685-10690.

Venkataswanny, M.M., Porcelli, S.ALipid and glycolipid antigens of CD1d-
restricted Natural Killer T cellsSeminar in Immunology, 20092: p. 68-78.

Lotter, H., Gonzalez-Roldan, N., Lindner, B.inau, F., Isibasi, A., Moreno-Lafont,
M., Ulmer, A.J., Holst, O., Tannich, E., Jacobs,Natural killer T cells activated by
a lipopeptidophosphoglycan from Entamoeba histodytare critically important to
control amebic liver abscesBloS Pathogens, 2008.p. €1000434.

Koch, M., Stronge, V.S., Shepherd, D., MathBw, Ritter, G., Fersht, A.R., Besra,
G.S., Schmidt, R.R., Jones, E.Y., Cerundolo,TWe crystal structure of human CD1d
with and without alpha-galactosylceramideature Immunology, 200%: p. 819-826.

207



76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Wu, D., Zajonc, D.M., Fujio, M., Sullivan, B.AKinjo, Y., Kronenberg, M., Wilson,
l.LA., Wong, C-H.,Design of natural killer T cell activators : struse and function of
a microbial glycosphingolipid bound to mouse CDHRioceedings of the National
Academy Sciences of United States of America, 2008.p. 3972-3977.

lijima, H., Kimura, K., Uchimura, A., Shimizii,, Ueno, H., Natori, T., Koezuka, Y.,
Structure-activity relationship and conformatioraalalysis of monoglycosylceramides
on the syngeneic mixed leukocyte reactiBroorganic and Medicinal Chemistry
Letters, 19986: p. 1905-1910.

Gupta, R., et al.lndian task force for celiac disease: current statiWorld J
Gastroenterol, 2009.5(48): p. 6028-33.

Veerapen, N., Reddington, F., Bricard, G., BlifcS.A., Besra, G.SS$ynthesis and
biological activity ofa-L-fucosyl ceramides, analogues of the potent ajpniD-
galactosyl ceramide KRN700®ioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 2010.
20: p. 3223-3226.

Barbieri, L., Costantino, V., Fatorusso, E.,ngani, A., Basilico, N., Mondani, M.,
Taramelli, D.,Immunomodulatory -Galactoglycosphingolipids: $wsis of 2'-fluoro-
2'-deoxy- -galactosylceramide and an Evaluatioftfmmunostimulating Properties.
European Journal of Organic Chemistry, 200.p. 3279-3285.

Veerapen, N., Brigl, M., Garg, S., Cerundolo, €ox, L.R., Brenner, M.B., Besra,
G.S., Synthesis and biological activity af-galactosyl cermaide KRN7000 and
galactosyl @1-2) galactosyl ceramideBioorganic and Medicinal Chemistry Letters,
2009.19: p. 4288-4291.

Raju, R., Castillo, B.F., Richardson, S.K., Kima M., Severins, R., Kronenberg, M.,
Howell, A.R.,Synthesis and evaluation of 3"-and 4”-deoxy andcfb analogs of the
immunostimulatory glucolipid, KRN700@Bioorganic and Medicinal Chemistry
Letters, 200919: p. 4122-4125.

Xia, C., Zhang, W., Zhang, Y., Chen, W., Nadas,Severin, R., Woodward, R.,
Wang, B., Wang, X., Kronenberg, M., Wang, P.Ghe roles of 3’'and 4’ hydroxy
groups in a-galactosylceramide stimulation of inaat natural killer T cells.
ChemMedChem, 2009: p. 1810-1815.

Xing, G.-W., Wu, D., Poles, M.A., Horowitz, ATsuji, M., Ho, D.D., Wong, C.-H.,
Synthesis and human NKT cell stimulating propertie§ 3-O-sulfo-a/b-

208



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

galactosylceramidesBioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 2008. p. 2907-
2916.

Zhang, W., Xia, C., Nadas, J., Chen, W., GuWang, P.G.Introduction of aromatic
group on 4’-OH of a-GalCer manipulated NKT cell akihe productionBioorganic
and Medicinal Chemistry, 20109: p. 2767-2776.

Ebensen, T., Link, C., Riese, P., Schulze Marr, M., Guzman, C.A.A Pegylated
derivative of a-Galactosylceramide exhibits impmbvbiological properties.The
Journal of Immunology, 200779 p. 2065-2073.

Zhou, X.-T., Forestier, C., Goff, R.D., Li, Qeyton, L., Bendelac, A., Savage, P.B.,
Synthesis and NKT cell stimulating properties abfbphore- and biotin-appended
6”-amino-6"-deoxy-galactosylceramide8rganic Letters, 2002: p. 1267-1270.
Tashiro, T., Nakagawa, R., Inoue, S., Shiozdki,Watarai, H., Taniguchi, M., Mori,
K., RCAI-61 the 6’-O-methylated analog of KRN7000 : sisithesis and potent
bioactivity for mouse lymphocytes to produce irteri-yin vivo. Tetrahedron Letters,
2008.49: p. 6827-6830.

Trappeniers, M., Van Beneden, K., Decruy, Tllaért, U., Linclau, B., Elewaut, D.,
Van Calenbergh, S.6'-derivatised alpha-GalCer analogues capable odluicing
strong CD1d-mediated Thl-biased NKT cell respongesnice. Journal of the
American Chemical Society, 200B30 p. 16468-16469.

Aspeslagh, S., Li, Y., Dawen Yu, E., Pauwels, Nappeniers, M., Girardi, E.,
Decruy, T., Van Beneden, K., Venken, K., Drennan, Meybaert, L., Wang, J.,
Franck, R.W., Van Calenbergh, S., Zajonc, D.M. wH&et, D., Galactose modified
INKT cell agonists stabilized by an induced fiGid1d prevent tumor metastasighe
European Molecular Biology Organization Journall 2B0: p. 2294-2305.

Tashiro, T., Nakagawa, R., Hirokawa, T., Indbg ,Watarai, H., Taniguchi, M., Mori,
K., RCAI-56, a carboxylic analogue of KRN7000 : itstegsis and potent activity for
natural (NK) T cells to preferentially produce irferon-y. Tetrahedron Letters, 2007.
48 p. 3343-3347.

Tashiro, T., Nakagawa, R., Hirokawa, T., Indbg ,Watarai, H., Taniguchi, M., Mori,
K., RCAI-37, 56, 59, 60, 92, 101, and 102, cyclitol ataibasugar analogs of
KRN7000: Their synthesis and bioactivity for molgaphocytes to produce Thil-
biased cytokinedBioorganic and Medicinal Chemistry, 20A9: p. 6360-6373.

209



93. Morshed, S.R., Takahashi, T., Savage, P.B., ltam, N., Strober, S.Beta-
galactosylceramide alters invariant natural kill& cell function and is effective
treatment for lupusClinical Immunology, 2009132 p. 321-333.

94. Tomiyama, H., Yanagisawa, T., Nimura, M., Noda, Tomiyama, T.,JP
2001/354666, 200Zhemical Abstract, 200236 p. 37901x.

95. Schmieg, J., Yang, G., Franck, R.W., Tsuji, 8uperior protection against Malaria
and Melanoma metastases by a C-glycoside analofubeonatural killer T cell
ligand a-galactosylceramideJournal of Experimental Medicine, 20Q®8 p. 1631-
1641.

96. Yang, G., Schmieg, J., Tsuji, M., Franck, R.\Whe C-glycoside analogue of the
immunostimulant a-galactosylceramide (KRN7000) : synthesis and isigik
enhancement of activityAngewandte Chemie International Edition, 20@8: p.
3818-3822.

97. Franck, R.W., Tsuji, M.,a-C-galactosylceramides: synthesis and immunology.
Accounts of Chemical Research, 2088. p. 692-701.

98. Li, X., Shiratsuchi, T., Chen, G., Dellabona, ®asorati, G., Franck, R.W., Tsuji, M.,
Invariant TCR rather than CD1d shapes the prefeatrdctivities of C-glycoside
analogues against human versus murine invariant N¢€lls. The Journal of
Immunology, 2009183 p. 4415-4421.

99. Lu, X., Song, L., Metelitsa, L.S., Bittman, RBynthesis and evaluation of @nC-
galactosylceramide analogue that induces Thl-biasmponses in human natural
killer T cells.ChemBioChem, 2006 p. 1750-1756.

100. Dere, R.T., Zhu, X.,The first synthesis of a thioglycoside analogue tlé
immunostimulant KRN700Qrganic Letters, 2008.0: p. 4641-4644.

101. Blauvelt, M.L., Khalili, M., Jaung, W., Pautsel., Anderson, A.C., Brian-Wilson, S.,
Howell, A.R., a-S-GalCer: synthesis and evaluation for INKT ceiimslation.
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 2008.p. 6374-6376.

102. Chang, Y.-J., Huang, J-R., Tsai, Y-C., Hung,,JWu, D., Fujio, M., Wong, C-H.,
Yu, A.L., Potent immune-modulating and anticancer effectsli¥T cell stimulatory
glycolipids. Proceedings of the National Academy of Scienc8872104 p. 10299-
10304.

103. Hogan, A.E., O'Reilly, V., Dunne, M.R., DeR,T., Zeng, S.G., O'Brien, C., Amu,
S., Fallon, P.G., Exley, M.A., O'Farelly, C., ZhX,, Doherty, D.G.,Activation of

210



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

human invariant natural killer T cells with a thilygoside analogue ofa-
galactosylceramideClinical Immunology, 2011Article in Press.

Harrak, Y., Barra, C.M., Delgado, A., CastamaR., Llebaria, A., Galacto-
Configured Aminocyclitol Phytoceramides are potentivo invariant Natural Killer
T cell stimulatorsJournal of the American Chemical Society, 20133 p. 12079-
12084.

Lee, T., Cho, M., Ko, S-Y., Youn, H-J., Ba&k,J., Cho, W-J., Kang, C-Y., Kim, S.,
Synthesis and evaluation of 1,2,3 triazole contgjmanalogues of immunostimulant
a-GalCer.Journal of Medicinal Chemistry, 200680: p. 585-589.

Fuhshuku, K., Hongo, N., Tashiro, T., Masuda, Nakagawa, R., Seino, K.,
Taniguchi, M., Mori, K.,,RCAI-8, 9, 18,19 and 49-52, conformationally resed
analogues of KRN7000 with an azetidine or a pydiok ring : their synthesis and
bioactivity for mouse natural killer T cells to mhace cytokinesBioorganic and
Medicinal Chemistry, 2008.6: p. 950-964.

Shiozaki, M., Tashiro, T., Koshino, H., Nakaga R., Inoue, S., Shigeura, T.,
Watarai, H., Taniguchi, M., Mori, KSynthesis and biological activity of ester and
ether analogues ofr-galactosylceramide (KRN7000karbohydrate Research, 2010.
345 p. 1663-1684.

Trappeniers, M., Chofor, R., Aspelagh, S. Y.j,Linclau, B., Zajonc, D.M., Elewaut,
D., Van Calenbergh, S.Synthesis and evaluation of amino-modifiedsalCer
analoguesOrganic Letters, 2010.2 p. 2928-2931.

Goff, R.D., Gao, Y., Mattner, J., Zhou, D.nYN., Cantu, C., Teyton, L., Bendelac,
A., Savage, P.BEffects of lipids chain lengths imGalactosylceramides on cytokine
release by natural killer T celldournal of American Chemical Society, 20026 p.
13602-13603.

Yu, K.A.O,, Im, J.S., Molano, A., Dutronc, Ylliaronov, P.A., Forestier, C.,
Fujiwara, N., Arias, |., Miyake, S., Yamamura, CThang, Y-T., Besra, G.S., Porcelli,
S.A.,Modulation of CD1d-restricted NKT cell reponsesusing N-acyl variants ofr-
Galactosylceramides?roceedings of the National Academy of Scienc@852102 p.
3383-3388.

Velmourourgane, G., Raju, R., Bricard, G., inS., Besra, G.S., Porcelli, S.A,,
Howell, A.R., Synthesis and evaluation of an acyl-chain unsaagrainalog of the

211



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Th2 biasing, immunostimulatory glycolipid , OCHBioorganic and Medicinal
Chemistry Letters, 2009.9: p. 3386-3388.

Fujio, M., Wu, D., Garcia-Navarro, R., Ho, D.Dsuji, M., Wong, C-H.Structure-
based discovery of glycolipids for CD1d-mediatedTN¢ell activation: tuning the
adjuvant versus immunosuppression activityurnal of American Chemical Society,
2006.128 p. 9022-9023.

Chang, Y.-J., Huang, J-R., Tsai, Y-C., Hung,,JWu, D., Fujio, M., Wong, C-H.,
Lu, A.L., Potent immuno-modulating and anticancer effectdlidfl cell stimulatory
glycolipids. Proceedings of the National Academy of Scienc8872104 p. 10299-
10304.

Liang, P.-H., Imamura, M., Li, X., Wu, D., kyjM., Guy, R.T., Wu, B-C., Tsuji, M.,
Wong, C-H.,Quantitative microarray analysis of intact glycadpCD1d interaction
and correlation with cell-based cytokine productidournal of American Chemical
Society, 2008130 p. 12348-12354.

Park, J.-J., Lee, J.H., Seo, K-C., Bricard, \@&nkataswamy, M.M., Porcelli, S.A.,
Chung, S-K.,Synthesis and biological activities of KRN7000 agaks having
aromatic residues in acyl and backbone chain widrymg stereochemistry.
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 2020.p. 814-818.

Lee, Y.-S., Lee, K-A,, Lee, J-Y., Kang, M-I3ong, Y.C., Baek, D.J., Kim, S., Kang,
C-Y., An a-GalCer analogue with branched acyl chain enhanoegective immune
responses in a nasal influenza vacciiaccine, 201029: p. 417-425.

Ndonye, R.M., Izmirian, D.P., Dunn, M.F., YK,O., Porcelli, S.A., Khurana, A.,
Kronenberg, M., Richardson, S.K., Howell, A.RSynthesis and evaluation of
sphinganine analogues of KRN7000 and OGQseurnal of Organic Chemistry, 2005.
70: p. 10260-10270.

Miyamoto, K., Miyake, S., Yamamura, TA synthetic glycolipids prevents
autoimmune encephalomyelitis by inducing Th2 bfasatural killer T cells.Nature,
2001.413 p. 531-534.

Michieletti, M., Bracci, A., Compostella, /g Libero, G., Mori, L., Fallarini, S.,
Lombardi, G., Panza, L.Synthesis ofa-galactosyl ceramide (KRN7000) and
analogues thereof via a common precursor and thaieliminary biological
assessmendournal of Organic Chemistry Note, 2008: p. 9192-9195.

Borg, N.A., Wun, K.S., Kjer-Nielsen, L., Wilcé1.C.J., Pellicci, D.G., Koh, R.,
Besra, G.S., Bharadwaj, M., Godfrey, D.l., McClugk&., Rossjohn, JCD1d-lipid-

212



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

antigen recognition by the semi-invariant NKT Tleekeptor.Nature Immunology,
2007.448 p. 44-49.

Rissoan, M.-C., Soumelis, V., Kadowaki, N.,o@ard, G., Briere, F., de Waal
Malefyt, R., Liu, Y-J., Reciprocal control of T helper cell and dendriti@llc
differentiation.Science, 199283 p. 1183-1186.

Schmieg, J., Yang, G., Franck, R.W., Van RonijN., Tsuji, M., Glycolipid
presentation to natural killer T cells differs innaorgan-dependant fashion.
Proceedings of the National Academy Sciences otddnGtates of America, 2005.
102 p. 1127-1132.

Liang, M.T., Davies, N.M., Blanchfield, J.TToth, I., Particulate systems as
adjuvants and carriers for peptide and protein gatis.Current Drug Delivery, 2006.
4: p. 379-388.

Mufamadi, M.S., Pillay, V., Choonara, Y.E., Doit, L.C., Modi, G., Naidoo, D.,
Ndesendo, V.M.K.,A review on composite liposomal technologies faecsdized
drug delivery. Journal of Drug Delivery, 2009.Article ID 939851 p.
doi:10.1155/2011/939851.

Koo, O.M., Rubinstein, I., Onyuksel, HRple of nanotechnology in targeted drug
delivery and imaging: a concise revieManomedicine, 2003.. p. 193-212.

Muller, R.H., Mader, K., Gohla, SSolid lipid nanoparticles (SLN) for controlled
drug delivery - a review of the state of the &tropean Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 20060: p. 161-177.

Heurtault, B., Saulnier, P., Pech, B., Vedigienne, M. C., Proust, J.E., Phan-Tan-
Luu, R., Benoit, J.P.The influence of lipid nanocapsule composition beirt size
distribution. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2@p. 55-61.

Baillie, A.J., Florence, A.T., Hume, L.R., Nuead, G.T., Rogerson, AThe
preparation and properties of niosomes--non-ionicfactant vesiclesJournal of
Pharmacy and Pharmacology, 198%.p. 863-868.

Couvreur, P., Kante, B., Roland, M., Guiot,, Bauduin, P., Speiser, P.,
Polycyanoacrylate nanocapsules as potential lysaswmopic carriers: preparation,
morphological and sorptive propertiedournal of Pharmacy and Pharmacology, 1979.
31 p. 331-332.

Vinogradov, S.V., Bronich, T.K., Kabanov, A,\\Nanosized cationic hydrogels for
drug delivery: preparation, properties and interacts with cells.Advanced Drug
Delivery Reviews, 20054 p. 135-147.

213



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

Boas, U., Heegaard, P.NDendrimers in drug researciChemical Society Reviews,
2004.33: p. 43-63.

Cheon, J., Lee, J.Feynergistically integrated nanoparticles as multifaloprobes for
nanobiotechnologyAccounts of Chemical Research, 2008.p. 1630-1640.

Liu, Y.L., Shipton, M.K., Ryan, J., Kaufman,CE, Franzen, S., Feldheim, D.L.,
Synthesis, Stability, and Cellular Internalizatioh Gold Nanoparticles Containing
Mixed Peptide—Poly(ethylene glycol) Monolayefsalytical Chemistry, 200779: p.
2221-2229.

lijima, S., Ajayan, P.M., Ichihashi, TGrowth model for carbon nanotubd3hysical
Review Letters, 199489; p. 3100-3103.

Wick, P., Clift, M.J., Rosslein, M., Rotheni{Rbauser, B.,A brief summary of
carbon nanotubes science and technology: a healtld zafety perspective.
ChemSusChem, 2014. p. 905-911.

Storm, G., Crommelin, D.J.ALiposome: quo vadis Pharmaceutical Science &
Technology Today, 1994: p. 19-31.

Gabizon, A., Papahadjopoulos, Oposome formulations with prolonged circulation
time in blood and enhanced uptake by tumBraceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 1838p. 6949-6953.

Allen, T.M.,Stealth liposomes avoiding reticuloendothelial iptén Liposome in the
Therapy of Infectious Diseases and Canddan R. Liss, Inc., New York, 1989: p.
405-415.

Sharma, S., Sharma, N., Kumar, S., Gupta,,&iposome : A reviewJournal of
Pharmacy Research, 200®p. 1163-1167.

Kamijuku, H., Nagata, Y., Jiang, X., Ichinofle, Tashiro, T., Mori, K., Taniguchi,
M., Hase, K., Ohno, H., Shimaoka, T., YoneharaQC8agiri, T., Tashiro, M., Sata, T.,
Hasegawa, H., Seino, K..Mechanism of NKT cell activation by intranasal
coadministration of alpha-galactosylceramide, whichn induce cross-protection
against influenza viruseducosal Immunology, 2004 p. 208-218.

Veerapen, N., Reddington, F., Salio, M., Cdalm, V., Besra, G.S.Synthesis of
truncated analogues of the iINKT cell agonist, akgiadactosyl ceramide (KRN7000),
and their biological evaluationBioorganic and Medicinal Chemistry, 20119: p.
221-228.

Cheng, J.M., Chee, S.H., Knight, D.A., Ach&@€x, H., Hermans, I.F., Timmer, M.S.,
Stocker, B.L.,An improved synthesis of dansylated alpha-galattesymide and its

214



use as a fluorescent probe for the monitoring ofcglipid uptake by cells.
Carbohydrate Research, 20346 p. 914-926.

143. Ndakala, A.J., Hashemzadeh, M., So, R.C., HpweR., Synthesis of D-erythro-
dihydrosphingosine and D-xylo-phytosphingosine fran serine-derived 1,5-
dioxaspiro[3.2]hexane templat@rganic Letters, 2002: p. 1719-1722.

144. Garner, P., Park, J.MThe synthesis and configurational stability of ehéntially
protected beta-Hydroxy-alpha-amino aldehyd&surnal of Organic Chemistry, 1987.
52 p. 2361-2364.

145. Azuma, H., Tamagaki, S., Ogino, Ktereospecific total syntheses of sphingosine and
its analogues from L-serindournal of Organic Chemistry, 20@h: p. 3538-3541.

146. Veerapen, N., Leadbetter, E.A., Brenner, MR, L.R., Besra, G.SSynthesis of a
novel alpha-galactosyl ceramide haptenated-lipidtigen, a wuseful tool in
demonstrating the involvement of iNKT cells in ph@duction of antilipid antibodies.
Bioconjugate Chemistry, 20101: p. 741-747.

147. Crich, D., Cali, F., Yang, FA stable, commercially available sulfenyl chloride the
activation of thioglycosides in conjunction withlver trifluoromethanesulfonate.
Carbohydrate Research, 20883 p. 1858-1862.

148. Figueroa-Perez, S., Schmidt, R.Rotal synthesis of alpha-galactosyl cerebroside.
Carbohydrate Research, 20828 p. 95-102.

149. Plettenburg, O., Bodmer-Narkevitch, V., WofigH., Synthesis of alpha-galactosyl
ceramide, a potent immunostimulatory ag&aturnal of Organic Chemistry, 200&Z:

p. 4559-4564.

150. Nicolaou, K.C., Dolle, R.E., Papahatjis, Dahd Randall, J.LRractical synthesis of
oligosaccharides. Partial synthesis of avermectia. Bournal of American Chemical
Society, 1984106 p. 4189-4192.

151. Morita, M., Motoki, K., Akimoto, K., Natori, .T Sakai, T., Sawa, E., Yamaji, K.,
Koezuka, Y., Kobayashi, E., Fukushima, Btructure-activity relationship of alpha-
galactosylceramides against B16-bearing mideurnal of Medicinal Chemistry,
1995.38: p. 2176-2187.

152. Hadd, M.J., Gervay, JGlycosyl iodides are highly efficient donors undheutral
conditions.Carbohydrate Research, 19820 p. 61-69.

153. Lemieux, R.U., Hendricks, K.B., Stick, R.V.andes, K.,Halide lon Catalyzed
Glycosidation Reactions. Syntheses of alpha-link&idaccharides. Journal of
American Chemical Society, 197%/7: p. 4056-4062.

215



154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Toba, T., Murata, K., Nakanishi, K., Takahadbi, Takemoto, N., Akabane, M.,
Nakatsuka, T., Imajo, S., Yamamura, T., Miyake Awnoura, H. Minimum structure
requirement of immunomodulatory glycolipids for gweninant Th2 cytokine
induction and the discovery of non-linear phytoggiisine analogsBioorganic and
Medicinal Chemistry Letters, 200X7: p. 2781-2784.

Sakai, T., Ehara, H., Koezuka, 8ynthesis of NBD-alpha-galactosylceramide and its
immunologic propertieOrganic Letters, 1999 p. 359-361.

Vo-Hoang, Y., Micouin, L., Ronet, C., Gachel, Bonin, M.,Total enantioselective
synthesis and in vivo biological evaluation of avelo fluorescent BODIPYa-
galactosylceramideChemBioChem, 2003 p. 27-33.

Dubreuil, D., Pipelier, M., Micouin, L., Lecdu T., Lacone, V., Bonneville, M.,
Lependu, J., Turcot-Dubois, A.-L(W0O2008047174A1) Alpha-Galactosylceramide
analogs, their methods of manufacture, intermediedenpounds useful in these
methods, and pharmaceutical compositions contairtimgm W.1.P. Organization,
Editor. 2008. p. 1-113.

Ren, C.-T., Tsai, Y.-H., Yang, Y.-L., Zou, WMVu, S.-H., Synthesis of a
Tetrasaccharide Glycosyl Glycerol. Precursor to calypids of Meiothermus
taiwanensis ATCC BAA-400ournal of Organic Chemistry, 200/2: p. 5427-5430.
Szabo, Z.A., Herczeg, M., Fekete, A., Batta, Borbas, A., Liptak, A., Antus, S.,
Synthesis of three regioisomers of the pentasaatdgrart of the Skpl glycoprotein
of Dictyostelium discodeuriietrahedron : Asymmetry, 20020: p. 808-820.
Upadhyay, P.K., Kumar, P.,A Concise synthesis of (2S,3S,4S)-2-
(Hydroxymethyl)pyrrolidine-3,4-diol (LAB1gynthesis, 201A.8: p. 3063-3066.
Sharpless, K.B., Amberg, W., Bennani, Y.L.is@ino, G.A., Hartung, J., Jeong, K.-
S., Kwong, H.-L., Morikawa, K., Wang, Z.-M., Xu, DZhang, X.-L.,The Osmium-
Catalysed Asymmetric Dihydroxylation : A New Ligafdass and a Process
ImprovementJournal of Organic Chemistry, 19%X: p. 2768-2771.

Ishikawa, T., Fletcher, H.G.JFhe synthesis and solvolysis of some D-glucopysdnos
bromides having a benzyl group at Cdaurnal of Organic Chemistry, 196%4: p.
563-571.

Paget, C., Mallevaey, T., Speak, A.O., TorlkesFontaine, J., Sheehan, K.C., Capron,
M., Ryffel, B., Faveeuw, C., Leite de Moraes, MatE F., Trottein, F.Activation of
invariant NKT cells by toll-like receptor 9-stimtga dendritic cells requires type |

interferon and charged glycosphingolipidsimunity, 200727: p. 597-609.

216



164. Bialecki, E., Macho Fernandez, E., Ivanov,Paget, C., Fontaine, J., Rodriguez, F.,
Lebeau, L., Ehret, C., Frisch, B., Trottein, F.y&ésuw, C. Spleen-Resident CD4 and
CD4 CD8alpha Dendritic Cell Subsets Differ in Théibility to Prime Invariant
Natural Killer T Lymphocyte2LoS One, 201%6: p. €26919.

165. Olson, F., Hunt, C.A., Szoka, F.C., Vail, WRapahadjopoulos, DRreparation of
liposomes of defined size distribution by extrusloough polycarbonate membranes.
Biochimica et Biophysica Acta, 197957: p. 9-23.

166. Szoka, F.J., Papahadjopoulos, ®»qgcedure for preparation of liposomes with large
internal aqueous space and high capture by revplsese evaporationProceedings
of the National Academy of Sciences of the Unit¢dte€s of America, 19785 p.
4194-4198.

167. Corpet, D.E., Parnaud, G., Delverdier, M.ffEBeiG., Tache, SConsistent and fast
inhibition of colon carcinogenesis by polyethylegigcol in mice and rats given
various carcinogensCancer Research, 20@D: p. 3160-3164.

168. Gupta, A.K., Curtis, A.SSurface modified superparamagnetic nanoparticlesifag
delivery: interaction studies with human fibrobksh culture.Journal of Materials
Sciences, 2004.5: p. 493-496.

169. Uster, P.S., Allen, T. M., Daniel, B. E., Mead C. J., Newman, M. S., Zhu, G. Z.,
Insertion of poly(ethylene glycol) derivatized pbloslipid into pre-formed liposomes
results in prolonged in vivo circulation timeEBS Letters, 199@&86 p. 243-246.

170. Papahadjopoulos, D., Allen, T. M., Gabizon, Mayhew, E., Matthay, K., Huang, S.
K., Lee, K. D., Woodle, M. C., Lasic, D. D., Redama C. and et al.Sterically
stabilized liposomes: improvements in pharmacoliseand antitumor therapeutic
efficacy. Proceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of
America, 199188: p. 11460-11464.

171. Dos Santos, N., Allen, C., Doppen, A-M., ArentM., Cox, K.A.K., Gallagher, R.C.,
Karlsson, G., Edwards, K., Kenner, G., Samuels, Wegbb, M.S., Bally, M.B.,
Influence of poly(ethylene glycol) grafting denstyd polymer length on liposomes:
Relating plasma circulation lifetimes to proteimding. Biochimica et Biophysica-
Acta, 20071768 p. 1367-1377.

172. Espuelas, S., Thumann, C., Heurtault, B., Behu., Frisch, B.Influence of ligand
valency on the targeting of immature human derdritells by mannosylated

liposomesBioconjugate Chemistry, 20089: p. 2385-2393.

217



173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

Taylor, P.R., Gordon, S., Martinez-Pomares, Tlhe mannose receptor : linking
homeostasis and immunity through sugar recognitiends in Immunology, 2005.
26 p. 104-110.

Napper, C.E., Drickamer, K., Taylor, M.Egllagen binding by the mannose receptor
mediated through the fibronectin type Il domaiochemical Journal, 200895 p.
579-586.

Sallusto, M.A., Cella, M., Danieli, C., Laneachia, A., Dendritic cells use
macropinocytosis and the mannose receptor to cdretenmacromolecules in the
major histocompatibility complex class I compartmelown regulation by cytokines
and bacterial productslournal of Experimental Medicine, 19982 p. 389-400.
Engering, A.J., Cella, M., Fluitsma, D., Brbakis, M., Hoefsmit, E.C., Lanzavecchia,
A., Pieters, J.,The mannose receptor functions as a high capacitg hroad
specificity antigen receptor in human dendritic Isel European Journal of
Immunology, 199727: p. 2417-2425.

Ingalls, R.R., Golenbock, D.TCD11c/CD18, a transmembrane signaling receptor
for lipopolysaccharideJournal of Experimental Medicine, 19981 p. 1473-1479.
Castro, F.V.V., Tutt, A.L., White, A.L., Teeg, J.L., James, S., French, R.R,,
Glennie, M.J. CD11c provides an effective immunotarget for theegation of both
CD4 and CD8 T cell responsdsuropean Journal of Immunology, 2038: p. 2263-
2273.

Ihanus, E., Uotila, L.M., Toivanen, A., VarM,, Gahmberg, C.GRed cell ICAM-4
is a ligand for the monocyte/macrophage integrinl@EYCD18: characterization of
the binding sites on ICAM-4&lood, 2007109 p. 802-810.

van Broekhoven, C.L., Parish, C.R., Demanggl, Britton, W.J., Altin, J.G.,
Targeting dendritic cells with antigen-containingpdsomes: a highly effective
procedure for induction of anti-tumor immunity afed tumor immunotherapyCancer
Research, 20044 p. 4357-4365.

Janeway, C.A.J.Approaching the asymptote? Evolution and revolutiom
immunology.Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Bigio$989.54: p. 1-
13.

Blasius, A.L., Beutler, Bintracellular toll-like receptors.Immunity, 2010.32: p.
305-315.

Akira, S., Uematsu, S., Takeuchi, Bathogen recognition and innate immuniBell,
2006.124: p. 783-801.

218



184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

Roth, A., Espuelas, S., Thumann, C., Frisch, ®huber, F.Synthesis of thiol-
reactive lipopeptide adjuvants. Incorporation intposomes and study of their
mitogenic effect on mouse splenocyBieconjugate Chemistry, 20045: p. 541-553.
Hogquist, K.A., Jameson, S.C., Heath, W.R.wéafd, J.L., Bevan, M.J., Carbone,
F.R., T cell receptor antagonist peptides induce posisigkection.Cell, 1994.76: p.
17-27.

Dos Santos, N., Allen, C., Doppen, A.M., AentM., Cox, K.A., Gallagher, R.C.,
Karlsson, G., Edwards, K., Kenner, G., Samuels, Webb, M.S., Bally, M.B.,
Influence of poly(ethylene glycol) grafting denstyd polymer length on liposomes:
relating plasma circulation lifetimes to proteinniing. Biochimica and Biophysica
Acta, 20071768 p. 1367-1377.

Bendelac, A., Savage, P.B., Teyton,Tlhe biology of NKT cellsAnnual Review of
Immunology, 200725 p. 297-336.

Thomann, J.S., Heurtault, B., Weidner, S.,y8raM., Beyrath, J., Fournel, S.,
Schuber, F., Frisch, BAntitumor activity of liposomal ErbB2/HER2 epitopeptide-
based vaccine constructs incorporating TLR agorasts mannose receptor targeting.
Biomaterials, 201132: p. 4574-4783.

Dufresne, ., Desormeaux, A., Bestman-Smith, Gburde, P., Tremblay, M.J.,
Bergeron, M.G.,Targeting lymph nodes with liposomes bearing aintAHDR Fab'
fragmentsBiochimica et Biophysica Acta, 1999421 p. 284-294.

van Broekhoven, C.L., Parish, C.R., Demanggl, Britton, W.J., Altin, J.G.,
Targeting dendritic cells with antigen-containingpdsomes: a highly effective
procedure for induction of antitumor immunity amd fumor immunotherapyCancer
Research, 200464 p. 4357-4365.

Hemmi, H., Takeuchi, O., Kawai, T., Kaisho, $ato, S., Sanjo, H., Matsumoto, M.,
Hoshino, K., Wagner, H., Takeda, K., Akira, &, Toll-like receptor recognizes
bacterial DNA.Nature, 2000408 p. 740-745.

Heurtault, B., Gentine, P., Thomann, J.S.hBa€., Frisch, B., Pons, FDesign of a
liposomal candidate vaccine against Pseudomonasgieonsa and its evaluation in
triggering systemic and lung mucosal immun®parmaceutical Research, 208

p. 276-285.

Ignatius, R., Mahnke, K., Rivera, M., Hong, ksdell, F., Steinman, R.M., Pope, M.,

Stamatatos, LPresentation of proteins encapsulated in stericaifbilized liposomes

219



194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

by dendritic cells initiates CD8(+) T-cell resposs@ vivo.Blood, 200096: p. 3505-
3513.

Taneichi, M., Tanaka, Y., Kakiuchi, T., Uchida, Liposome-coupled peptides induce
long-lived memory CD8 T cells without CD4 T celsoS One, 201(: p. €15091.
Macho Fernandez, E., Chang, J., Fontaine, Bilecki, E., Rodriguez, F.,
Werkmeister, E., Krieger, V., Ehret, C., Heurtault, Fournel, S., Frisch, B.,
Betbeder, D., Faveeuw, C., Trottein, Rctivation of invariant Natural Killer T
lymphocytes in response to the alpha-galactosyloeta analogue KRN7000
encapsulated in PLGA-based nanoparticles and meamtigles. International Journal
of Pharmaceutics, 201423 p. 45-54.

Stirnemann, K., Romero, J.F., Baldi, L., RobBr, Cesson, V., Besra, G.S., Zauderer,
M., Wurm, F., Corradin, G., Mach, J.P., MacdondidR., Donda, A.,Sustained
activation and tumor targeting of NKT cells usingC®1d-anti-HER2-scFv fusion
protein induce antitumor effects in mickmurnal of Clinical Investigation, 200818

p. 994-1005.

lyoda, T., Ushida, M., Kimura, Y., Minamino,,Kdayuka, A., Yokohata, S., Ehara,
H., Inaba, K. Invariant NKT cell anergy is induced by a strongR-@ediated signal
plus co-stimulationlnternational Immunology, 201@2: p. 905-913.

Chang, W.S., Kim, J.Y., Kim, Y.J., Kim, Y.S.ee, J.M., Azuma, M., Yagita, H.,
Kang, C.Y., Cutting edge: Programmed death-1/programmed deagfand 1
interaction regulates the induction and maintenaédanvariant NKT cell anergy.
Journal of Immunology, 200881 p. 6707-6710.

Parekh, V.V., Lalani, S., Kim, S., Halder, Rzuma, M., Yagita, H., Kumar, V., Wu,
L., Kaer, L.V.,PD-1/PD-L blockade prevents anergy induction andagrtes the anti-
tumor activities of glycolipid-activated invarialKT cells.Journal of Immunology,
2009.182 p. 2816-2826.

Rouser, G., Fkeischer, S., Yamamoto, Awo dimensional then layer
chromatographic separation of polar lipids and deteation of phospholipids by
phosphorus analysis of spotspids, 19705: p. 494-496.

Takayama, M., Itoh, S., Nagasaki, T., TanimizuA new enzymatic method for
determination of serum choline-containing phosghidB. Clinica Chimica Acta,
1977.79: p. 93-98.

220



202. Bohlen, P., Stein, S., Dairman, W., UdenfrigddFluorometric assay of proteins in
the nanogram rangeArchives of Biochemistry and Biophysics, 197235 p. 213-
220.

221



222



223



7 Christophe EHRET

~ Synthése de nouveaux ligands du
récepteur CD1d : applications a la
vaccination anti-tumorale

17
a
~
>
7]
171
<
a
D
°

L'objectif de cette thése a été d'optimiser la réponse immunitaire anti-tumorale induite par les cellules
dendritiques (DC) et les cellules iNKTs, en réponse a la prise en charge du KRN7000 (a-galactosyl-céramide) par
la molécule CD1d située sur les DCs. Le premier axe de travail visait a synthétiser de nouveaux analogues du
KRN7000, en fonctionnalisant la position C6 du sucre et en greffant un groupement phényle sur I'une des chaines
grasses. Les études in vitro ont montré que les modifications apportées par rapport au KRN7000 n'ont pas altéré
la prise en charge des molécules obtenues par les DCs. Dans tous les cas, une sécrétion de cytokines a pu étre
observée. Des études complémentaires visant a décrire le profil cytokinique in vivo sont en cours. Le second axe
a consisté en la mise au point d’'une stratégie de vectorisation du KRN7000 afin de favoriser sa présentation aux
DCs, en l'associant a des molécules d'intérét comme un peptide spécifique d'une tumeur, une molécule de
ciblage des DCs ou des ligands des TLRs. Dans les conditions utilisées, le phénoméne d'anergie induit
classiquement par I'administration répétée du KRN7000 n’'a pas pu étre levé. Cependant, nous avons montré
d’'une part que le KRN7000 vectorisé dans les liposomes est toujours pris en charge par les cellules dendritiques,
et d'autre part qu'une réponse immunitaire se traduisant par la production de cytokines par les cellules iINKTs est

induite.

Mots clés :. a-galactosyl-céramide - cellules dendritiques - cellules iINKTs - vectorisation — ciblage des

cellules dendritiques - liposomes

The aim of this project was to optimize the anti-tumor immune response induced by dendritic and iNKTSs cells, in
response to KRN7000 (a-galactosyl-ceramide), which interacts with CD1d molecule situated on DCs. At first we
synthesized new analogues of KRN7000, by functionalizing the C6 position of the carbohydrate moiety and by
grafting a phenyl group on one of the fatty chain. In vitro studies indicated that chemical modifications of
KRN7000 did not alter its interaction with CD1d. In all cases, cytokine secretion was observed. Further studies
are in progress to describe the in vivo cytokine profile. In a second step, we developed liposomal constructs
incorporating KRN7000 to optimize its presentation to DCs. Some constructions containing KRN7000 were able
to associate a peptide, a targetting molecule of DCs or TLR ligands. Even if the anergy phenomenon induced by
repeated administrations of KRN7000 could not be regulated by the use of liposomes, we have shown that
encapsulated KRN7000 is still supported by DCs and that an immune response resulting in cytokines secretion by

iINKT cells is induced.

Keywords : a-galactosyl-ceramide — dendritic cells — INKT cells — drug delivery systems — DCs

targeting - liposomes
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