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Introduction

Les cellules dendritiques permettent de passer d’'une réponse immunitaire non
spécifique a une réponse immunitaire spécifique. L'efficacité des cellules dendritiques
dans leur role de sentinelle est due a la grande diversité des récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires exprimés a leur surface.

Pour augmenter l'interaction faible entre une unité glycosidique et ce récepteur,
des ligands mutlivalents sont nécessaires. Différentes structures existent : glycoclusters,
glycopolymeres, glyconanoparticules, et enfin les glycodendrimeéres.

Ces derniers peuvent étre divisés en 3 catégories suivant la place de leurs
éléments saccharidiques : soit au coeur du dendrimere, soit au coeur et sur l'enveloppe

de celui-ci, soit seulement sur son enveloppe.
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Introduction

I. Immunologie

A.Les cellules dendritiques et le systeme immunitaire inné (cf.

Figure 21)

1. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules essentielles pour les systemes
immunitaires inné et adaptatif. Elles sont situées principalement au niveau des
barrieres de 1'organisme avec l'extérieur, en d'autres termes, les muqueuses et la peau.
Elles n'y représentent que 1 a 3% des cellules mais c'est suffisant pour déclencher une
réponse immunitaire efficace. On les retrouve en plus petite quantité dans le sang
(environ 1% des leucocytes circulants) et dans les organes lymphoides.
Elles font partie des cellules présentatrices d'antigenes et sont les seules cellules

capables d'activer les lymphocytes T naifs et ainsi d'induire une réponse primaire? 3.

Chez 'Homme, on les classe en deux sous-types* : les DC myeloides, appelées
aussi conventionnelles (mDC ou cDC), et les DC plasmacytoides (pDC). Les mDC ont une
population beaucoup plus hétérogene que les pDC, elles comprennent les cellules de

Langerhans, les DC des organes lymphoides, les DC du sang et les mDC interstitielles.

Les cellules dendritiques posseédent de multiples récepteurs, différents états
(immatures ou matures, cf. Figure 1°) qui permettent une prise en charge complete des

pathogenes et qui seront discutés plus en détail dans ce chapitre.

Figure 1 - A gauche, cellule dendritique immature; a droite, cellule
dendritique mature.
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Introduction

2. Les cellules dendritiques et le systeme immunitaire inné

Les cellules dendritiques circulent dans le sang pour se positionner dans les
tissus. A ce stade 13, elles sont dites immatures pour refléter leur état ou leur capacité
d'endocytose est importante. Elles peuvent reconnaitre des motifs moléculaire associé a
des pathogénes (PAMP - Pathogen-associated molecular patterns) grace a leurs
différents récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs - Pattern
Recognition Receptors). Parmi eux, on peut noter la famille des récepteurs de type Toll
(TLR - Toll-Like Receptors)® 7, le récepteur mannose® et le récepteur CD14°. En
réponse, elles vont relacher des cytokines, tel que de l'interferon a, qui activeront les
macrophages, les cellules NKT (Natural Killer T) et les cellules NK (Natural Killer) afin
qu'elles attaquent le pathogénel. Il s'agit de la réponse du systeme immunitaire dit inné.
Ce processus, rapide, est néanmoins de courte durée et non spécifique. Il sert de

premiere barriére aux pathogénes en attendant une réponse plus spécifique?®.

_'-,-_l‘ o] ntigene Maturation
> B~ e ] = Migration
Systéme N » o ,\2 w g
immunitaire , 7 Antigene (\_\
inné / : \
1 DC Immature \ Présentation d'antigene
b !
RO @ /
\ Cytokines /
LT CD8 MF NK NKT >,
S s
~ - Organe

Lymphoide

Lymphocyte
activation

Figure 2 - Différents réles des DC en particulier dans le systeme immunitaire inné (LT pour Lymphocytes T et
MF nour macronhagse).

20



Introduction

B. Les cellules dendritiques et le systeme immunitaire adaptatif (cf.

Figure 71)

1. Capture et présentation de I'antigene

Les cellules dendritiques dites immatures sont présentes au niveau de toutes les
barrieres de l'organisme avec l'extérieur. Elles capturent continuellement des
pathogenes (comme les bactéries, les parasites ou les toxines situés dans les tissus)
grace a de multiples récepteurs différents assurant ainsi une capture et une réponse
immunitaire efficaces.
Différents processus d'endocytose ont été remarqués suivant la nature et le type
cellulaire de l'antigenell 12, 13,14, Celui-ci peut étre capturé soit par phagocytose, par
pinocytose ou bien par endocytose a récepteur tel que des lectines de type C (cf. Figure
3). Contrairement au dernier, les deux premiers ne sont pas spécifiques, ils internalisent
le fluide intracellulaire. Ils se distinguent par la taille des vésicules impliquées dans
I'endocytose : on commence a parler de phagocytose pour des diametres de vésicules

supérieurs a 250 nm, et de pinocytose pour ceux inférieurs a ce diametre.

Phagocytosis Pinocytosis Receptor-mediated
eNaOCYtosis
”
L . solid panticle Ll ¢ -
* -
@ - - .
.0

|/ *
Pseudopodium ¥ Coated pit *Receptor

@ @ Coat protein <

F".h;;-'r'.:’)ﬂ"' Vesicle

(food vacuole)

Coated vesicle

Figure 3 - Différents processus d'endocytose.

L'antigéne internalisé est ensuite envoyé vers les voies de protéolyse qui vont le
découper en peptides. Ceux-ci vont se diriger vers le compartiment de classe II ou se
trouve la molécule du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH II) pour
s'y lier et se présenter a la surface de la cellule en tant que CMH II-peptide (cf. Figure

415),
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2. Maturation des cellules dendritiques et présentation antigénique
Dans le réticulum endoplasmique, le CMH II est protégé des peptides endogenes
jusqu'a la fin de son assemblage par une protéine appelée CD74, Li, ou encore chaine
invariante. Une partie de Li peut se lier a de la myosine II qui encourage 1'exportation du
CMH II hors du réticulum endoplasmique vers le compartiment de classe Il ou se
trouvent les fragments peptidiques de l'antigene. La myosine II n'est alors plus utilisée

pour aider a la mobilité de la cellule, faisant diminuer la vélocité de cette derniere.

Lorsque le CMH II a atteint son but, la myosine II est libérée entrainant une
hausse de la mobilité de la cellule. Par ailleurs, sous I'effet de cathepsine S (une protéase
lysosomale), une partie de Li va se cliver, laissant seulement un fragment appelé CLIP
(Class II-associated invariant chain peptide) sur le CMH II. Il sert a préserver ce dernier
d'interactions avec des fragments peptidiques endogénes jusqu'a l'intervention de
I'HLA-DM qui permettra aux fragments exogeénes de s'y lier (Figure 415). Enfin, le
complexe CMH Il-peptide est transféré a la surface de la cellule ou il est exprimé de

fagon stable.

Protéines CD4 || TcR
exogenes
'z

m )

Cathepsines

I Compartiment de classe |l

CMH Il

Figure 4 -Présentation antigénique par le CMH II d'une DC.
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La capture d'antigene entraine des phases de ralentissement de la cellule dues a
la formation de complexes Li-myosine II. Ces phases permettent a la cellule de jongler
efficacement entre mobilité et capture efficace d'antigenes durant leur période
immature.

Juste apres l'activation, il existe une courte durée durant laquelle la synthése et
I'association de Li-myosine II est accélérée entrainant un fort ralentissement de la
cellule et une capture d'antigene maximale. Ce phénoméne permet d'accumuler a la
surface de la cellule une quantité considérable du complexe CMH II-peptide pour étre
mieux reconnu par la suitele.

S'ensuit une forte diminution des capacités d'endocytose au profit de la mobilité de la
cellule. Les cellules dendritiques changent d'apparence (cf. Figure 1 et Figure 5), elles

sont alors appelés matures et se dirigent vers les organes lymphoides.

Figure 5 - Cellule dendritique mature.

3. Les lymphocytes T CD4 et présentation antigénique des cellules
dendritiques matures

Les lymphocytes T se classent en deux catégories suivant la molécule accessoire

qu'ils expriment : lymphocytes T CD8 et les lymphocytes T CD4.
Les lymphocytes T CD4, appelés aussi lymphocytes T auxiliaires, s'occupent des
pathogenes extracellulaires. Environ un sur un million de ces lymphocytes seulement
ont la méme spécificité, la probabilité que I'un d’eux trouve un antigéne exogene est
alors plutét faible. Ils sont ainsi regroupés dans les organes lymphoides ou ils
reconnaissent des fragments spécifiques qui leurs sont présentés par les cellules

dendritiques via leur CMH II.

Les cellules dendritiques matures se dirigent donc vers les organes lymphoides

ou une forte concentration de lymphocytes T CD4 les attend. Bousso et al. se sont
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intéressés aux interactions entre ces deux entités en utilisant un microscope laser a
deux photons (TPLSM - two-photon laser scanning microscopy)'’. Cette technique leur a
permis l'acquisition d'images en 3 dimensions d'un ganglion lymphatique contenant des
cellules dendritiques et des lymphocytes T, tous deux fluorescents. Le signal généré est
enregistré dans des plans focaux successifs. Le processus est répété toutes les 10-30
secondes sur une période de quelques heures afin de générer un film en rassemblant
toutes les informations multidimensionnelles. Cette technique est de plus en plus
utilisée pour I'observation de comportement dynamique in vivols.

En absence d'antigenes a présenter, une cellule dendritique interagit avec 500 a
5000 lymphocytes T distincts par heurel®. Cela explique comment, méme en faible
nombre, les cellules présentatrices d'antigénes peuvent tout de méme atteindre les
rares lymphocytes T spécifiques aux pathogenes présentés et déclencher une réponse
immunitaire adaptative. Les lymphocytes T ne s'arrétent pas complétement, juste
décélerent le temps d'un contact de 3-5 minutes avec la cellule.

Lorsque les cellules dendritiques sont porteuses d'antigénes, deux modes
d'interactions ont été observés. Un premier ou les contacts sont transitoires, pas plus de
10 minutes. Ils ressemblent fortement aux interactions sans antigenes bien que, dans ce
cas 13, une partie déclenche une activation des lymphocytes T. Dans l'autre mode, les
contacts sont beaucoup plus longs et stables, se maintenant pendant toute la durée de
I'acquisition, c'est-a-dire entre 20 et 60 minutes. Vu la stabilité de ces contacts, Bousso
et al. ont supposé que leurs durées pouvaient aller de 2 a 24 heures. Ce sont ces

interactions qui provoquent une forte activation des lymphocytes T.

4. Réponse immunitaire

L'activation des lymphocytes T CD4 spécifiques entraine leur clonage, ramenant

transitoirement leur proportion a 1 sur 1000. Ces lymphocytes migrent jusqu'aux tissus
abimés puis sécrétent des cytokines permettant l'activation des macrophages, des

cellules NK, amplifiant ainsi la réponse spécifique contre un pathogene.

Les lymphocytes T CD8, appelés aussi lymphocytes T cytotoxiques, s'occupent

des pathogenes intracellulaires. Ils inspectent les antigénes endogenes des cellules qui
sont présentés au niveau du CMH I de cette derniére. Lorsqu'il en reconnait un dont il
est spécifique, il déclenche I'apoptose de la cellule.
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Cependant ce mode de fonctionnement ne peut expliquer le fait que des antigenes
venant de cellules tumorales, les cellules infectées par un pathogene ou méme des
cellules apoptiques soient présentées par le CMH I. Des pathogenes exogenes sont bien

traité par le CMH I. C'est ce qu'on appelle la présentation croisée (cf. Figure 615)20.21,

L'antigéne échappe a la dégradation lysosomale par translocation au cytosol pour
étre dégradé par les protéasomes. Les fragments peptidiques résultant sont transportés
dans le réticulum plasmique grace a une protéine de transport d'antigéne (TAP). Le
complexe CMH I-peptide est alors présenté a la surface de la cellule. Les lymphocytes T
CD8 vont pouvoir reconnaitre le fragment se diviser et se différencier pour pouvoir

lyser directement les cibles.

Similairement aux lymphocytes T, peu de lymphocytes B reconnaissent le méme

épitope d'antigene. Ils sont donc concentrés dans les ganglions lymphatiques en
attendant que des cellules dendritiques leurs aménent des antigénes. Par contre, cette
fois-ci, la structure tertiaire et quaternaire du déterminant antigénique de I'antigéne est
importante pour la reconnaissance par les lymphocytes B. L'antigene ne peut donc pas

étre découpé en fragment peptidique et présenté a la surface de la cellule. Le role de la
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Figure 6 - Présentation croisée d'un antigéne par le CMH I d'une DC.
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cellule dendritique s'arréte a un role de livreur d'antigéne.

Une fois le contact avec l'antigéne fait, le lymphocyte B bloque ses récepteurs BCR. S'il
entre en contact avec un lymphocyte T CD4 et les cytokines des lymphocytes T, il se
divise et se différencie. Dans le cas contraire, il revient a son état précédent. Les
lymphocytes B se différencient en plasmocytes, ils produiront des anticorps qui

neutraliseront le pathogene initial.

Lorsque l'infection est passée, c'est-a-dire qu'il n'y a plus d'antigéne libre
stimulant les lymphocytes, le systeme immunitaire entre dans une phase de
développement de la mémoire. Le remplacement de 'antigéne libre par un complexe
antigene/anticorps entraine un changement de signal lors de son interaction avec les
lymphocytes B spécifiques. De plus, des changements dans la surface d'interaction des
lymphocytes T et B et des cytokines entrainent un changement de différenciation des

lymphocytes B en lymphocytes B mémoire. Ainsi, lors d'une seconde infection de

I'antigene, ces derniers auront mémorisés les propriétés de l'antigéne et créeront une

réponse immunitaire plus rapide, plus longue et plus intense?22.

26



Introduction

Systeme
— . . .
Immunitaire
. =TT i T adaotatif
~— Capture d'antigéne Maturation = _
Migration >

2 >
ﬂ \/\ N
C S \

\

\
Cytokines / \
/ |
A 4 Organe ll

- .
Lymphoide
LT = = (8 4
G @ /
\ O] Y

Lymphocyte Mature | 4
activation

Figure 7 - Différents roles des DC en particulier dans le systéme immunitaire adaptatif (LT pour Lymphocytes
T et MF pour macrophage).

C. DC-SIGN

Y

L'efficacité des cellules dendritiques dans leur réle de sentinelle est due a la
grande diversité des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires exprimés a
leur surface. Mise a part les récepteurs de type Toll, ils possédent aussi des récepteurs
de lectine de type C (CLRs) dédiés spécifiquement a la reconnaissance de pathogenes
ayant des motifs glycosylés. Parmi eux, DC-SIGN (Dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) a attiré beaucoup d'attention durant la
décennie passée de part leur role dans la transmission du virus HIV aux cellules T. En
effet, c'est un récepteur souvent pris en otage par d'autres pathogenes pour échapper a
la réponse immunitaire. Plus récemment, il a été identifi¢é comme participant a la

modulation de la réponse immunitaire.
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1. Structure Globale
DC-SIGN, aussi appelé ‘cluster of differentiation 209’ (CD209), est une protéine
transmembranaire organisée en nano-domaines et distribuée aléatoirement sur la
membrane plasmique des cellules dendritiques. Elle est composée de trois parties (cf.

Figure 823) :

» une région cytoplasmique courte impliquée dans le transport de la lectine vers la

surface, la signalisation et l'internalisation du pathogéne ;

» une région transmembranaire permettant d'insérer la lectine dans la membrane;

et

» un domaine extracellulaire étendu (EDC) projetant un récepteur tétramérique
jusqu'a 320 A au-dessus de la surface de la cellule, comme un piége pour de
potentiels pathogenes. Chaque branche est divisée en deux régions distinctes
tant structurellement que fonctionnellement, une région coudée, et un domaine
de reconnaissance de motifs saccharidiques dépendant du calcium (CRD) qui est

le coeur du processus de reconnaissance des molécules par DC-SIGN.
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Figure 8 - A droite, domaine d'organisation de DC-SIGN ; a gauche, agrandissement de 'EDC.
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2. Interactions avec des ligands glycosylés
Le CRD de DC-SIGN est dépendant du calcium, il contient 3 sites occupés en
interaction avec le calcium (cf. Figure 9.A.) et des motifs tri-peptidiques EPN (Glu-Pro-
Asn) qui explique la spécificité du récepteur pour les groupes mannosylés (Man), N-

acétylglucosamines (GlcNAc), glucosylés (Glc) et L-fucosylés (Fuc)?4.

A B
/'/
M4 M3 mg G
| xj\p—. ~ DC-SIGN binding site _ g Va!
G5 L4 s il in the CRD
o

Figure 9 - A. Emplacement des 3 calcium (Cal, Ca2 et Ca3) du CRD de DC-SIGN ; B. Agrandissement
du site 2 du CRD de DC-SIGN

Le calcium situé au site 1, c'est-a-dire le site auxiliaire, est nécessaire pour la
bonne orientation du site d'interaction primaire, le site 2, sans lui, aucune interaction
n'est possible2>, Le calcium situé au site 3 est localisé tout pres du site 1 et toutes les
chaines latérales de ce site coordinant avec le calcium et donc participent a la formation

du site 126,

Le calcium situé au site 2 se coordine avec le ligand (cf. Figure 9B.)24. Pour un
fragment mannosylé ou contenant une N-acétylglucosamine, la coordination se fait via
leurs groupements hydroxy équatoriaux 3 et 4. (cf. Figure 10.A.24). Dans le cas d'un
fragment fucosidique, l'accroche se fait par les groupements hydroxy équatorial 3 et
axial 4 avec en prime des interactions de van der Waals entre le groupement hydroxy 2

et le résidu Val 351 de la protéine (cf. Figure 10.C.27).

29



Introduction

Pour les oligosaccharides contenant ces fragments, comme Lewis X, il a été montré que
ces contacts sont complétés par un réseau d'interactions hydrogéne et de van der Waals
avec les résidus d'acides aminés de la protéine (Glu 347, Asn 349, Glu 354, Asn 365).

Ce phénomeéne peut étre étendu aux ligands hautement mannosylés. Ils interagissent
non seulement avec les résidus terminaux mais aussi les résidus internes qui s'étirent le
long du site actif (cf. Figure 10.B.23). C'est une caractéristique assez rare chez les lectines
de type C, la plupart comme la protéine A, n’interagissent qu'avec le terminal glycosylé

de leur ligand, le reste ne touchant pas la protéine.

GIcNACY A
gy Vu':._)\' [

Figure 10 - A. Interaction entre DC-SIGN et un ligand mannosylé ; B. Interaction entre les résidus internes de
DC-SIGN et un ligand ; C. Interaction entre DC-SIGN et un ligand fucosylé.

L'affinité glycosidique pour le CRD du DC-SIGN est faible (le Kp est de 1'ordre du
mM). Cependant 1'oligomérisation de la lectine en tétramere et les ligands hautement
glycosylés permettent d'avoir une avidité plus importante (Kp de 1'ordre du nM) (cf.

Figure 11). La multivalence est donc nécessaire dans la reconnaissance des ligands.

D.Les cellules dendritiques et la vaccination

Pour déclencher la réponse immunitaire adaptative, il faut que 1'antigene soit en
nombre suffisant et qu'il ait assez d'éléments glycosylés sur sa membrane. Il arrive que

certains antigenes, comme certaines cellules cancéreuses, puissent agir impunément en
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restant en dessous de ce seuil. Ainsi, depuis les années 90, les cellules dendritiques ont
été utilisées dans des essais cliniques comme médiateurs cellulaires pour la vaccination

de patients atteints de cancer.
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Figure 11 - A. Interaction faible du pathogéne avec une lectine de faible
densité de population et faiblement exprimée ; B. Interaction forte du
pathogéne avec une lectine de haute densité de population générée par
une surexpression et une oligomérisation.

1. Les cellules dendritiques et les essais cliniques

Les réponses cliniques, basées sur le taux de réponse objectif ont été décevantes,
n'excédant que rarement 15%. De nombreux types de cancer ont été ciblés depuis les
années 90 mais seulement quatre ont réussi a atteindre la phase III des essais cliniques :
le mélanome malin, le cancer de la prostate, les tumeurs gliales malignes et le cancer du
rein.

La vaccination basée sur les cellules dendritiques est bien tolérée lorsqu'elle est
utilisée en monothérapie. On peut le voir par la rareté des patients utilisant cette
méthode développant les grades 3 et 4, respectivement les effets indésirables séveres et
mortel d'apres les critéres communs de terminologie des effets indésirables de l'institut
national de cancérologie des Etats-Unis (CTCAE)?28.

Les traitements actuels tel que Sunitinib ou Temsirolimus entrainent une chute
importante de la qualité de vie des patients tant au niveau physique que moral. En effet,
ces traitements provoquant des effets indésirables de grades 3 ou 4 a hauteur de 67%
des patients, une surveillance rapprochée et pesante doit étre mise en place?. Au
contraire, 1'absence de toxicité substantielle et l'intervalle d'administration espacé de la

vaccination basée sur les cellules dendritiques permettent une qualité de vie maintenue.
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Leonhartsberger et al. ont fait I'un des rares rapports sur ce sujet et confirme cela a

partir de 55 patients atteints du cancer du rein3°.

La réponse immunitaire adaptative est bien enclenchée chez de nombreux

patients et ce méme pour des cancers avancés pour lesquels on attendait plutot une
réponse immunitaire moins importante avec la vaccination basée sur des cellules
dendritiques. D'apres I'étude de Draube et al, ce traitement suscitait une réponse
immunitaire spécifique chez 77% des patients avec un cancer de la prostate et 61% de
ceux avec un cancer du rein?8.

Malgré ce pourcentage important, lorsqu'on regarde les indicateurs habituels tels que la
réponse objective tumorale, correspondant a la regression ou la non évolution de la
tumeur des patients sous traitement, les résultats bien que réels sont faibles et
similaires, dans certains cas, aux traitements usuels. Par exemple, 5 a 8 % des patients
d'essais cliniques recensés jusqu'en 2014 atteints d'un mélanome malin atteignent une
réponse objective tumorale, ce qui est similaire au mélange dacarbazine/ipilimumab (5

a 15%), un traitement standard pour ce type de cancer3l.

Anguille et al. ont réuni tous les essais cliniques publiés sur les vaccins basés sur

les cellules dendritiques pour les quatre types de cancer qui nous préoccupent et pour

lesquels le taux global de survie a été calculé3l. On entend par taux global de survie, la
durée entre la date du diagnostic ou du début du traitement et la mort du patient. A part
deux essais, on observe une augmentation d'au moins 20% de la médiane du taux global
de survie sachant que 20% est la barre usuellement utilisée pour établir une
amélioration clinique significative32. Parmi eux, sipuleucel-T (Provenge®, Dendreon,
Seattle, WA) est en phase III contre le cancer de la prostate fait passer la médiane du
taux global de survie de 21.7 a 25.8 mois soit une amélioration de 4.1 mois. Sur la base
de 1'avantage de survie malgré le peu de patients ayant une réponse objective (inférieur
a 5%), Sipuleutel-T a été la premiere immunothérapie approuvée par 1'US FDA (United
States Food and Drug Administration) pour le cancer de la prostate et reste la seule
depuis 20103334,

Le faible taux de réponse objective montre bien une méconnaissance dans la

compréhension de la réponse immunitaire nécessaire pour éliminer le cancer. Il est
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indispensable d'étudier ces phénomenes et en paralléle de trouver une meilleure facon

d'évaluer l'efficacité des essais cliniques.

2. Préparation des cellules dendritiques ex vivo et in vivo
Les vaccins basés sur les cellules dendritiques peuvent étre préparés de
différentes manieres. La plupart des essais ont été faits sur des cellules dendritiques

autologues auxquelles on aurait introduit ex vivo 1'antigene de la tumeur ou un dérivé

peptidique de celui-ci, et re-administrées aux patients avec ou sans agents
chimiothérapeutiques3> 36 37, Parmi les nombreux exemples, on peut noter celui du
Sipuleucel-T, Provenge®, le premier médicament de ce type a avoir eu l'autorisation de
1'US FDA. Les cellules dendritiques extraites sont mises en présence d'une protéine de
fusion constituée d'un antigéne présent dans 95% des cellules cancéreuses de la
prostate, la phosphatase acide prostatique, et d'un facteur aidant la maturation des
cellules dendritiques, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor)38.
Ce type de manipulation de cellules dendritiques est limité par certains facteurs, tel que
le prix élevé et le temps de fabrication long dii a la personnalisation des traitements. Le
traitement mentionné cofte, par exemple, 93 000$3°. Le risque d'infection élevé des
patients n'est pas a négliger, c'est I'un des problémes les plus importants puisque les
patients cancéreux peuvent étre déja immuno-compromis et sensibles a diverses

infections.

Une alternative, plus directe et moins laborieuse, est la manipulation des cellules

dendritiques in vivo, c'est-a-dire leur amener directement I'antigene afin de les activer

et de les charger de ce dernier. Deux stratégies peuvent étre poursuivies : l'interaction
avec des ligands naturels d'un récepteur ou l'exploitation d'un anticorps contre un
récepteur.

Les anticorps reconnaissent leur cible avec une grande spécificité et affinité,
permettant d'éviter la neutralisation du ligand par d'autres types de cellule. L'efficacité
du ciblage n'est pas diminuée et n'entraine pas les effets secondaires sous-jacents. Des
essais ont été effectués avec des anticorps contre certains récepteurs d'endocytose des
DCs modifiés pour inclure un antigene. Ils ont donné une importante activation des

lymphocytes T CD4* et CD8+*, 400 fois supérieure aux pinocytoses habituelles*9.
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Cependant, il est plus difficile de combiner tous les acteurs d'une vaccination basée sur

les cellules dendritiques contrairement aux ligands naturels*1.

La manipulation des cellules dendritiques in vivo en est encore a ses débuts et n'a
pas été expérimenté sur les humains. Néanmoins des exemples prometteurs de vecteurs
ont été expérimentés sur des rats comme ceux de Li et al composés soit de
nanoparticules de chitosane*? soit d'un adénovirus*3, auxquels ils ont ajouté une
immunotoxine contre un récepteur surexprimé lors de gliomes malins (EphA2),

EphrinA1-PE38, et de la GM-CSF.
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II. Structures multivalentes

A. Multivalence

La reconnaissance spécifique d'éléments glycosylés par des protéines est essentielle a la
régulation de 1'activité cellulaire tel que 1'endocytose. Malheureusement, l'interaction
entre une unité glycosidique et un récepteur est faible (K,=103-104 M). Dans les
systemes biologiques, cette faiblesse est contournée par des interactions

multivalentes*4.

1. Définition

Deux phénomenes sont liés a la formation de liaisons non covalentes : la
coopérativité et la multivalence. La coopérativité se définit par la dépendance de
l'interaction de différents ligands monovalents sur des récepteurs multivalents. Quand
on prend l'exemple d'une protéine, l'interaction du premier ligand entraine une
modification de sa conformation rendant I'affinité d'un deuxiéme ligand pour un autre
récepteur plus importante, effet agoniste, ou moins importante, effet antagoniste. Par
contre, la multivalence met en jeu des interactions simultanées entre ligands et

récepteurs tous deux multivalents®.

Dans un premier temps, si on simplifie le probleme en prenant un ligand
multivalent et un récepteur monovalent, l'interaction entre les deux pourrait étre
similaire au cas d'un ligand monovalent. Cependant, il a été observé et maintenant
admis que, méme dans ce cas 13, une réassociation statistique peut donner un effet de
multivalence et augmenter 1'affinité de l'interaction de facon non-négligeable (cf. Figure

12)46,
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s Miie

Figure 12 - Principe de réassociation stastique.

Si on regarde ensuite ces interactions dans leur milieu biologique ou elles sont au
coeur des processus, de nombreux mécanismes d'interactions existent et peuvent se
produire simultanément. Ainsi, une meilleure compréhension des différentes
contributions individuelles est nécessaire pour comprendre 1'effet de multivalence dans

sa globalité. Parmi les effets, 1'effet poly-électrolytique n'est pas abordé ici.

2. Effet de concentration / Effet statistique

Le concept de concentration effective (Cetf) a été proposé il y a pres de 60 ans
pour expliquer l'effet chélate de complexes métalliques observé alors*’. Il n'a été
appliqué aux interactions multivalentes que plus tard#8 49,
Ce terme est utilisé pour différencier les interactions inter- et intramoléculaires, et
prendre en compte la proximité ligand/récepteur dans l'interaction de deux entités
connectées chacun par un espaceur. Cela représente donc leur probabilité de rencontre
mais aussi une concentration physique réelle d'un des ligands d'une entité par rapport a
I'autre entité>0. La molarité effective est le terme plus général utilisé, représentant le

ratio des constantes d'association des processus intra- sur intermoléculaire®1.

La modélisation de l'interaction entre un ligand et un récepteur tous deux
bivalents permet de simplifier I'explication (cf. Figure 13).

La premiere interaction entre les deux éléments est nécessairement
intermoléculaire. La deuxieme, quant-a-elle, peut étre soit intermoléculaire avec un
autre ligand soit intramoléculaire (association chélate) avec le second épitope.

Suivant I'espaceur entre les deux épitopes, la concentration locale autour du récepteur,
c'est-a-dire la concentration effective, peut étre plus ou moins importante que la

concentration globale de la solution (Csol).
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Si Cefr << Csol, 'association intermoléculaire sera
favorisée. C'est le cas pour des espaceurs trop
petits pour permettre au second épitope

d'atteindre le site de liaison.

Inversement, si Cefr>> Csol, 1a seconde association

' ’ sera préférentiellement intramoléculaire. En

c Ceol effet, le second épitope est plus proche du second
e eff 7
Tt site de liaison via la premiere interaction,
/\/‘ augmentant ainsi leur probabilité de rencontre.
Figure 13 - Principe de l'effet de

concentration.

3. L'effet "chélate" / Association chélate
L'association chélate ou effet chélate est l'interaction simultanée de plusieurs

épitopes d'un ligand multivalent avec un récepteur grace a l'orientation semblable entre

les deux (cf. Figure 14).

Seule la premieére interaction (intermoléculaire) colite de I'entropie
translationnelle et rotationnelle, les suivantes, intramoléculaires, en sont exemptes.
Cette entropie favorable n'est que partiellement compensée par le cofit énergétique dii

a la rigidité conformationnelle du ligand multidentate et de l'orientation de chaque

épitope, il en résulte un gain d'affinité non-négligeable3s.

550 leas

Figure 14 - Principe de " I'effet chélate".

Une variation de cet effet est la présence d'un second site de liaison. Ce site secondaire

présente souvent des affinités, ou méme des spécificités, différentes.
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4. Clustering de récepteurs
L'effet cluster se base sur le fait que les récepteurs sont libres de diffuser le long
de la paroi membranaire. Du fait de cette mobilité, lorsqu'un ligand se lie a un
récepteur, les autres récepteurs du méme type peuvent venir et former un cluster,

favorisant ainsi l'interaction avec des ligands supplémentaires (cf. Figure 15)52 53,

‘oo
SO e Y'Y

Figure 15 - Principe de clustering de récepteurs.

B. Structures glycosylées multivalentes

Il existe une multitude de structures glycosylées multivalentes synthétiques essayant de
recomposer l'importante diversité des architectures naturelles. La structure de ces
entités, c'est-a-dire leurs valences (nombre d'éléments glycosylés accrochés), leurs
densités et leurs topologies, influence significativement les caractéristiques de
l'interaction (affinité et mécanisme) de part leur présentation plus ou moins efficace
des motifs terminaux.

Elles peuvent étre catégorisées en glycocluster, glycopolymeére, glyconanoparticule, et
glycodendrimere (cf. Tableau 1). Seulement quelques exemples significatifs seront

discutés ici.
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Tableau 1 - Différentes catégories de strutures glycosylées multivalentes.
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1. Glycoclusters
Les glycoclusters sont des structures multivalentes qui ne présentent pas d'unités
de répétition. Les éléments glycosylés sont accrochés sur des molécules

multifonctionnelles formant ainsi le coeur.
Parmi ces structures, les cyclodextrines>% 5556 et les calixarénes>7-58.59,60 gnt été
trés exploitées du fait de la variabilité de la taille de leur cycle et de la possibilité de

l'inclusion de molécules organique dans leurs cavités.

Les cyclodextrines, sont des oligosaccharides cycliques constitués de six, sept ou huit

unités de a-1,4-D-glucopyranoside appelés respectivement «, 3, y (cf. Figure 16). Les
hydroxy de la cyclodextrine ont des réactivités différentes (les alcools primaires et les
hydroxy placés en 2 et 3), faisant pointer dans des directions différentes les molécules
liées a eux, formant ainsi deux faces. Un exemple donné par Fulton et al. est la
photoaddition d'une per-2,6-diallyl-3-cyclodextrine avec du [(-D-thioglucose pour

donner un glycocluster avec 70% de rendement (cf. Figure 17).

g OH %ﬁ
Ho_ 0 OHoé% ﬁ*ﬂ*&j} %
HO~—S OH
ﬁz\ 5 % \ﬁgH %
o HO oHO )
O Lo 4 (0]

OH © o a2
HO OH (6]
(6]
H OH OH
OH/ O
OH
Hd %Fb

Figure 16 - Différentes cyclodextrines: a, §3, v.
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Figure 17 - Photoaddition d'une per-2,6-diallyl-3-cyclodextrine.

Les calixarénes, quant-a-elles, sont généralement constituées de quatre, six ou huit
unités benzéniques cycliques mais elles peuvent étre plus grandes®l. Ils existent
différentes configurations par calixaréne, I'exemple de celui a 4 unités est représenté en
Figure 18, il comporte le cone, le cone partiel, le 1,2-alterné et le 1,3-alterné. La calix-
[6]-arene de Vidal et al. est un bon exemple de ce type de glycocluster : elle a permis
d'introduire des éléments saccharidiques via des bras espaceurs d'éthylene glycol (cf.

Figure 19)62.

-

/
OH OH oH HO OH OH OH

Coéne Cone partiel

1,2-alterné 1,3-alterné

Figure 18 - Différentes calixarenes : Cone, cone partiel, 1,2-alterné et 1,3-alterné.
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HO
HO—HO HO

Figure 19 - Glycocluster développé par Vidal et al..

Les cyclopeptides sont aussi trés utilisés comme structures multivalentes®3. 64,
Bossu et al. a synthétisé de nombreux glycoclusters grace a des cyclisations de peptides
comportant un certain nombre de lysines protégées, dans son cas 4 ou 6. Ces acides
aminés sont déprotégées puis fonctionnalisés par des sérines protégés. Leur
déprotection permet d'avoir les fonctions aminoalcools qui seront oxydées en aldéhyde
grace a du périodate de sodium (NalO4). S'ensuit une ligation oxime avec des résidus
oxyamines afin de donner différents glycoclusters avec des rendements allant de 65 a

80% (cf. Figure 20 pour un glycocluster mannosylé).
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Figure 20 - Exemple de glycocluster mannosylé synthétisé par Bossu et al..

2. Glycopolymeres
Les glycopolymeéres sont des polymeres auxquels sont accrochés des éléments
glycosylés. Malgré un controdle de la taille des entités via le ratio monomere/catalyseur,
leur distribution reste statistique. Plus le polymere a une masse importante, plus il est
difficile a purifier et a analyser par MALDI. Sans cette masse exacte, le manque de

reproductibilité limite 1'application thérapeutique de ce type de structure.

Ces molécules peuvent étre polymérisées par différents procédés et sont souvent
catégorisées grace a cela®®6’. En voici quelques unes :
» la Polymérisation par Ouverture de Cycle (ROP) dont celle par métathése (ROMP
- Ring-Opening Metathesis Polymerization), et
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» la CLRP (Controlled/Living free-Radical Polymerization), c'est-a-dire :

o la Polymérisation contrélée par les nitroxydes,

o la Polymérisation Radicalaire contrélée par Transfert d'Atome (ATRP),
utilisant une catalyse avec un métal de transition qui fournit un équilibre
entre une forme active propageante et une forme dormante favorisée du
polymeére réduisant les réactions secondaires, et

o la Polymérisation Radicalaire controlée par Transfert de chalne Réversible
par Addition-Fragmentation (RAFT), utilisant des agents de transfert de
type thiocarbonylthio.

Deux manieres de fonctionnalisation existent : soit avant la polymérisation en passant
parla syntheése d'un glycomonomere®8 69 soit apres’% 71.72.73, Contrairement a ce dernier,
les glycomonomeres permettent une architecture mieux définie avec l'assurance que
tous les monomeres comporteront un élément saccharidique, ainsi aucun probléme de
géne stérique ne sera rencontrée’+ 75, Néanmoins, les glycopolymeres formés seront

moins faciles a caractériser structurellement en fin de polymérisation.

La polymérisation de type ROMP grace a un bicycle insaturé a été tres développée
depuis le développement de la métathese et des catalyseurs de Grubbs. Parmi les
multiples exemples, Okoth et al. ont polymérisé 1'ester de N-hydroxysuccinimide de
l'acide bicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxylique en utilisant un catalyseur de Grubbs de
troisiéme génération. S'ensuit 1'accrochage du lien amine-azoture et une cycloaddition
azoture-alcyne catalysée par du cuivre (CuAAC) avec un sucre propargylé pour donner

le glycopolymere représenté en Figure 2176,
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Figure 21 - Schéma de synthése d'un glycopolymére synthétisé par Okoth et al..

Tanaka et al. ont synthétisé plusieurs glycomonomeéres suivant la méthode
"d'activation de Shoda" précédemment inventée par le méme groupe de recherche’”.
Cette méthode utilise du chlorure de 2-chloro-1,3-diméthylimidazolinium dans une
solution aqueuse basique pour activer directement 'hydroxyle en position anomérique
sans avoir a protéger préalablement le saccharide. Cette sélectivité est due au pKa plus
faible du groupement hydroxyle de 1'hémiacétal anomérique comparé aux autres
groupes hydroxyles’8 79,80 S'ensuit 1'attaque nucléophile de 1'azoture de sodium. Une
CuAAC avec une acrylamide propargylée intervient juste
avant la polymérisation par RAFT en présence d'un
initiateur, le 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-
dimethylvaleronitrile) (V-70), et d'un agent de transfert de
chaine de type thiocarbonylthio, le 2-benzyl
sulfanylthiocarbonylsulfanyl éthanol et de 1'acrylamide pour

former le glycopolymére. Le schéma de synthése est

Figure 22 - Représentation
d'un des glycopolyméres
synthétisés par Tanaka et al..
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représenté en Figure 23 pour deux exemples de saccharides : du lactose et un N-glycan.
Un pourcentage de 7.2% de la partie saccharidique a pu étre insérée. Une

représentation du glycopolymere final est montrée en Figure 2277.
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Figure 23 - Glycopolymeéres synthétisés par Tanaka et al.

3. Glyconanoparticules (GNP)
Les glyconanoparticules sont des éléments glycosylés immobilisés sur une
particule inorganique de taille nanomérique. Elles forment une glycocalyx synthétique

définie chimiquement avec une forme globulaire. Les structures peuvent étre repérées
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par leur bande d'absorption caractéristique : 521 nm pour celles en or et 420 nm pour
celles en argent.

Les nanoparticules d'or 81,82.83,84,85,86 87 gont les plus utilisées. L'application des

nanoparticules a ce domaine date seulement de 2001 avec la fonctionnalisation par de
la Fuente et al. de nanoparticules d'or avec des glycoconjugués d'intérét biologique, le
disaccharide de lactose ou le trisaccharide Lewis X®8. Ces structures ont assemblé une

centaine de résidus glycosylés sur une particule de 2 nm sous forme globulaire.

La méthode de fabrication de ces objets est toujours d'actualité : en présence de
glycoconjugués thiolés, du sel d'or (HAuCls) est réduit soit par du tétrahydruroborate
de sodium (NaBH4)8°, méthode directe, soit par du citrate de sodium/perchlorate de
sodium chauffé??, La taille, I'aspect et la composition des GNP peuvent étre ajustés en
ajoutant des thiols non conjugués tout en restant dans des données statistiques. Des
propriétés peuvent étre ajoutées en additionnant des ligands thiolés tel que des
molécules fluorescentes. On peut directement utiliser les éléments saccharidiques dans
une solution d'amidon en ajoutant de la soude pour étre en présence d'ion AuCl*. Cette
espece oxydera I'élément saccharidique, réduit préalablement par le NaBH4, en I'acide

carboxylique correspondant??.

Cluster de Au, Ag, AuCu,
Fe:0.@Au

Figure 24 - SAM (self-assembled monolayer) d'oligosaccharides thiolés sur des nanoparticules de
différente sorte (X= peptides, protéines, anticorps, sondes fluorescentes, complexes de Gadolinium).
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La nature de la nanoparticule peut étre modifiée pour obtenir des
glyconanoparticules ayant des propriétés différentes comme semi-conductrices et
magnétiques. Ainsi, il existe des glyconanoparticules d'argent 9% 93. 94 = de Fe30a4
recouvert d'or (désigné sous la forme Fe304@Au)??, de MnFe 04@Au®>, de Fe304/Fe203
(cf. Figure 24)96.97. 98 Parmi elles, on peut noter celle d'Eising et al. qui ont greffé deux
différents glycoconjugués sur des nanoparticules d'argent par réduction (cf. Figure

25)9.
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Figure 25 - Glyconanoparticule d'argent synthétisé par Eising et al.

Celles comportant de I'oxyde de fer permettent d'avoir des applications dans l'imagerie
par résonnance magnétique, le traitement de tumeurs et la vectorisation de
médicaments. Le rendement, la taille et la distribution de ces tumeurs sont contrdolés en
partie par la maniére de les synthétiser (co-précipitation, décomposition thermale, ...) et

sont récapitulés par Lu et al.100,
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Du fait de leur manque de monodispersité, les glycopolymeres et les
glyconanoparticules sont exclues de notre projet. Les glycodendrimeéres sont les plus
appropriés pour avoir une valence importante tout en ayant une structure bien définie.

Cette structure sera étudiée plus en détail par la suite.
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III. Glycodendrimeéres

A. Définitions, notions de base

Les dendrimeres ont été synthétisés pour la premiere fois en 1985 par deux groupes

indépendants : Tomalia et al.101 et Newkome et al.192, Depuis ce jour, l'intérét dans les

structures dendritiques n'a fait qu'augmenter.

Les dendrimeres sont des structures monodisperses présentant des motifs de

répétition. IIs sont bien définis méme pour des générations supérieures a 3. Ils sont

composés d'un coeur multifonctionnel ayant au moins deux extrémités de branches

avec une fonction réactive. Celles-ci serviront a une nouvelle ramification, appelée

génération, Go représentant le coeur multifonctionnel (cf. Figure 26103).

Decorations/End-points/

Termini \

Branching point

Focal point
CORE
G1
G2
Y J G3
Dendron J
Dendrimer

Figure 26 - Structure d'un dendrimére.
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Les motifs de répétitions partant de ce coeur sont appelés dendron. Leur structure
globale rappelle un arbre d'ou leur nom d'origine grecque "dendr".
Les glycodendriméres sont les structures analogues comportant des éléments

glycosylés.
1. Synthese divergente/Synthése convergente
Deux stratégies peuvent étre poursuivies lors de la synthese de

glycodendrimeres.

La syntheése divergente (cf. Figure 27), correspond a la construction d'un

glycodendrimere a partir du coeur jusqu'aux extrémités. La purification est assez
compliquée du fait des délétions multiples qui peuvent se produire. Plus la génération
est importante, plus la géne stérique peut empécher le couplage des générations
suivantes, ainsi une purification est nécessaire a chaque génération afin de vérifier
l'intégrité du produit.

Cette technique permet d'essayer d'aller rapidement au maximum des générations

possibles.

Figure 27 - Schématisation du principe de synthése divergente de dendrimére,
du coeur a la surface (X=coeur du dendrimére et Z= surface du dendrimere).

La synthése convergente (cf. Figure 28), quant-a-elle, correspond a la

construction d'un glycodendrimére en partant des dendrons le constituant vers le
coeur. Elle a été développée par Hawker et al. pour permettre une purification et une
caractérisation plus facile de chaque dendronl%. Cependant, de la géne stérique peut
intervenir lors de la synthése du dendron ou du couplage final avec le coeur, ainsi un
bon compromis de la génération voulue par rapport a la géne stérique engendrée doit

étre fait pour éviter une perte importante de produit et de temps.
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Figure 28 - Schématisation du principe de synthése convergente de
dendrimeére, des dendrons vers le coeur (Y= point focal et Z= surface du

dendrimere).

2. Composition
Les glycodendrimeres peuvent étre divisés en 3 catégories suivant la place de
leurs éléments saccharidiques : soit au coeur du dendrimere (cf. Figure 29.A.), soit au
coeur et sur I'enveloppe de celui-ci (cf. Figure 29.B.), soit seulement sur son enveloppe
(cf. Figure 29.C.).
Les structures dendritiques du premier cas ne possedant pas d'éléments saccharidiques

sur leurs enveloppes, ne sont pas aptes a I'étude des interactions multivalentes et donc

ne seront pas développées ici.

Figure 29 - Les trois catégories de glycodendrimeres : A. les glycodendrimeres avec un coeur glycosylé ; B.
Les dendrimeéres basés deulement sur des éléments glycosylés et C. les dendrimeres n'ayant qu'une

enveloppe glycosylée.
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B. Glycodendrimeéres entierement basés sur des éléments

glycosylés

Les éléments glycosylés offrent une information 3D importante due a la chiralité de
presque tous les carbones. La diversité de telles structures a été calculée par Laine et al.
grace a un exemple de 6 éléments de bases, soit 6 acides aminés, soit 6
monosaccharides!%, I1 a constaté qu'il existait plus de 1.05x1012 possibilités
d'hexasaccharides branchés tandis qu'il y avait pres de 108 fois moins d'hexapeptides

possibles.

1. Glycodendrimeres a base d'éléments glycosylés construits par
glycosylation

La glycosylation semble le moyen le plus puriste de construire un dendrimeére
entierement composé d'éléments glycosylés. La glycosylation directe de tous les
hydroxyles adjacents d'un monosaccharide n'est pas possible, généralement un bras
espaceur de deux ou trois carbones au minimum est ajouté. La premiére structure
remarquable est le glucoside appelé "octopus” de Lindhorst et al. du fait de son design
imitant des tentacules!% 107, 'étape clef consiste en une per-allylation et une per-
hydroboration du glucoside avant de le per-glycosyler. Différentes structures ont été
synthétisées avec de bons rendements, allant de 64 a 86%. La méthode est explicitée

sur I'exemple d'un allyl a-D-glucose en Figure 31.

Chaque glycosylation demande une certaine optimisation, OBnyg,,
-0
ce qui peut étre acceptable pour des générations peu importantes BI;OC&QH
n

mais devient de plus en plus critique lors de l'augmentation de SEt

Figure 30 - Donneur

celles-ci. Un des points clefs d'une glycosylation est le choix du jis¢ par wang etal.

donneur. Un exemple assez éloquent est que le simple changement
du trichloroacétimidate (cf. molécule I sur la Figure 31) en un donneur armé
thioglycoside (cf. Figure 30), supposé plus réactif par Wang et al, a fait chuter le

rendement a 9% de la glycosylation quantitative vue précédemment198,
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Figure 31 - Synthese de I'octopus de Lindhorst, basé sur un allyl a-D-glucose - a : TBABr, NaOH 30%, allyl
chloride, 72% ; b : i. 9-BBN, THF, ii. NaOH, H202, 97%, c : TMSOTf, DCM, quant ; d : NaOMe, MeOH, 82%.

Bien que le concept d'octopus permettait d'atteindre une valence importante
rapidement, il est difficilement exploitable pour des dendrimeres de génération
supérieure a 2. L'utilisation d'un nombre restreint des positions du monosaccharide est
alors naturellement poursuivie. Colonna et al. ont ainsi décrit la préparation d'un
dendrimeére de valence 12 de maniere convergente (cf. Figure 32)199. Deux séries de
deux glycosylations faites en position 3 et 6 de l'accepteur ont donné le dendron de
génération 1 trisaccharidique puis celui de génération 2 heptasaccharidique recherché.
Un espaceur portant une fonction amine est prévu sur ce dernier pour permettre son
accrochage final au coeur du dendrimere, le N,N',N"-Tris(carboxymethyl)-1,3,5-

benzenetricarboxamide.

Aux problémes déja soulevés par les étapes de glycosylation dans la synthese de
glycodendrimeres, s'ajoute celui de I'utilisation intensive de groupements protecteurs
nécessaires pour obtenir la régio- et stéréosélectivité recherchées. En effet, sur des
molécules de génération importante, la compléte protection/déprotection et

glycosylation de toutes les fonctions est difficile a terminer. La géne stérique se fait de
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plus en plus importante, amenant des probléemes dans le choix des conditions de
réaction de la glycosylation et des purifications nécessaires et difficiles a chaque étape.
Le nombre d'étapes n'est pas négligeable et pousse a chercher d'autres méthodes de

synthése de glycodendrimeres.
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Figure 32 - Synthése d'un glycodendrimére avec trois branches heptasaccharidiques - a : i. TMSOTf, DCM, 4A
mol. sieves, 63%, ii. BzCl, CsHsN, 98%, iii. TFA, DCM, 80% ; b : AgOTf, 4A mol. sieves, DCM, 79% ; c: i. I, TfOH,
NIS, 39%, ii. TFA, DCM, 61%, iii. 12, TfOH, NIS, 28%, iv. Hz, 10% Pd/C, MeOH/DCM, 20% ; d : N,N',N"-
Tris(carboxymethyl)-1,3,5-benzenetricarboxamide, DCC, HOBt, DCM/DMF, 8%.
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2. Glycodendrimeres a base d'éléments glycosylés construits par
couplage peptidique

Le lien inter-glycosidique structurant le glycodendrimeére peut étre substitué par
un peptidique. Lindhorst et al. ont proposé un systeme de bloc constructeur
saccharidique de type AB2 qui laisse une position libre pour de futures modifications!19,
Ce bloc repose sur la modification sélective de deux positions d'un monosaccharide, la

position anomérique et 'hydroxyle primaire, et leurs protections orthogonales.
Plusieurs exemples ont été exécutés par ce groupe de recherchelll 112, [a
position anomérique d'un acide glucuronique acétylé est substituée par un groupement
azoturé tandis que la position hydroxyle primaire est couplée avec un aminotriester
commercial. Une réaction de Staudinger modifiée suivit d'un couplage peptidique avec
différents acides aminés protégés par des groupements N- fluorenylmethoxycarbonyl

(Fmoc) donne le bloc constructeur (cf. Figure 33).
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J\/\NHFmoc AcOM— \g/\/NHFmoc

Figure 33 - Synthése d'un monomeére de glycopeptidodendron - a : DIC, HOBt, DCM, 12h, 53% ; b : DIC, HOBt,
PMes, THF, 0°C-rt, 12h, 68%.

Le groupement tert-butyle est facilement clivable par 1'acide trifluoroacétique
(TFA) et purifiable par phase inverse sur HPLC pour donner le tri-acide carboxylique.
Celui-ci est soit couplé avec le monosaccharide final pour donner la génération 0, soit
avec le bloc constructeur préalablement déprotégé du Fmoc puis avec le

monosaccharide final pour donner la génération 1 (cf. Figure 34).
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Figure 34 - Synthése de la génération Go et G1 du glycopeptidodendron - a : i. TFA, CzH4Clz, 3h, 79%, ii. HATU,
DIPEA, DMF, 6h, 50%.

\ﬂo/\/ NHFmoc

C. Glycodendrimeres enveloppés d'élements glycosylés

La structure glycodendrimérique la plus répandue est celle comportant des éléments
saccharidiques seulement sur son enveloppe. Il existe des structures assez particulieres

dont certaines commercialement disponibles.

1. Glycodendrimeres basés sur le Poly(amidoamine) (PAMAM)
PAMAM est I'une des premieres structures synthétisées par Tomalia et al.101, sous
le nom de Starburst, elle a donné naissance aux dendrimeéres. Leur utilisation s'est
beaucoup développée ces dernieres années du fait de sa disponibilité commerciale!!3
114,115,116 1] existe tout un panel de groupements fonctionnels de surface mais aussi de
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coeur alkyl-diamine (2, 4, 6, 12 carbones), bien que I'éthyléne diamine soit le plus utilisé
et le plus facilement disponible en stock. Les générations en vente vont de 0 (Go) a 10
(G1o0) sachant que, par exemple, 5g de PAMAM éthyléne diamine en G2 (valence 16)

colite 644 euros chez Sigma Aldrich117.

La synthese se fait en deux étapes : une double addition de Michaél entre le coeur
et de l'acrylate de méthyle résultant a une demi-génération se terminant par des
groupements ester; et un couplage avec la méme molécule que le coeur pour finir la

génération et obtenir des terminaisons en amines (cf. Figure 35). Ces étapes sont

réitérées jusqu'a avoir le nombre de générations voulu.

Figure 35 - Synthése d'un dendrimere PAMAM de génération Gz.
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Parmi les nombreux groupes qui ont exploité cette structure, notons celui auquel
appartient Cloninger qui a synthétisé une librairie de glycodendrimeres a base de
PAMAM de génération 2 a 6 (valence de 16 a 256) en utilisant la chimie des
isothiocyanates. Cette librairie utilise la méme méthodologie : la modification de I'amine
des éléments glycosylés par une fonction isothiocyanate via du thiophosgene, puis
'ajout de ces éléments au PAMAM grace a ses amines présentes en surface. Le nombre
de fonctionnalisation est déduit de la masse molaire moyenne obtenue par MALDI-TOF-
MS avant et apres désacétylation.

Les premiers essais, faits en 2011, fonctionnalisent les PAMAM par des TRIS-
mannosidel® : I'amine d'un TRIS (tris(hydroxymethyl)aminométhane) est protégé par
un groupement tert-butyloxycarbonyl (Boc) pour introduire trois fonctions
propargyles, puis déprotégé pour réagir avec du thiophosgéne. Des mannoses acétylés

et portant un azoture en position anomérique subissent une CuAAC avec ce dernier.
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Figure 36 - Fonctionnalisation d'un dendrimére PAMAM par des TRIS-mannoside.

Apres quelques essais, du 2-(2-isothiocyanatoethoxy) éthanol a du étre ajouté a la

fonctionnalisation des glycodendrimeres pour faciliter leur solubilité, ceux-ci n'étant
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plus soluble en solution tampon aqueuse a partir de la 3éme génération. IIs permettent
aussi de bloquer un certain nombre d'amines, diminuant la charge totale du dendrimeére
et adaptant le pH a I'étude d'interaction de lectine. Au vu de la taille du Tri-mannoside,
le 2-(2-isothiocyanatoethoxy) éthanol a d'abord était inséré (cf. Figure 36).

Les ajouts ont été faits 1'un apres l'autre pour pouvoir calculer le nombre moyen de
chaque élément glycosylé par glycodendrimere par MALDI-TOF-MS. D'apres les
résultats, toutes les fonctions disponibles sur le dendrimeére ne réagissent pas (de 15%

a 55%) mais cela reste un bon taux de fonctionnalisation.

La multiplication des exemples s'est donc poursuivie en changeant les éléments
glycosylés, avec du lactose modifié seul (cf. voie A Figure 37)119, avec un mélange de
galactose / lactose (cf. voie B Figure 37)120 et avec un mélange de galactose / GalNAc (cf.

voie C Figure 37)120,
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Figure 37 - Exemples de la librairie de glycodendriméres PAMAM développés par
Cloninger et al..

60



Introduction

2. Glycodendrimeres basés sur le Poly(propyléne imine) (PPI)

Une structure assez proche du PAMAM, le PPI, a aussi suscité beaucoup
d'exemplesl2l 122,123 : ]es branchements internes en amidoamine sont remplacés par
des amines tertiaires. Ils peuvent étre synthétisés en deux étapes : une double addition
de Michaél entre de l'acrylonitrile et de 1'éthyléne diamine, le coeur, résultant a une
demi-génération se terminant par des groupements cyano ; et une hydrogénation
hétérogene Raney/Cobalt pour finir la génération et obtenir des terminaisons amine (cf.

Figure 38). Ces étapes sont réitérées jusqu'a avoir le nombre de générations vouluel24,
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Figure 38 - Synthése d'un dendrimere PPI de génération Gz.
Gupta et al. ont utilisé cette structure pour =
. . . |
I'encapsulation de Sulfasalazin (SSZ), un anti- &__N
inflammatoire (cf. Figure 39)125. Le PPI de génération 5 HN_ 0O
7 7 7 = 7 3 3 - 7 //
a d'abord été synthétisé puis fonctionnalisé avec des L- o) \©\ \
fucose grace a un tampon d'acétate de sodium. La N
molécule d'intérét a enfin été emprisonnée dans la OH
structure du dendrimere par une longue agitation. HO™ ~O

Figure 39 - SSZ.
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3. Glycodendrimeres basés sur le 2,2-bis(hydroxy-methyl)propionic
acid (bis-MPA)

Les glycodendrimeres basés sur l'acide 2,2-bis(hydroxy-methyl)propionique
(bis-MPA) font partie d'un autre type de structure de glycodendrimeres en devenirl26,
IIs sont assez faciles a synthétiser ; néanmoins ils sont disponibles commercialement
sous le nom de Boltorn® jusqu'a la génération 4 (valence 64).

L'anhydride de l'acide isopropylidéne-2,2-bis(methoxy)propionique permet d'accéder
rapidement a l'alcyne et a I'azoture par condensation avec l'alcool approprié (cf. Figure
40). L'enléevement des groupements protecteurs acétonide par résine acide suivie d'une
acylation avec l'anhydride de départ permet la croissance des générations du dendron.
Une fois atteinte a la génération voulue, l'anhydride de départ est remplacé, par

exemple, par I'anhydride de I'acide pent-4-ynoique.
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Figure 40 - Synthése de dendrons a partir du bis-MPA.
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D'apres cette stratégie le groupe de Hawker a développé toute une librairie de
dendrimeres. Ils sont partis de deux dendrons distincts basés sur le bis-MPA127 ;
» un avec le groupement protecteur acétonide en périphérie et un alcyne au point
focal (cf. exemple A en Figure 40);
» un autre avec les groupements hydroxyles en périphérie et un azoture au point

focal (cf. exemple B en Figure 40).

Ces deux blocs permettent d'avoir une certaine latitude dans le choix de la
structure du dendrimere du fait de la stabilité des différentes fonctions et de la
sélectivité de la CuAAC. Des dendrons de générations 1 a 4 ont pu étre couplés
ensemble, mais cette technique a principalement permis la synthese de
glycodendrimeres de type Janus, c'est-a-dire le couplage de deux dendrons ayant des
fonctionnalités différentes.

Le groupe a ainsi réussi a faire un glycodendrimere reliant un dendron fonctionnalisé
par des mannoses et un autre avec des coumarines. En effet, une génération 4 protégée
par des acétonides avec au point focal un alcyne est couplé par CuAAC avec une
génération 1 libre portant un azoture au point focal. Une premiere acylation est faite
avec l'anhydride de l'acide pent-4-ynoique, ce qui permet de différencier les deux
dendrons et donc de déprotéger les fonctions hydroxyles de celui de génération 4. Deux
7-diéthylaminocoumarine modifiées avec un azoture sont alors ajoutées par CuAAC. Ce
qui laisse la place a une nouvelle acylation sur le dendron de génération 4 pour

introduire les mannoses périphériques par CuAAC (cf. Figure 41).
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IV. Conclusion

Les cellules dendritiques permettent de passer d’'une réponse immunitaire non
spécifique a une réponse immunitaire spécifique. L'efficacité des cellules dendritiques
dans leur role de sentinelle est due a la grande diversité des récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires exprimés a leur surface dont notre récepteur
cible, DC-SIGN.

Pour augmenter l'interaction faible entre une unité glycosidique et ce récepteur,
des ligands multivalents sont nécessaires. Différentes structures existent : glycoclusters,
glycopolymeres, glyconanoparticules, et enfin les glycodendrimeres. Ces derniers ont
I'avantage d'étre bien définis et de disposer d'une valence plus importante que celle que
les glycoclusters pourraient donner, c'est pourquoi cette struture est choisie.

Ces derniers peuvent étre divisés en 3 catégories suivant la place de leurs
éléments saccharidiques : soit au coeur du dendrimere, soit au coeur et sur l'enveloppe
de celui-ci, soit seulement sur son enveloppe. Pour l'interaction étudiée, seuleument ces

deux derniers sont possibles et vont étre essayées.
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Chapitre I.
Synthese des blocs

Une stratégie de synthése de glycodendrimeres pouvant étre appliquée a
différents monomeres et étre automatisée a été developpée. Elle repose sur la synthese
de trois types de blocs : un bloc Elongateur, un bloc Terminateur et une partie
saccharidique.

Leurs synthéses ont été développées sur 1'a-D-glucopyranoside de méthyle et

appliquées avec succes sur d'autres monomeres : le pentaérythritol et le D-mannitol.

67



68



Chapitre I - Synthese des Blocs

I. Projet

A. Choix des structures

Ce projet consiste au développement d'une stratégie de synthese d'un
glycodendrimere modele ayant une forte affinité pour DC-SIGN, pouvant étre appliquée

a différents monomeéeres.

Les générations ont été reliées par des couplages peptidiques afin d'affectuer la
synthése sur support solide. Plusieurs avantages en découlent, tout d'abord la
possibilité d'utiliser un synthétiseur de peptides pour la fabrication a grande échelle de
ces glycodendrimeres. La modification des branches des glycodendrimeres, en ajoutant
des acides aminés par exemple, et les purifications sont facilitées. Des structures
totalement différentes, ajustables et adaptées a des besoins spécifiques pourront ainsi

étre synthétisées.

La synthése requiert la préparation de blocs préparés a l'avance en phase
homogene. La synthése divergente a été choisie pour utiliser au maximum le support

solide et ainsi s'affranchir des purifications entre chaque réaction.

Le glycodendrimére se repose sur o \i/
I'assemblage de quatre parties : un bloc de j/
départ, un bloc Elongateur, un bloc Terminateur o
et une partie saccharidique. Les blocs NB/\/\OO °
proviennent d'un seul et méme monomere N3/\/ Omm
intermédiaire, comme l'exemple 7a issu de I' a- 7a
D-glucopyranoside de méthyle représenté en Figure 42 - Exemple d'une molécule

charniere, 7a, basée sur l'a-D-

Figure 42. glucopyranoside de méthyle.
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Pour éviter un grand nombre d'étapes, une expansion importante du dendrimeére
a été voulue, de ce fait, des monomeres hyperbranchés ont été choisis, avec au moins
quatre branches : trois similairement modifiées et une autre avec un acide carboxylique

protégé.

1. Bloc de départ
Le bloc de départ, en rouge sur la Figure 44, est composé d'un acide aminé, une
cystéine, et d'un bloc comportant un acide carboxylique et des amines protégés c'est-a-
dire le bloc Elongateur. Il est préparé directement sur le support solide grace au
placement du premier acide aminé sur la résine puis du couplage avec le bloc
Elongateur.

Ce bloc formera le coeur du glycodendrimere d'ot son nom de bloc de départ.

O' L'acide aminé permet a la fois d'espacer le support solide
de la struture multivalente, mais aussi d'offrir une
O 0 nouvelle fonction disponible pour une future
O SO:<NH fonctionnalisation supplémentaire du glycodendrimere,
N telle qu'un marquage fluorescent, donnant accés a un

O HO © glycodendrimeres de type Janus.

Figure 43 - Fmoc-Cys(Trt)-OH.

Le choix s'est porté sur une cystéine du fait que son thiol protégé permettra d'accéder a

une chimie différente de I'acide carboxylique.

2. Bloc Elongateur
Le bloc Elongateur, en bleu sur la Figure 44, est composé d'amines protégées par
des groupements Fmoc et d'un acide carboxylique protégé orthogonalement par un
tert-butyle. Cette stratégie Fmoc permet, lors de la synthése sur support solide, de
s'affranchir du clivage a 1'acide fluorhydrique associé a la stratégie Boc, lequel est
incompatible avec les glycodendrimeres voulus. En effet, 1'a-D-glucopyranoside de
méthyle, servant de monomere a certains glycodendrimeres envisagés, mais aussi les

fucosides mis par CuAAC sur support solide, ne tiendront pas a ce traitement.
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En déprotégeant les amines du dendrimeére de génération i, elles vont pouvoir
réagir avec l'acide carboxylique d'un autre bloc Elongateur ou bien d'un bloc

Terminateur suivant la génération voulue, donnant le dendrimeére de génération (i+1).

3. Bloc Terminateur
Le bloc Terminateur, en marron sur la Figure 44, est composé d'azotures et d'un
acide carboxylique protégé par un tert-butyle. Il tire son nom du fait que c'est le dernier
bloc mis pour finir 1'augmentation de génération, il donne ainsi la valence du
dendrimere.
Ces azotures permettent d'accrocher la partie saccharidique sur le dendrimere
via une CuAAC. Cette derniere est une réaction efficace, qui, au vu du nombre de

réactions simultanées a faire, permettra d'avoir des rendements convenables.

Ns Ns Ng
/ N3 /N3
N3 N3
O /N3
HN™ O
HN / HN Ng
0 Ng
\NS
HN
HN (0] H @] N3
STr/IN —N i ~N,
NH
HO® SO O Ny © N3
; @)
Bloc de départ N3
0 \
N3
Bloc Elongateur 3
N3

NH
\ N
NH 4
NH Q
@) N3
@) N,
Bloc Terminateur \ N3
T\ Ne e
N

3 Ny Ns

Figure 44 - Modéle de dendrimere synthétisé avec 3 parties : le bloc
de départ en rouge, le bloc Elongateur en bleu et le bloc
Terminateur en marron.
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B. Différents blocs de synthese choisis

L'interaction avec la cible choisie dépend de la structure du dendrimere, de ses
groupements de surface, de la méthodologie utilisée, ... 128 129 | ]| n'est pas rare de
trouver que la valence la plus élevée ne donne pas I'ICso la plus importante, dans
certains cas, une valence de 4 sera meilleure que 16 et dans d'autres cas, ce sera le
contraire!30, Cet effet peut étre di, par exemple, au rassemblement important des
éléments glycosylés, trop immobilisés pour interagir efficacement.

Il est ainsi nécessaire de diversifier les structures a analyser et de juger de la nécessité
d'augmenter en génération en regardant la difficulté a obtenir les blocs bien définis et

1'ICs final.

Le monomere doit étre plutét hydrophile et de compacité variable pour pouvoir
aérer plus ou moins le coeur du dendrimere. De ce fait, les monomeres choisis sont 1'a-
D-glucopyranoside de méthyle, le pentaérythritol et le D-mannitol.
Ces trois monomeres sont peu onéreux (250euros/kg pour le I'a-D-glucopyranoside de
méthyle!3!, 35euros/kg pour le pentaérythritol!32 et 105euros/kg pour le D-

mannitol?33). [Is possedent chacun des spécificités I'un par rapport aux autres.

OH L'a-D-glucopyranoside de méthyle (cf. Figure 45)
HO o) permettra d'avoir un dendrimeére final peut-étre plus soluble
HO oF que les autres structures prévues.
1a OMe ] posséde un alcool primaire qui permet d'effectuer une
Figure 45 - L'a-D- premiére étape de différenciation de branche sélectivite.
glucopyranoside de
méthyle. Les problémes d'anomérisation et de stéréochimie sont écartés

par la protection de celui-ci par un méthyle.

. . . HO
Le pentaerythritol (cf. Figure 46) a une structure plus 82
compacte. Sa symétrie permettra une caractérisation via RMN plus 1b
facile que les autres structures prévues, ce qui pourra aider lors de la  figure 46
Pentaérythritol.

caractérisation du dendrimeére.
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Le D-mannitol (cf. Figure 47) a deux alcools primaires, ils peuvent étre soit
protégés tous les deux, soit un seul. Ce qui amene a un monomere ayant respectivement

une et deux branches supplémentaires.

OH OH
HO .
- OH
OH OH

1c

Figure 47 - D-mannitol.

73



Chapitre I - Synthese des Blocs

II. Synthese des blocs, exemple sur ceux basés sur 1' a-D-

glucopyranoside de méthyle

Pour les trois blocs choisis, la stratégie de synthese est la méme, elle passe par les
mémes réactions avec des adaptations des conditions de réaction. Les molécules sont
donc différenciées par un numéro explicitant la réaction et une lettre explicitant sa
structure, respectivement a, b, ¢, d pour l'a-D-glucopyranoside de méthyle, le
pentaérythritol, le D-mannitol a 5 branches similaires et le D-mannitol a 4 branches

similaires.

La stratégie de synthese est donnée sur lI'exemple de 1'a-D-glucopyranoside de
méthyle, les différenciations et les schémas de synthese des autres structures seront
explicités par la suite.

Les réactions ont été faites sur petite échelle avant d'étre validées sur grande échelle
(50 grammes de réactif de départ). Des problémes de changement d'échelle sont

survenus principalement lors des purifications.

A. Tritylation

Comme précisé dans la partie précédente, une des quatre branches du monomere
constituant doit étre différenciée ; pour cela un groupement protecteur, le
triphénylméthyle, est mis sur un des alcools. Son importante taille lui confere une
grande régiosélectivité envers les alcools primaires, il est ainsi particulierement adapté

pour notre cas!34,

Cette protection a ainsi été utilisée pour former 2a (cf. Figure 48) suivant le
protocole développé par Monrad et al. utilisant du chlorure de trityle dans de la
pyridinel3>, Le choix de ce dernier a été motivé par ses propriétés basiques qui

permettent de piéger les protons et ainsi de déplacer la réaction Sn1 dans le sens voulu.
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La purification est faite par cristallisation a chaud dans du toluene avec un bon

rendement (78%).

OH OTrt
o) - > 0
HO (a) TrCl (1.1eq),  HO
HO o0 pyridine, 100°C, HO —~r
3h, 78%
1a OMe 2a OMe
Figure 48 - Tritylation de I'a-D-glucopyranoside de méthyle.
B.Synthése des bras espaceurs : Per-Allylation et Per-

Hydroboration

L'allongement des branches du monosaccharide est nécessaire pour éviter toute géne
stérique lors de l'augmentation en génération du dendrimere. Plusieurs voies de
synthese ont été essayées par les pionniers des sucres pieuvres ‘octopus’, Lindhorst et

al,, sur les 5 branches d'un mannosel96,

La voie la plus rapide est de procéder a la fois a 1'allongement des branches du
monosaccharide et a l'introduction des amines. Pour cela, une premiere technique
essayée par Lindhorst et al. a été de faire une substitution nucléophile avec un espaceur
halogéné contenant une amine, tel que le 3-bromopropan-1-amine (cf. voie B sur la
Figure 49). Cependant le produit attendu n'a pas été obtenu, montrant une réactivité
plus complexe lors de réactions sur des sites multiples comme nos composés.
L'utilisation d'acrylonitrile et la réduction de la fonction induite a alors été essayée (cf.
voie A sur la Figure 49). Toutefois, cette méthode a conduit a la formation de sous-

produits qui n’ont pu étre séparés du produit attendu.

Lindhorst et al. ont alors essayé de seulement allonger les branches du
monosaccharide. La premiere idée a été de per-allyler et d'ozonolyser toutes les
fonctions disponibles pour avoir le dérivé hydroperoxyde. Celui-ci a été ensuite réduit
grace a du NaBH4 en son homologue alcool (cf. voie C Figure 49). Néanmoins, le

rendement global est assez faible, 34%, et l'espacement de deux carbones obtenu
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pourrait géner I'augmentation en génération du dendrimere, cette voie n'a donc pas été

suivie.

- 5Ty

NH,
A
> OTA """""" > OW
B “,,—"’/ w\ \\|\
Br” ™"“NRBoc NRBoc NH,
0 R=H ou Boc

Figure 49 - Différentes possibilités d'allongement des branches d'un monosaccharide essayées par
Lindhorst et al..

Il s’est révélé que le passage par une per-allylation et une per-hydroboration est
la voie la plus exploitable (cf. voie D Figure 49). En effet, elle donne un espacement
suffisant de trois carbones et permet d'obtenir des rendements prometteurs avec par
exemple un de 58% pour la per-allylation et la per-hydroboration d'un disacharide (8

fonctions). Cette voie a donc été choisie pour espacer nos blocs.

1. Per-allylation
La per-allylation du tri-ol avec le bromure d’allyle et de I'hydrure de sodium dans
du DMF donne le composé 3a (cf. Figure 50) avec un bon rendement (85%)!3¢. Les

alcools n’étant pas assez réactifs pour la substitution nucléophile, il a été nécessaire de
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les déprotonner avec une base forte comme le NaH. Une précaution particuliére a I'ajout
de ce dernier doit étre faite du fait de la réaction exothermique produite et des

quantités souvent importantes a ajouter.

OTrt OTrt
° A
HO i
HO =\ oK (37500), DML, 12h 8% ~° AR
2a OMe 3a OMe

Figure 50 - Per-allylation de 2a.

Une grande quantité d'huile minérale se retrouve dans le brut réactionnel pour
des raisons de sécurité, réprésentant 40% de la masse de NaH mise. Malheureusement
le produit est trés apolaire ce qui complique la purification sur silice. Celle-ci n'est
néanmoins pas obligatoire, mais fortement recommandé a la vue du prix du réactif boré
utilisé dans la réction suivante (313euros les 800mL sur sigma-aldrich37), et du

nombre d'équivalent a mettre (2eq/fonction).

2. Per-hydroboration

L’hydroboration, représentée sur la Figure 53, a été effectuée en deux étapes

pour donner le composé 4a avec un rendement de 72%?138,

Une premiére addition du borane sur l'alcéne est faite, celle-ci peut

E' donner deux produits, soit I'alcool primaire soit 1'alcool secondaire. Le
passage par un carbocation et l'effet anti-Markovnikov permet d'avoir la
régiosélectivité voulue dans un rapport de 96 pour 4 avec du BHs. Pour

Figure 51 -

9.gBN.  accentuer cet effet, un borane encombré, du 9-Borabicyclo(3.3.1)nonane
(9-BBN) (cf. Figure 51), a été utilisé. Dhillon et al. ont remarqué une
diminution de I'apparition de sous-produit pouvant aller, dans certains cas, a moins de

0.01%139.
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R _
R OOH _\_B@
H H — g~ _— .
: __ < B IO
R H Io)»
H
on |
HO R
B(OH)3 S o R
RCH,OH O—B:OD -~ 0—8@
HO ‘
HO- HO-

Figure 52 - Mécanisme d'hydroboration avec du 9-BBN sur un alcéne terminal.

S’ensuivent I'hydrolyse du 9-BBN en excés et 1'oxydation du produit boré grace a
'ajout délicat de soude a 3M puis de péroxyde d'hydrogene (1'H202) a 35%. Un anion
dérivé du mélange de ces derniers (‘OOH) attaque l'atome de Bore, un de ses
groupements alkyle migre alors vers l'atome d'oxygene. Les attaques se répetent
jusqu'a qu'il n'y ait plus de groupements alkyle. L'hydrolyse libére enfin les alcools
finaux (cf. Figure 52). Une attention particuliere a été demandée pour le traitement de

cette réaction au vu de I'exces de H20; et des quantités engagées.

Figure 53 - Per-hydroboration de I'a-D-glucopyranoside de méthyle.

OTrt OTrt

\/\O& > Ho/\/\oﬁ
0 (c) i : 9-BBN 0.5M in THF (6eq), 0
7~ O &  100°C,2h; Ho—/™" O s oH
3a OMe ii : Hy0 0°C, NaOH 3M, H,0,
35%, 12h, 72% 4a

C. Azidation

Dans un premier temps, le passage par un mésylate grace a du chlorure de
mésyle a été fait. Cette substitution nucléophile entraine une production de HCI qu’il
faut neutraliser afin de déplacer la réaction vers la formation du produit. Pour cela, la

pyridine a été choisie pour jouer a la fois le réle de solvant et de base. Une fois le réactif
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disparu, I'azidation est lancée : de 1'azoture de sodium dans du DMF, catalysé par de

I'iodure de sodium donne 5a (cf. Figure 54)149.

Au vu du faible rendement obtenu, des modifications au niveau des quantités de

chlorure de mésyle et de 'azoture de sodium ont été réalisées, respectivement de 3.6eq

a 5eq et de 3.6eq a 6eq, sans grand succes, au mieux 32% de rendement a été obtenu.

L'utilisation d'un groupement Tosyle a alors été testée en se reposant sur une

publication de Arslanstas et al.141, Le produit devait cristalliser dans du méthanol chaud,

au lieu de cela il était sous forme d'une pate assez difficile a solubiliser, ce qui a arrété

'essai.

Un bref essai de iodation a été fait avec de la triphénylphosphine et de 1'iode dans du

DMF, avec seulement 36% de rendement, faisant écourter 1'essai.

oTrt oTrt
HO/\/\O/& Ny S
0 (d) i : NEt; (deq), MsCI (3.6eq),
Ho— ™" ogﬂ\/\OH DCM, 0°C, 20min ; Ny
4a e ii : NaN; (10eq), DMF, 75°C,
3h, 87%
o oTrt
. o)
B A =
0. O\/\/ Ql/\/\o
Vg’ OMe 7
70 Ot;SQO
A
! O \
B, R U
0. O\/\/ OI/\/\O
g’ OMe 7
: S/\\O OQSQO
oTrt
I/\/\O%
o
>
e

Figure 54 - Essais d'azidation de 4a.

5a

O&
(@)

N3
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Pour mieux appréhender le probleme, les produits de 1'azidation ont été isolés et
analysés par RMN. Ceux-ci ont montré la présence d'un déplacement de type -CHz-Cl, ce
qui peut s'expliquer par la substitution des produits mésylés par les ions chlorure issus
du chlorhydrate de pyridinium. En effet, vu les quantités employées, la neutralisation de
la pyridine avec des traitements d'HCI est délicate, une évaporation avait ainsi été faite.
La température d'ébullition étant élevée, la température du bain avait du étre montée a

60°C ce qui favorisa probablement cette réaction secondaire.

Un retour vers une mésylation a donc été effectué en remplacant la pyridine par
un mélange de dichlorométhane et de triéthylamine. La réaction a été faite cette fois-ci
rapidement et a froid. Un changement de solvant est néanmoins nécessaire pour
I'azidation étant donné que le dichlorométhane et 1'azoture de sodium de la réaction
suivante forment du diazoturométhane, substance explosive. Un reste de solvant peut
engendrer des explosions lors de 1'évaporation, une attention particuliére a donc été
donnée a cette étapel42 143,

Des quantités plus importantes d'azoture de sodium ont été utilisées (10eq) pour
s'assurer de la bonne marche de la réaction. Quelques gouttes d'eau ont été ajoutées au
DMF pour faciliter la dissolution du NaNs. Le rendement global de ces deux réactions

atteint 87%.

Dans l'optique d'optimisation, ces deux réactions ont été essayées "one-pot" en
changeant le solvant de la mésylation par du DMF avec les mémes conditions de
réaction (cf. Figure 55)144. Une petite baisse de rendement a été observée en obtenant

79%, néanmoins cette méthode sera préférée du fait du gain de temps du traitement.

OTrt OTrt
H O/\/\O/& . N O&
o (d) i : NEt, (4eq), MsClI (3.6eq), o
Ho— ™" Ogﬂ\/\OH DMF, 0°C, 20min ; Ny Ogﬂ\/\ N3
A e ii : NaNs (10eq), DMF, 75°C, 5a ©
a 3h, 79%

Figure 55 - Per-mésylation et per-azidation de 4a.
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Par ailleurs, l'essai de supression de la purification sur silice apres
I'hydroboration tout en laissant le traitement s'est trouvé concluant avec un bon

rendement global de 71% sur I'hydroboration, la mésylation et I'azidation.

D.Changement de protection de 1'alcool primaire

Pour accéder a la fonction acide carboxylique nécessaire a la construction du
dendrimeére, une déprotection de I'alcool primaire de 5a puis son alkylation avec une
molécule possédant la fonction recherchée protégée ont été faites. Le choix s'est porté
sur le tert-butyl 2-bromoacétate.

L’oxydation de la position 6 aurait aussi été possible pour indroduire l'acide
carboxylique, mais nous aurions eu un proton énolisable ou éliminable en alpha du

carbonyle, potentiellement génant par la suite.

Les azotures étant stables en milieu acide, la déprotection de I'alcool a été faite
avec de I'acide paratoluénesulfonique (APTS) en quantité catalytique dans un mélange
de DCM/MeOH, le méthanol piégeant les cations générés, pour avoir le composé 6a avec

un rendement satisfaisant de 80% (cf. Figure 56).

SRR SR A
o (e) APTS (0.3eq), NEt, (0.4eq), o
Ny ™ OlO/I\E/\ N; DCM/MeOH (1/1), 50°C, 12h, Ng—"™ og;/\ Ns
76%
5a 6a

Figure 56 - Détritylation de I'alcool primaire de 5a.

Dans un premier temps, le tert-butyl 2-bromoacétate a été introduit par une
réaction de Williamson, du NaH mis en excés dans du DMF a alors été utilisé pour
déprotonner l'alcool primaire. Lors de la neutralisation de l'exces de base par du
méthanol, un méthanolate a été formé (MeO-Na*) provoquant la trans-estérification du
composé 7a en ester de méthyle. Les esters tert-butyliques étant plus volumineux et
difficilement attaquables par des nucléophiles, la quantité de sous-produit devait étre

faible; malheureusement, il était dans des proportions non négligeables (30%). De plus,
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la quantité importante d'huile minérale due au NaH (40% de la masse de NaH) génait la

réaction. Le rendement obtenue a ce stade était assez moyen (48%).

Entre temps, une autre stratégie plus performante a été
développée. La réaction a été effectuée dans un milieu il
biphasique comprenant du toluéne, de la soude trés concentré et -~ " N7 >\
un catalyseur de transfert de phase, le bromure de tetra-n-
butylammonium (TBAB) (cf. Figure 57). La base, '’hydroxyde de
tetrabutyl ammonium, passe dans le toluene et déprotonne Fipure 57 - TBAB.
I'alcool afin qu'il puisse étre substitué par le tert-butyl 2-bromoacétate pour donner 7a

avec un rendement de 85% (cf. Figure 58).

N

Oj/o
OH (6]
Ny Om (f) tert-butyl 2-bromoacetate (6eq), N3 om
TBAB (0.1eq),
Ny O ™"\, NaOH 50%/oluene(1/3), 80°C, ah, Ny~ O Ny
6 OMe 85% 7 OMe 3
a a

Figure 58 - Tert-butylation de 6a.

7a est une molécule charniére pour la construction des glycodendrimeres, elle a
été obtenue avec un rendement global satisfaisant de 30% pour 7 étapes.
Elle peut soit constituer le bloc Terminateur en faisant une déprotection de l'acide
carboxylique, soit constituer le bloc Elongateur en procédant a la réduction des
azotures en amines, a la protection de ces dernieres avec des groupements Fmoc et

enfin a la déprotection de 1'acide carboxylique.

E. Préparation du bloc Terminateur

La déprotection de l'acide carboxylique se fait grace a du TFA dilué dans du DCM
dans une proportion 1/1. La réaction est assez rapide, au bout de 40 minutes seulement

l'acide carboxylique est libéré, 8a est obtenu avec un rendement de 99% (cf. Figure 59).
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Le contréle par RMN du proton du produit ne montre pas d'anomérisation, la

conformation est restée a.

oj/o Oj/OH
(0] (6)
PN o] PN 0]
N3 OO » N3 Oo
(g) DCM/TFA (1/1),
N3\/\/ ol/\/\N3 40min, 99% N3\/\/ Ol/\/\N3
7 OMe 88 OMe
a

Figure 59 - Déprotection de l'acide carboxylique de 7a pour l'obtention du bloc Terminateur issu de
I'a-D-glucopyranoside de méthyle.

F. Préparation du bloc Elongateur

Pour préparer le bloc Elongateur a partir de la molécule charniere 7a, trois

réactions distinctes ont été nécessaires.

1. Réduction des azotures en amines
La premiere étape est la réduction des azotures en amines (cf. Figure 61). Pour
des raisons de commodité, la réduction par hydrogéne n'a pas été utilisée. En effet, la
synthése se fait au niveau de la dizaine de grammes, le laboratoire n'est pas équipé pour
effectuer cette réaction sur de telles quantités. La méthode par Staudinger a été donc
privilégiée. Elle a été faite en deux étapes, I'addition de triphénylphosphine (PPhs) sur
I'azoture qui apres réarrangement formera de l'iminophosphorane qui a été ensuite

hydrolysé pour former I'amine voulue (cf. réaction type en Figure 60).

_ H,O
NN 2

- +
, 3

R iminophosphorane

Figure 60 - Réaction de Staudinger.

Le principal inconvénient de cette méthode est la formation d'oxyde de phosphine,

assez difficile a éliminer surtout a la vue des quantités mises en jeu.
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2. Protection des amines
S'ensuit la protection des amines par des groupements Fmoc. Cette derniére
s'effectue dans un mélange eau/THF compatible avec la réaction précédente. Aucune
interaction n'intervient entre les deux réactions, ainsi elles sont faites "one-pot". Pour
cela, du N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy) succinimide (FmocOSu) a été ajouté avec
de la triéthylamine aux amines précédemment synthétisées pour former 9a (cf. Figure

61).

Y’ bg
o) o)
0
Ns/\/\Om FmocHN/\/\O/&
(h)i: PPh; (10eq), THF, O
Ny ™ O|/\/\N 3h; : FmocHN—""" OI/\/\NHFmoc
OMe 39n, OMe
. ii: Hy0, 12h
a 9a

iii : FmocOSu (3.6eq),
NEt; (4eq), 15min

Figure 61 - Réduction des azotures et protection des amines de 7a.

Des problemes sont survenus lors de la purification. Les multiples sous-produits
sont difficilement séparables. A cela s'additionne le probleme des quantités importantes
d'oxyde de phosphine obtenues et de triphénylphosphine restantes qui géne la
purification. Néanmoins, apres de multiples essais, une petite partie a été purifiée avec
un mélange toluene/acétate d'éthyle/DCM (10/60/30) pour caractérisation. Par
ailleurs, 1'association de 1'oxyde de phosphine avec les restes de Fmoc fait prendre en
masse le brut réactionnel assez rapidement le rendant difficilement soluble et ainsi
multipliant les colonnes de purification. Vu I'efficacité du mélange de purification par
rapport au temps mis et a la quantité obtenue, une purification plus sommaire a été
faite grace a du cyclohexane/acétate d'éthyle (5/5) en attendant la précipitation a

I'éther froid de I'étape suivante qui enlévera I'oxyde de phosphine restant.

3. Déprotection de l'acide carboxylique
Pour finir, la déprotection de 1'acide carboxylique a été effectuée (cf. Figure 62).
Comme pour le bloc Terminateur, du TFA dilué dans du DCM a été utilisé dans une
proportion 1/1 pendant 20min. Le produit 10a précipite dans de I'éther froid en de tres

fines particules avec un rendement de 83%.
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oj/o Oj/OH
o o
0
FmocHN/\/\Om FmocHN/\/\O (@]
0 (i) i : DCM/TFA (171), 0
FmocHN—"™" O NHFmoc 20min ; FmocHN—""" OI/\/\NHFmoc
OMe ii : Ether 0°C, 12h, OMe
%a 83% 10a

Figure 62 - Déprotection de l'acide carboxylique de 9a pour I'obtention du bloc Elongateur 10a issus de I'a-D-
glucopyranoside de méthyle.

Une stratégie de synthese a ainsi été développée pour I'a-D-glucopyranoside de
méthyle, avec la formation d'une molécule charniere 7a avec un rendement global
satisfaisant de 30% pour 7 étapes. Celle-ci a donné la formation a un bloc Terminateur
8a, avec un rendement global de 30% et a un bloc Elongateur 10a, avec un rendement

global de 17% (rendement de 55% sur les 3 étapes de 7a a 10a).
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III. Expansion de la synthese : Pentaérythritol et D-mannitol

La stratégie de synthese explicitée sur I'exemple de I'a-D-glucopyranoside de méthyle a
ainsi été testée sur les autres structures. Les différences ainsi que les schémas

récapitulatif de synthese seront exposés.

A. Synthese des blocs basés sur le pentaérythritol

Pour le pentaérythritol, les problemes surviennent des la premiere étape (cf. Figure 63).
En effet, la molécule étant symétrique, les quatre alcools sont identiques et ne
permettent pas une préférence d'attaque du trityle contrairement a 1'a-D-
glucopyranoside de méthyle. Ainsi, pour limiter la formation de sous-produits ditritylés,
le nombre d’équivalent du chlorure de trityle a été limité a 1, un rendement faible a
ainsi été obtenu. Ceci étant, ce n’est pas un probleme rédhibitoire car la molécule de

départ est tres bon marché et la réaction est en début de synthese.

Comme précédemment, la purification de la per-hydroboration n'est pas
nécessaire et la mésylation-azidation se fait "one-pot" avec un bon rendement de 55%
(cf. Figure 64). La détritylation de 5b en 6b se fait sans probléme avec un bon

rendement de 84% (cf. Figure 65).

HO OH HO OTrt O OTnt
(a) TrCl (1eq), (b) Allyl bromide
DMF/pyridine (1/1), (6eq), NaH (6eq),
HO ~ OH 100°C, 2h30, 29% HO  OH DMF, 70°C, 12h, 00
67%
1b 2b y/ N
3b

Figure 63 - Tritylation et per-allylation du pentaérythritol.
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OH Ng
\? i
o OTrt o OTrt O OTrt
(c) i : 9-BBN 0.5M in THF d) i : NEt; (4eq), MsCI
OO0 (8eq), 100°C, 4h ; ©0 §3.’éeq), D?\A(F,eg’)c, ° 00
)/ z ii : H,0 0°C, NaOH 3M, 20min ;
7 N\ H,0,35%, 12h ii : NaN (10eq), DMF,
o ()
bH  HO 75°C, 3h, 55% N, Ng
3b — 4b - 5b

Figure 64 - Per-hydroboration, per-mésylation et per-azidation de 3b.

Des problémes sont ensuite survenus lors de I'alkylation de 6b. Les conditions du
bloc exemple (tertbutyl 2-bromoacétate, TBAB, NaOH/Toluene (1/3), 80°C pendant 4h)
n'ont pas donné le produit voulu pour le pentaérythritol. En effet, le chauffage a
entrainé la détertbutylation de l'acide carboxylique, 8b, et une présence significative de
réactif de départ, 6b. Le rendement n'était pas assez interessant pour poursuivre cette
voie afin d'obtenir directement 8b.

Ainsi le chauffage a été remplacé par un plus long temps de réaction, arrivant a un

rendement comparable a I'exemple, c'est-a-dire 87% de 7b (cf. Figure 65).

Na Ng
io OTrt io OH io T
e) APTS (0.2eq), (f) Tert-butyl 2-
00 r\(lE)t (0. 3es:|) U 00 bromoacetate (6eq), 00
DCIMeOH an, TBAB (0.1eq)
12h, 84% NaOH 50°/o/toluene(1/3),
12h, 87%
Ng N3 N3 N3
5b 6b 7b

Figure 65 - Détritylation et alkylation de 5b.

Pour la formation du bloc Terminateur 8b, les conditions du bloc modéle ont été
reprises : du TFA dilué dans du DCM avec une proportion 1/1 pendant 20 minutes.

Cependant, le rendement obtenu était tres décevant, seulement 17%. Différentes
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dilutions de TFA dans du DCM ont été entreprises pour arriver au mélange TFA/DCM a

2/8 pendant 5h pour un rendement de 61% (cf. Figure 66).

La formation du bloc Elongateur 10b (cf. Figure 66) s'est confrontée aux mémes
problémes que pour le bloc modele : des sous-produits difficilement séparables et une
prise en masse rendant la purification tres complexe. Une purification sommaire a été
faite grace a du cyclohexane/acétate d'éthyle (5/5) en attendant la précipitation a

I'éther froid de I'étape suivante qui enlevera I'oxyde de phosphine restant.
N Y
Y
OO0

éo O@
N N
° ® (h)i: PPhs(10eq), THF, 15h ;

7b ii : FmocOSu (3.6eq), NEt;
(4eq), 15min

(g) DCM/TFA (8/2),
5h, 61% (i) i : DCM/TFA (4/3), 20min ;
ii : Ether 0°C, 12h

NHFmoc
0 OH OH

3

~F
o
o

L

Bloc Terminateur Bloc Elongateur

o
O
o
o

ey
(@]
—/\/

4

Figure 66 - Schéma de synthese de 8b et 10b, respectivement le bloc Elongateur et Terminateur isus du
pentaérythritol, a partir de I'intermédiaire 7b.

N3 NHFmoc “NHFmoc

8b 10b
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La stratégie de synthése développé sur I'a-D-glucopyranoside de méthyle a ainsi
bien marché donnant le bloc Terminateur 8b et Elongateur 10b bien que le rendement
global de ce premier bloc soit plus bas que celui attendu, de 5% sur 8 étapes et de 16%

en omettant la premiere étape.

B. Syntheése des blocs basés sur le D-mannitol

Le D-mannitol a deux alcools primaires, permettant d'y fixer sélectivement des
groupements trityle. Deux blocs ont alors été imaginés (cf. Figure 67), un venant du D-
mannitol monotritylé 2c qui permettrait d'avoir deux branches supplémentaires par
rapport aux autres structures vues et donc d'augmenter la valence par génération plus
rapidement ; et un autre venant du D-mannitol bitritylé 2d qui permettrait d'avoir une
branche supplémentaire avec en prime deux branches différentes pouvant étre

exploitées par la suite.

OH OH OH OH
HO - ot o ; Ot
OH OH OH OH
2c 2d

Figure 67 - D-mannitol monotritylé a gauche, et D-mannitol ditritylé a
droite.

1. Synthese du bloc basé sur le D-mannitol a 5 branches similaires
(cf. Figure 68)

Une adaptation de la premiere étape a été nécessaire pour la monotritylation du
D-mannitol en 2c. Le nombre d'équivalents devait étre réduit a 1 voire moins pour
s'arréter a la monotritylation, 0.7 équivalent a été choisi. Ce qui implique un
changement de purification : de la cristallisation a chaud on passe a une purification sur

silice. Cependant, un rendement assez bas a été obtenu (13%).

Les deux branches supplémentaires rendant plus dure la finalisation de certaines

réactions, des ajustements des équivalents par fonction par rapport au bloc exemple ont
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du étre faits. Ainsi pour s'assurer de la finition de la per-allylation de 2c en 3c, le

nombre d'équivalents par fonction a été augmenté de 1.5 a 2.4 et a donné un trés bon

rendement de 87%.

OH OH
HO - - =
; OH  (a) TrCI (0.7eq),
OH OH DMF/pyridine (1/1),
24h, 13%
1c
N3 W\H\
J\/\‘/\ (e) APTS (0.2eq),
NEt; (0.3eq),
DCM/MeOH (1/1),
12h, 82%

3

(f) Tert-butyl 2-
bromoacetate (6eq),
TBAB (0.1eq),

NaOH
50%/toluene(1/3), 12h

A
7Hvk/ﬁﬂo

S

—

HOLA Yom

Qf

OH OH

~ (b) Allyl bromide
OH OH (12eq), NaH (12eq),

DMF,12h, 87%
2c 3c k j\

(c) i : 9-BBN 0.5M in THF
(10eq), 100°C , 6h ;

ii : H,0 0°C, NaOH 3M,
H,0, 35%,12h, 65%

RS

OTrt

(d) i : NEt; (7.5eq), 0 o

MsCI (7eq), DMF,

0°C, 20min ; 4c

i : NaN; (17.5eq),
N3 Ng DMF, 90°C, 3h, 72% OH OH

(g) TFA/DCM \L J/
(3/4), 40min

- MK/Y\ OH
81% over two steps

3

Bloc Terminateur

Figure 68 - Schéma de synthese de 8c, du bloc Terminateur issus du D-mannitol.

90



Chapitre I - Synthese des Blocs

La per-hydroboration suivante a été faite dans les conditions du bloc exemple
donnant 4c avec un rendement de 65%. Dans ces conditions, une purification sur silice
du produit a été nécessaire, une quantité plus importante de 9-BBN pourrait éviter cette
étape supplémentaire.

La mésylation-azidation de 4c en 5c ainsi que la déprotection de 1'alcool primaire
pour donner 6¢ n'ont pas posées de problémes. Leurs rendements, respectivement de
72% et 82%, sont comparables a ceux de I'a-D-glucopyranoside de méthyle.

Une alkylation a ensuite été faite pour donner 7c, la purification a été faite
sommairement avant de passer a la réaction de déprotection de l'acide carboxylique

donnant 8c avec un rendement de 81% sur deux étapes.

Pour cette structure, l'interprétation des RMN du proton est assez compliquée,
les réactions entrainant une disymétrie de la molécule. Leurs analyses ont donc été
faites a partir de la RMN du carbone.

La stratégie de synthése développée pour I'a-D-glucopyranoside de méthyle a marché
donnant le bloc Terminateur 8c avec un rendement global de 3.5% sur 8 étapes et de
27% en omettant la premiere étape. Pour l'instant, le bloc Elongateur n'a pas synthétisé
du fait des problemes survenus pour les autres structures. Une autre stratégie de
synthése des glycodendrimeres se passant de ce bloc a été envisagée, en attendant, le
bloc synthétisé pourra étre utilisé en tant que bloc Terminateur pour diversifier la
struture des glycodendrimeres issus de l'a-D-glucopyranoside de méthyle ou du

pentaérythritol.

2. Syntheése du bloc basé sur le D-mannitol a 4 branches similaires
(cf. Figure 69)

La bitritylation du D-mannitol en 2d a été faite dans les mémes conditions que le
bloc exemple c'est-a-dire avec 1.1eq de chlorure de trityle dans de la pyridine par
fonction de type alcool primaire, a 100°C pendant 3h. Cependant, la forte température
appliquée n'a pas été supportée par le réactif et un rendement faible a été obtenu
(39%). Ce dernier a été élevé a 61% lors du remplacement du chauffage par un temps
de réaction plus long suivant le protocole d'Alonso-Lopez et al.14>,

Les équivalents ont été adaptés aux nombres de fonctions. Cette fois-ci la
purification lors de I'étape de per-hydroboration a pu étre évitée avec les conditions du
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bloc exemple (2 équivalents par fonction). Ainsi, les trois étapes de per-hydroboration,

per-mésylation et per-azidation, ont été faites a la suite pour donner 5d avec un

rendement convenable de 58%.

\L a
OH OH

HO s OH OH S 0 0
\/ki/Y\OH (a) TrCl (2.2eq), TrtOVK/Y\OTrt (b) Allyl bromide Trto\)\./Y\OTrt
OH OH pyridine, 72h, z (8eq), NaH (8eq), K
61% OH OH DMF,12h, 87% OLO
<
1c 2d 3d

(c) i : 9-BBN 0.5M in

THF (8eq), 100°C , 5h;
ii : H,0 0°C, NaOH

3M, Hy0, 35%, 12h

OH OH
6 O o QJ)
TrtO ' -
r \/E/Y\OT t MO )\_/Y\O_m
o0_ O

(d) i : NEt; (5.6eq),

o_ O
MsClI (5.2eq), DMF,
0°C, 20min ;
ii : NaN; (13.2eq),

N3 Ns DMF, 90°C, 3h, 58% OH OH

5d 4d

Figure 69 - Schéma de synthese de 5d.

La stratégie de synthése développée pour 1'a-D-glucopyranoside de méthyle a
donné 5d avec un rendement global satisfaisant de 31% sur 5 étapes. Les blocs
Terminateur et Elongateur n'ont pas été synthétisés pour pouvoir moduler 5d suivant

les résultats de la synthese solide obtenus.
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Trois monomeres différents ont donc été modifiés en bloc Elongateur et

Terminateur

I'a-D-glucopyranoside de méthyle qui

a

servi

d'exemple, le

pentaérythritol et le D-mannitol. Ils ont donné respectivement 8a et 10a, 8b et 10b et

enfin 8c (cf Tableau 2).

M

(0]

j/OH
(0]
AN ]
FmocHN (0]
(0]

FmocHN—" O ™
OMe
10a
NHFmoc
i ol
(o6}
OO0
NHFmoc "NHFmoc
10b

NHFmoc]

Blocs issus de
I' a-D-
glucopyra-
-noside
de méthyle

Blocs issus du
pentaérythritol

Bloc issu du
D-mannitol

Bloc Terminateur

Bloc Elongateur

Tableau 2 - Les différents blocs synthétisés.
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IV. Synthese de la partie saccharidique du dendrimere

La partie saccharidique est composée d'un L-fucose, mieux reconnus par DC-SIGN que
les mannoses, et d'une fonction alcyne pour relier ce motif au dendrimeére par une
CuAAC. Cette derniere est introduite par une chaine propargylée sur le carbone

anomérique.

L'intermédiaire voulu pour la CuAAC est acétylé. De ce fait, la voie de synthese a
partir du L-fucose entierement per-acétylé a été envisagée comme ce fut le cas pour la
synthése du mannose propargylé synthétisé dans le laboratoire.

Dans le cas d'un monosaccharide per-acétylé, 1'acétate voisin du carbone
anomeérique participe a la réaction en formant l'intermédiaire acyloxonium entrainant,
I'attaque du coté équatorial, donnant majoritairement I'anomeére (. Cependant, dans le
cas du fucose, le méthyle en position 6 stabilise le carbocation formé, engendrant une
anomérisation et, lors de temps de réactions long, la formation de l'anomeére

thermodynamiquement favorable, I'anomeére a (cf. Figure 70).

f 0 O\
/\ OAc
W
o

|]BF3, Et20 Ac HO/\ AcO

,—\ . C /
+
(0]
(@) o o
OAc
w \]4 AcO
AcO

AcO

Figure 70 - Mécanisme de glycosylation en passant par l'intermédiaire per-acétylé sur du fucose.
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Wang et al. ont expérimenté cette observation en faisant réagir du L-fucose et du
triéthyléneglycol fonctionnalisé par une alcyne. Un rapport a/f de 52/48, avec un
rendement de seulement 24% pour I'anomere a a été trouvé!46, Néanmoins, DC-SIGN ne
reconnait que 'anomere a des motifs saccharidiques et bien qu'un ratio plus important

de cet anomere a pu étre obtenu avec des temps de réaction long, il n'est pas suffisant.

Pour éviter le passage par d'autres groupements protecteurs, 1'utilisation d'acide
sulfurique immobilisé sur silice (H2S04.Si02) a été choisiel4?. 148 149 En effet, une
glycosylation de Fisher a partir de sucres libres grace a ce catalyseur a été décrite par
Mukhopadhyay et al.130, Cette technique permet d'avoir majoritairement 1'anomere a
(12 :1) en des temps de réaction relativement courts, sans l'utilisation de micro-onde et
avec des rendements convenables (74% apreés acétylation). De plus, la purification est

rapide, une simple filtration doit étre faite pour enlever l'alcool propargylique en exces.
Ainsi de l'acide sulfurique immobilisé sur silice a été préparé puis directement

mis en réaction avec du L-Fucose et de I'alcool propargylique pour donner 22 avec un

rendement de 64% (cf. Figure 71).

?H O/\\\ O/\\\

0 o

OH >
Ho (a) Propargyl alcohol OH (b) NEt, (20eq), Ac,0 OAc
(10eq), H,S0,.Si0,, HO (20eq), DMAP (0.1eq),  |AcO
HO 75°C, 3h, 64% HO dry DCM, 90% AcO
21 22 23

Figure 71 - Synthese du L-fucose propargylé.

Différentes conditions ont été essayées (cf. Tableau 3) donnant des rendements
assez disparates, les conditions de l'entrée 3 ont été retenues pour la suite. On peut

noter que certains laboratoires ont eu des problemes de reproductibilité151, 152,
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Q H2S04.Si0: Alcool propargylé
g T® (°C) Rendement
= (rapporté a 500mgFuc) (eq)
=
1 16mg 65 5 38%
2 16mg 85 5 44%
3 32mg 75 10 61%
4 96mg 75 15 64%

Tableau 3 - Différentes conditions de réaction de glycosylation essayées avec le catalyseur H2S04.Si02 pour
obtenir 22.

S'ensuit l'acétylation des groupements restant avec des conditions classiques de
triéthylamine, d'anhydride acétique dans du DCM. Une purification sur silice a permis
de séparer les anomeres et de recueillier que I'a, c'est-a-dire 23, avec un rendement de

90% (cf. Figure 71).

Dans le cas de CuAAC nécessitant cela, une partie du produit a été désacétylé

grace a de I'hydroxyde de potassium dans de I'éthanol pour donner 24 (cf. Figure 72).

O/\\\ O/\\\

(@] _— > (0]
OAc KOH 1M/EtOH OH
AcO (3/7), 3h, quant. HO
AcO HO
23 24

Figure 72 - Désacétylation de 23.
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V. Conclusion

Une stratégie de synthése de glycodendrimeres pouvant étre appliquée a
différents monomeres a été developpée. Elle se repose sur l'assemblage de trois types
de blocs : un bloc Elongateur, un bloc Terminateur et une partie saccharidique.

Le premier, finissant par des amines protégées, permet d'augmenter la génération du
dendrimeére par couplage peptidique, et le second, finissant par des azotures, permet de
décorer le dendrimere final par des saccharides modifiés.

Leurs synthéses ont été développées sur 1'a-D-glucopyranoside de méthyle et
appliquées avec succes sur d'autres monomeres : le pentaérythritol et le D-mannitol
ayant 5 branches similaires. La partie saccharidique, quant-a-elle, est composée d'un L-

fucose modifié par une alcyne en vue d'une CuAAC avec les dendrimeres.
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Chapitre II.

Synthese supportée

La stratégie de synthese sur support solide a été essayée sur les blocs
précédemment synthétisés, 8a et 10a issus de I'a-D-glucopyranoside de méthyle. Deux
dendrimeéres ont été synthétisés, un de valence 9 et un autre de valence 27. Une CuAAC
a été faite directement sur le support solide pour donner les glycodendrimeéres
correspondants. Les problémes de purification et de caractérisation survenus ont été
surmontés pour le glycodendrimere de valence 9.

Des changements de stratégie de synthese ont été abordés pour améliorer son

efficacité et optimiser les blocs nécessaires.
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I. Préparation de la résine et syntheése des générations

A. Généralités

1. Synthese phase liquide vs synthése en phase solide
Il existe deux principales méthodes de synthese peptidique : la synthése en phase
liquide et celle supportée.

La synthese peptique en phase solide (SPPS) a été proposée pour la premiere fois
en 1962 par Merrifield. Elle est basée sur l'addition séquentielle d'acides aminés
protégés sur un support polymérique insoluble. Ce support possede des sites réactifs
qui vont réagir avec le C-terminal du premier acide aminé du peptide voulu.

Cette derniére possede des avantages non négligeables. En effet, I'exces de
réactifs et de sous-produits pourra étre éliminé par de simples lavages, ce qui évite de
multiples et longues purifications par colonne chromatographique ou par HPLC mais
aussi permet de minimiser la perte de produit. De plus, la synthese supportée a
I'avantage de pouvoir étre automatisée. C'est pourquoi, en dehors des syntheses sur

grande échelle, elle est préférablement utilisée.

Les étapes d'une SPPS, représentées sur la Figure 73, correspondent :

1. A la préparation de la résine : un allongement des chaines
constituant la résine utilisée, une premiere déprotection si nécessaire et les lavages
classiques (le solvant utilisé dans la synthése, du DCM, du MeOH puis le solvant utilisé
dans la synthese).

2. Au premier couplage peptidique : activation de l'acide aminé,
couplage peptidique avec des agents de couplages décrits ultérieurement et des lavages
classiques. Une protection des sites n'ayant pas réagi est obligatoire pour cette étape.

3. Aladéprotection du peptide en formation, a des lavages classiques,
puis l'activation et le couplage de I'acide aminé suivant.

Cette étape est réitérée pour différents acides aminés jusqu'a 1'obtention du peptide
voulu.

4. Enfin au clivage et déprotection des chalnes latérales.
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O
‘ XJ\(NHH
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2) Lavages l
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1) Activation & Couplage

1) Déprotection

0] NHP,
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O H NHP,
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Figure 73 - Principe de la SPPS. (X=NH ou O suivant la résine utilisée).

Clivage
& Déprotection des
chaines latérales
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2. Stratégie Boc/Bzl vs Fmoc/tBu
Pour faire une SPPS il faut en premier choisir entre deux stratégies : la stratégie Boc

(tert-butyloxycarbonyl) ou la Fmoc (N- fluorenylmethoxycarbonyl).

La stratégie Boc est basée sur une différence de labilité acide des groupements
protecteurs. En effet, le groupement Boc est sensible aux acides tel que du TFA dilué
dans du DCM tandis que le clivage de la résine et des groupements protecteurs des
chaines latérales se fait par un acide tel que l'acide fluorhydrique (cf. Figure 75). Ce
dernier peut engendrer la détérioration d'un peptide ayant des séquences fragiles. De
plus, sa manipulation est assez délicate, toxique et demande un matériel coliteux fait en

polytétrafluoroéthyléne (Téflon) qui limite I'utilisation actuelle de cette stratégie.

La stratégie Fmoc est basée sur une protection orthogonale. Le groupement Fmoc
est sensible aux bases comme la pipéridine, ce qui permet d'utiliser des résines
clivables avec des acides moins forts que dans le cas précédent, on utilise en général du

TFA ou du TFA dilué dans du DCM (cf. Figure 74).

TFA Boc Piperidine Fmoc

OHQ@dk: OHNOO
o7 e

HE  p/ONH TFA  R/NH
Figure 75 - Clivage et déprotection Figure 74 - Clivage et déprotection avec
avec la stratégie Boc. la stratégie Fmoc.

3. Choix du support solide
Il existe de nombreux supports solides. Ils different par leur matrices (PS, PA ou
PEG) et par le lien qu'ils vont faire avec le premier acide aminé (lien amide ou lien
acide).
Les résines de polyamide (PA) ou de polyéthylene glycol (PEG), tel que Tentagel®,
ont des capacités de chargement d'acide aminé plus faibles que les résines de
polystyréne (PS) réticulées a 1% en divinylbenzéne (DVB). Elles sont donc plutot

utilisées en synthese en flux continu ou pour des peptides ayant des séquences difficiles.
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La fonction C-terminale (C-term) du peptide voulu détermine le lien du premier
acide aminé et donc le choix de la résine. En effet, pour avoir une fonction acide
carboxylique en C-term, le premier acide aminé sera lié par un lien ester et une résine
telle que la Wang sera donc utilisée (cf. Figure 76). En revanche, pour avoir une fonction
amine, un lien amide sera utilisé, ce qui impliquera, par exemple, l'utilisation d'une

résine de type Rink amide (cf. Figure 77).

OH OMe O

g Uyig L0

Résine de type Wang Résine de type HMPB X = H:Résine de type chlorure de trityle

X = Cl: Résine de type 2-chlorotrityle
Figure 76 - Exemple de résines pour la synthése d'un peptide avec une fonction acide carboxylique en C-
term.

OMe NH, OMe NH,
= HoN X
P 1
MeO o/\’ MeO OA’ 20 O/\’
Résine de type Rink amide Résine de type Pal Résine de type Sieber

Figure 77 - Exemple de résines pour la synthése d'un peptide avec une fonction amide en C-term.

On note parmi ces résines la 2-chlorotrityle (2-CTC) qui permet d'obtenir, suivant
les conditions de clivage, le peptide entierement déprotégé ou que partiellement. Dans
le cas d'une solution tres diluée de TFA dans du DCM (0.8%), le peptide sera bien clivé

de la résine mais un groupement protecteur tel qu'un trityle d'une cystéine resteral>3.

4. Solubilité
99% des sites réactifs ne se situent pas en surface mais dans la matrice de la
résine. Cela implique qu'en augmentant le volume du polymére composant la résine, on
aura une meilleure perméabilité des acides aminés N-protégés et donc un meilleur
rendement et des temps de réactions plus courts. Il est donc nécessaire de commencer
la SPPS en allongeant la résine avec un solvant approprié et d'adapter les réactions avec
les solvants les plus efficaces. Le facteur d'allongement typique pour des résines
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réticulées avec du polystyréne 1% est listé en Figure 78. Les solvants de plus bas
facteurs sont appelés mauvais solvants tandis que ceux de plus hauts facteurs sont

appelés bons solvants1>4,

Bon solvant

Méthanol (1.8) TFA (2) DCM (7)
H.0 (1.0) DMF (4)
NMP (4)

Figure 78 - Liste de solvants rangés par leur facteur d'allongement en mL/g précisé entre parentheéses.

5. Agents de couplages
Un couplage peptidique nécessite au préalable une activation de l'acide
carboxylique de l'acide aminé N-protégé par un groupement partant plus efficace (cf.
Figure 79). Ces activateurs, toujours plus performants, permettent d'améliorer le
rendement de séquences difficiles et de diminuer le taux d'épimérisation de l'acide

aminé N-protégé lors de son activation (cf. Figure 80).

(o) 0

0 R
SO N G 0
R, H

NH, NHP, "  OP,

Figure 79 - Réaction de couplage peptidique (P1 et P2 des groupements protecteurs, X groupement partant,
Ri et Rz quelconques).
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(o) L0

~ N
A NS
O\Hj inversion de configuration O RH

ZT

H O @)
R}/Z< -H Re +H* H)//<
0 — @) =
_ HN=x Nx/ HN\(
X vy o~
Oxazolone

Figure 80 - Réaction d'épimérisation d'un acide aminé N-protégé lors de son activation.

Les plus anciens sont les anhydrides, seuls les mixtes, tel que I'anhydride issu de
l'isobutyl chloroformate, sont toujours utilisés. Normalement, un seul acide aminé N-
protégé réagit pour former un anhydride avec deux sites activés, C1 et C2 de la Figure 81.
IIs sont donc attaqués sans préférence, stoppant un grand nombre de sites du peptide
en construction. Dans le cas de I'anhydride issu de I'isobutyl chloroformate, le site C; est

préférentiellement attaqué, limitant la perte de produit.

o) 0
ey
W)lj\o 2 N0
R

Figure 81 - Méthode d'activation utilisant
une anhydride mixte (Z est I'acide aminé
N-protégé, R est, R' quelconques).

L'arrivée des carbodiimides a permis de diversifier les techniques d'obtention
des peptides. L'un des plus connu est le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC). Cette
méthode d'activation a de nombreuses réactions secondaires. Tout d'abord,
I'intermédiaire O-acyluré peut se réarranger en N-acyluré inactif, ce qui implique une
perte d'acide aminé N-protégé et donc une diminution du rendement de la réaction (cf.

voie A sur la Figure 82). Ensuite, un second acide aminé N-protégé peut attaquer 1'0-
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acyluré formant I'anhydride symétrique et ainsi augmentant I'épimérisation (cf. voie C

sur la Figure 82).
07 NH
- Ao
A R
N-acylurée
o 3 o 0 i
H,N-R HN
R1/lko- + H + HY R)]\OA\ #» R)]\N/Rz + >:O
N ‘ N TH HN
1 n n
R" R B R
O-acylurée
i C
Ao
Rl
O O HNR, @ 0 HN
A = g AR Rt 0
1 1 H H HN
Rll

Figure 82 - Différentes réactions de couplage peptidique activées par du DCC - voie A : réarrangement en N-
acylurée ; voie B : formation du peptide voulu ; voie C : formation de I'anhydride sachant que R1' estI'épimere
de R1.

Pour diminuer, voire éliminer ces réactions indésirables, le carbodiimide est associé
avec un auxiliaire nucléophile tel que 1'1-hydroxybenzotriazole (HOBt) qui va protoner
I'0-acyluré et ainsi empécher son réarrangement. L'l-hydroxy-7-azabenzotriazole
(HOAt) est utilisé pour des séquences plus difficiles car l'assistance de l'azote

pyridinique le rend plus efficace.

Avec la découverte de I'HOBt, des essais pour des agents de couplages a base de

sels de phosphonium ont été effectués sur des analogues. Ce qui donna en 1975, la

découverte du benzotriazol-1-yl-oxytris-(dimethylamino) phosphonium
hexafluorophosphate (BOP)1°>. Malheureusement, la réaction utilisant cet agent
engendre un sous-produit toxique, 1'hexamethylphosphoramide. Une alternative fut
trouver seulement en 1990 avec la découverte du benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino

phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), non toxique!®¢. De nouvelles molécules
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semblables et encore plus efficaces ont été découvertes depuis telle que le 7-

Azabenzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino phosphonium hexafluorophosphate (PyAOP).

o) o) (o)

Base
FmocHN?ej\OH 5 FmocHN\ej\o_ N FmocHN\eJ\B\tP%\l
H R, H R H R /

+ *H-Base N=N
B -0-N
9 O
N OBt
N
N
PyBOP l
=N
£ HN FmocHN (O 5\‘
O RZ Base moc (o'/_\' :N:N - H\. O/N
FmocHN\eJ\N)\WOH - H\ﬁo/N o or R,
\. 1
H'm, H & 1+H,N A\
=P
P1O/g/ Re™ NH, © <N\D)
+ +H-Base O &
+ HOBt

Figure 83 - Couplage peptidique avec activation par PyBOP/HOBt.

Le mécanisme de couplage peptidique par activation de sels de phosphonium débute
par une déprotonation de l'acide carboxylique de I'acide aminé N-protégé par une base
non secondaire comme la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) pour ne pas déprotéger
I'amine. Ensuite cette espece va attaquer le phosphore positivement chargé de l'agent
de couplage, PyBOP est pris en exemple sur la Figure 84. Le groupement OBt libéré va
attaquer l'ester et libérer le groupement phosphonium pour donner l'ester activé OBt.
Ensuite, I'amine du peptide en construction peut attaquer l'ester et sous l'action d'une

base et d'un réarrangement, finir le couplage peptidique.

Les sels d'uronium/ammonium fonctionnent de la méme maniere que les sels de
phosphonium exceptés qu'ils peuvent bloquer de maniére irréversible I'amine libre du
peptide en construction en formant avec lui des dérivés guanidylés. En effet, ils sont

connus pour étre des agents de guanidylation (cf. Figure 83).
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Figure 84 - Réaction secondaire de guanidylation de TBTU

Pour éviter cela, deux précautions peuvent étre prises : activer séparément l'acide
aminé N-protégé avant de l'ajouter a la résine et ajouter un des auxiliaires nucléophiles
mentionnés auparavant.

Parmi ces sels, on note les plus classiques O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU) et O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N,N’'-
tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU) et leurs analogues plus efficaces 1-
[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorophosphate (HATU) et 0-(6-Chlorobenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tetramethyluronium hexafluorophosphate (HCTU).

Un récapitulatif des différents agents de couplage et auxiliaires nucléophiles

mentionnés ci-dessus ainsi que leurs structures et leurs nom au complet est présenté

dans le Tableau 4.
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Carbodiimides

DCC N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide O\
N

Sels de phosphonium

BOP Benzotriazol-1-yl-oxytris-(dimethylamino) N PF6-

phosphonium hexafluorophosphate | P N

Y N
ot (R)s

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino P

phosphonium hexafluorophosphate BOP: R= N/\ - Y=C
PyAOP 7-Azabenzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino PyBOP;R= N |;Y=C

phosphonium hexafluorophosphate

PyOAP; R= N@;Y:N

Sels d'uronium

HBTU 0-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'- N, Z
tetramethyluronium hexafluorophosphate @[NN \N
o~
TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N'N'- /N\
tetramethyluronium tetrafluoroborate HBTU ; Z=PF®
TBTU ; X=BF#
Sels d'ammonium
HATU 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3- I\/I / PES6-
triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid - %N\
hexafluorophosphate | \ NN
X Y7 TN
HCTU O-(6-Chlorobenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'- O
tetramethylaminium hexafluorophosphate HATU ; X=H, Y=N

HCTU ; X=Cl, Y=CH

Auxiliaires nucléophiles

HOBt 1-Hydroxybenzotriazole (ﬁ: N, HOBt: Y=CH
N ;
HOAt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole Y NbH HOAL; Y=N

Tableau 4 - Récapitulatif des agents de couplages et auxilaires nucléophiles mentionnés dans le chapitre.
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6. Séquences difficiles

Certaines séquences peuvent étre plus dures a effectuer, de nombreux facteurs peuvent

étre modifiés pour améliorer le rendement :
» la méthode de synthese,
la résine,

les solvants,

Les agents de couplages,

Le cocktail de clivage,

vV V V VYV V V¥V

La purification.

I'acide aminé/protection de la chaine latérale de celui-ci,

B. Préparation du monomere de départ

3 Ng N3
[ N; _Ng
N3 N
0 \ N,
HN 0o
HN / HN Ny
0 N3
\N3
HN
HNTS0 e Ng
H ’ _N N3
STr/IN N 0 TN
NH
(0]
HO" 7O NTRS N3
Bloc de départ o © 4 N3
NH N3
Bloc Elongateur \ N3
NH 3
NH N
o) N3
(@) Nj
Bloc Terminateur \ N3
T\ N T
N3 N, Ns

Figure 85 - Représentation du dendrimére voulu.

Le dendrimere final doit avoir une
fonction supplémentaire, un thiol par
exemple, pour permettre une future
fonctionnalisation. Il est préférable que
celle-ci soit éviter

protégée pour

d'éventuelles interactions
supplémentaires dans les premiéres
études d'interaction biologique comme
la formation de ponts disulfures par

exemple.

C'est ainsi que, la résine de type 2-chlorotrityle a été choisie (cf. Figure 86). Grace a une

modulation de la proportion de TFA dans du DCM, le dendrimere peut étre clivé soit

avec ou sans la protection du thiol.
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Ainsi, une cystéine dont les amines sont protégées avec des groupements Fmoc et
le thiol avec un trityle a été d'abord mise sur la résine avant de mettre le premier bloc
Elongateur (cf. Figure 87). Ce premier acide aminé permet a la fois d'espacer le
dendrimeére de la résine mais aussi de changer le loading initial de la résine. En effet, vu
I'encombrement du dendrimere, il est préférable de diminuer ce dernier de 1.8 mmol/g

a 0.2 mmol/g.

oY %
Cl h o:<
) O e

Figure 86 - Résine de type O o
2-CTC. HO

Figure 87 - Fmoc-Cys(Trt)-OH.

L'acide aminé a été ainsi préparé au préalable dans du DIEA/DCMsec puis ajouté
a la 2-CTC seche pendant plusieurs heures. S'ensuit la protection de tous les chlores
n'ayant pas réagit pour les rendre non réactifs aux futurs couplages. Pour cela, ils sont

subtitués par des fonctions methoxy grace a du DCM/MeOH/DIEA (17 :2 :1).

/STrt

O
P 0 o] /\/\
‘C| 0 : N)J\/O
(j) i : DCM, DIEA, Fmoc-Cys(Trt)- H
OH, 2h ;
ii : piperidine/NMP (2/8), o
1a >

OMe
NHFmoc
(0]
2min+2x10min ; \\\\

iii : 10a (3eq), HBTU (2.95eq),
HOBt (2.95eq), NMP, DIEA (6eq), NHEmoe
1h;

iv : DCM/MeOH/DIEA (17/2/1), 1h
NHFmoc

Figure 88 - Préparation du bloc de départ issu de I'a-D-glucopyranoside de méthyle.

Chaque réaction a été faite sur 250 mg de résine portant une cystéine, pour étre a
une quantité de mole de départ de 0.05 mmol.
L'amine de la cystéine a été ensuite déprotégée grace a un mélange de piperidine/ N-

méthyl-2-pyrrolidone (NMP) (2/8). Le couplage peptidique suivant a été fait avec le
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bloc Elongateur, pré-activé grace a de I'HBTU, de 'HOBt et de la DIEA dans du NMP,
pour donner 11a, le bloc de départ (cf. Figure 88).

C. Synthese des générations

Suivant le principe de la synthese divergente, le choix de la valence voulue
détermine le prochain couplage peptidique. En effet, pour une valence de 9, le couplage
suivant se fera avec le bloc Terminateur tandis que pour une valence de 27 ou plus, il se

fera avec le bloc Elongateur.

OMe

OMe
o]
o o AL
HOBt (8,85eq), NMP, DIEA
(18eq), 1h

NHFmoc

0 o \H
NHFmoc ; 1 Ns
N3 N3

Figure 89 - Schéma de synthese de 12a.

O NH
ASTo o} /\/\NHFmoc 12a ) o
O~ )K/O NH /0 o /\/\
N o % N3
H (k) i : Piperidine/NMP (2/8), ==
2min+2x10min ;
o ii : 8a (9eq), HBTU (8,85eq),
11a >

Apres déprotection et vérification par un test de Kaiser, le couplage suivant a été
fait avec les mémes agents de couplages qu'auparavant en multipliant le nombre
d'équivalents par le nombre de branches du dendrimere en construction. Les deux
réactions types sont représentés en Figure 89 pour le dendrimeére de valence 9 et Figure

90 pour le dendrimeére de valence 27 ou plus.
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Figure 90 - Schéma de synthese de 17a.
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Le test de Kaiser est un test qualitatif colorimétrique détectant la présence ou
I'absence d'amines sur des supports solides. Il est particulierement utilisé lors des
étapes de protection et de déprotection d'une SPPS. Quelques gouttes de trois solutions
(une solution de nihydrine, une de phénol et une autre de cyanure) sont mélangées a
quelques billes de résines puis le mélange est chauffé quelques minutes. Des billes

bleues indiquent un test positif, c'est-a-dire des amines libres.

Des résultants non concluant ont parfois été trouvé lors des tests de Kaiser des
couplages peptidiques engageant des azotures. Suspectant des réactions non finis, les
réactions ont alors été relancées avec de nouveaux réactifs, cependant aucun
changement des tests n'a été remarqué. Il a été observé que les azotures perturbent le
test classique de Kaiser. Celui-ci a alors été interchangé avec un légérement modifié: 2
gouttes de 5% PPhz dans du THF et 2 gouttes d'eau ont été ajoutées au test habituel.
Apres un chauffage a 200°C pendant 5 minutes, les billes deviennent bleues en présence

d'azotures au lieu de jaunes avec un test de Kaiser normal?>7,
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II. Accrochage du saccharide final

A. Click, généralités

1. Spécificité
Depuis sa description en 2001 par K. B. Sharpless, H. Kolb et M.G. Finn158, la

chimie "click" rencontre un succes impressionnant. Il s'agit d'un concept ne
représentant pas seulement une réaction mais un groupe de réactions ayant les
spécificités suivantes :

> avoir de hauts rendements,

» avoir un champ d'application vaste,

» étre stéréospécifique,

» générer que des sous-produits inoffensifs qui peuvent étre éliminés

par des méthodes non-chromatographiques, et

» étre simple a mettre en place.

2. Cycloaddition 1,3-dipolaire alcyne- azoture (AAC)

Malgré leurs grandes stabilités envers un grand nombre de conditions standard
en synthése organique, les azotures n'ont fait que de pauvres apparitions en synthese
organique avant le développement de la chimie "click". Ils ont été principalement
utilisés in situ pour introduire un azote via une azidation et une réduction en amine.
Cela est probablement du a des problémes de sécurité lors de leurs manipulations. En
effet, un bon nombre d'azotures métalliques sont sensibles aux chocs et certains
organiques, tout particulierement les plus petits, sont aussi explosifs. On peut noter que
I'azoture de sodium est relativement sans danger tant qu'il n'est pas mis en présence

d'acide ou il serait sous la forme HN3, volatile et tres toxiquel>°.
Huisgen a participé a ces apparitions en découvrantl60. 161, 162 yne nouvelle

réaction en 1962163 : une cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture et un alcyne pour

générer un 1,2,3-triazole. Dans ces conditions, le systéme devait étre chauffé a de hautes
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températures entrainant une faible régiosélectivité avec un mélange de 1,4 et 1,5

triazoles.

Une variante de cette réaction, appelée "Copper(I)-catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition" (CuAAC), fait son apparition en 2002 parmi les réactions "click". Elle
utilise une catalyse au cuivre I pour diminuer I'énergie d'activation de la réaction de
telle sorte que cette derniere puisse se faire a température ambiante (cf. Figure 91)164,
L'augmentation de la vitesse de réaction catalysée est multiplié par 107 et découle de
la formation du seul régioisomere 1,4. Cette conversion est maintenue lors de

l'utilisation de micro-onde ou de températures plus élevées.

Bien que seul le Cuivre I soit catalytiquement actif, différentes sources de cuivre
peuvent étre utilisées et ont été rassemblées par Meldal et al.163, du :
» Cuen présence de sulfate de cuivre, soit
» Cu! (CuBr, Cul,..) en présence d'une base (NEts, 2,6-lutidine, ..) et sous
atmosphere inerte (sauf en cas d'ajout de ligands azotés polydentés, cf. I1.A.3),
soit
» Cul! (CuSO4, Cu(OAc)z, ..) en présence d'un réducteur tel que Il'acide
ascorbique ou l'ascorbate de sodium pour avoir 1'état d'oxydation +1 du
cuivre.
Tandis que l'espéce Cu! est directement générée par la réduction avec l'ascorbate et
donne immédiatement le complexe Cu-acétylure, le Cul et CuBr ont besoin d'une base
aminée, de plus forte température, ou d'une sonification pour obtenir ce complexel®6,
Cela pourrait provenir du fait qu'ils soient initialement des clusters stables et qu'ils
aient besoin d'une certaine concentration d'anion acétylure avant de former le

complexe réactif.
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Figure 91 - Mécanisme de la CuAAC.

La CuAAC a vite trouvé sa place dans la synthése de dendrimeéres. En effet, le
nombre de branches, et donc de réactions simultanées, impose des réactions ayant
d'excellents rendements. De plus, la géne stérique a la périphérie du dendrimeére, plus
particulierement pour ceux de générations élevées ou tres décorés, rendrait tres
difficile, voire impossible, l'insertion de fragments volumineux autrement.

Par ailleurs, le régioisomere 1,5 étant plus dur a avoir a cause de la gene stérique, cela
permet de pouvoir augmenter la température de réaction ou d'utiliser le micro-onde
sur des durées prolongées sans perdre la régiosélectivité 1,4 de la CuAAC. Ceci peut étre
utilisé pour compenser la perte de rendement observée lors de 1'augmentation en

générations de certains dendrimeres.

3. Recommandations pour une CuAAC avec des dendrimeéres
Malgré 1'utilisation de plus en plus importante de cette réaction, les conditions
classiques de CuAAC, 4eq de sulfate de cuivre/2eq d'ascorbate de sodium dans un
solvant aqueux eau/alcool, peuvent parfois échouer, tout particulierement lors de la
synthése de dendrimeres67. Malheureusement le screening systématique des réactions
est rare dans ce domaine, principalement du fait du temps et du coit de la préparation

du substrat mais aussi des rendements variant énormément d'une structure a une autre
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rendant toute généralisation difficile. Quelques explications a ces échecs peuvent

néanmoins étre émises.

Tout d'abord, la quantité de catalyseur doit étre adaptée au nombre de sites
réactifs, ce qui peut amener a des quantités presque stoechiométriques quand on ne
regarde qu'un seul site. De plus, une non-normalisation de l'information fait que les
auteurs peuvent donner le ratio en pourcentage molaire par site de couplage ou par
pourcentage molaire du substrat ou tout simplement ne pas spécifier, laissant une

marge de re-optimisation importante.

L'instabilité du Cu! en milieu aqueux peut poser probléme, il peut se décomposer
en un mélange de Cul'et Cu®lors de réactions longues, faisant diminuer le rendement.
L'usuel double exces d'ascorbate de sodium peut étre élevé a 5 fois pour s'assurer du
bon état d'oxydation du cuivre.

Une alternative est l'utilisation de ligands azotés polydentés développés par Fokin et
al.168 tel que le tris(benzyl-1,2,3-triazol-4-yl)méthyl amine (TBTA) (cf. Figure 92). Ils
stabilisent le Cu! sans avoir recourt a une atmosphére inerte tout en le laissant
accessible pour la réaction (cf. Figure 93.). Par ailleurs, ces ligands, donneurs
d'électrons, catalysent la réaction en enrichissant le cuivre d'électrons qu'il rendra a

l'alcyne en favorisant la formation du complexe acétyléniquel®®.

R
O

R = benzyl (TBTA) PMDTA o” O
R = tert-butyle (TTTA) IIR
R = (CH,)30OH (THPTA)
R
R

Figure 92 - Exemple de ligands azotés polydentés.
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X
%\NMe Matyjaszewski et al. ont comparé I'effet de différents ligands de ce
cu—
MegN/ \NJ genre sur une CuAAC au CuBr. Ils ont montré, par exemple, une
M62
Figure 93 - augmentation de la vitesse de réaction de 230 fois grace au

[Cul(PMDTAY(NX)I":  hentamethyldiéthylénetriamine (PMDTA)6%. Cette méthode s'est

largement populariséel?0,171,172,173,

Dans le cas de substrat poly-acétyléniques flexibles, il a été observé, notamment

par Zhao et al,, que la proximité des alcynes pouvait engendrer une coordination du
cuivre I et saturer rapidement celui-cil’# 175, Le complexe formé est assez stable pour
empécher l'azoture de se lier au cuivre I amenant un rendement médiocre voir nul de la
CuAAC. La réaction d'homocouplage et I'oxydation des alcynes sont alors favorisées.
Dans leurs travaux, Zhao et al. ont essayé de faire une CuAAC sur une calix[4]arenes
portant quatre alcynes. Aucun produit n'a été obtenu malgré le chauffage, qui n'a fait
qu'accélérer la sous-réaction d'homocouplage des alcynes. Par contre, en changeant les
alcynes par des azotures, le rendement est monté jusqu'a 80%.

Cet homocouplage se passe tant en présence de cuivre I et de dioxygéne (réaction de
Glaser - Figure 94) qu'en présence de cuivre II (réaction d'Eglinton - Figure 95)176. Pour
le premier cas, travailler en atmosphére inerte ou ajouter de ligands azotés polydentés
suffit. Pour le second, on peut doubler la quantité d'oxydant mise usuellement afin de

rester dans I'état d'oxydation +1 puis se rapporter a la solution du premier cas'”’.

2 R—= > R———=—R
CUI, 02

Figure 94 - Réaction de Glaser.

2 R—= > R———=—R
cu'

Figure 95 - Réaction d'Eglinton.

Dans le cas ou des molécules biologiques (protéines, virus...) participent a la
réaction, on ne peut utiliser que de faibles concentrations de catalyseur et une
atmosphére ambiante, ce qui fait chuter fortement le rendement. De plus grandes

précautions sont a prendre. L'illustration la plus parlante est donnée par Finn et al. et
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leurs essais de CuUAAC sur des virus de la mosaique du niébé (CPMV) marqués avec soit

60 azotures, soit 60 alcynes (cf. respectivement Figure 97 et Figure 96)178.

HO 0 o —
L0 oy,
* CO,H
o) o} o O —

OH\

Figure 96 - Réaction A de Finn et al,, les conditions se situent dans le Tableau 5.

HO (0) (0] o n
O ‘ =N
P H N=N
H = NH N
60 HN o

07 NN,
H HO,C

\

— - n

Figure 97 - Réaction B de Finn et al,, les conditions se situent dans le Tableau 5.

Le réducteur usuel du Cu'l, 'ascorbate, peut désassembler les biomolécules.
Parmi les alternatives possibles, ils ont trouvé que 1'utilisation de fils de cuivre (Cu®) ou
de Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) convenait (cf. entrée 1 et 2 du Tableau 5). Ce
dernier est un bon candidat du fait qu'il réagit plus rapidement sur le cuivre que sur les
azotures aliphaliques. Cependant, le ratio TCEP/Cuivre est a surveiller car ce réducteur
peut se lier au cuivre et ainsi jouer un role inhibiteur. L'utilisation des deux réducteurs
n'engendre pas de chute de rendement (cf. entrée 5)

Le ligand polydenté TBTA est essentiel a la bonne marche de la réaction, en effet,
sans celui-ci la fonctionnalisation des virus peut chuter de 100 a 17% (cf. entrée 3 et 4
versus entrée 1 et 2 du Tableau 5). La décomposition du Cu! est donc a particuliérement
surveiller dans ce cas la.

Lorsque les CPMV sont marqués avec des alcynes, on retrouve les probléemes

remarqués auparavant, le rendement de la CuAAC chute considérablement par rapport
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aux CPMV marqués avec des azotures pourtant, la réaction a été exécutée dans les

mémes conditions (cf. entrée 6 versus 1 du Tableau 5).

Entrée Réaction CuSO4(mM) TBTA (mM) TCEP (mM) Cu® loading

1 A 1.0 2.0 + 60 (100%)
2 A 1.0 2.0 2.0 - 60 (100%)
3 A 1.0 2.0 + 17 (29%)
4 A 1.0 2.0 - 10 (17%)
5 A 1.0 2.0 2.0 + 60 (100%)
6 B 1.0 2.0 + 10 (17%)

Tableau 5 - Quelques conditions de CuAAC essayées par Finn et al. sur les CPMV, 4°C, 16h.

B. CuAAC sur support solide

Généralement, lors d'une CuAAC en phase homogéne, un mélange d'H20/méthanol est
utilisé pour mieux solubiliser les substrats et étre dans un milieu favorablel6?. Quand on
passe en phase solide, ce type de solvant n'est plus adéquat pour la résine ; en effet
l'accessibilité des fonctions a réagir dépend de 1'allongement de la résine c'est-a-dire de
la nature de la résine et des solvants utilisés. Un effort de méthodologie doit donc étre
fait. Ces résines peuvent étre plus ou moins hydrophiles suivant le degré de PEG la
constituant.

Les essais de CuAAC sur résine ont tres vite démarré apres la mise en valeur de cette

réactiont7°.

1. CuAAC sur des résines a base de Polystyréne
Holub et al. ont eu la possibilité de faire plusieurs CuAAC lors d'allongement de
chaine peptoide sur une résine de type Rink amidel80. Cependant les quantités de
réactifs utilisés sont impressionnantes, 40eq de Cul, 20eq d'acide ascorbique, 50eq de
DIEA dans du DMF/pyridine (7/3) mais le plus génant ce sont les 21eq de réactif
azoturé nécessaires pour une seule fonction alcyne. Ces valeurs imposent un réactif de
départ peu coliteux et facilement obtenable. Un travail d'optimisation est donc

nécessaire.
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Plusieurs groupes ont effectué ce travail et ont trouvé que le rendement
dépendait du substrat et des conditions de réactions. Zhang et al. ont regardé
I'évolution du rendement de CuAAC entre des lysines "azoturées” et des dipeptides liés
a une résine de type Rink amide sans exclusion d'oxygene (cf. Figure 98)181. Ils ont
remarqué tout d'abord qu'une quantité catalytique de cuivre n'était pas suffisante pour
avoir du produit, ils se sont alors basés sur les conditions suivantes : 5eq de produit
azoturé, 5eq de Cul, 5eq d'ascorbate de sodium et 10eq de DIEA. Des essais de co-
solvant ont ensuite été testés pour essayer de stabiliser le Cu!, le THF a été remplacé par
du DMF/Pyridine (7/3), puis par du DMF/2,6-lutidine (7/3) et enfin par du
DMF /Pipéridine (8/2) donnant des rendements respectivement de 0, 82 et 100%. Dans
ces conditions, la pyridine est cette fois-ci inefficace. Cornier et al. sont tombés sur les
mémes observations®2, L'amélioration du rendement n'a pas été la seule chose
bénéfique de l'utilisation de la pipéridine, le temps de réaction tombe aussi a 5h avec

suppression de dépot de cuivre sur la résine.
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Figure 98 - Réaction modele des essais de CuAAC par Zhang et al..

Quelques exemples montrent plusieurs CuAAC faites simultanément sur un
support solide. Brabez et al. ont adapté le protocole de Zhang et al. avec succes a trois
CuAAC simultanées sur un méme support solide, de la MBHA?>7. Toutes les quantités
ont été multipliées par le nombre de fonction en diminuant celles du réactif de départ et

de DIEA, respectivement mises a 2 et 7 équivalents par fonction.

2. CuAAC sur des résines a base de Polyéthyléne glycol
Dés 2001, Tornoe et al. ont synthétisé différents peptidotriazoles grace a du

Cul/DIPEA (2eq/50eq, et 2eq de réactif azoturé)!?’. Deux sortes de résines a base de
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polyéthyléne glycol ont été testées : de la PEGAsoo et de la SPOCC. La solvatation

importante de ces dernieres a permis d'éviter le cross-coupling et d'améliorer le
rendement. En effet, des conversions supérieures a 95% ont été trouvées pour des

puretés allant de 75 a 99%.

Les essais se sont diversifiés avec les résines de type Tentagel S Ram, Franke et al.

en ont fait un exemplel®3, Ils ont synthétisé un modele peptidique cyclique contenant
deux lysines protégées 1'une par un groupement 4,4-dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-
ylidene)-3-methylbutyl (ivDde) et I'autre par un groupement allyloxycarbonyl (Alloc) et
une 4-nitrophénylalanine, trois fonctions orthogonales (cf. Figure 99). Chacune a leur
tour, elles vont étre déprotégées, couplées a de 1'acide propanoique puis mises en jeu
dans les mémes conditions de CuAAC que I'exemple précédent, Cul/DIEA, dans du DMF.
Les CuAAC restent encore assez longues (deux jours) et donnent un rendement global

assez faible (6%).

0 7
NH © (0]
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Figure 99 - Triple CuAAC sur une résine de type Tentagel S Ram de Franke et al..
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L'optimisation nécessaire des réactions est encore démontrée au vu de I'exemple
de Hiittl et al. avec ses dendrons de lysines modifiés portant deux alcynes sur une résine
de type Tentagel S Ram184, IIs ont essayé de multiples conditions de CuAAC basés sur
d'autres groupes de recherchel8> 182,186, 183,187 et donc pour d'autres substrats (cf.
Tableau 6) avant d'en trouver une convenable donnant un rendement de 92% : 2eq de
réactifs azoturés par fonction alcyne avec un cocktail de Cul/DIEA (1.2eq/55eq) dans

du DMF.

Réactifs Azoture Solvant Conditions
1 5eqCul DMF /Piperidine
5eq/alcyne 20h, TA
+ 5eq ascorbate de sodium (4/1)
2 0.5eqCul + 10eq DIEA 2 eq/alcyne THF 2h, TA
3 0.5eq Cu(PPh3)2NOs3 3eq/alcyne NMP 40min, TA
4 1.2eqCul 2 jours,
2 eq/alcyne DMF
+ 55eq DIEA t°amb, dark
5 5eq CuS04.H:0 THF/H20 10min, 100W,
1.6 eq/alcyne
+ 50eq ascorbate de sodium (1/1) MW, 100°C

Tableau 6 - Différentes conditions de CuAAC essayé par Hiittl et al..

C. Synthese

La résine utilisée offre le choix d'utiliser deux types de clivage, 'un pour garder le trityle
protégeant la cystéine mise sur le bloc de départ, et un autre qui I'enleve. Ce dernier se
fait classiquement en présence d'éthanedithiol (EDT), substance qui peut réduire les
azotures en amines!88, Des essais sur de petites quantités de résines de dendrimeres
ayant 9 azotures issus du pentaérythritol et de 1'a-D-glucopyranoside de méthyle ont
montré que le temps de clivage ne permettait pas de garder toutes les fonctions intactes
en quantité suffisante. C'est pourquoi, pour éviter ce probleme, le clivage est fait apres

la CuAAC.
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1. Accrochage du saccharide par CuAAC
Les conditions de CuAAC dans la littérature sont tres disparates, leurs succes
dépendent beaucoup de parametres comme le substrat. Face aux multiples possibilités,
le choix s'est tourné vers les résultats de Lécorché et al.. Ils ont optimisé les conditions
d'Holub et al. pour synthétiser un glycopeptide sur une résine de type Rink amide sur
un modele montré en Figure 100175. Ils ont testé plusieurs sources de cuivre (Cul et
Cu(OAc)2), plusieurs co-solvants (pyridine, 2,6-lutidine et pipéridine), plusieurs

nombres d'équivalents de sucre, de DIEA et différents temps de réaction.

OACOAc
OACoAC e
Q OAc ,
R \n/\/\/\ \H/\NH NH
\n/\/\/\ }]/\NH
NHbe H N
NHPbf 2N UNH

Figure 100 - Réaction modéle de la CuAAC faite par Lécorché et al..

Ainsi, une optimisation des conditions de réaction pour une conversion totale a été
trouvée (cf. Tableau 7) : une durée minimale de 5h de réaction, un nombre d'équivalent
de DIEA de 5, mais surtout, le plus intéressant, est le nombre d'équivalents de réactifs
azoturés descendu a 2, essentiel pour des blocs demandant de nombreuses étapes de
synthese comme les notres. Quant-a la source du co-solvant, il importait peu sauf pour
des temps plus réduit. Ainsi, ces conditions ont été choisies avec du
Cu(0Ac)2(4eq)/acide ascorbique (2eq) dans un mélange Pyridine/NMP (3/7) (cf. entrée
1 du Tableau 7).

3 Sel de cuivre (eq)/ Co-solvanta 30% Sucre DIEA Temps
E Ac. ascorbique (eq) dans du DMF (eq) (eq) (h)
Cu(OAc)2 (4eq)/
Ac. Ascorbique (2eq) Pyridine ? > >
2 Cul (2eq)/Ac. ascorbique (2eq) 2,6-lutidine 4 5 5
3 Cul (2eq)/Ac. ascorbique (2eq) Pipéridine 4 5 5

Tableau 7 - Conditions de CuAAC de Lécorché et al.
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D'apres une observation de Lécorché et al., les éléments glycosylés ont été laissés
protégés pour la CuAAC afin d'avoir un profil d'HPLC moins complexe en fin de réaction.
Les quantités de réactifs ont été calculées par rapport a la substitution initiale de la

résine, en considérant tous les couplages peptiques comme quantitatif.

Ainsi, a la résine seche 12a, ont été ajoutés le cuivre et I'acide ascorbique, puis le
L-Fucose propargylé et acétylé 23 dissout dans un mélange pyridine/NMP (3/7) et de
DIEA pour obtenir le glycodendrimere de valence 9, 13a (cf. Figure 101). La seringue
réactionnelle a été mécaniquement agitée pendant 10h et le mélange initialement bleu

devient rapidement marron, signe que le cuivre II a bien été réduit en cuivre L.

Le méme processus a été appliqué a 17a pour obtenir le glycodendrimeére de
valence 27, 18a (cf. Figure 103 pour le glycodendrimere clivé et désacétylé

correspondant 20a).

Une fois la réaction finie, I'étape d'élimination du cuivre a été faite, la subsistance
de cuivre pouvant entrainer des problemes de toxicité in vivo, des génes lors de la RMN
et des études biologiques. Les lavages de la résine ont été faits avec du DMF, de l'acide
ascorbique dissout dans un mélange DMF /pyridine (6/5) avant de passer aux lavages
classiques!’>. La résine passe d'une couleur verdatre a jaune, marquant une

amélioration du taux de cuivre sur la résine.
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Figure 101 - Réaction de CuAAC sur 12a.
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2. Clivage

Par mesure de précaution, pour éviter la déprotection du trityle, la réaction a été
faite en plusieurs courtes expositions de trois minutes. Pour cela, le clivage se déroule
dans la seringue.
Chaque réaction a été faite en deux étapes, tout d'abord le clivage avec une solution
diluée de TFA a 0.8% dans du DCM puis, la neutralisation du mélange dans une solution
de DIEA a 20% dans du DCM (cf. Figure 102). Lors du clivage, la résine se colore
typiquement en rouge, temporairement ou pas'*’.

La synthese a été poursuivie apres une simple évaporation des solvants.

3. Désacétylation

La désacétylation pour obtenir 15a (cf. Figure 102), ou respectivement 20a (cf.
Figure 103), a été faite avec un protocole classique de méthanol dans de la soude. 10
équivalents de méthanol par fonction hydroxyle a déprotéger ont été utilisés. Malgré le
bon fonctionnement de la réaction, d'importantes quantités de sels imposent une forte
dilution lors de la purification par HPLC. Ainsi, le nombre d'injections et donc le temps
de purification augmentent. Le plus génant a été la diminution du signal d'absorption de
I'HPLC qui complique grandement la purification qui 1'était déja de part la succession de

multiples conjugaisons.

Par la suite un autre protocole réglant ce probléme a été utilisé (cf. Figure 102):

de la résine échangeuse d'ions de type amberlite IRA 400 OH-a la place de la soude.
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Figure 102 - Clivage et désacétylation de 13a.
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17a
(I) DIEA (135eq),
Ascorbic acid (54eq), (m) 0,8% TFA in DCM, 5x3min ;
Cu(OAc), (108eq),
23 (54eq), (n) NaOH (810eq), MeOH, 12h.

NMP/Pyridine (7/3), 15h ;
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Figure 103 - Schéma de synthése de 20a a partir de 17a.
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III. Analyses

Il faut garder a l'esprit que lors d'une syntheése divergente, le dendrimere croit a partir
d'un coeur, impliquant un nombre de fonctions augmentant exponentionnellement avec
le nombre de générations. Par conséquent, bien que chaque réaction soit sélective, le
rendement est fortement touché a chaque génération. Si on prend l'exemple d'un
dendrimeére de type PPI de génération Gz (cf. Figure 104), de valence 16, 56 réactions
sont nécessaires a sa synthese. Dans le cas avantageux de 99% de rendement pour
chaque réaction, le rendement global ne sera que de 0.99%¢x100, c'est-a-dire 57%.

Chaque nouvelle génération est difficilement purifiée, ainsi la présence d'une petite

quantité de dendrimere avec un défaut statisque ne peut étre évitée et est amplifiée.
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Figure 104 - dendrimeére a base de PPI, de génération Gs (valence 16).

La caractérisation des dendrimeéres est elle aussi compliquée de part leurs tailles,
ou leurs asymétries. Plusieurs techniques de RMN (1H, 13C) ou de chromatographie
(HPLC, ...) sont largement utilisées, mais elles ne permettent pas de révéler de petites
quantités d'impuretés, tout particuliéerement dans les générations importantes de
dendrimeéres!?0, Une analyse complémentaire avec de la spectroscopie de masse est

nécessaire.
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A.HPLC

Pour nos glycodendrimeres, une analyse par HPLC analytique a d'abord été faite avec
un gradient classique de 5 a 100% d'ACN dans de l'eau contenant du TFA a 0.1%.
L'analyse se repose sur l'absorbance de deux longueurs d'ondes, celle a 220nm
pour les fonctions amides et celle a 280nm pour les cycles aromatiques du trityle. Ce
dernier devait permettre de vérifier que le groupement trityle était bien resté sur le
glycodendrimere. Cependant, il s'est trouvé tres peu visible et ne n'a pas pu étre

exploité lors de la purification.

Le profil HPLC du brut pour le dendrimere basé sur l'a-D-glucopranoside de
méthyle de valence 9, 15a, est donné en Figure 105.A. et celui pour 20a en Figure
106.A.. On remarque qu'en augmentant la génération du produit, un pic plus large a été

observé, rendant plus compliqué la purification.
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Figure 105 - Profil HPLC de 15a, 5 a 100% d'ACN+0.1%TFA dans de I'eau a 0.1%TFA en 10min ; A. HPLC du
brut ; B. HPLC apres purification.
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Lorsque les pics d'intéréts ont été repérés, le gradient a été modifié pour les avoir
bien séparés et bien centrés sur le profil HPLC. La purification a alors été faite par une
HPLC semi-préparative ou toutes les fractions correspondantes aux pics ont été prises,
analysées par MALDI puis lyophilisées en attendant les résultats pour faire une RMN du
produit. Le profil HPLC du produit purifié 15a est donné en Figure 105.B. et celui de
20a en Figure 106.B..

Pour certains échantillons, une deuxieme purification a été nécessaire entrainant une

perte de produit non négligeable.

Un test au TCEP a été effectué par HPLC analytique pour vérifier qu'aucun pont
disulfure n'existait entre deux dendrimeres, ce qui pourrait arriver dans le cas ou le

groupement protecteur de la cystéine n'aurait pas résisté aux conditions de clivage.
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Figure 106 - Profil HPLC de 20a, 5 a 100% d'ACN+0.1%TFA dans de l'eau a 0.1%TFA en 30min ; A. HPLC du
brut ; B. HPLC apres purification.

Ces purifications ont été délicates et rejoignent le constat d'Hiittl et al. sur la
purification de leurs dendrimeres basés sur des lysines modifiées avec des alcynes (cf.
page 123)184 En effet, apres trois couplages peptidiques de lysine (valence 16),
seulement un cinquiéme du produit voulu avait été obtenu, représentant un rendement
de 8,6% seulement. Dans notre cas, un rendement de 1.5% a été obtenu pour 15a et de

1.3% pour 20a.
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B. RMN

Le motif fucosique a 1'avantage d'avoir un groupement méthyle facilement repérable
sur la RMN du proton donnant un doublet a 0.96ppm. Ce motif étant répété sur les
glycodendrimeres synthétisés 15a et 20a, il est d'autant plus visible. Il permet d'avoir
une référence pour intégrer les autres protons du spectre et de vérifier qu'ils
correspondent bien a ceux attendus. Ainsi, pour 15a, la référence est mise a 27 protons

et pour 20a, a 81 protons.

Les pics a 7.94ppm, représentant les protons présents sur le triazole, et ceux a
4.85ppm, représentant les protons anomériques des fucoses ont bien l'intégration
attendue respectivement de 9 protons pour le dendrimere de valence 9 (cf. Figure 107)

et de 27 pour celui de valence 27 (cf. Figure 108).
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Figure 107 - Spectre RMN du proton de 15a.

Pour vérifier que les dendrimeres ont bien toutes les branches voulues, on

regarde certains pics caractéristiques de la structure interne de ceux-ci. Ces pics sont
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assez confus et rassemblés dans un intervalle de ppm assez étroit. Cependant, on peut
distinguer les pics isolés suivant : 4.3 ppm et 2 ppm.

Grace a un COSY, on sait qu'ils sont voisins, ils font partis des espaceurs existant entre
les générations. Vu le déblindage, celui de 2 ppm correspond a tous les -0-CH2-CH2-CH>-,
c'est-a-dire ceux du bloc Elongateur et ceux du bloc Terminateur, étant tous deux
similaires. Celui a 4.3 ppm, correspond donc aux protons -0-CH;-CH2-CHz-Triazole, ainsi
on a bien respectivement 18 protons pour le dendrimere de valence 9 et de 54 protons

pour celui de valence 27.
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Figure 108 - Spectre RMN du proton de 20a.

La RMN du proton permet de vérifier qu'aucun fucose ou coeur a-D-
glucopyranoside n'a subit d'anomérisation. En effet, en calculant les constantes de
couplages des protons anomériques, il est facile de remonter a la nature de 1'anomere :
celles des anomeéres alpha sont inférieures a 5Hz tandis que celles des anomeéres béta
avoisinent les 8-10Hz.

A partir des analyses RMN, les protons anomériques des fucoses sortent quasiment au
méme endroit et ont une constante de couplage inférieure a 5Hz, ce qui est en accord

avec la configuration o attendue. Les protons anomériques des métyles a-D-
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glucopyranosides sortent malheureusement en méme temps qu'un autre pic et ne

peuvent étre analysés.

C. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation (MALDI)

Le MALDI a prouvé étre une méthode analytique directe de spectroscopie de masse
adapté a une utilisation en routine pour les dendrimeéres!?1, Elle ne requiert que de tres
faibles quantités de produit, de 1'ordre de la picomole, et, du fait qu'il s'agit d'une
technique d'ionisation douce, elle ne provoque que trées peu de fragmentations,
facilitant l'interprétation des spectres et de la pureté des dendrimeres. Cette méthode
se différencie de l'ionisation par électrospray (ESI) par la création de peu d'ions
multichargés, et par une ionisation plus facile des masses importantes, facilitant ces

deux derniers aspects.

Deux modes existent, le mode linéaire et le mode réflector. Ce dernier est
caractérisé par un allongement du temps de vol, ce qui permet une meilleure résolution,
néanmoins il ne peut étre utilisé que pour des masses inférieures a 5000 g/mol. Dans

notre cas, il ne permettait pas d'exploiter le spectre, le mode linéaire a donc été utilisé.

La molécule a analyser est cristallisée avec une matrice qui va 0
absorber 1'énergie du laser, s'exciter et désorber le produit a HO OH
analyser. Parmi le choix possible, 1'acide 2,5-dihydroxybenzoique OH

(DHB), représentée en Figure 109, a été choisi du fait qu'il a été Ffigure 109 - DHB.

remarqué comme adaptée aux oligosaccharides.

Un spectre MALDI trés net a pu étre obtenu pour le dendrimere issu de 1'a-D-
glucopyranoside de méthyle de génération Gi. Il a bien donné les résultats attendus
avec une masse molaire de 4035.89 g/mol (cf. Figure 110.A. pour le spectre théorique et

Figure 110.B. pour le spectre expérimental).
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4037.79

A.

90 4036.79
4038.79 Théorique

7 4039.79
7 4035.78
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Figure 110 - Spectre MALDI de 15a (A. spectre théorique et B. spectre expérimental).
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Lorsque la génération augmente, les dendrimeres volent avec plus de difficultés
dans le MALDI-TOF et une puissance de laser plus importante doit étre appliquée. Par
conséquent, la qualité de la ligne de base est dégradée, des pics plus larges et quelques
fragmentations peuvent apparaitre. Ainsi, pour l'analyse de la génération suivante Gz, la
masse importante tres importante (11789.36 g/mol), et n'a pas pu étre obtenue avec
une bonne résolution.

D'autres études sur des glycodendriméres ont été confrontées a ce méme probléme
dont celle de Fernandez-Megia et al.192 193, En effet, sur le spectre MALDI-TOF de son
dendrimeére de génération Gz, de valence 27 (la génération G1 sans la CuAAC des fucoses
est représenté en Figure 112) un massif est présent au lieu d'un pic bien défini (cf.

Figure 111).

Il est bon de noter que les glycodendrimeres de hautes masses molaires peuvent
se cliver a cause de la puissance du laser et produire des fragments pouvant étre

faussement interprétés comme résultant d'une réaction incompleéte.

T NH,
o P\ o
HQNJ(\/O < o)
3 NH, [G3])-Fuc 13333.7 [M+Na)*
® (Calcd. 13336.7)
12120.7 [MAK-C o My N, 0,°
HN o O Oﬁ;NHZ (Calcd. 12121.85)
>
o H Q DOD6.8 (M#NACy Hig Ny Opel’
(o) /\>§ \j/ |Caled, 9099.3)
O 30 &NH, \

n-PrHN

O\/>1 O NH, -
N A's 8000 10000 12000 14000 16000

Figure 111 - Exemple de MALDI sur un dendrimeére
(6] de haute masse molaire fait par Fernandez-Megia et
° /\7LNH2 al.. b ®
3

w

NH,

Figure 112 - Dendrimére de génération Gi
synthétisé par Fernandez-Megia et al..

139



Chapitre II - Synthese Supportée

IV. Changements de stratégie de synthese

A.Réduction des azotures en amines sur support solide

En vue d'optimiser la synthese, il serait judicieux d'arréter celle des blocs au

produit azoturé et de réduire directement les azotures en amines sur le support solide.

Cela éviterait 1'étape de réduction des azotures et de protection des amines, difficile a

procéder et purifier convenablement a grosse échelle.
Plusieurs méthodes sont possibles, I'utilisation :
» d'agents réducteurs comme NaBH4/LiAlH4/Hz,
» de phosphines, ou
» de thiols.

Les agents réducteurs comme LiAlH4 ne sont soit pas assez sélectifs aux azotures

et vont attaquer les fonctions amides qui structurent le dendrimere et rallient le

support solide au dendrimere (cf. les liaisons rouges sur la Figure 113), soit nécessitent

un catalyseur solide qui incompatible avec un support solide. De ce fait, on ne

considérera pas cette possibilité de réduction.

NH@Carb
—~NH@Carb

NH@Carb

HN
NH@Carb

H H

BocHN\/\/INj —N —NH@Carb

(0]
HN O NH (o) NH@Carb

& 0

NH@Carb

“SNH@Carb
NH@Carb

Figure 113 - Structure schématisée d'un dendrimeére de génération 1.

En rouge les liaisons amides sensibles aux réductions.
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1. Les phosphines
La réduction par phosphine est appelée communément la réaction de Staudinger.
La nature des phosphines est assez variée (P(Bu)s, P(Ph)s3, ...). C'est une méthode douce
composée de deux étapes (cf. Figure 114) : l'addition de phosphine sur l'azoture qui
apres réarrangement formera I'iminophosphorane et I'hydrolyse de cette derniere pour
former 1'amine voulue. Le principal inconvénient de cette méthode est la formation
d'oxyde de phosphine, assez difficile a éliminer.

_ H,O
NN 2

- +
’ 3

R iminophosphorane

Figure 114 - Réaction de Staudinger.

Pour le support solide, I'hydrolyse est plus génante que 1'oxyde de phosphine. En
effet, I'eau peut contracter le polymeére constituant la résine et rendre moins voires pas
réactives les fonctions positionnées dessus. Brase et al.1%% ont confirmé cet effet grace
aux réactions de Staudinger classiques (cf. entrée 1 du Tableau 8) effectuées sur des
fragments hydrophiles et des fragments plus hydrophobes attachés a une résine de type
Rink (cf. respectivement Figure 115.A. et Figure 115.B.). IIs ont remarqué une différence
de réactivité entre les deux, les amenant a essayer différentes conditions de réactions

pour les fragments ne donnant pas le produit vouluy, c'est-a-dire les plus hydrophobes.

B N3 NH,
H H
N
‘ N Nt s HN nTH
0 i. PPhg, THF, 3h o
6 ii. H,O-THF (1:8), 6 j])v i. Réduction o
0 MW, 60°C, 1h o N ii. 95% TFA-H,0 {
J/ iii. 95% TFA-H,0 J/ HN YOUONH HZNJ\/ N
® °
o ;
Ng NH,

NHBoc NHBoc

Figure 115 - A. Exemple de synthése d'un aminopeptide fonctionnalisé sur une résine de type Rink amide par
Brise et al. ; B. Réduction de 1'w-azidopeptide utilisé pour le screening décrit dans le Tableau 8 sur une
résine de type Rink amide par Brise et al..
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3 Conditions de la réaction Température Temps de
St
E en Figure 115.B (°C) réaction (h)
1 a) P(Bu)s3, THF r.t. 3
b) H20:THF (1 :8) r.t. 0.5
2 a) P(Bu)s3, THF r.t. 3
b) H20:THF (1 :8), MW 60°C 0.5
3 a) P(Ph)3, THF r.t. 3
b) H20:THF (1 :8) r.t. 0.5
4  a) P(Ph)sz, THF r.t. 3
b) H20:THF (1 :8), MW 60°C 0.5
5 a) P(Bu)s3, THF r.t. 4
b) H20:THF (1 :8) r.t. 12
6 a) P(Bu)s3, THF r.t. 4
b) H20:THF (1 :8), MW 60°C 1
7 a) P(Bu)s3, THF r.t. 4
b) H20:DMF (1 :4) r.t. 12
8 a) P(Bu)s3, THF r.t. 4
b) H20:DMF (1 :4), MW 60°C 1
9 a) P(Bu)s3, THF r.t. 4
b) NH40H concentré:DMF (1 :4) r.t. 12
10 a) P(Bu)s, THF r.t. 4
b) H20:AcOH :DMF (1:2 8), MW 60°C 1

Tableau 8 - Liste de conditions de réductions essayées sur des Résines Rink amide par Brise et al. ; aucun ou
trés peu de produit détecté par MALDI-TOF.
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Parmi les essais effectués et récapitulés dans le Tableau 8, on trouve des
mélanges de solvants diminuant la quantité d'eau (cf. entrée 5 vs. 7), des temps
d'hydrolyse plus ou moins long et l'utilisation d'un micro-onde (cf. entrées paires). Les
réactions, suivies par MALDI-TOF, n'ont pas donné le produit escompté mais seulement
du réactif de départ et l'intermédiaire iminophosphorane. Cette méthode de réduction

n'a donc pas été retenue par la suite.

2. Les thiols

Le plus commun des agents réducteurs thiolés est le 1,3-propanedithiol, utilisé

depuis 1978 grace a Bayley et al. (cf. Figure 116). De multiples structures ont été testées

et ont démontré sa sélectivité envers les azotures!9>.

SH NEts s
R-Ng + C — » R-NH, + <:' + Ny
SH MeOH/N, S

Figure 116 - Réaction de réduction avec du 1,3-propanedithiol par Bayley
etal.

Le temps de réaction est assez variable, il peut aller de 1 minute a 120h pour des
conditions et un nombre d'azotures a réduire similaires. Cette réaction se fait
habituellement dans du méthanol mais des solvants plus adaptés au support solide,
comme le DMF, peuvent étre utilisés moyennant un temps de réaction plus long.

Cette réaction est stoechiométrique mais des exces de dithiol et de triéthylamine sont
généralement appliqués (souvent 5eq de chaque pour une fonction azoture a réduire et

une concentration de méthanol de 0.2M).

Quelques exemples ont été effectués sur support solide avec, par exemple, Toth et
al.1%, Ils ont réduit l'azoture placé en position anomérique d'un dérivé d'acide
glucuronique supporté sur une résine de type 2-chlorotrityle, et ont adapté le protocole
avec succes, en omettant le solvant et en multipliant par 5 les équivalents usuels en
synthése homogeéne (25eq de NEt3 et de dithiol par azoture) (cf. Figure 117). Cette
technique a l'avantage de nécessiter seulement un lavage au DMF et un test

Kaiser/ATR-FTIR pour passer au couplage peptidique suivant.
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0]

% — > AcQ
OAc e HS(CHppSH, — AcO
NEts, 10h

Figure 117 - Réduction faite par Toth et al..

Brase et al. ont remarqué que les thiols jouaient un role prépondérant dans la
réduction des azotures sur une résine de type Rink lors de l'utilisation de chlorure
d'étain!?4, En effet, leurs essais montrent que le chlorure d'étain ne peut seul avoir une
conversion totale du réactif satisafaisante (cf. entrée 1 et 2 vs. 3 et 4 du Tableau 9). De
précédentes études ont confirmé que les deux couples de réactifs, PhSH/NEt; et
SnCl2/NEts, mettaient plusieurs heures a finir la réduction d'azoture la ou le mélange
Sn(II)/PhSH/NEt; met seulement 2-3 minutes!?’. Le fort pouvoir réducteur de
Sn(II)/PhSH/NEt3 ne peut donc pas étre attribué par la seule présence de ces deux

couples de réactifs dans le milieu.

)
3 Conditions de la Température Temps de =
s Pt
E réaction en Figure 115.B (°C) réaction (h) g

&
1 1M SnCl; in DMF, MW 60°C 1 B
2 1M SnClz in DMF r.t. 12 B
3 0.1M SnClz, 0.4M PhSH, r.t 1 C

0.5M NEt3 in THF

4 0.1M SnClz, 0.4M PhSH, 60°C 1 C

0.5M NEt3 in THF, MW

Tableau 9 - Différentes conditions de réaction de réduction d'un azoture en amine sur une résine de type
Rink amide par Brise et al. ; B= Produit visible en MALDI-TOF mais réactif de départ fortement détecté, C=
Quantitative conversion vu en MALDI-TOF.
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Bartra et al. ont alors proposé un mécanismel®’, montré sur la Figure 118, en
prenant pour exemple Sn(Ph).. Ils ont trouvé que ce dernier, en présence de PhSH et
d'une base, est en équilibre rapide avec BH* (Sn(SPh)3)-. Cet intermédiaire va
s'additionner sur l'azoture puis donner l'espece R-NHSn(SPh)s grace a un

réarrangement. S'ensuit un clivage pour donner I'amine et Sn(SPh)as.

Base
Ph—SH o R"Ng - N=N
Sn(SPh), =—— Sn—(SPh); R'—N™ \Sn(SPh)3
BH+ BH+

N\

R"—NH, + Sn(SPh), Fh—S R"—NH—Sn(SPh); —~ gu_n-N=N
H
No B

Figure 118 - Mécanisme de réduction d'un azoture en amine proposé par Bartra et al..

Différentes conditions utilisant cette association Sn(II)/thiol/Base ont été
essayées par Bartra et al,, quelques unes ont été mises dans le Tableau 101°7. Plusieurs
lecons peuvent en étre tirées:

» un vaste choix de thiols peut étre utilisé (thiophénol, 1,3-

propanedithiol, ...),

> le solvant utilisé lors de la réaction influe sur le rendement comme suit
: ACN ou Acétone > THF > Acétone/H;0 > pyridine > DMF > MeOH >
THF/H20

L'utilisation du support solide est ainsi possible.

» la base utilisée (NEt3, la 4-diméthylaminopyridine (DMAP), NHEt, ...)

importe peu excepté la pyridine qui fait chuter le rendement.

» leratio 1xSnCl2/4xPhSH/3xNEt3 a été trouvé le plus efficace.
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Conditions utilisées pour réduire o, q'azoture Temps de

(\o réduit réaction
OMNS

Sn(I1)/HS(CH2)»SH/NEts/CH3CN 100 2min
n=2ou3

Sn(11)/PhCH2SH/NEt3/CH3CN " 10min
Sn(I1)/PhSH/NEts/CH3CN ! 20min
Sn(I1)/HStBu/NEt3/CH3CN " 45min
H,/Pd-C/MeOH " 2h15
LiAlH4/Et20 " 6h
Sn(II)/py-2-SH/NEts/CH3CN 85% 12h

Tableau 10 - Différentes conditions de réduction rassemblées par Bartra et al..

B. Nouvelle synthese

Lors de l'application de la stratégie de synthése aux blocs issus du pentaérythritol, le
profil HPLC du glycodendrimere portant 9 fucoses montrait une complexité qui malgré
de multiples gradients HPLC, n'a pas pu étre surmonté. Au vu des problémes de non-

reproductibilité des résultats, un changement de stratégie a été enclenché.

1. Changement de la résine et du premier acide aminé
Le premier changement a été fait sur la résine, celle-ci a été changée par de la

résine de type Rink amide (cf. Figure 119).

Cette résine ne dispose pas de conditions de clivage permettant de garder le
trityle de la cystéine contrairement a la 2-chlorotrityle, ainsi il faudrait re-protéger cet
acide aminé apres clivage pour éviter la formation de ponts disulfures entre deux

dendrimeéres. Pour éviter cette étape supplémentaire et une perte de produit, une amine
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non protégée pourrait servir de fonction disponible pour une fonctionnalisation future
du dendrimere. De ce fait, la cystéine est remplacée par une lysine (cf. Figure 120)
portant deux amines, l'une protégée avec un groupement Fmoc et l'autre avec un
groupement Boc. Celui-ci ne tiendra pas aux conditions de clivage de la résine de type

Rink amide et permettra une future fonctionnalisation du glycodendrimere.

OMe NH2

MeO }_NH

Figure 119 - Résine de type Rink amide. Figure 120 - BocLys(Fmoc).

La préparation de cette résine differe légere de celle de type 2-chlorotrityle (cf.
Figure 121). La résine est tout d'abord allongée dans du DCM. Sur ce genre de résine les
amines sont déja protégées, il faut donc tout d'abord les déprotéger grace a un mélange
pipéridine/DMF (2/8) avant de mettre le premier acide aminé via un couplage classique
HBTU/HOBL.

Le loading de la résine est réduit a 0.2 mmol/g, comme pour les essais précédents. Une
protection des amines restantes sur la résine est ensuite faite par des acétates grace a

de I'anhydride acétique et du DIEA.

‘—NHFmoc >|\OJ\N )~

(j) i : piperidine/NMP (2/8), 2min+2x10min ; H
i : HBTU (2.95eq), HOBt (2.95eq), DIEA

(6eq), DMF,Boc-Lys(Fmoc)-OH (3eq), 1h;
iii : Acetic anhydride (50eq), DIEA (50eq),

DMF, 30min

NHFmoc

Figure 121 - Préparation de la résine et premier couplage peptidique
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2. Changement de la synthese des générations

La mise au point de la synthese des glycodendriméres demande énormément de
quantités de blocs Elongateur et Terminateur. La synthese de celui dit Elongateur n'est
pourtant pas tres efficace et pose des problémes d'approvisionnement. De ce fait, une
autre stratégie de synthese a été envisagée : la réduction sur support solide des
azotures du bloc Terminateur en amines. Cela permettrait d'avoir directement le bloc
Elongateur avec les amines déprotégés, prét pour le couplage peptidique suivant,
évitant les problemes de purification de ce bloc.

D'apres la litterature, le choix du réducteur s'est tourné vers le 1,3-propanedithiol.

L'essai a été fait sur le bloc issu du pentaérythritol en vue d'un glycodendrimeére
de valence 9. La réaction a été faite sur 250mg de résine pour étre a une quantité de
mole de réaction a 0.05mmol, comparable aux exemples précédents.

Les amines portant les groupements Fmoc de la résine préparée sont
déprotégées (cf. Figure 122). Le premier couplage peptidique a été ensuite fait en pré-
activant le bloc Terminateur 8b avec les agents de couplages classiques HBTU/HOBt
dans du DIEA et du DMF pour donner 11b.

Aprés un test de Kaiser négatif, la réduction est lancée avec le mélange 1,3-
propanedithiol/triéthylamine pour donner 11'b.

Apres 12h de réaction, un test de Kaiser vérificatif a été fait avant de langer le couplage
peptidique suivant en pré-activant le bloc Terminateur, 8b, dans les mémes conditions

qu'auparavant pour donner 12b.
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Figure 122 - Schéma de synthese de 12b.
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La réaction de CuAAC a été lancée dans les mémes conditions de réaction que
I'exemple issu de l'a-D-glucopyrannoside de méthyle, du Cu(OAc)2, de l'acide
ascorbique, du DIEA dans du DMF /pyridine (7/3), excepté le L-fucose propargylé qui
est cette fois-ci non acétylé 24.

La réaction est suivie directement sur le support solide par ATR-FTIR (Attenuated Total
Reflection- Fourier transform infrared spectroscopy)1°8 199,200, L,a méthode est basée sur
la diminution de la bande d'absorption relative a 1'azoture a 2100cm1. Apres 12h de
réaction, la bande azoture disparait, la réaction est finie (cf. Figure 123).

Les lavages classiques ont été complémentés par un supplémentaire composé d'un
mélange d'acide ascorbique solubilisé dans un mélange DMF/pyridine (6/5) pour

enlever les derniéres traces de cuivre.

A 29256 213
N nns

»l4
1483 12457

12b 15031 §860

13889 4

104924

%T

661.6

AR

10940
14b 13881
L] ] ] L] L] T Ll T T T L} 1
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0

cmel

Figure 123 - Spectres ATR-IR de 12b en A et 14b en B.
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La résine a été clivée avec un mélange TFA/H.0/TIS (95/2.5/2.5) (cf. Figure

126). Apres lyophilisation, un reste de cuivre subsiste, confirmé par une analyse MALDI.

Pour enlever les dernieres traces de celui-ci, le produit a été

’\/NH+ mélangé a une résine échangeuse d'ion appelée Chelex?201, 202,203,
COOr

Elle est composée d'un copolymeére de styrene et de
Figure 124 - Chelex.
divinylbenzene portant des groupements iminodiacétate qui
chélatent le cuivre présent en solution (cf. Figure 124).
Pour éviter ces étapes, les prochains lavages seront faits avec une solution de DIEA et de

diéthylthiocarbamate dans du DMF suivis des lavages classiques avec du DMF?204 205,

En reprenant le systeme vu pour la RMN des dendrimeres précédents, le doublet
a 1.01ppm, représentant les méthyles du fucose, sert de référence pour l'intégration des
protons du spectre. Elle est mise a 27 protons.

Les pics a 7.97ppm, représentant les protons présents sur le triazole, et a
4.91ppm, représentant les protons anomériques des fucoses ont bien l'intégration
attendue de 9 protons (cf. Figure 125).

Lorsqu'on regarde la struture interne du dendrimere, les pics vers 2.2ppm sont
isolés, ils correspondent a tous les -0-CHz-CH2-CH:-, c'est-a-dire ceux du bloc
Elongateur (6 protons) et ceux du bloc Terminateur (18 protons), soit un total de 24
protons. Ce qui correspond avec l'intégration eue par la référence. Néanmoins, la RMN
laisse une incertitude non négligeable et ne peut constituer la seule preuve. Des

analyses supplementaires doivent étre faites comme un MALDI.

|

l l | \
| ’1\ l‘ |‘ ' \ ,‘JL‘ ) h \,“ [(‘ \ &U* “‘

5§ —
23.50—

T T T T T T T T T T T T T T T
i5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 10
1 {ppm)

Figure 125 - Spectre RMN du proton de 15b.
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Acid ascorbique (18eq), HQ4o 5
Cu(OAc), (36eq), 24 (18eq), o) HO
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N~ HO'| O
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Figure 126 - Réaction de CuAAC et Clivage de 12b.
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V. Conclusion

La stratégie de synthese sur support solide a été testée sur les blocs synthétisés
dans le chapitre précédent, plus précisément sur ceux issus de l'alpha D-
glucopyranoside de méthyle. Deux glycodendrimeres ont ainsi été synthétisés, un
comportant 9 fucoses, 15a, et un autre en comportant 27, 20a. Les problémes de
purification et de caractérisation survenus ont été surmontés pour le glycodendrimeére
de valence 9. La caractérisation par masse reste difficile pour celui de valence 27 d'ou la

focalisation du développement des glycodendrimeres de valence 9.

Des changements de stratégie de synthése ont été testés sur un des blocs issu du
pentaérythritol en vue d'améliorer son efficacité et optimiser les blocs nécessaires. En
effet, cette nouvelle stratégie permet de s'affranchir de la synthese peu efficace du bloc
Elongateur. Ainsi, la réduction sur support solide des azotures du bloc Terminateur
suffit a la synthése des générations du dendrimere. Néanmoins, des tests

supplémentaires restent a effectuer.
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Chapitre III.
Etudes biologiques

Les interactions biologiques entre DC-SIGN et les glycodendrimeres synthétisés
sont analysées grace a une technique de Biacore® par 1'équipe de M. Fieschi a l'institut

de biologie structurale de Grenoble.

L'étude des glycodendrimeres 15a et 20a est en cours. Cependant, une idée de
I'ordre de grandeur des ICso a pu étre obtenue grace a des glycodendrimeres proches de
ceux synthétisés. Un effet multivalent ainsi qu'une diminution importante, jusqu'a 1000

fois I'lCso de I'entité mosaccharidique, le mannose, ont été remarqués.
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I. Principe du Biacore®

A. Généralités

Le Biacore® est le nom commercial d'un appareil qui se repose sur la technique
de SPR (Surface Plasmon Resonance). Il permet d'analyser en temps réel l'interaction

entre deux molécules.

L'appareil est composé d'un film conducteur d'or fonctionnalisé posé entre un
prisme ayant un haut indice réfractif et un milieu externe diélectrique de faible indice
réfractif (milieu biologique par exemple) (cf. Figure 127). Cette différence d'indice ainsi
qu'un certain angle d'incidence va faire réfléchir intégralement le faisceau de lumiere

incidente polarisée.

Incident Reflected
light light

SPR angle

Glass slide~.

Sensor chip { Gold layer -

Flow cell

Figure 127 - Représentation de I'appareil Biacore®.

Les électrons libres conducteurs du film d'or forment des oscillations périodiques
appelées ondes plasma. Comme toutes les ondes périodiques électromagnétiques, on
peut aussi les décrire en terme de particules. De méme qu'un photon est le nom
particulaire d'une onde lumineuse, un plasmon est celui d'une onde plasma.

Les plasmons confinés a la surface du métal, les plasmons de surface, créent un champ
électrique, appelé onde évanescente, situé perpendiculairement a l'interface et qui

s'étend au prisme et au milieu extérieur.
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A certains angles d'incidence, I'onde lumineuse incidente entre en résonance avec
les nuages électroniques du métal. Par conséquent, des photons vont étre convertis en
plasmons, ce qui fera diminuer l'intensité du faisceau réfléchi. On appelle ce phénomene
la résonance plasmon de surface (SPR). Par contre, hors résonance, la structure réfléchit

la lumiere incidente en totalité.

Grace a ces informations, on peut tracer la courbe dite SPR, c'est-a-dire,
l'intensité en fonction de l'angle réfléchi. Au minimum d'intensité de la lumiére
réfléchie, on a l'angle de résonance 6 (cf. Figure 128.A.)

Tout changement de la composition de l'interface entre le film d'or et le milieu
extérieur, tel que l'interaction d'un analyte sur des ligands immobilisés sur le film d'or,
va modifier les caractéristiques des plasmons de surface et donc celles de l'onde
évanescente. Ainsi, la résonance plasmon de surface apparaitra a un angle d'incidence
différent et donc donnera un angle réfléchi différent. Ce déplacement est directement

proportionnel au changement de masse sur le film d'or.

On peut alors tracer le sensorgramme c'est-a-dire le changement de l'angle de

résonance en fonction du temps (cf. Figure 128.B.).
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Figure 128 - Données de l'analyse Biacore® avec 01 angle de résonnance en début d'analyse et 02
celui en cours (A. Intensité réfléchie en fonction de son angle, B. Sensorgramme).
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B. Application aux biomolécules

1. Une analyse Biacore®

Lorsqu'on applique ce principe a lI'analyse de biomolécules, on fonctionnalise tout
d'abord le film d'or de 'ligands'. Leur nature dépend de la molécule a tester.
Les macromolécules de masses molaires supérieures a 5000 daltons sont de masses
suffisantes pour étre détectées lors de leurs interactions avec un récepteur mis sur le
film d'or du Biacore®. Le 'ligand’ est alors le récepteur, c'est le cas d'une lecture directe
(cf. Figure 129.A.).
En revanche, pour des molécules plus petites, leurs masses ne seront pas suffisantes
pour étre détectées. On prend alors un autre ligand du récepteur étudié, on repere deux
cas:

» Si celui-ci est facilement attachable au film d'or et et de masse assez importante, il
devient 'ligand'. Le récepteur est alors en solution et interagira avec l'un ou
'autre des ligands disponibles. On est dans le cas d'un test d'inhibition (cf. Figure
129.B.206);

» Sinon, il est choisi de taille importante et le 'ligand' est alors le récepteur, on est

alors dans le cas d'un test de compétition (cf. Figure 129.C.206),

i competing
detecting
A molecule B oneye C
. analyte
—_— analyte
— 2 analyte ‘ 4

Il N \ //

ligand i
& ’ ligand ligand
s

IS SIS IIIIIra e ———

Lecture directe Test d'inhibition Test de compétition

Figure 129 - Illustration de 3 différentes approches d'expérience Biacore® (A. Lecture directe pour
des molécules >5000 daltons, B. Test d'inhibition pour des molécules <5000 daltons et facilement
accrochables sur le support, C. Test de compétition pour des molécules <5000 daltons et non
facilement accrochables sur le support).
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Une analyse se fait en quatre phases (cf. Figure 130207) :

1. Une phase de blanc pour avoir la ligne de base.
Pour cela, on fait passer un flux constant de tampon a travers le milieu extérieur du film

d'or. Cela donne un premier angle de résonnance 6.

2. Une phase d'association.
La molécule a tester, appelé analyte, est solubilisée dans le tampon a une concentration
donnée. L'interaction de celle-ci avec le ligand est suivie en continu par le changement
de l'angle de résonnance. Ce dernier augmente jusqu'a arriver a un palier

correspondant a la saturation de la surface / équilibre.

3. Une phase de dissociation.
L'exces d'analyte est enlevé en remplacant le flux tampon-analyte par du tampon. Il en
découle une diminution de l'angle de résonnance et I'obtention d'un nouveau palier,
dont I'écart avec la ligne de base est représentatif de la masse d'analyte réellement liée

au ligand.

4. Une phase de régénération.
L'ajout d'une solution régénérante permet de dissocier totalement les complexes et de
revenir a la ligne de base. Une nouvelle analyse peut alors étre effectuée avec une

concentration en analyte différente de la précédente.
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Figure 130 - Sensorgramme représentant les 4 phases d'une analyse Biacore®.

2. Traitement des données
Pour avoir l'affinité de l'interaction entre deux molécules, plusieurs
sensorgrammes de concentrations d'analyte différentes sont nécessaires. La plage de
concentration doit étre choisie avec minutie, elle doit au moins contenir 5 analyses et

comprendre deux fois le Kbp.

De chaque analyse, on déduit un niveau

Association

de réponse d'interaction correspondant Réponse de

au niveau absolu de celui-ci a un temps t l'interaction

R |

d'équilibre de l'interaction auquel on Uighede biise

Réponse absolue

retranche le niveau de la ligne de base (cf.

Figure 131). Temps

Figure 131 - Calcul de la réponse de
I'interaction grace au sensorgramme.
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Ces niveaux de réponse de l'interaction sont traduits en pourcentage de réponse
par rapport a une référence. Pour la lecture directe, il s'agit du plus haut taux
d'interaction trouvé en augmentant la concentration en analyte. Pour le test d'inhibition
et celui de compétition, il s'agit de la valeur du niveau de réponse de l'analyse sans

analyte mais avec respectivement le récepteur ou l'analyte compétiteur.

Une courbe de réponse est ainsi tracée avec le niveau de réponse en pourcentage en
fonction de la concentration en analyte. A 50% se trouve la concentration inhibitrice

médiane, [Cso (cf. Figure 132).

Hesponse
100% T —

c:.: Concentration

Figure 132 - Calcul de I'ICso grace a la courbe de
réponse.
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II. Expériences de Biacore®

A. Conditions d'analyses

L'analyse de l'avidité/effet cluster permet d'avoir l'intensité de 1'ensemble des
forces des interactions non-covalentes entre une macromolécule biologique et un ligand
multivalent. Cette avidité n'est pas seulement l'addition des affinités, c'est-a-dire
I'addition de chaque force d'interaction entre les deux protagonistes, elle prend en
compte l'effet multivalent (cf. Figure 133). Cette information est disponible en

comparant les affinités de différents analytes comportant différentes valences.

Certains des glycodendrimeres a tester ont une masse molaire inférieure a 5000
daltons, ce qui a exclu la méthode a lecture directe. Un autre ligand de DC-SIGN, la Man-
BSA, a alors été choisie. Celle-ci étant facilement attachable sur la puce de Biacore® et

de masse assez importante, elle a permis d'effectuer des tests d'inhibition.

i I

Affinité Avidité
Figure 133 - Représentation schématique de la différence entre affinité

et avidité.

De I'albumine de sérum bovin fonctionnalisée par des mannoses (Man-BSA) a été
greffée sur une puce de SPR CM4 fonctionnalisée par des dextrans. La BSA mannosylée

contient 15 Man-al1-3(manal-6)Man trisaccharides.
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Pour les analyses suivantes, on cherche une concentration optimale en récepteur,
le tétramere EDC DC-SIGN, a injecter a chaque analyse. Pour cela, une série de mesures
de concentrations croissantes en récepteur a été faite pour donner l'isotherme
d'interaction, c'est-a-dire la courbe de la quantité d'analyte interagissant avec le ligand
en fonction de sa concentration. La concentration prise en référence est celle donnnant
une interaction maximale avec le ligand, la Man-BSA. Dans notre cas, elle est de 20 uM

(cf. Figure 134).
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Binding resp
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Figure 134 - Isotherme d'interaction de EDC
DC-SIGN sur la Man-BSA.

Un premier sensorgramme de référence a été fait en injectant que le recepteur a
la concentration définie précédemment. L'étude d'inhibition comporte plusieurs
sensorgrammes de concentrations croissantes en analyte (0.21 pM-6200 pM) mais de
concentration fixe en ECD DC-SIGN. Le récepteur utilisé va avoir le choix d'interagir
avec l'analyte ou Man-BSA suivant son affinité avec eux.

Le niveau de réponse a l'équilibre, soit vers 160 secondes, de chaque
concentration d'un composé donné a été traduit en pourcentage de réponse par rapport
a celui de la référence, permettant de tracer la courbe de réponse de I'analyte.

Apres chaque cycle, une solution régénérante contenant de I'EDTA a été utilisée

étant donné qu'elle va coordiner les ions calciums nécessaires a l'interaction avec I'ECD

DC-SIGN.
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B. Etat de I'art

Le Biacore® est utilisé par de multiples groupes de recherche pour évaluer l'interaction
entre DC-SIGN et des structures glycosylées, donnant ainsi une information sur 1'affinité
de ces dernieres?98 209, Parmi les différentes lectures possibles, les exemples montrés
utilisent la méme méthode de Biacore® que celle utilisée pour nos dendrimeres : des
tests d'inhibitions comportant de la Man-BSA fixée sur la puce de SPR et des tétrameres

de CRD de DC-SIGN en solution.

Les monosaccharides les plus communs ont d'abord été testés, montrant une
préférence d'interaction de DC-SIGN pour les mannoses et les L-fucoses, respectivement
une ICso de 3292 et 1200 uM, par rapport au Glc ou au Gal (cf. Tableau 11).

Ces informations ont permis d'orienter les tests d'inhibitions vers des structures
saccharidiques plus complexes comme Lewis X, contenant un fucose, et un dérivé de
Mana(1-2)Man (cf. respectivement Tableau 11 et lI'entrée 1 du Tableau 12). Dans les
deux cas, une diminution importante de 1'ICso par rapport aux entités
monosaccharidiques a été remarquée, de 1200 a 800 uM pour le premier et de 3292 a

1018 uM pour le second.

Composé de valence 1 ICs50(tM) Composé de valence 1 ICs50(uM)
OH
HO 0
"%
3292 i ¢
OH H @)
HO 20 o OH
Mannose HO 0 NHAcC
o 800
S0 OH
OH OH
° Lewis X
S OH 1200 ewis
OH
L-Fucose

Tableau 11 - ICso de composés de valence 1.
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Entree

ICso (HM)
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Tableau 12 - ICso de composés des disaccharides ou des trisaccharides.
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S'ensuit la question de la complexité nécessaire du saccharide a I'amélioration de

I'affinité, en d'autres termes si le passage d'un disaccharide ou un trisaccharide est
vraiment bénéfique pour 1'lCso. Parmi les études existantes, Varga et al. ont testé des
glycodendrimeres de valence 4 et 6 comportant soit un mono-, soit un di- soit un
trisaccharride dérivé du mannose (cf. entrée 1 a 3 du Tableau 12)210,
[Is ont trouvé que I'lCso du trisaccharide monovalent, 145 uM, était bien plus faible que
le di- ou le monosaccharide, respectivement de 1018 uM et de 3292 uM. Cependant,
cette différence est rapidement rattrappée par les glycodendrimeres disaccharidiques
de valence de 4.

De plus, le bénéfice de la multivalence, c'est-a-dire l'avidité, est bien moins
important pour le trisaccharidique que pour le disaccharidique. En effet, pour des
glycodendrimeres de méme valence, une ICso moins élevée est obtenue pour ce dernier
(cf. entrées 2 et 3 du Tableau 12).

Cette observation peut étre mesurée par le calcul de B, parametre exprimant
I'amélioration de l'affinité d'un ligand multivalent par rapport a une référence
monovalente développé par Whitesides et al.. Celui-ci peut étre défini par 1'ICso de
I'espece monovalente sur 1'lCso de l'espece étudiée qui est multiplié par sa valence.
Ainsi, pour les dendrimeres de valence 4 et 6 le 3 obtenu est respectivement de 1.87 et

4.35 pour les disaccharidiques, et 0.32 et 0.42 pour les trisaccharidiques.

En comparant des glycodendrimeres portant le méme saccharide mais ayant des
structures différentes (cf. entrée 2 et 4 du Tableau 12)211, on s'appercoit qu'il existe

bien un effet de structure.

Parmi les structures existantes, on remarque deux glycodendrimeres portant des
monosaccharides?19, un de valence 9 (cf. entrée 1 du Tableau 13) et un autre de valence
18 (cf. entrée 2 du Tableau 13), ayant respectivement une ICso de 128 uM et 36 puM.
Parmi celles hautement glycosylées, le glycopolymeére de type Boltorn® dissacharidique
de valence 30 a 32 (cf. entrée 5 du Tableau 13), synthétisé par Luczkowiak et al., a
donné une ICso de 2 uM?211, Dans ces trois cas, une importante diminution par rapport a

1'ICso du mannose seul a été notée.
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L'intervalle des valences de ces glycodendrimeres correspond a celui de nos

glycodendrimeres synthétisés, ils permettront ainsi de comparer les résultats d'ICso

obtenus.
ICso (kM)
mono
OH
HO.0 S
Composé H - S
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Tableau 13 - ICso de composés portant des monosaccharides.
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C. Résultats et Discussion

L'interaction entre nos dendrimeéres et DC-SIGN fut évaluée par le groupe de M. Fieschi
a l'institut de Biologie Structurale (IBS) de Grenoble dans les conditions discutés

Pour calibrer le test d'inhibition, du mannose et du L-fucose ont été utilisés
comme références monosaccharidiques. L'énantiomere non naturel D-fucose a été
utilisé comme contréle négatif. Les ICso obtenues sont consistantes avec celles de la

littérature, respectivement de 2.8mM et de 1.7mM.

OH
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Figure 135 - Dend9Mannoses.

Les études biologiques des dendrimeéres synthétisés sont en cours. Cependant,

des résultats préliminaires ont été faits sur deux dendrimeres proches de ceux de
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valence 9 et 27 issus de l'a-D-glucopyranoside de méthyle. Ils ont été synthétisés d'une
tout autre maniere dans le laboratoire (L. Cattiaux), comportent les mémes valences
mais sont enveloppés de mannoses (cf. Figure 135 pour Dend9Mannoses et Figure 136

pour Dend27Mannoses).

Figure 136 - Dend27Mannoses.
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Figure 137 - Courbe de réponse des glycodendriméres Dend9Mannoses et Dend27Mannoses.

La courbe de réponse est donnée en Figure 137. Les I1Cso des molécules étudiées
en sont déduites et rassemblées dans le Tableau 14. Une forte diminution de cette
valeur a été observée lorsqu'on passe du monosaccharide au glycodendrimére de
valence 9, de 2931 uM a 30 uM, baisse qui s'acccentue lorsqu'on augmente la valence a

27 ou I'lICsp passe de 30 uM a 2.6 uM.

Par rapport a d'autres molécules glycosylés avec des monosaccharides et
comportant des valences analogues (cf. entrée 1 et 2 du Tableau 13), I'lCso obtenue avec
Dend9mannoses est bien plus faible.

Dans le cas du glycodendrimere a 27 mannoses, 1'lCso de 2.6 pM se rapproche de celle
du glycopolymere de type Boltorn® (cf. entrée 5 du Tableau 12) alors que ce dernier
porte une partie saccharidique ayant plus d'affinité avec DC-SIGN.

Un changement des mannoses en dérivé de Mana(1l-2)Man devrait encore
diminuer 1'ICso. Au vu de la valeur de 1'ICso bien plus faible du L-Fucose par rapport au
mannose, la méme observation devrait étre obtenue pour les glycodendriméres 15a et

20a synthétisés.
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Lorsqu'on regarde l'amélioration de l'affinité d'une valence a une autre, 3, on

trouve un effet trés marqué allant de 10 pour le glycodendrimere ayant 9 mannoses et

de 40 pour celui de 27.
Composé Valence ICs0 (LM) ICs0(nM)*Valence B
Fucose 1 1766.1
Mannose 1 2831
Dend9Mannoses 9 30 270 10
Dend27Mannoses 27 2.6 70 40

Tableau 14 - Valeurs des ICso des monosaccharides et dendrimeéres testés.
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III. Conclusion

Les interactions biologiques entre DC-SIGN et les glycodendrimeres synthétisés sont
analysées grace a un test d'inhibition avec de la Man-BSA par Biacore®. Les études sont

exécutées par I'équipe de M. Fieschi a I'institut de biologie structurale de Grenoble.

L'étude des glycodendrimeres 15a et 20a est en cours. Cependant, une idée de
I'ordre de grandeur de leur ICso a pu étre obtenue grace a des glycodendrimeéres
proches de ceux synthétisés. Un effet multivalent ainsi qu'une diminution importante de
1'ICso, jusqu'a 1000 fois celle de I'entité mosaccharidique, le mannose, ont été observés.
De meilleurs résultats ont été trouvés pour le glycodendrimeére de valence 27,
cependant, cette diminution n'est pas assez importante pour contre-balancer la
difficulté de synthese et de caractérisation de ce dernier. La différence d'ICso pourrait

étre rattrapée en modifiant la partie saccharidique des dendrimeres.
Il est donc préférable de continuer le développement des glycodendrimeéres de

valence 9 avec d'autres structures comme |'utilisation des différents blocs synthétisés

auparavant et le changement de la partie saccharidique.
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CONCLUSION GENERALE

Les cellules dendritiques permettent de passer d’'une réponse immunitaire non
spécifique (destruction du non-soi) a une réponse immunitaire spécifique (destruction
de tel organisme). Cette derniére se caractérise par l'expansion clonale amplifiant la
réponse spécifique a un pathogéne et la mise en place d'une mémoire immunitaire.

L'efficacité des cellules dendritiques dans leur réle de sentinelle est due a la
grande diversité des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires exprimés a
leur surface. On s'interesse plus particulerement a celui appelé DC-SIGN. Pour
augmenter l'interaction faible entre une unité glycosidique et ce récepteur, des ligands
mutlivalents sont nécessaires. Différentes structures existent : glycoclusters,
glycopolymeres, glyconanoparticules, et enfin les glycodendrimeres. Ces derniers, bien
définis et donnant des valences importantes, ont été choisis pour notre projet. Ils
peuvent étre divisés en 3 catégories mais seulement deux vont étre exploitées par la
suite : celle dont le coeur et l'enveloppe sont des éléments glycosylés et celle ou

seulement I'enveloppe porte des saccharides.

Ce projet consiste au développement d'une stratégie de synthese de
glycodendrimeres ayant une forte affinité pour DC-SIGN pouvant étre appliquée a
différents monomeres. Cette stratégie, passant par un support solide, permet une
modulation importante du coeur du glycodendrimere formé mais aussi de sa struture
globale.

Pour leur fabrication, deux blocs multi-branchés sont nécessaires : un bloc dit
Elongateur finissant par des amines protégées, et un autre dit Terminateur finissant par
des azotures. Leurs synthéses ont été développées sur 1'a-D-glucopyranoside de
méthyle et appliquées avec succes sur d'autres monomeres : le pentaérythritol et le D-

mannitol.
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L'assemblage du glycodendrimere sur support solide a été ensuite testé avec les
blocs issus de l'a-D-glucopyranoside de méthyle avec succés pour donner deux
glycodendrimeres, un portant 9 fucoses et un autre 27. Les autres blocs synthétisés
n'ont pas pu étre exploités pour l'instant. Grace a cette technique, les purifications ont
été limitées au glycodendrimere final et malgré les difficultés impliquées, celui de
valence 9 a été bien caractérisé par MALDI.

Des changements de synthese ont été testés pour améliorer I'efficacité de la
stratégie de synthese en supprimant, par exemple, la nécessité du bloc Elongateur grace
a la réduction du bloc Terminateur directement sur support solide. Des résultats

préliminaires ont été trouvés mais reste a approfondir.

Les interactions biologiques entre DC-SIGN et les glycodendrimeres synthétisés
sont analysées par l'institut de biologie structurale de Grenoble grace a une technique
de Biacore®. L'étude des glycodendrimeres synthétisés est en cours, néanmoins un
ordre d'idée peut étre obtenu grace a des résultats préliminaires obtenus sur des
glycodendrimeres proches de ceux synthétisés et mannosylés. Ainsi, un effet
multivalent ainsi qu'une diminution importante de 1'ICso, jusqu'a 1000 fois celle de
I'entité mosaccharidique, ont été observés.

De meilleurs résultats ont été trouvés pour le glycodendrimere de valence 27,
cependant, cette diminution n'est pas assez importante pour contre-balancer la
difficulté de synthese et de caractérisation de ce dernier. Il est donc préférable de
continuer le développement des glycodendrimeres de valence 9 avec d'autres
structures comme l'utilisation des différents blocs synthétisés auparavant et le

changement de la partie saccharidique.
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Partie Expérimentale

I. Organic Synthesis

A. Warnings

1. Warning about sodium azide

Sodium azide when inhaled is highly toxic and may cause death. Precautions
must be taken when weighing the material such as using a powder mask and a Teflon
spatula (metallic spatula may cause explosion). Azidation reactions were performed
behind a plastic shield due to potential explosion. DMF is used as a polar solvent
favoring the reaction but also to maintain a slightly basic pH (>8) of the solution.
DCM and CHCI3 are avoided since they can react with azide ion and formed toxics and
explosives products (respectively di- and triazidomethane).

With acidic pH, hydrazoic acid (HN3) may be formed, which may explode and/or, when

inhaled, may cause intoxication, damage of the central nervous system and blood

pressure effects.

2. About product preparation

All reagents were purchased from commercial suppliers and used without further
purification unless noted otherwise. Flash chromatography were performed using silica
gel 60 Fzs4 (E. Merk) with flash chromatography instrument (Armen Spot 2 model).
Analytical thin layer chromatography (TLC) were performed using silica gel 60 Fzsq.
Development of TLC plates were achieved by heating plates with a sulphuric acid
indicator as a carbohydrate specific staining solution or with a Vanilline one as a
universal staining solution. The former was prepared with a 10% sulphuric acid
solution in ethanol and the latter with the dissolution of 10g of Vanilline in 100mL of

sulfuric acid/ethanol (40/10).

3. About product characterization
NMR: NMR spectra were recorded on a 300MHz Bruker spectrometer. Proton chemical
shifts are reported in parts per million (ppm) downfield from tetramethylsilane (TMS)

Coupling constants (J) are reported in hertz (Hz). Carbon chemical shifts are reported in
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parts per million (ppm) with reference to internal solvent CDClz (77.16 ppm) unless
noted otherwise. Multiplicities are abbreviated as follows: singlet (s), doublet (d), triplet

(t), quartet (q), multiplet (m), broad (br) and apparent (app.).

Optical rotations were measured with a Perkin- Elmer Model 241 digital polarimeter

at22 + 3°C

High-resolution mass spectra (HRMS) were obtained on a Bruker hybride APEX

spectrometer (ESI) and are given as experimental (calcd) and theoretical (found).
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B. Experimental part: L-Fucose

OH
E O/\\\ O/\\\ O\
0 o
OH——————~ 0 - > o -
(a) Propargyl OH (b) NE, (20eq), OAC K OH 1M/EtOH OH
HO alcohol (10eq), | HO Ac,0 (20eq), AcO (3/7), 3h, quant. | HO
HO H,S0,.Si0, HO DMAP (0-1e9), o0 HO
21 75°C, 3h, 64% 22 ry DCM, 90% 23 24

J

OH

HO
HO

Chemical Formula: CgH1405
Exact Mass: 202,08

Propargyl (a, $)-L-Fucopyranoside (22)

First was prepared H2804.Si02: Silice (500mg) was mixed with dry Ether (2.5mL)
on an evaporator. H2SO4 (0.15mL) was added. The mixture was stirred 5min at room
temperature before evaporating ether. The crude product was dried at 110°C for 3h.

Then, L-Fucose (4.874mmol, 800mg) was dissolved in propargyl alcohol
(73.104mmol, 4.2mL, 15eq) under argon atmosphere. The mixture was stirred 5
minutes at 75°C before adding H2504.5i02 (96mg). The mixture was stirred for 3 hours
at 75°C.

The crude product was cooled down to room temperature and then directly purified by
silica gel chromatography (DCM then EtOAc/MeOH 95/5) to obtain 22 (627mg, 64%) as

a white solid.
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AcO
AcO

Chemical Formula: C45H5q0g
Exact Mass: 328,12

Propargyl 2,3,4-tri-0O-acetyl-a-L-Fucopyranoside (23)

22 (1.01Zmmol, 204.4mg) was placed under argon atmosphere, then dry DCM

(10mL), NEt3 (20.230mmol, 2.8mL, 20eq), Ac20 (20.230mmol, 1.9mL, 20eq), DMAP
(0.101lmmol, 12mg, 0.leq) were added. The mixture was stirred 5h at room
temperature.
H>0 at 0°C (12mL) was added. The solution was diluted in DCM (50mL), washed with a
saturated solution of NaHCO3 (3x50mL) and brine (3x50mL). The organic layer was
dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by
silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 15min at 80/20 then 15min at 70/30)
to obtain only 23 (298.8mg, 90%) as a white solid.

Rf=0.29 (AcOEt/MeOH 95/5).

1H NMR (300 MHz, CDCls) § 5.30-5.20 (m, 2H, H3, Ha,), 5.18 (d, 1H, J=3.3Hz, Hi), 5.07
(dd, 1H, J=10.7, 3.3Hz, H,) 4.20 (d, 1H, J=2.5Hz, OCH2CCH), 4.18- 4.11 (m, 1H, Hs), 2.49-
2.46 (m, 1H, C,CH), 2.11 (s, 3H, COCHs), 2.02 (s, 3H, COCHs), 1.92 (s, 3H, COCHs), 1.08 (d,
3H, J=6.5Hz, CHCH3).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 170.4 (COCHs), 170.2 (COCHs), 169.8 (COCH3), 94.9 (C1),
78.6 (C,CH), 75.0 (CqCH), 70.9 (CHCOCHs), 67.7 (CHCOCH3), 67.6 (CHCOCH3), 64.9
(CHCOCH3), 55.1 (OCH2C4CH), 20.7 (COCH3), 20.6 (COCH3), 20.5 (COCH3), 15.6 (CHCH3).
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O/\Q
© OH

HO
HO

Chemical Formula: CgH4405
Exact Mass: 202,08

Propargyl a-L-Fucopyranoside (24)
To a solution of 23 (1.880mmol, 617mg, 1eq) in EtOH (43mL), KOH 1M (16mL)

was added. The mixture was stirred 3h at room temperature. The crude product was
neutralized with IR120 and then filtered. The filtrate was concentrated in vacuo. The
residue was purified by silica gel chromatography (Cyclo/EtOAc: 3min at 7/3,
DCM/MeOH: 95/5 then 80/20) to obtain 24 as a white solid.

1H NMR (300 MHz, D;0) & 5.00 (d, 1H, J=3.3Hz, H1), 4.27-4.26 (m, 2H, OCH2CCH), 4.07-
4.05 (m, 1H, Hs), 3.82-3.73 (m, 3H, H2, H3, H4), 2.86-2.84 (m, 1H, OCH,CCH), 1.17 (d, 3H,
J=6Hz, CHs).

13C NMR (75 MHz, D;0) § 97.7 (C1), 79.2 (C,CH), 75.8 (C4CH), 71.8 (C4), 69.5 (C3), 67.7
(C2), 67.2 (Cs), 55.1 (OCH2CCH), 15.2 (CHCH3).
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C. Experimental Part: Methyl a-D-glucopyranoside
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OTrt

HO ©

OH
OMe

Chemical Formula: CpgHogOg
Exact Mass: 436,19

Methyl 6-0-triphenylmethyl-a-D-glucopyranoside (2a)

To a solution of 1a (46.4g, 240mmol, leq) in Pyridine (700mL) placed under
argon atmosphere, Trityl chloride (73.2, 262mmol, 1.1eq) was added. The mixture was
stirred at 100°C for 3h. The mixture was concentrated in vacuo. The residue was
dissolved in DCM (300mL), washed with 1M HCI (3x100mL), a saturated solution of
NaHCO3 (3x100mL) and with brine (3x100mL). The organic layer was dried (MgS04),
filtered and concentrated in vacuo. The crude product was recrystallized with toluene to

obtain 2a (81.18g, 78%) as a white solid.

ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for C26H28NaOs: 459.1784, found: 459.1789.

1H NMR (300 MHz, Acetone-d6) § 7.56-7.31 (m, 15H, Ha:Tr), 4.77 (d, ] = 3.6Hz, 1H, H1),
4.27 (br, 1H, OH), 4.11 (br, 1H, OH), 3.86-3.78 (m, 2H, Hy4, Hs), 3.67 (t,/ = 9.1 Hz, 1H, H3),
3.51 (s, 3H, CHOCH3), 3.49-3.42 (m, 2H, CH:0Trt, H2), 3.39-3.24 (m, 2H, H4, CH>0Trt).

13C NMR (75 MHz, Acetone-d6) & 145.4 (C,Trt), 129.7 (CorTrt), 128.6 (CorTrt), 127.8
(CarTrt), 100.9 (C1), 87.1 (CqPh3), 75.6 (C3), 73.5 (C2), 72.2 (C4), 72.0 (Cs), 64.9
(CH20Trt), 55.3 (OCH3).

Chemical Formula: C35H4006
Exact Mass: 556,28

Methyl 2,3,4-tri-0-allyl-6-0O-triphenylmethyl-a-D-glucopyranoside (2a)
To a solution of 2a (81.1g, 0.186mol, 1eq) in DMF (400mL) placed under argon
atmosphere, Allyl bromide (56.27mL, 0.836mol, 4.5eq) and NaH 60% (16.72g,

0.697mol, 3.75eq) were slowly added. The mixture was stirred overnight at room
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temperature. MeOH (50mL) was added. Then, the solution was concentrated in vacuo.
The residue was dissolved in DCM (200mL) and washed with brine (3x100mL). The
organic layer was dried (MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product
was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 3min at 100/0, 10min
at 95/5 then 10min at 90/10) to obtain 3a (87.77g, 85%) as a colorless oil.

Rf=0.76 (Cyclohexane/EtOAc 7/3).

[a]p 62 (c 1, CHCl3). ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for C3sHioNaOs: 579.2723,
found: 579.2737.

1H NMR (300MHz, CDCl3) 6 7.43-7.12 (m, 15H, Hq/Trt), 5.94-5.82 (m, 2H, OCH2CHCH3),
5.48-5.38 (m, 1H, OCH2CHCH3), 5.28-5.85 (m, 6H, OCH2CHCH:), 4.78 (d, ]=3.6Hz, 1H, H1),
4.26-4.00 (m, 4H, OCH:CHCH?), 3.71-3.58 (m, 3H, Hs, OCH:CHCH?), 3.40-3.32 (m, 4H,
CH>0Trt, Hz, H3, H4), 3.38 (s, 3H, CHOCH3), 3.02 (dd, J=10.0, 4.4Hz, 1H, CH>0Trt).

13C NMR (75MHz, CDCl3) & 144.0 (C4Trt), 135.3 (CHCH2), 135.0 (CHCH3), 134.7 (CHCHz),
128.8 (CorTrt), 127.8 (CorTrt), 127.0 (CorTrt), 117.5 (CHCH:z), 116.9(CHCH2), 116.9
(CHCH2), 98.1 (C1), 86.3 (CqPh3), 81.8 (C3), 79.7 (C2), 78.0 (C4), 74.6 (OCH2CHCH2), 73.8
(OCH2CHCH2), 72.6 (OCH2CHCH2), 70.1 (Cs), 62.6 (CH20Trt), 54.9 (OCH3).

oTrt
NS/\/\ 0 o)
(0]
NS\/\/ O N3

OMe
Chemical Formula: C35H43NgOg

Exact Mass: 685,33

Methyl 2,3,4-tri-0-(3-azidopropyl)-6-0-triphenylmethyl-a-D-glucopyranoside

(5a)
9-BBN 0.5M in THF (200mL, 98.832mmol, 6eq) was added to 3a (9.17g,

16.472mmol, 1leq) under argon atmosphere. The mixture was stirred at 100°C for 4h.
Then, the reaction was cooled down at 0°C, H20 at 0°C (50 mL), 3M NaOH (200mL) and
H202 35% (200mL) were slowly added. The mixture was stirred overnight at room

temperature. The solution was diluted with DCM (200mL), washed with a saturated
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solution of NazS203 (3x100mL) and with brine (3x100mL). The organic layer was dried
(MgSO04), filtered and concentrated in vacuo.

The crude product was dissolved under argon atmosphere in DMF (40mL) and
cooled down at 0°C. NEt3 (9.2mL, 65.888mmolL, 4eq) and MsCl (4.78mL, 59.299mmol,
3.6eq) were slowly added. The mixture was stirred at 0°C for 20min.

NaN3 (10.71g, 164.720mmol, 10eq), DMF (20mL) and few drops of water were
added. The mixture was stirred at 75°C for 3h. The solution was concentrated in vacuo.
The residue was dissolved in EtOAc (100mL) and washed with brine (3x50mL). The
organic layer was dried (MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product
was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 20min at 95/5, 15min
from 95/5 to 90/10, 15min at 90/10 then 5min at 50/50) to obtain 5a (8.017g, 71%) as

a yellowish oil.

Rf=0.79 (Cyclohexane/EtOAc 7/3).

[a]p +51 (c 1, CHCIl3). ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for C3sH43N9NaO¢: 708.3234,
found: 708.3261.

1H NMR (300MHz, CDCI3) & 7.42-7.14(m, 15H, Hq/Trt). 4.83 (d, ]=3.6Hz, 1H, H,), 3.81-
3.55 (m, 6H, Hs, OCHz(CH2)2N3), 3.49-3.16 (m, 8H H2, Hs, H4, CH2N3, CH:0Trt,), 3.38 (s,
3H, CHOCHs), 3.16-3.09 (m, 2H, OCH2(CH2)2N3), 3.03-2.94 (m, 2H, CH:0Trt, CH2N3),
2.86-2.78 (m, 1H, CH;N3z), 1.87-1.73 (m, 4H, CH2CH2N3), 1.47-1.30 (m, 2H, CH2CH2N3).
13C NMR (75MHz, CDCI3) 6 143.9 (C4Trt). 128.8 (C4Trt), 127.8 (CorTrt), 127.1 (CorTrt),
97.4 (C1), 86.3 (C4Phs), 81.7 (Cs), 80.8 (Cz), 78.4 (C4), 70.1 (Cs), 70.1 (OCH2(CH2)2N3),
69.4 (OCH2(CH2)2N3), 67.8 (OCH2(CH2)2N3), 62.3 (CH20Trt), 55.0 (OCH3), 48.5 (CH2N3),
48.3 (CH2N3), 29.8 (CH2N3), 29.5 (CH2CH2N3), 28.5 (CH2CH2N3), 29.5 (CH2CH2N3).
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Chemical Formula: C35H4604
Exact Mass: 610,31

Methyl 2,3,4-tri-O-(3-hydroxypropyl)-6-0O-triphenylmethyl-a-D-glucopyranoside
(4a)

[a]p67 (c 1,CHCI3). ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for C3sHasNaOo: 633.3040, found:
633.3055.

1H NMR (300MHz, CDCl3) § 7.42-7.16 (m, 15H, H.-Trt), 4.89 (d, ]=3.6Hz, 1H, C1), 3.88-
3.84 (t,]=5.7Hz, 2H, CH;0H), 3.75-3.68 (m, 6H, OCH>(CH2)20H), 3.43-3.28 (m, 5H, Hy, H3,
H4, Hs, CH20Trt), 3.38 (s, 3H, OCH3), 2.99 (dd, J=10.0, 4.4Hz, 1H, CH20Trt), 2.58 (s, 3H,
CH20H), 1.82-1.74 (m, 4H, CH,CH20H), 1. 45-1. 26 (m, 2H, CH2CH20H).

13C NMR (75MHz, CDCI3) & 143.8 (C4Trt), 128.8 (C4Trt), 127.8 (CorTrt), 127.0 (CorTrt),
97.0 (C1), 86.3 (C4Ph3), 81.3 (C3), 80.3 (Cz2), 78.6 (Cs), 72.3 (OCH2(CH2)20H), 70.9
(OCH2(CH2)20H), 70.3 (Cs), 69.1 (OCH2(CH2)20H), 62.1 (CH20Trt), 61.2 (CH20H), 61.0
(CH2:0H), 60.7 (CH:0H), 55.0 (OCHs), 32.6 (CH:CH.0H), 32.5 (CH2CH:0H), 32.2
(CH2CH20H).

Chemical Formula: C4gHagNgOg
Exact Mass: 443,22

Methyl 2,3,4-tri-0-(3-azidopropyl)-a-D-glucopyranoside (6a)
To a solution of 5a (6.588g, 9.607mmol, 1leq) in DCM/MeOH (100mL/100mL),
dry APTS (0.548g, 2.882mmol, 0.3eq) was added. The mixture was stirred overnight at

50°C. NEt3 (0.54mL, 3.843mmol, 0.4eq) was added. Then, the solution was concentrated
in vacuo. The residue was dissolved in DCM (200mL), washed with a saturated solution

of NaHCO3 (3x100mL) and with brine (3x100mL). The organic layer was dried (MgSO04),
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filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by silica gel
chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 2Zmin at 90/10 then 20min at 60/40) to obtain
6a (3.256g, 76%) as a colorless oil.

Rf=0.33 (Cyclohexane/EtOAc 6/4).

[a]p 78 (c 1, CHCI3). ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for CisH29N9NaOs: 466.2138,
found: 466.2144.

1H NMR (300MHz, CDCl3) 6 4.71 (d, ]=3.6Hz, 1H, H1), 3.81-3.46 (m, 10H Hs, Hs, CH,0H,
OCH>(CH2)2N3), 3.38-3.31 (m, 6H, CH:N3), 3.33 (s, 3H, CHOCH3), 3.23-3.17 (m, 2H, Ha,
Hs), 1.87-1.73 (m, 6H, CH2CH2N3).

13C NMR (75MHz, CDCl3) 6 97.57(C1), 81.4 (C3), 80.8 (C2), 77.8 (C4), 70.7 (Cs), 70.0
(OCH2(CH2)2N3), 69.5 (OCH2(CH2)2N3), 67.8 (OCH2(CH2)2N3), 61.7 (CH20H), 55.2 (OCH3),
48.5 (CH2N3), 48.3 (CH2N3), 48.2 (CH2N3), 29.8 (CH2CH:N3), 29.6 (CH2CH:N3), 29.5
(CH2CH2N3).

N3\/\/ O NS

OMe

Methyl 2,3,4-tri-0-(3-azidopropyl)-6-0-tertbutylacetate-a-D-glucopyranoside
(7a)

To a solution of 6a (3,747g, 8.454mmol, 1eq) in toluene (84mL), tert-butyl 2-
bromoacetate (7.4mL, 50.749mmol, 6eq), TBAB (0.273g, 0.846mmol, 0.1eq) and NaOHaq

50% (28mL, 0.338mol, 40eq) were added. The mixture was vigorously stirred at 80°C
for 4h then at room temperature overnight. The residue was diluted in EtOAc (100mL).
The organic layer was washed with 1M HCl (3x50mL), a saturated solution of NaHCO3
(3x50mL), brine (3x50mL), dried (MgSO0,), filtered and concentrated in vacuo. The
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crude product was purified by gel silica chromatography (Cyclohexane/EtOAc: Zmin at
100/0 then 20min at 70/30) to obtain 7a (4,029g, 85%) as a yellowish oil.

Rf=0.38 (Cyclohexane/EtOAc 7/3).

[a]p 59 (c 1, CHCI3). ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for C22H39N9NaOs: 580.2819,
found: 580.2825.

1H NMR (300MHz, CDCl3) & 4.73 (d, ]=3.6Hz, 1H, H1), 3.98 (s, 1H, CH.COOC(CH3)3), 3.97
(s, 1H, CH:CO0C(CHz)3), 3.80-3.46 (m, 10H, Hsz, Hs, CH20CH2COO0C(CHs)s3,
OCH2(CH2)2N3), 3.37-3.29 (m, 7H, Ha, CH2N3), 3.33 (s, 3H, CHOCHj3), 3.26-3.21 (m, 1H,
Hz), 1.83-1.74 (m, 6H, CH2CH2N3), 1.41 (s, 9H, C4CH3).

13C NMR (75MHz, CDCls) 6 169.3 (COOC(CHs)3), 97.6 (C1), 81.6 (C,CH3), 81.5 (C3), 80.6
(C2), 76.6 (Cs), 70.1 (Cs), 69.9 (OCH2(CH2)2N3), 69.8 (OCHz(CH2):N3), 69.4
(OCH2(CH2)2N3), 69.2 (OCH2CO0C(CH3)3), 67.7 (CH20CH2COOC(CHs)3), 55.2 (OCH3),
48.5 (CH2N3), 48.4 (CH:N3), 48.2 (CH2N3), 29.8 (CH2CH2N3), 29.7 (CH2CH2N3), 29.5
(CH2CH2N3), 28.1 (CqCH3).
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OMe

Chemical Formula: CgH31NgOg
Exact Mass: 501,23

Methyl 2,3,4-tri-0-(3-azidopropyl)-6-0-carboxymethyl-a-D-glucopyranoside (8a)
To a solution of 7a (4.159g, 7.4588mmol, 1eq) in dry DCM (90mL), TFA (90mL)

was slowly added. The mixture was stirred for 40minutes at room temperature. The
solvents were evaporated. The residue was dissolved in DCM (90mL) and washed with
brine until a neutral pH. The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated
in vacuo. The crude product was purified by silica gel chromatography (EtOAc/MeOH:
95/5) to obtain 8a (3.694g, 99%) as a brown liquid.

Rf=0.5 (DCM/MeOH 9.5/0.5).

[a]p62 (c 1, CHCl3). ESI-HRMS m/z [M-H]- calculated for C1sH30N9Osg: 500.2217, found:
500.2206.

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 9.99 (s, 1H, COOH), 4.79 (d, ]=3.6Hz, 1H, H1), 3.98-3.97 (m,
2H, CH2COOH), 3.83-3.46 (m, 10H, Hs H4 Hs, CH20CH2COOH, OCHz(CHz2)2Ns), 3.37-3.20
(m, 11H, Hz Hs4, CH2N3, CHOCH3), 1.83-1.76 (m, 6H, CH,CH2N3).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) 6 169.3 (COOH), 97.6 (C4), - 81.5 (C3), 80.6 (C2), 77.5 (Ca4),
70.1 (Cs), 69.9 (OCH2(CH2)2N3), 69.8 (OCHz(CHz):N3), 69.4 (OCH2(CH2)2N3), 69.2
(CH2COOH), 67.7 (CH20CH2COOH), 55.2 (OCH3), 48.5 (CH:N3), 48.4 (CH2N3), 48.2
(CH2N3), 29.8 (CH2CH2N3), 29.7 (CH2CH2N3), 29.5 (CH2CH2N3).
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FmocHN/\/\O Q

O
FmocHN—"™" Ogﬂ\/\NHFmoc
e

Chemical Formula: Cg7H75N3044
Exact Mass: 1145,52

Methyl 2,3,4-tri-0-(3-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)aminopropoxy)-6-0-

tertbutylacetate-a-D-glucopyranoside (9a)
To a solution of 7a (0.200g, 0.359mmol, 1leq) in THF (4mL), PPhs (0.940g,

3.587mmol, 10eq) was added. The mixture was stirred at room temperature for 3h
before adding H20 (2mL). The mixture was stirred again overnight at room
temperature.

NEt; (0.2mL, 1.435mmol, 4eq) then FmocOSu (0.436g, 1.293mmol, 3.6eq) were
added. The mixture was stirred at room temperature for 15 minutes. Then, the solution
was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in DCM (100mL), washed with
1M HCI (3x50mL), a saturated solution of NaHCO3 (3x50mL) and with brine (3x50mL).
The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by gel silica chromatography (Cyclohexane: 1min at 100% then
Toluene/EtOAc/DCM: 10min at 10/60/30) to obtain 9a as a white solid.

Rf=0.55 (Cyclohexane/EtOAc 3/7).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.66-7.05 (m, 27H, HosFmoc, NH), 4.73 (d, ]=3.6Hz, 1H, H1),
4.32-4.26 (m, 6H, NHCOOCH;), 4.13-3.83 (m, 3H, NHCOOCH:CH), 4.02 (s, 1H,
OCH2COO0C(CH3)3), 3.95 (s, 1H, OCH2CO0C(CH3)3), 3.75-3.68 (m, 6H, OCHz(CH2):NH),
3.60-3.43 (m, 4H, Hs, Hs, CH.0CH2CO0C(CH3)3), 3.33-3.15 (m, 11H, CH:NH, Hz, H4), 3.24
(s, 3H, CHOCH3), 1.74-1.63 (m, 6H, CH2CH2NH), 1.38 (s, 9H, CH3).

I3C NMR (75 MHz, CDCls) & 168.5 (COOC(CHs3)3), 155.4 (NHCOO), 143.0 (C4Fmoc), 140.3
(C4Fmoc), 128.0 (CorFmoc), 127.6 (CorFmoc), 127.4 (CorFmoc), 127.2 (CarFmoc), 126.6
(CarFmoc), 126.0 (CarFmoc), 124.0 (CorFmoc), 123.9 (CarFmoc), 118.9 (CorFmoc), 96.2
(C1), 80.8 (C,CH3), 80.5 (C3), 79.0 (Cz), 76.5 (C4), 70.6 (OCH2(CH2)2NH), 69.6
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(OCH:(CH2):NH), 69.1 (Cs), 68.8 (OCH(CHz):NH), 68.2 (OCH.COOC(CHs)s), 67.3
(CH0CH2COO0C(CHs)3), 65.5 (NHCOOCH,), 65.3 (NHCOOCH,), 65.2 (NHCOOCHz), 54.0
(OCH3), 46.2 (NHCOOCH,CH), 39.0 (CH:NH), 38.8 (CH.NH), 38.6 (CH:NH), 29.3
(CH2CH2NH), 29.2 (CH2CH,NH), 28.5 (CH2CH:NH).

O
FmocHN\/\/ 0 NHFmoc
OMe

Chemical Formula: CgzHg7N3014
Exact Mass: 1089,46

Methyl 2,3,4-tri-0-(3-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)aminopropoxy)-6-0-

carboxymethyl-a-D-glucopyranoside (10a)
To a solution of 9a (3.145g, 2.747mmol, 1eq) in DCM (40mL) placed under argon

atmosphere, TFA (30mL) was slowly added. The mixture was stirred at room
temperature for 30 minutes. The mixture was concentrated in vacuo. The residue was
dissolved in a minimum of DCM and added to a pre-cooled Et20. The solution was
placed overnight at 0°C. The product was filtered and concentrated in vacuo to obtain

10a (2.849g, 95%) as a white solid.

Rf=0.63 (EtOAc/MeOH 9/1).

[a]p 23 (C1, CHCI3). ESI-HRMS m/z [M+Na]* calculated for Cs7H75N3014Na: 1168.5147,
found: 1168.5095.

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.67-7.18 (m, 27H, HosFmoc, NH), 4.74 (d, ]=3.6Hz, 1H, H1),
4.35-4.28 (m, 6H, NHCOOCH:), 4.18-3.95 (m, 5H, NHCOOCH:CH, OCH-COOH), 3.81-3.39
(m, 10H, OCH2(CH2)NH, CH:0CH2COOH, Hs, Hs,), 3.30-3.13 (m, 11H, H2, Hs4, CH:NH,
CHOCH3), 1.71-1.55 (m, 6H, CH>CH2NH).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 143.9 (C4Fmoc), 141.3 (C4Fmoc), 132.3 (CarFmoc), 132.1
(CarFmoc), 128.9 (CarFmoc), 128.7 (CorFmoc), 127.7 (CorFmoc), 127.1 (CarFmoc), 125.0
(CarFmoc), 120.0 (CorFmoc), 97.3 (Ci), 814 (C3), 79.9 (Cz), 78.2 (C4), 71.8
(OCH2(CH2):NH), 71.5 (OCH:(CH2):NH), 70.0 (Cs), 68.7 (OCH:(CH:):NH), 68.4
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(OCH2COOH), 68.1 (CH,0CH2CO0C(CH3)3), 66.7 (NHCOOCHz), 66.5 (NHCOOCH,), 66.4
(NHCOOCH,), 55.2 (OCHs), 47.2 (NHCOOCHCH), 38.6 (CH.NH), 38.6 (CH:NH), 38.6
(CH2NH), 30.2 (CH2CH2NH), 30.1 (CH,CH2NH), 29.6 (CH2CH,NH).
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D.Experimental part: Pentaerythritol
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9O,
HO OTrt

Chemical Formula: Co4Ho604
Exact Mass: 378,18

2-hydroxymethyl-2-(triphenyloxymethyl)propane-1,3-diol (2b)
1b (50g, 367mmol, 1eq) was dissolved in DMF/Pyridine (250mL/250mL). Trityl
chloride (102.4g, 367mmol, leq) and DMAP (8.94g, 73.3mmol, 0.2eq) were added

under argon atmosphere. The mixture was stirred at 100°C for 2h30. Then, the solution
was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in Ethyl Acetate (300mL) and
washed with 1M HCI (3x100mL), a saturated solution of NaHCO3 (3x100mL) and with
brine (3x100mL). The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in
vacuo. The crude product was recrystallized with toluene to obtain 2b (40.445g, 29%)

as a white solid.

Rf=0.24 (Cyclohexane/EtOAc 2/8).

1H NMR (300MHz, CDCl3) 6 7.34-7.11 (m, 15H, HrTrt), 3.57 (s, 6H, CH20H), 3.04(s, 2H,
CH:0Trt), 2.87 (s, 3H, OH).

13C NMR (75MHz, CDCI3) § 143.6 (C4Trt), 128.6 (CorTrt), 128.1 (CorTrt), 128.0 (CurTrt),
87.1 (C4Ph3), 64.5 (CH20H), 64.2 (CH20Trt), 45.4 (C,CH:0).

Chemical Formula: C33H3504
Exact Mass: 498,28

3-allyloxy-2,2-bis-allyloxymethyl-propoxytriphenylmethane (3b)
To a solution of 2b (30g, 79.27mmol, 1leq) in DMF (300mL) placed under argon
atmosphere, Allyl bromide (41mL, 475.62mmol, 6eq) was added. Then, NaH 60% (19g,

475.62mmol, 6eq) was slowly added. The mixture was stirred overnight at 70°C. MeOH
(200mL) was added. Then, the mixture was concentrated in vacuo. The residue was

dissolved in DCM (200mL) and washed with brine (3x100mL). The organic layer was
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dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by
silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 5min at 100/0 then 30min at 99/1) to
obtain 3b (26.46g, 67%) as a colorless oil.

Rf=0.45(Cyclohexane/EtOAc 9.5/0.5).

1H NMR (300MHz, CDCl3) 6 7.38-7.10 (m, 15H, Hq/Trt), 5.81-5.68 (m, 3H, OCH2CHCH3),
5.14-5.00 (m, 6H, OCH2CHCH?), 3.83-3.81 (dt, J=5.3Hz, 1.7Hz, 6H, OCH:CHCH:), 3.57 (s,
6H, C4CHz0), 3.07 (s, 2H, CH:0Trt),

13C NMR (75MHz, CDCl3) 6 144.4 (C4Trt), 135.3 (OCH2CHCHz), 128.9 (C.Trt), 128.8
(CarTrt), 128.7 (CorTrt), 116.0 (OCH2CHCH2), 86.1 (C,Ph3), 71.1 (OCH2CHCH2), 69.3
(C4CH20), 61.6 (CH20Trt), 45.7 (C4CH20TTrt).

N3
X OTrt

0

Chemical Formula: C33H41NgO4
Exact Mass: 627,33

3-(3-azidopropoxy)-2,2-bis-(3-azidopropoxymethyl)-propoxytriphenylmethane

(5b)
9-BBN 0.5M in THF (109mL, mmol, 8eq) was added to 3b (3.404g, 6.826mmol,

leq) under argon atmosphere. The mixture was stirred at 100°C for 4h. Then, the
reaction was cooled down at 0°C, H20 at 0°C (50mL), 3M NaOH (90mL) and H202 35%
(90mL) were slowly added. The mixture was stirred overnight at room temperature.
The solution was diluted with DCM (200mL), washed with a saturated solution of
NazS203 (3x75mL) and with brine (3x75mL). The organic layer was dried (MgS04),
filtered and concentrated in vacuo.

The crude product was dissolved under argon atmosphere in DMF (20mL) and
cooled down at 0°C. NEt3 (4.3mL, 30.712mmol, 4eq) and MsCl (2.2mL, 27.306mmol,
3.6eq) were slowly added. The mixture was stirred at 0°C for 20min.

NaN3 (4.03g, 68.264mmol, 10eq), DMF (3mL) and few drops of water were added.
The mixture was stirred at 75°C for 3h. Then, the solution was concentrated in vacuo.

The residue was dissolved in DCM (100mL) and washed with brine (3x25mL). The
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organic layer was dried (MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product
was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 3min at 100/0 then
12min at 90/10) to obtain 5b (2.364g, 55%) as a colorless oil.

Rf=0.51 (Cyclohexane/EtOAc 9/1).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.36-7.14 (m, 15H, H.Trt), 3.35 (t, J=6Hz, 6H,
OCH>(CH2)2N3), 3.35 (s, 6H, C4CH20), 3.18 (t, ]=6.9Hz, 6H, CH2N3), 3.02 (s, 2H, CH:0Trt),
1.69 (q, J=6.3Hz, 6H, CH2CH2N3).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 144.2 (C4Trt), 128.8 (CorTrt), 127.66(CarTrt), 126.9 (CorTrt),
86.2 (C4Ph3), 69.7 (C4,CH:20), 67.9 (OCH2(CH2)2N3), 61.5 (CH20Trt), 48.5 (CH2N3), 45.6
(C4CH20Trt), 29.2 (CH2CH2N3).

@)
9 c e
\/\/O OTrt

Chemical Formula: C33H4407
Exact Mass: 552,31

HO

3-(3-hydroxypropoxy)-2,2(3-hydroxypropoxymethyl)-propoxytriphenylmethane
(4b)

1H NMR (300MHz, CDCls) § 7.36-7.16 (m, 15H, HaTrt), 3.62-3.58 (t, J=5.5Hz, 6H,
CH,OH), 3.48-3.44 (t, J=5.5Hz 6H, OCH;(CHz);0H), 3.35 (s, 6H, C,CHz0), 2.99 (s, 2H,
CH,OTrt), 1.82-1.46 (m, 6H, CH,CH20H).

13C NMR (75MHz, CDCls) § 144.0 (C,Trt), 128.7 (CaTrt), 127.7 (CarTrt), 127.0 (CarTrt),
86.3 (C,Phs), 70.6 (C,CH20), 70.3 (OCH(CH,):0H), 61.4 (CH20Trt), 45.1 (C,CH,0Trt),
36.4 (CH20H), 31.8 (CH2CH,OH).
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NS/\/\ ~"N3

O O
0 OH

Ns\/\/

Chemical Formula: C14H57NgO4
Exact Mass: 385,22

3-(3-azidopropoxy)-2,2-bis-(3-azidopropoxymethyl)-propane-1-ol (6b)
To a solution of 5b (4.30g, 6.854mmol, 1eq) in DCM/MeOH (30mL/30mL), APTS

(522mg, 2.742mmol, 0.4eq) was added. The mixture was stirred overnight at room
temperature. NEtz (0.48mlL, 3.427mmol, 0.5eq) was added. Then, the solution was
concentrated in vacuo. The residue was dissolved in DCM (50mL) and washed brine
(3x20mL). The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The
crude product was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: Zmin at
90/10, 10min at 85/15 then 10min at 70/30) to obtain 6b (2.148g, 81%) as an

yellowish oil.

Rf=0.26(Cyclohexane/EtOAc 9/1)

TH NMR (300 MHz, CDCl3) 6 3.62 (s, 2H, CH20H), 3.43 (t, J=6Hz, 6H, OCH2(CH2)2N3), 3.38
(s, 6H, C4CH:0), 3.30 (t, J=6.9Hz, 6H, CH2N3), 1.77 (q, ]=6.3Hz, 6H, CH2CH2N3).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 71.3 (C,CH20), 68.2 (OCH2(CH2):N3), 65.8 (CH20H), 48.5
(CH2N3), 44.9 (C4,CH20Trt), 29.0 (CH2CH2N3).

N3/\/\
(0]
(0]

Ny ™

o\/g<o /%

Chemical Formula: CygHs7NgOg
Exact Mass: 499,29

D

3-(3-azidopropoxy)-2,2-bis-(3-azidopropoxymethyl)-propoxytertbutylacetate
(7b)

To a solution of 6b (4.025g, 10.443mmol, 1eq) in toluene (99mL), tert-butyl 2-
bromoacetate (9.2mL, 62.659mmol, 6eq), TBAB (337mg, 1.044mmol, 0.leq) and

NaOHaq 50% (33mL) were added. The mixture was vigorously stirred overnight at room
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temperature. The crude product was diluted in EtOAc (100mL), washed with 1M HCI
(3x50mL), a saturated solution of NaHCO3 (3x50mL) and with brine (3x50mL). The
organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The residue was
purified by gel silica chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 4min at 100/0, 20min at
90/10 then 10min at 80/20) to obtain 7b (4.529g, 87%) as a colorless oil.

Rf=0.72 (Cyclohexane/EtOAc 7/3).

'H NMR (300 MHz, CDClI3) 6 4.03 (s, 2H, OCH2CO0OC(CH3)3), 3.85 (s, 2H, CqCH:0CH2C00),
3.41 (t, J=6Hz, 6H, OCH2(CH2)2N3), 3.35 (s, 6H, CqCHz0), 3.30 (t, ]=6.6Hz, 6H, CH:N3),
1.76 (qt, ]=6.3Hz, 6H, CH2CH2N3), 1.41 (s, 9H, CH3) .

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 168.7 (COOC(CHz)z3), 80.3 (C(CHs)3), 69.8 (CqCH20), 68.6
(OCH2(CH2)2N3), 68.5 (CH2€00), 67.5 (CH20CH:C00), 66.8 (OCH2(CH2)2N3), 47.5
(CH2N3), 44.4 (C,CH20CH2C00), 28.0 (CH2CH2N3), 27.1 (CH3).

NS/\/\ /\/\N3
(@] 0] o

O:><:O\/[<

Na\/\/ OH

Chemical Formula: C1gH29NgOg¢
Exact Mass: 443,22

1-(carboxymethyloxy)-3-(3-azidopropoxy)-2,2-bis-(3-azidopropoxymethyl)-

propane (8b)
To a solution of 7b (254.3mg, 0.509mmol, 1eq) in DCM (8mL), TFA (2mL) was

slowly added. The mixture was stirred for 5h at room temperature. Then, the solution
was concentrated in vacuo. The crude product was purified by silica gel

chromatography (EtOAc/MeOH: 95/5) to give 8b (137.9mg, 61%) as a yellowish liquid.

Rf=0.25 (DCM/MeOH 9.8/0.2).

1H NMR (300 MHz, CDCls) § 4.00 (s, 2H, C,CHz0CH2C00), 3.47-3.43 (m, 8H, CH2COOH,
OCH2(CHz2)2N3), 3.38 (s, 6H, C4CH:0), 3.30 (t, J=6.6Hz, 6H, CHzN3), 1.76 (qt, ]=6.3Hz, 6H,
CHCH2N3).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) § 172.7 (COOH), 72.6 (OCH,C00), 70.5 (C,CH20), 68.4
(OCH2(CH;)2N3), 48.4 (CH:N3), 45.0 (C,CH20CH,C00), 28.8 (CH2CH2N3).
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FmocHN/\/\ /\/\NHFmoc
O
FmocHN\/\/ \/Z< /%

Chemical Formula: CgsH;3N3015
Exact Mass: 1087,52

3-((9-Fluorenylmethoxycarbonyl)aminopropoxy)-2,2-bis-(3-((9-

Fluorenylmethoxycarbonyl)aminopropoxy)-propoxytertbutylacetate (9b)

To a solution of 7a in THF, PPh3 (10eq) was added. The mixture was stirred at
room temperature for 3 hours before adding water (2mL). The mixture was stirred
again overnight at room temperature.

NEt3 (4eq) then FmocOSu (3.6eq) were added. The mixture was stirred for
15minutes at room temperature. Then the solution was concentrated in vacuo. The
residue was dissolved in EtOAc (100mL), washed with 1M HCl (3x50mL), a saturated
solution of NaHCO3 (3x50mL) and with brine (3x50mL). The organic layer was dried
(MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The residue was partially purified by gel
silica chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 20min at 65/35 then 20min at 60/40) to

give 9b as a brownish solid.

Rf=0.44 (Cyclohexane/EtOAc 5/5).

1H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.77-7.27 (m, 24H, Has'Fmoc), 5.70 (br, 1H, NH), 5.60 (br,
1H, NH), 5.48 (br, 1H, NH), 4.43 (d, J=6.6Hz, 6H, NHCOOCH;), 4.23-4.11 (m, 3H,
NHCOOCH2CH), 3.95 (s, 2H, CH,O0CH2COOC(CH3)3), 3.52-3.30 (m, 20H, OCH2(CH2)2NH,
CqCH20, CH2NH, OCH2COO0OC(CH3)3), 1.80-1.69 (m, 6H, CH.CH2NH), 1.48(s, 9H, CH3).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 169.8 (COOC(CH3)3), 156.5 (NHCO), 144.1 (C4Fmoc), 141.3
(CgFmoc), 127.7 (CarFmoc), 127.0 (CarFmoc), 125.1 (CorFmoc), 120.0 (CorFmoc), 81.4
(C(CHz)3), 71.0 (OCH2€CO0C(CH3)3), 69.9-69.7 (OCH2(CH2)2NH, (,CH20), 69.2
(CH20CH2CO0C(CH3)3), 66.3 (NHCOOCH), 47.4 (NHCOOCH2CH), 45.2
(C4CH20CH2CO0C(CH3)3), 39.2 (CH2NH), 29.4 (CH2CH2NH), 28.2 (CH3).
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FmocHN/\/\ _~"""NHFmoc
e,
0] 0o
FmocHN—™" \/Z<OH

Chemical Formula: Cg1HgsN3015
Exact Mass: 1031,46

1-(carboxymethyloxy)-3-((9-Fluorenylmethoxycarbonyl)aminopropoxy)-2,2-bis-

(3-((9-Fluorenylmethoxycarbonyl)aminopropoxy)-propane(10b)
To a solution of 9b (1.552g, 1.427mmol, 1eq) in DCM (19mL), TFA (14mL) was

slowly added. The mixture was stirred at room temperature for 1h30. Then, the
solution was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in a minimum of DCM
and added to pre-cooled Etz20. The solution was placed at 0°C overnight. The product

was filtered and concentrated in vacuo to obtain 10b (487mg, 33%) as a brownish solid.

1H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.77-7.27 (m, 27H, Ha-Fmoc, NH), 4.42 (d, J=6.6Hz, 6H,
NHCOOCH>), 4.24-4.16 (m, 3H, NHCOOCH:CH), 4.01 (s, 2H, CH.OCH2COOH), 3.54-3.25
(m, 20H, OCHz(CH2)2NH, C4CH:0, CH:NH, OCH2COOH), 1.72 (m, 6H, CH2CH2NH).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 171.9 (COOH), 156.5 (NHCO), 143.9 (C,Fmoc), 141.3
(CgFmoc), 132.2 (CorFmoc), 132.0 (CorFmoc), 128.6 (CorFmoc), 128.5 (CorFmoc), 127.7
(CarFmoc), 127.0 (CarFmoc), 124.9 (CorFmoc), 120.0 (CorFmoc), 71.7 (OCH2COOH), 70.0-
69.8 (OCH2(CH2)2NH, CqCH:20), 68.4 (CH20CH:COOH), 66.4 (NHCOOCH:), 66.3
(NHCOOCH?), 66.2 (NHCOOCH), 47.2 (NHCOOCH2CH), 44.7 (C,CH20CH2COOH), 38.9
(CH2NH), 29.3 (CH2CH2NH).

204



Partie Expérimentale

7000
6000
~
N
N 5000
4000
™
n
b o
P
[ ‘ k3000
n
a
o
~
n L
‘ e 2000
R F
1000
J A » B
L R T e —— T
o w N o~ < ~ F-1000
& = 5} 0o s S
6 6 4 S IS %S
T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
Figure 145 - Spectre RMN 1H de 10b.
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
m °
F--500
F-1000
F-1500
[ /NN | S~ [ F-2000
o < ~ mn = m o
< o m oo o OO ==~ 0 O < <
[} A NN < o e mman N ® @ ~?
wn < < NN N — OO0V WVWWY N 0 (=2
— - - — — NV o <+ < laa] o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95(1( 9(; 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
ppm!

Figure 144 - Spectre RMN 13C de 10b.

205



Partie Expérimentale

E. Experimental part: D-mannitol with 5 branches
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OH OH

HO
OTrt

OH OH
Chemical Formula: C,5H506

Exact Mass: 424,19

6-0O-triphenylmethyl-D-mannitol
1c (10g, 54.894mmol, 1leq) was dissolved in DMF/Pyridine (100mL/100mL).
Trityl chloride (10.71g, 38.426mmol, 0.7eq) and a catalytic amount of DMAP were

added under argon atmosphere. The mixture was stirred at room temperature for 24h.
MeOH (40mL) was added. Then, the solution was concentrated in vacuo. The residue
was dissolved in DCM (300mL) and washed with 1M HCl (3x100mL), a saturated
solution of NaHCO3 (3x100mL) and with brine (3x100mL). The organic layer was dried
(MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by silica
gel chromatography (Chloroform/MeOH : 90/10) to obtain 2¢ as a white solid (2.955g,
13%).

Rf=0.32 (Chloroform/Methanol 9/1).

IH NMR (300MHz, CDClz) 6 7.41-7.07 (m, 15H, HarTrt), 3.76-3.54 (m, 6H, CHOH, CH,0H),
3.26 (s, 2H, CH20Trt).

13C NMR (75MHz, CDCl3) & 143.7 (C4Trt), 128.7 (CorTrt), 128.0 (CorTrt), 127.3 (CorTrt),
87.0 (C4Ph3),72.3-70.1 (CHOH), 65.3-63.8 (CH20Trt, CH,OH).

207



Partie Expérimentale

N
Od\é/ﬁoﬂom
L

Chemical Formula: C4gH4g0¢
Exact Mass: 624,35

1,2,3,4,5-penta-0-allyl-6-0O-triphenylmethyl-D-mannitol (3c)

To a solution of 2¢ (1g, 2.356mmol, 1eq) in DMF (10mL) placed under argon
atmosphere, Allyl bromide (2.5mL, 28.270mmol, 12eq) was added. Then, NaH 60%
(1.13g, 28.270mmol, 12eq) was slowly added. The mixture was stirred overnight at
room temperature. MeOH (4mL) was added. Then, the solution was concentrated in
vacuo. The residue was dissolved in DCM (100mL) and washed with brine (3x50mL).
The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 3min at 100/0,
8min at 98/2, 10min at 95/5 then 10min at 90/10) to obtain 3¢ (1.279g, 87%) as a

colorless oil.

Rf=0.7 (Cyclohexane/EtOAc 8/2).

1H NMR (300MHz, CDCl3) & 7.44-7.12 (m, 15H, HaTrt), 5.98-5.72 (m, 4H, OCH2CHCH3),
5.59-5.46 (m, 1H, OCH2CHCHz), 5.32-4.83 (m, 10H, OCH:CHCH:), 4.23-3.46 (m, 17H,
CH20Trt, CHOCH2CHCH2, CH,O0CH2CHCH2, OCH>,CHCH?), 3.05-3.00 (dd, J= 3.9Hz, 10.5Hz,
1H, CH20Trt).

13C NMR (75MHz, CDCl3) 6 144.1 (C,Trt), 135.4 (OCH2CHCH?), 135.2 (OCH2CHCH2),
135.1 (OCH2CHCH2), 134.9 (OCH2CHCH2), 134.9 (OCH2CHCH2), 128.9 (CuTrt), 127.8
(CarTrt), 126.9 (CorTrt), 116.9 (OCH.CHCH?), 116.4 (OCH2CHCH:), 116.2 (OCH2CHCH?),
116.1 (OCH2CHCH;), 86.4 (C,Ph3), 78.8 (CHOCH.CHCH:), 78.4 (CHOCH.CHCH;), 78.1
(CHOCH2CHCHz), 78.0 (CHOCH2CHCH:), 73.5 (OCH2CHCHz), 73.4 (OCH2CHCHz), 72.3
(OCH2CHCH2), 70.8 (OCH2CHCHz), 70.6 (OCH2CHCH:), 69.1 (CH:0CH.CHCH:), 61.8
(CH20Trt).
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OH OH

Chemical Formula: C4gHggO41
Exact Mass: 714,40

1,2,3,4,5-penta-0-(3-hydroxypropoxy)-6-0-triphenylmethyl-D-mannitol (4c)
9-BBN 0.5M in THF (158mlL, 78.90mmol, 10eq) was added to 3c (4.926g,

7.890mmol, 1eq) under argon atmosphere. The mixture was stirred at 100°C for 6h.
Then, the reaction was cooled at 0°C, H20 at 0°C (150 mL), 3M NaOH (170mL) and H20>
35% (170mL) were slowly added. The mixture was stirred overnight at room
temperature. The solution was diluted with DCM (100mL), washed with a saturated
solution of Na;S203 (3x50mL) and with brine (3x50mL). The organic layer was dried
(MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by silica
gel chromatography (EtOAc /MeOH: 90/10) to obtain the compound 4c (3.67g, 65%) as

a white solid.

Rf=0.18 (EtOAc/MeOH 9/1).
1H{ NMR (300MHz, CDCls) § 7.42-7.14 (m, 15H, HaTrt), 3.80-3.40 (m, 28H, CH,OH,
OCH2(CHz)20H, CHO(CHz)30H, CHz0(CH2)30H, CH;0trt), 1.95-1.65 (m, 8H, CHCH20H),
1.45-1.38 (m, 2H, CH2CH,0H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8 143.9 (C,Trt), 129.7 (CaTrt), 128.8 (CaTrt), 127.8 (CarTrt),
1271 (CaTrt), 86.6 (C,Phs), 78.9 (CHO(CH2)3:0H), 77.9 (CHO(CH2)s;0H), 77.8
(CHO(CH,)30H), 77.4 (CHO(CHz2)30H), 70.8 (OCH2(CH2).0H), 69.8 (OCH2(CH2)20H), 68.6
(OCH2(CH2)20H), 68.0 (OCH2(CH2)20H), 67.4 (OCH,(CH,)0H), 66.9 (CH20(CHz)30H),
61.5 (CH,0Trt), 60.9 (CHO0H), 60.9 (CH:O0H), 60.5 (CH;0H), 60.3 (CH:0H), 60.0
(CH,0H), 32.6 (CH,CH20H), 32.5 (CH2CH,0H), 32.3 (CHCH,OH), 32.2 (CH,CH20H), 31.9
(CH,CH20H).
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N3 N

Chemical Formula: C4oHs3N150¢
Exact Mass: 839,43

1,2,3,4,5-penta-0-(3-azidopropoxy)-6-0O-triphenylmethyl-D-mannitol (5c)

4c (3.65g, 5.109mmol, 1leq) was dissolved under argon atmosphere in DMF
(11mL) and cooled down at 0°C. NEt3 (5.3mL, 38.319mmol, 7.5eq) and MsCl (2.88mL,
35.764mmol, 7eq) were slowly added. The mixture was stirred at 0°C for 20min.

NaN3 (5.81g, 89.411mmol, 17.5eq), DMF (20mL) and few drops of water were
added. The mixture was stirred at 90°C for 3h. Then, the solution was concentrated in
vacuo. The residue was dissolved in DCM (200mL) and washed with brine (3x100mL).
The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 3min at 95/5
then 25min at 90/10) to obtain 5c¢ (3.084g, 72%) as a colorless oil.

Rf=0.67 (Cyclohexane/EtOAc 8/2).

'H NMR (300MHz, CDCl3) & 7.41-7.15 (m, 15H, HaTrt), 3.76-2.86 (m, 28H, CH:Ns,
OCH2(CHz)2N3, CHO(CH2)3N3, CH20(CHz)3Ns, CH20Trt), 1.95-1.38 (m, 10H, CH2CH;N3).
13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 1439 (C,Trt), 129.7 (CaTrt), 128.8 (CaTrt), 127.8 (CaTrt),
1271 (CaTrt), 865 (CiPhs), 788 (CHO(CHz)sNs), 78.5 (CHO(CH2)sN3), 77.9
(CHO(CH2)3N3), 69.2 (OCH2(CH2)2N3), 68.8 (OCH2(CH2)2N3), 68.7 (OCH2(CH2)2Ns3), 68.0
(OCH2(CH2)2N3), 66.7 (OCH2(CH2)2N3), 65.8 (CH20(CH2)3N3), 61.6 (CH20Trt), 48.5
(CH:N3), 48.5 (CHzN3), 48.4 (CH;Ns), 48.3 (CH:zNs), 48.3 (CHzN3), 29.6 (CH2CH2N5), 29.6
(CH2CH:N3), 29.5 (CH2CH2Ns), 29.4 (CH2CH;N3), 29.2 (CH2CH2N3).
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Chemical Formula: Cy1H39N150¢
Exact Mass: 597,32

1,2,3,4,5-penta-0-(3-azidopropoxy)-D-mannitol (6¢)
To a solution of 5c¢ (3.064g, 3.640mmol, 1eq) in DCM/MeOH (50mL/50mL), dry

APTS (139mg, 0.730mmol, 0.2eq) was added. The mixture was stirred overnight at
room temperature. Triethylamine (0.51mL, 1.095mmol, 0.3eq) was added. Then, the
solution was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in DCM (200mL),
washed with a saturated solution of NaHCO3 (3x50mL) and brine (3x50mL). The
organic layer was dried (MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product
was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 10min at 80/20, 10min
at 70/30 then 10min at 60/40) to obtain 6c (1.783g, 82%) as an oil.

Rf=0.35 (Cyclohexane/EtOAc 6/4).

'H NMR (300MHz, CDCl;) §3.88-331 (m, 28H, CHO(CH2)sNs CH,O(CHz)sNs,
OCH2(CHz2)2Ns, CH2N3, CH>0H), 1.85-1.73 (m, 10H, CH2CH:N3).

130 NMR (75 MHz, CDCl;) & 79.5 (CHO(CH2)sNs), 78.6 (CHO(CH2)3N3), 78.5
(CHO(CH2)3N3), 78.2 (CHO(CH2)3N3), 69.4 (OCH2(CH2)2N3), 69.1 (OCH2(CHz)2N3), 69.0
(OCH2(CH2)2N3), 68.0 (OCH2(CHz2)2N3), 66.0 (OCH2(CH2)2N3), 65.6 (CH20(CH2)3N3), 59.7
(CH;0H), 48.5 (CHzN3), 48.4 (CH:N3), 48.4 (CHN3), 48.4 (CHzN3), 48.3 (CHaN3), 29.6
(CH2CH:N3), 29.6 (CH2CH2N3) 29.5 (CH2CHzN3), 29.3 (CH2CH:N3), 29.2 (CH2CH2Ns).
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N3 N

Chemical Formula: Cy7H49N150g
Exact Mass: 711,39

1,2,3,4,5-penta-0-(3-azidopropoxy)-6-0- tertbutylacetate-D-mannitol (7c)

To a solution of a 6¢ (1.753g, 2.935mmol, 1leq) in toluene (28mL), tert-butyl 2-
bromoacetate (2.6mL, 17.609mmol, 6eq), TBAB (95mg, 0.294mmol, 0.1eq) and NaOHaq
50% (9.5mL) were added. The mixture was vigorously stirred overnight at room
temperature. The crude product was diluted in ethyl acetate (100mL). The organic layer
was washed with 1M HCI (3x50mL), a saturated solution of NaHCO3 (3x50mL), brine
(3x50mL), dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The residue was partly
purified by gel silica chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 4min at 100/0, 20min at
90/10 then 10min at 80/20) and used in the next step.

Rf=0.75 (Cyclohexane/EtOAc 6/4).

212



Partie Expérimentale

N3 N

Chemical Formula: Co3H41N150g
Exact Mass: 655,33

1,2,3,4,5-penta-0-(3-azidopropoxy)-6-0-carboxymethyl-D-mannitol (8c)
The crude 7c¢ (2.089g, 2.935mmol, 1eq) was dissolved in DCM (40mL). Then, TFA

(30mL) was slowly added. The mixture was stirred for 40 minutes at room
temperature. Then, the solution was concentrated in vacuo. The residue was dissolved
in DCM (90mL) and washed with brine until a neutral pH. The organic layer was dried
(MgSO04), filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by silica

gel chromatography (DCM/MeOH: 95/5) to obtain 8c (959.7mg, 50%).

Rf=0.27 (Cyclohexane/EtOAc 6/4).

'H NMR (300 MHz CDCl;) & 4.12-4.05 (m, 2H, CHCOOH), 3.86-3.81 (m, 2H,
CH,0(CH2)3Ns, CH;0CH2COOH), 3.70-3.48 (m, 16H, CHO(CHz)sN3, OCH:(CH2)2N3,
CH,0(CH2)3Ns, CH,OCH,COOH), 3.38-3.32 (m, 10H, CH.Ns), 1.82-1.75 (m, 10H,
CH:CH:N3).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 128.1 (CH2COOH), 79.0 (CHO(CHz)3Ns), 78.6 (CHO(CHz)3Ns),
78.4 (CHO(CH2)3N3), 78.2 (CHO(CH2)3N3), 69.8 (CH20(CHz2)3N3), 69.4 (OCH2(CH2)2N3),
69.1 (CH20CH,COOH), 68.4 (OCH2(CHz2)2N5), 68.1 (OCH2(CHz2)2N3), 66.4 (OCH2(CHz2)2N3),
66.0 (OCH2(CHz):N3), 48.4 (CH;N3), 48.3 (CHzN3), 48.3 (CHzN3), 48.2 (CHzN3), 48.2
(CHzN3), 29.5 (CH2CH2N3), 29.5 (CH2CH2Ns), 29.4 (CH2CHoNs), 29.2 (CH2CH:Ns), 29.1
(CH2CH:N3).
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F. Experimental part: D-mannitol with 4 branches
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OH OH

TrtO oTr

OH OH

Chemical Formula: C44H450¢
Exact Mass: 666,30

1,6-di-O-triphenylmethyl-D-mannitol (2d)
1c (1g, 5.490mmol, 1eq) was dissolved in Pyridine (55mL). Trityl chloride (3.37g,
12,08mmol, 2,2eq) and DMAP (53.7mg, 4.39mmol, 0.8eq) were added under argon

atmosphere. The mixture was stirred at room temperature for 72h. Water (50mL) was
added. Then, the solution was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in DCM
(100mL) and washed with 1M HCI (3x50mL), a saturated solution of NaHCO3 (3x50mL)
and with brine (3x50mL). The organic layer was dried (MgSO4), filtered and
concentrated in vacuo. The crude product was purified by silica gel chromatography

(Cyclohexane/EtOAc: 30min at 70/30) to obtain 2d (2.24g, 61%) as a white solid.

Rf=0.63 (Cyclohexane/EtOAc 5/5).

1H NMR (300 MHz, CDCI3) 6 7.44-7.20 (m, 30H, Ha Trt), 3.86-3.80(m, 2H, CHCH20Trt),
3.68-3.66 (m, 2H, CHCHCH:0Trt), 3.31 (d, 4H, J=5.5Hz, CH:0Trt), 3.05 (br s, 2H, OH),
2.84 (brs, 2H, OH).

13C NMR (75MHz, CDCl3) § 143.6 (CyTrt), 128.6 (CarTrt), 128.0 (CarTrt), 127.2 (CarTrt),
87.1 (C4Ph3), 72.0 (CH2CH20Trt), 70.9 (CH2(CH2)20Trt), 64.9 (CH20Trt).
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Chemical Formula: Cs5gHsg06
Exact Mass: 826,42

2,3,4,5-tetra-0-allyl-1,6-di-O-triphenylmethyl-D-mannitol (3d)
To a solution of 2d (7.145g, 10.715mmol, 1leq) in DMF (60mL) placed under
argon atmosphere, Allyl bromide (7.4mL, 85.723mmol, 8eq) was added. Then, NaH 60%

(2.057g, 85.723mmol, 8eq) was slowly added. The mixture was stirred overnight at
room temperature. MeOH (12mL) was added. Then, the solution was concentrated in
vacuo. The residue was dissolved in DCM (100mL) and washed with brine (3x50mL).
The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by silica gel (Cyclohexane/EtOAc: 3min at 100/0, 10min at 98/2,
10min at 95/5 then 10min at 90/10) to obtain 3d (7.71g, 87%) as a white solid.

Rf=0.2 (Cyclohexane/EtOAc 8/2).

1H NMR (300 MHz, CDCI3) & 7.44-7.20 (m, 30H, HaTrt), 6.03-5.90 (m, 2H, OCH2CHCH3),
5.53-5.42 (m, 2H, OCH2CHCHz), 5.40-5.35 (m, dd, J]=1.2Hz, 17Hz, 2H, OCH.CHCH:), 5.20-
5.16 (dd, ]=1.2Hz, 11Hz, 2H, OCH2CHCHz), 4.87-4.71 (m, 4H, OCH2CHCH:), 4.24-4.08 (m,
4H, 2x0CH2CHCH2, 3.84-3.78 (m, 6H, 2xCHCH20Trt, 2xOCH>CHCH2), 3.56-3.49 (m, 4H,
2xCH20Trt, 2xCHCHCH:0Trt), 3.04-2.99 (dd, ]=3.9Hz, 10.5Hz, 2H, 2xCH20Trt).

13C NMR (75 MHz, CDClz) 6 144.2 (C4Trt), 135.3 (OCH2CHCHz), 135.0 (OCH2CHCH2),
128.9 (CurTrt), 127.8 (CurTrt), 126.9 (CorTrt), 116.0 (OCH2CHCH?), 86.4 (C,Ph3), 78.4
(CH2CH20Trt), 78.4 (CH2(CH2)20Trt), 73.3 (OCH.CHCH:), 70.8 (OCH.CHCH2), 61.9
(CH20Trt).
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N3 Ns

Chemical Formula: CsgHgoN120¢g
Exact Mass: 998,49

2,3,4,5-tetra-0-(3-azidopropoxy)-1,6-di-O-triphenylmethyl-D-mannitol (5d)
9-BBN 0.5M in THF (150mL, 74.635mmol, 8eq) was added to 3d (7.71g,

9.329mmol, 1eq) under argon atmosphere. The mixture was stirred at 100°C for 5Sh.
Then, the reaction was cooled down at 0°C, H20 at 0°C (75mL), 3M NaOH (200mL) and
H202 35% (200mL) were slowly added. The mixture was stirred overnight at room
temperature. The solution was diluted with DCM (200mL), washed with a saturated
solution of NazS203 (3x100mL) and with brine (3x100mL). The organic layer was dried
(MgSO04), filtered and concentrated in vacuo.

The white solid obtained was directly dissolved under argon atmosphere in DMF
(22mL) and cooled down at 0°C. NEt3 (6.75mL, 48.535mmol, 5.6eq) and MsCl (3.63mL,
45.068mmol, 5.2eq) were slowly added. The mixture was stirred at 0°C for 20min.

NaN3 (7.44g, 114.404mmol, 13.2eq), DMF (10mL) and few drops of water were
added. The mixture was stirred at 90°C for 3h. Then, the solution was concentrated in
vacuo. The residue was dissolved in DCM (100mL) and washed with brine (3x100mL).
The organic layer was dried (MgS04), filtered and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc: 3min at 100/0
then 12min at 90/10) to obtain 5d (5.41g, 58%) as a yellowish liquid.

Rf=0.58 (Cyclohexane/EtOAc 9/1).

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.43-7.16 (m, 30H, HaTrt), 3.81-3.68 (m, 4H,
2x0CH>(CH2)2N3), 3.48-3.28 (m, 14H, CHO(CH2)3Ns3, 2xCH:0Trt, 2xOCHz(CH2)2N3,
2xCH>N3), 3.03-2.79 (m, 6H, 2xCH:N3, 2xCH20Trt), 1.88-1.73 (m, 4H, CH-CH:N3), 1.45-
1.38 (m, 2H, CH2CH2N3).
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 143.9 (C,Trt), 128.8 (CaTrt), 127.8 (CarTrt), 127.1 (CarTrt),
86.5 (C,Phs), 78.6 (CH2CH,0Trt), 77.3 (CH2(CH2)20Trt), 68.5 (OCH2), 66.5 (OCH2), 61.5
(CH,0Trt), 48.5 (CHNs), 48.3 (CH2N3), 29.6 (CH2CH2N3), 29.4 (CH2CH2N3).
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Figure 148 - Spectre RMN 1H de 5d.
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II. Peptide Synthesis

A.Methods

1. Materials
All reagents were purchased from commercial suppliers and used without further

purification unless noted otherwise.

Vessels for manual SPPS: Polypropylene Torviq syringes (sizes 5, 10 or 20 mL)

equipped with a porous polypropylene disc at the bottom and closed with an

appropriate cap.

Freeze dryer: Freeze dryer Alpha 2 /4 from Bioblock Scientific.

RP-HPLC: A Waters systems and a Dionex systems respectively connected to Breeze
and Chromeleon softwares. Waters systems consisted of a binary pump (Waters 1525)
and a dual wavelength UV /Visible Absorbance detector (Waters 2487). [t was equipped
with a preparative cell, for purification purposes.

Dionex system consisted of an analytical automated LC system (Ultimate 3000)
equipped with an autosampler, a pump block composed of two ternary gradient pumps
and a dual wavelength detector.

Columns: C8 analytical and semi-preparative columns from Waters or AIT (300 A pore

size).

Mass spectrometer: Peptides characterization by MALDI-TOF MS (DE-Pro, PerSeptive

Biosystems) in positive ion reflector mode using the matrix DHB. The m/z of the
protonated molecule (first isotope) are given as experimental (calcd), theoretical

(found).

ATR-FTIR: ATR-FTIR spectra were recorded on a Spectrum 100 FT-IR Spectrometer
(PerkinElmer).
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2. Coupling monitoring using the Kaiser test
Kaiser test was used as a qualitative colorimetric test to detect the presence or the
absence of free amino groups in the deprotection and protection steps. Blue resin beads
indicate a positive test while colorless resin beads indicate a negative one.
The test needs three different solutions:
* A ninhydrin solution: prepared by dissolving 5g of ninhydrin in 100mL
ethanol.
* A phenol solution: prepared by dilution 80g of liquefied phenol in 20mL
ethanol.
* A KCN solution: prepared by mixing 2mL of a aqueous 0.001M potassium
cyanide solution and 98mL pyridine.
The test was performed by transferring few resin beads in a small glass tube. Two drops
of each of the solutions above were added to the beads and the suspension was heated

for 3 min at approximately 100°C.

3. Peptide analysis and purification
Peptides were purified using a semi-preparative HPLC system and analyzed using an

analytical HPLC system.

Solvents used were: A. H20/TFA (0.1%) and B. MeCN/TFA (0.1%). UV detection was
always done at 220 nm and when possible at 280 nm for the Trt containing peptides.
For purification, peptides were dissolved in buffer A or when insoluble either in
aqueous acetic acid (up to 20%). Before injections peptide solutions were filtrated.
Purification gradients were chosen to get a ramp of approximately 1% buffer B per min
in the interest area (around 15min). Peptide fractions from purification were analyzed
by analytical HPLC and by mass spectrometer, pooled according to their purity, partly
concentrated under vacuum and freeze-dried to get the expected peptide as a powder.

Final peptide purity was checked on an analytical column using a linear gradient.

4. Preparation of resins 2-chlorotrityl resin
A solution of Fmoc-S-Trityl-L-cysteine (414mg) and DIEA (0.8mmol, 0.35mlL,
4eq) in dry DCM (10mL) was added to a 2-chlorotrityl resin (1g, 0.2mmol/g) placed in a
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fritted syringe. The mixture was mechanically stirred for 2 hours at room temperature.
The resin was washed with DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1, 3x10mL), DCM (4x10mL) and
MeOH (3x10mL).

5. Preparation of Rink amide resin
The rink amide resin (1g, 0.2Zmmol/g) was treated with piperidine/DMF 20% for
5 minutes (3x5mL). Deprotection completion was monitored using a Kaiser test. The

resin was washed with DMF (5x5mL).

To Boc-Lysine(Fmoc) (0.6mmol, 281mg, 3eq) in DMF (10mL), HBTU (0.59mmo],
224mg, 2.95eq), HOBt (0.59mmol, 94mg, 2.95eq), and then DIEA (1.2mmol, 209ulL, 6eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the rink amide resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room

temperature. Coupling completion was monitored using a Kaiser test. Then, the resin

was washed with DMF (5x5mL) and with MeOH (3x5mL) before being dried.

223



Partie Expérimentale

B. Dendrimer with 9 a-Fucoses, a S-Trt-Cysteine from methyl «a-D-

glucopyranoside (15a)

1. Coupling
The 2-cholorotrityl resin pre-loaded with a Fmoc-S-Trityl-L-cysteine (250mg,
0.2mmol/g) was swollen with DCM for 30 minutes. Then, the resin was treated with
piperidine/NMP 20% for 5 minutes (3x5mL). Deprotection completion was monitored

using colorimetric Kaiser test. The resin was washed with NMP (5x5mL).

To 10a (0.15mmol, 163.5mg, 3eq) in NMP (5mL), HBTU (0.148mmol, 55.9mg,
2.95eq), HOBt (0.148mmol, 19.9mg, 2.95eq), and then DIEA (0.3mmol, 52.3uL, 6eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room temperature.
Coupling completion was monitored using a Kaiser test. 11a was washed with NMP
(5x5mL) and then was treated with piperidine/NMP 20% for 5 minutes (3x5mL).
Deprotection completion was monitored using a Kaiser test. The resin was washed with

NMP (5x5mL).

To 8a (0.45mmol, 225.6mg, 9eq) in NMP (5mL), HBTU (0.443mmol, 167.8mg,
8.85eq), HOBt (0.443mmol, 59.8mg, 8.85eq), and then DIEA (0.9mmol, 156.8uL, 18eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room temperature.

Coupling completion was monitored using a Kaiser test. Then, 12a was washed with

NMP (5x5mL) and with MeOH (3x5mL) before being dried.
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12a

N3
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2. CuAAC

To a fritted syringe, 12a (0.05mmol, 0.2Zmmol/g), Cu(OAc); (1.8mmol, 327mg,
36eq) and L-ascorbic acid (0.9mmol, 159mg, 18eq) were added. A solution of 23
(0.9mmol, 295mg, 18eq) and DIEA (2.25mmol, 0.38mL, 45eq) in NMP/Pyridine
(2.8mL/1.2mL) was prepared, sonicated for 1 minute before being added to the fritted
syringe. The blue mixture turned to brown (reduction of Cu(II) into Cu(l)) and was
mechanically stirred for 48 hours at room temperature. Then, 13a was washed with
NMP (3x5mL), NMP/Pyridine/ascorbic acid (6/5/(0.02g/mL), 3x5mL), DCM (3x5mL),
MeOH (3x5mL) and NMP (3x5mL).

/!
N
o N
N
OAc >/N IL’ Vi > OAc\ lﬁ ,\{\/N/ o
o 9 N OAc
OAc o o

OAc
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3. Cleavage

A solution of TFA in DCM 0.8% (5x5mL) was added to the resin and the mixture

was mechanically stirred for 3 minutes each time. The resultant was neutralized in a

solution of DIEA in DCM 20% (15mL). Then, the solution was concentrated in vacuo.
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Chemical Formula: CysgH323N310102S
Exact Mass: 5171,08

4. Desacetylation

with NaOH

OAc

The crude product was dissolved in MeOH (13.5mmol, 13.5mL, 270eq) pre-
cooled at 0°C, 1M NaOH (13.5mL) was added. The mixture was stirred for 12 hours at

room temperature. HCl 1M (13.5mL) was added. Then, the solution was concentrated in

vacuo. The product was precipitated by addition of pre-cooled Etz0, centrifuged for 10

minutes at 10000 rpm and lyophilized.
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with IRA resin
The crude product (0.05mmol, 1eq) was dissolve in MeOH/H20 (15mL/15mL).
Amberlite resin IRA 400 OH- (1.4 meq/mL, 15g) was added and the mixture was stirred

for 12 hours at room temperature. The resin was then filtered and washed with MeOH
and H20. Then, the solution was concentrated in vacuo. The product was precipitated by

addition of pre-cooled Et;0, centrifuged for 10 minutes at 10000 rpm and lyophilized.

N N
40 NN// N\N \ //
OH / 5 \ // N/N
0 N
15 nd 0 N
a OH OH % o}
o o
o 0"/ on o S OH
OH
HO HO HO
HO OH OH o JoHi\ab
HO OH
OH

Chemical Formula: C175H269N31075S
Exact Mass: 4036,79

5. Purification and analysis
The product was purified by RP-HLPC on a C8 column using a linear acetonitrile
(with 0.1% TFA) gradient in an aqueous solution (H20 with 0.1% TFA) (15 to 30 %ACN
in 30minutes). Retention time of the product was 12.7 minutes for 5 to 100% ACN in
30minutes and 6minutes for 15 to 50% in 10 minutes. The final glycodendrimer 15a
(3.1mg, 1.5%) was obtained as a white foam and characterized by MALDI-TOF MS (m/z)
[MH]* calcd 4037.80, found 4035,893.
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1H NMR (300 MHz, D20) 6 7.89-7.83 (m, 9H, CH Ttriazole), 7.16 (app. s, 15H, HurTrt), 4.85
(app.s, 9H, H1ruc), 4.73 (br, 4H, H1icw), 4.59-4.50 (m, 18H, OCH;-Triazole), 4.31-4.22 (m,
18H, 0-CH2-CH2-CH>-Triazole), 3.92-3.04 (m, 113H, Hz ¢, H3 6lu, H4 61, Hs Gu, H2 Fuc, H3 Fue,
Hs4 Fue, Hs pue, C2 auOCH2, Cs ciuOCH2, NHCOCH2, OCH2CH2CH2NH, CH3 ¢iy, NHCHCOOH,
NHCH,STrt), 2.04-1.89(m, 18H, OCH:CH?), 1.70-1.50 (m, 6H, OCH2CHz), 0.96 (d, ]=6Hz,
27H, CH3Fuc).
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Figure 150 - Spectre RMN 1H de 15a.
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C. Dendrimer with 27 a-Fucoses, a S-Trt-Cysteine from methyl a-D-

glucopyranoside (20a)

1. Coupling
The 2-cholorotrityl resin pre-loaded with a Fmoc-S-Trityl-L-cysteine (250mg,
0.2mmol/g) was swollen with DCM for 30 minutes. Then, the resin was treated with
piperidine/NMP 20% for 5 minutes (3x5mL). Deprotection completion was monitored

using colorimetric Kaiser test. The resin was washed with NMP (5x5mL).

To 10a (0.15mmol, 163.5mg, 3eq) in NMP (5mL), HBTU (0.148mmol, 55.9mg,
2.95eq), HOBt (0.148mmol, 19.9mg, 2.95eq), and then DIEA (0.3mmol, 52.3uL, 6eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room temperature.
Coupling completion was monitored using a Kaiser test. The resin was washed with
NMP (5x5mL) and then was treated with piperidine/NMP 20% for 5 minutes (3x5mL).
Deprotection completion was monitored using a Kaiser test. The resin was washed with

NMP (5x5mL).

To 10a (0.45mmol, 327mg, 9eq) in NMP (5mL), HBTU (0.443mmol, 167.8mg,
8.85eq), HOBt (0.443mmol, 59.8mg, 8.85eq), and then DIEA (0.9mmol, 156.8uL, 18eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room temperature.
Coupling completion was monitored using a Kaiser test. The resin was washed with
NMP (5x5mL) and then was treated with piperidine/NMP 20% for 5 minutes (3x5mL).
Deprotection completion was monitored using a Kaiser test. The resin was washed with

NMP (5x5mL).
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To 8a (1.35mmol, 676.7mg, 27eq) in NMP (5mL), HBTU (1.328mmol, 503.5mg,
26.55eq), HOBt (1.328mmol, 179.3mg, 26.55eq), and then DIEA (2.7mmol, 470.3uL,
54eq) were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being
added to the resin. The reaction was mechanically stirred for 2 hours at room
temperature. Coupling completion was monitored using a Kaiser test. Then, 17a was

washed with NMP (5x5mL) and with MeOH (3x5mL) before being dried.

OMe [9)
OMe
17a HN >§\ O (o] 0 /\/\
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2. CuAAC

To a fritted syringe, 17a (0.05mmol, 0.2mmol/g), Cu(OAc): (5.4mmol, 981mg,
108eq) and L-ascorbic acid (2.7mmol, 476mg, 54eq) were added. A solution of 23
(2.7mmol, 886mg, 54eq) and DIEA (6.75mmol, 1.15mL, 135eq) in NMP/Pyridine
(2mL/0.9mL) was prepared, sonicated for 1minute before being added to the fritted
syringe. The blue mixture turned to brown (reduction of Cu(II) into Cu(I)) and was
mechanically stirred for 48hours at room temperature. Then, the resin was washed
with NMP (3x5mL), NMP/Pyridine/ascorbic acid (6/5/(0.02g/mL), 3x5mL), DCM
(3x5mL), MeOH (3x5mL) and NMP (3x5mL).

3. Cleavage
A solution of TFA in DCM 0.8% (5x5mL) was added to the resin and the mixture
was mechanically stirred for 3minutes each time. The resultant was neutralized in a

solution of DIEA in DCM 20% (15mL). Then, the solution was concentrated in vacuo.

4. Desacetylation
The residue was dissolved in MeOH (40.5mL) pre-cooled at 0°C, 1M NaOH
(40.5mmol, 40.5mL, 810eq) was added. The mixture was stirred for 12 hours at room
temperature. 1M HCI (40.5mL) was added. Then, the solution was concentrated in
vacuo. The product was precipitated by addition of pre-cooled Etz0, centrifuged for 10
minutes at 10000 rpm and lyophilized.

5. Purification and analysis
The product was purified by RP-HLPC on a C8 column using a linear acetonitrile
(0.1% TFA) gradient in an aqueous solution (0.1% TFA) (1 to 50 %ACN in 10 minutes).
Retention time of the product was 9.17 minutes (5-100% acetonitrile over 30 minutes).

The final glycodendrimer 20a (7.9mg, 1.3%) was obtained as a white foam.
1H NMR (300 MHz, D20) § 7.93-7.86 (m, 27H, CH Triazole), 4.86-4.84 (m, 27H, H1 ruc), 4.73

(br, 13H, Hi g), 4.64-4.49 (m, 54H, OCH;-Triazole), 4.35-4.23 (m, 54H, O-CH-CH,-CH-
Triazole), 4.00-3.07 (m, 306H, Hz ciu, H3 6o, Ha Gy, Hs 6y, H2 Fuc, H3 Fue, Ha Fuc, Hs Fue, C2

232



Partie Expérimentale

cawOCHz, C3 auOCHz Cs cuOCHz Cs quOCHz, NHCOCH2 OCH:CH:CH:NH, CH3 q,
NHCHCOOH, NHCH>STrt), 2.10-1.90 (m, 78H, OCH2CHz), 0.97 (d, J=6Hz, 81H, CH3 uc)-
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Figure 151 - Spectre RMN 1H de 20a.
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20a

Chemical Formula: C499H800N9402288
Exact Mass: 11789,36
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D.Dendrimer with 9 a«a-Fucoses, a Lysine from methyl «-D-

glucopyranoside

1. Coupling
The rink amide resin pre-loaded with a Boc-Lysine(Fmoc) (250mg, 0.2mmol/g)
was swollen with DCM for 30 minutes. Then, the resin was treated with piperidine/DMF
20% for S5minutes (3x5mL). Deprotection completion was monitored using colorimetric

Kaiser test. The resin was washed with DMF (5x5mL).

To 8b (0.15mmol, 66.5mg, 3eq) in DMF (5mL), HATU (0.148mmol, 56.1mg,
2.95eq), HOAt (0.148mmol, 20.1mg, 2.95eq), and then DIEA (0.3mmol, 52.3uL, 6eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room temperature.

Coupling completion was monitored using a Kaiser test. 11b was washed with DMF

(5x5mL).

To 11b, 1,3-propanedithiol (25eq) in NEt3 was added. The mixture was stirred for 12
hours at room temperature. The resin was washed with DMF (5x5mL), MeOH (3x5mL)

and DMF (5x5mL). Reaction completion was monitored using a Kaiser test.

To 8b (0.45mmol, 199.45mg, 9eq) in DMF (5mL), HATU (0.443mmol, 168.2mg,
8.85eq), HOAt (0.443mmol, 59.8mg, 8.85eq), and then DIEA (0.9mmol, 156.8uL, 18eq)
were added. The mixture was stirred for 1 minute with a vortex before being added to
the resin. The reaction was mechanically stirred for 1 hour at room temperature.

Coupling completion was monitored using a Kaiser test. Then, 12b was washed with

DMF (5x5mL) and with MeOH (3x5mL) before being dried.
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2. CuAAC

To a fritted syringe, 12b (0.05mmol, 0.2mmol/g), Cu(OAc); (1.8mmol, 327mg,

36eq) and L-ascorbic acid (0.9mmol, 159mg, 18eq) were added. A solution of 24
(0.9mmol, 181.9mg, 18eq) and DIEA (2.25mmol, 0.38mL, 45eq) in DMF/Pyridine

(2.8mL/1.2mL) was prepared, sonicated for 1 minute before being added to the fritted

syringe. The blue mixture turned to brown (reduction of Cu(Il) into Cu(Il)) and was

mechanically stirred for 48 hours at room temperature. Then, 13b was washed with

DMF (3x5mL), DMF/Pyridine/ascorbic acid (6/5/(0.02g/mL), 3x5mL), DCM (3x5mL),

MeOH (3x5mL) and DMF (3x5mL).
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3. Cleavage
A solution of TFA/H20/TIS (95/2.5/2.5, 5mL) was added to the resin and the
mixture was mechanically stirred for 2 hours at room temperature. The resin was
removed by filtration and washed with TFA. Then, the solution was concentrated in
vacuo. The product was precipitated by addition of pre-cooled Etz0, centrifuged for 10
minutes at 10000 rpm and lyophilized.
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4. Chelex treatment

To the crude product in H20 (5mL), Chelex resin (205mg) was added. The

reaction was mechanically stirred for 3 hours at room temperature, then filtrered and

lyophilized.
HQuo
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Chemical Formula: C152H256N32056
Exact Mass: 3585,77
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Résumé

Mots clefs : Glycodendrimeres, CuAAC, fucoses, SPPS, cellules dendritiques, DC-SIGN,

interactions biologiques, Biacore®

DC-SIGN est une lectine tétramérique impliquée dans la réponse immunitaire
adaptative; Elle reconnait a la fois les ligands mannosylés et fucosylés. Bien que les
interactions protéine-saccharide soient essentielles a de multiples processus
biologiques, les interactions individuelles sont faibles (de l'ordre du mM), ainsi, la

multivalence du ligand est nécessaire.

La premiére partie de ce projet est la construction d'un ligand polyfucosylé de
DC-SIGN. Une structure multivalente dendrimérique est choisie pour son bon controle

de la géométrie et de 'homogénité (macroscopique et microscopique).
Dans une seconde partie, la stratégie de synthese a été adaptée a différents

monomeres pour produire de multiples glycodendrimeres. Ceux-ci pourront donner des

renseignements sur la structure la plus adaptée aux interactions avec DC-SIGN.
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Abstract

Key words : Glycodendrimers, CuAAC, fucosis, SPPS, dendritic cells, DC-SIGN, biological

interaction, Biacore®

DC-Sign is a tetrameric lectin presents on dendritic cells involved in the adaptive
immune response; It recognizes both mannosylated and fucosylated ligands. Although
protein-carbohydrate interactions are essential to many biological processes, individual
interactions usually exhibit weak binding affinities (mM range), thus multivalency of the

ligand is required.

The first part of our project is the construction of a very active yet simple
fucosylated synthetic ligands for DC-SIGN. As multivalent structure, dendrimers are
chosen for their good control both in geometry and in homogeneity (macroscopic and

microscopic).
In a second part, the synthesis strategy was adapted to different monomers to

produce various glycodendrimers. They could give us information on the more adapted

structure for DC-SIGN interaction.
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