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Résumé

Les systemes naturels ont montré l'intérét de la multiplication des interactions pour une cible,
permettant d'améliorer I'affinité et de moduler la spécificité de reconnaissance. Il est ainsi
important pour des applications biologiques de concevoir des systémes multivalents et
biocompatibles. Le travail entreprit au cours de ce doctorat porte sur le développement de
nouvelles méthodologies pour accéder a des systemes multivalents originaux.

Ainsi, nous avons congu, par synthése multi-étapes, une nouvelle plate-forme
fonctionnalisée, basée sur un chéssis a-PNA pour la reconnaissance multivalente
d'oligonucléotides. Ce nouveau systéme peut potentiellement étre impliqué dans la
reconnaissance sélective multipoint d'ADN.

En parallele, nous avons préparé des clusters multivalents d'iminosucres sur des chassis
peptidiques, construits a partir de ligations click sans métaux, pour l'inhibition enzymatique
de glycosidase. En effet, des systémes multivalents ont été récemment développés en tant
gu'inhibiteurs de glycosidase. Cependant, leur méthodologie de synthése repose quasiment
exclusivement sur la ligation azoture-alcyne catalysée au cuivre, ce qui limite son application
biologigue en raison de sa toxicité. Nos travaux ont ainsi conduit a l'identification d'inhibiteurs
efficaces d’a-mannosidases par une approche synthétigue sans métaux.

Dans le contexte de la vectorisation d'oligonucléotides, il existe un besoin de concevoir des
systémes dynamiques qui permettent un relargage contrélé. Nous avons appliqué une
stratégie d'auto-assemblage, par ligation click de type acylhydrazone, pour la génération in
situ de clusters biomoléculaires a partir de chassis peptidiques et de ligands d'acides aminés
modifiés. Etant donné le caractére dynamique de la ligation qui confere une adaptabilité au
systeme, nous avons démontré que a) la présence d'une cible permet d'assister la formation
des clusters par sélection de certains composants et b) I'ADN peut étre relargué par échange
de ligands. Cette technique efficace et rapide d’auto-assemblage de fragments a ensuite
permis de réaliser un criblage pour sonder I'effet de l'architecture et de la valence sur la
complexation. Ce projet a finalement conduit a l'identification de vecteurs efficaces pour la
transfection de siARN sur cellules.

Enfin, dans un dernier projet, nous avons exploité diverses techniques orthogonales et
chimiosélectives de ligations click dans le but de générer des nanostructures peptidiques.
Deux cages ont ainsi été obtenues par la formation de ligations acylhydrazones et thiol-
maléimides selon une approche one-pot.

En résumé, ces travaux d'ingénierie et d'auto-assemblage de systémes biomoléculaires
multivalents ont permis le développement de méthodes innovantes pour répondre a des
besoins d’actualité et permettre la construction de systemes multivalents destinés a la

reconnaissance d’oligonucléotides, la vectorisation et I'inhibition enzymatique.






Abstract

Natural systems are inspiring in showing that the combination of multiple interactions enables
improvement in binding affinity and selectivity for a target. Thus, the design of synthetic and
biocompatible multivalent systems is of great importance for biological applications. The work
described in this PhD thesis aims at developing novel methodologies for generating
functional multivalent systems.

In order to engineer multivalent systems for the recognition of oligonucleotides, we
elaborated a multi-step synthesis of functionalized a-PNA scaffolds bearing side-groups. This
new scaffold can potentially serve for the multi-point sequence-selective recognition of DNA.
Multivalent nanoconstructs are emerging tools for enzyme inhibition. In this context, we
prepared multivalent clusters of iminosugars — by metal-free click ligations on peptide
scaffolds — as candidates for glycosidases inhibition. Although such enzyme inhibitors based
on iminosugar clusters were recently reported, their synthesis relies almost exclusively on
copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, which notorious toxicity represents a serious
limitation for biological applications. Our approach demonstrates that iminosugar clusters can
be prepared in a metal-free fashion and exhibit strong multivalent effects for the inhibition of
a-mannosidases.

Multivalent biomolecular systems are also candidates for gene delivery application. In this
context, the design of dynamic systems is of interest for achieving controlled release. We
implemented a self-assembly strategy, using the acylhydrazone click ligation, for the in situ
generation of biomolecular clusters starting from peptide scaffolds and modified amino acids
building blocks. We showed that, whereas both compounds are ineffective for DNA
complexation, the mixed system spontaneously expresses cationic clusters that effectively
complex DNA. We further demonstrated that, given the dynamic character of the
acylhydrazone ligation, the system is able to a) adapt to the presence of the DNA target by
selecting the optimal building blocks for the cluster self-assembly, and b) trigger DNA release
by component exchange. This modular and versatile self-assembly approach was further
exploited to perform a fragments screening varying molecular structure and valency.
Thereby, we identified new and effective vectors for the transfection of siRNA in living cells.
The last project described in this manuscript deals with the generation of cage-type peptide
nanoconstructs by using a set of orthogonal and chemoselective click ligations. Two cages,
based on acylhydrazone ligation on one side and thiol-maleimide on the other, were obtained
successfully in one-pot.

In summary, this work has led to the development of novel methodologies for the engineering
and self-assembly of multivalent biomolecular nanoconstructs for diverse biological

applications such as oligonucleotide recognition, delivery and enzyme inhibition.
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Chapitre 1 : Reconnaissance multivalente de biomolécules en milieux aqueux

I. Concept
A. Inspiration

La multivalence est une approche communément utilisée par les mécanismes biologiques.™
Parmi les thémes les plus étudiés, linteraction du virus de la grippe avec la membrane
cellulaire qui est mise en ceuvre par le biais d’une reconnaissance carbohydrate-protéine.?
Le méme mode de reconnaissance est utilisé par la plupart des systémes pour se lier a la
membrane cellulaire et plus particuliérement & la classe de lectines Con A.F! Un intérét
certain s’est alors développé pour les molécules synthétiques mimant les reconnaissances
multivalentes interfaciales protéine-sucre, protéine-protéine ou encore protéine-acide
nucléique. La multivalence est indispensable dans les solvants polaires et protiques, comme
'eau, car ces solvants entre en compétition pour former des interactions faibles.”! La
multivalence facilite alors la reconnaissance de la surface complexe d’'une biomolécule par
exemple (Figure 1). Ainsi, dans le cas d’une reconnaissance multivalente, la constante

d’association globale K™t est augmentée par rapport a celle d’'une interaction unique

KmOI'lO

A)
Y\\\\
cible ~cible
Q 9
| composé | clgster
monovalent multivalent
Kmono < Km0n0 <<< K-;lnulti

Figure 1. Motifs de liaisons et activité relative d’interaction de systémes de reconnaissance avec leur cible. Avec
A) Un composé présentant une unique interaction pour une cible monovalente (K™°"° faible), B) Une molécule
monovalente formant une interaction avec une cible possédant plusieurs sites de reconnaissance (K™mon°
augmentée), C) Cluster multivalent complexant de maniére multivalente avec la cible

B. Description de la multivalence
1. Description qualitative

La multivalence repose sur la création de multiples interactions faibles mettant en ceuvre des
liaisons non covalentes. Le composé monovalent initial est transformé pour construire un
cluster de plus grande valence. Les liaisons hydrogénes,® les coordinations métal-ligand,®

les interactions de types -1, ioniques ou encore les interactions hydrophobes sont autant
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de possibilités offertes aux systémes pour étre stabilisés. De multiples interactions faibles,
en se combinant, aboutissent a une force d’association globale importante. Les clusters ainsi

préparés sont des prétendants au ciblage et a la thérapie.
2. Description quantitative

La multivalence confere aux clusters des propriétés thermodynamiques uniques, plus
complexes que dans le cas d’'une reconnaissance monovalente. Différentes théories ont été
postulées pour tenter d’expliquer ces effets, mais les phénomenes ne sont a ce jour pas tous
compris.®!  Ces théories sont soit basées sur [ladditivité des composantes
thermodynamiques, soit sur la non-additivité et la présence d’un facteur supplémentaire (cas
de coopérativité). Dans le cas d’une interaction n-valente, I'énergie libre globale AG™U!t peut
étre exprimée selon I'équation thermodynamique classique définie pour les réactions a

I'équilibre (Equation 1).
Equation 1. AGmulti = Ajmulti _ Tpgmulti

La premiere théorie suppose que dans le cas de figure ou les ligands peuvent facilement
atteindre leur cible et les récepteurs sont indépendants, I'enthalpie du systéme multivalent
AH™UIE peyt &tre assimilée & la somme des enthalpies des ligands monovalents AH™Om©
(Equation 2). Si au contraire, la distance entre deux récepteurs ou la présentation des
ligands ne sont pas optimales, la valeur de I'enthalpie pourra étre différente de la somme des

constituants.
Equation 2. H{,““‘ti =y, AHmeno

Concernant I'entropie globale d’'un systéme multivalent AS™ % sa valeur correspond a la

somme de plusieurs composantes : I'entropie translationnelle AS{{’&‘ZELS, rotationnelle AS{{};}}?,

conformationnelle ASITCUOIEf et de solvatation ASITS%‘}“', (Equation 3). La composante
translationnelle correspond a la capacité du ligand a se déplacer dans les trois directions de
l'espace. L’entropie rotationnelle est issue de la rotation du ligand sur lui-méme. La
composante de conformation correspond quant a elle aux restrictions conformationnelles
imposées a la fois aux ligands et aux récepteurs. Enfin, I'entropie de solvatation est induite
par la présence du solvant du milieu. Ces différentes composantes expliquent le rble de
I'architecture du cluster multivalent sur I'énergie libre du complexe. Ainsi, un systeme pré-
organisé présentera des caractéristiques thermodynamiques totalement différentes de celles
d’une plate-forme non organisée.

Equation 3. ASUIH = ASTMIL -+ AsTIt + ASTIUY, + ASTUT

3
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La constante d’association globale KUl également appelée avidité, est caractéristique des
interactions multivalentes. Elle est différenciée de la constante d’association monovalente
K™ono appelée affinité, qui est généralement moindre, di a un effet de multivalence. Cet
effet de multivalence a été défini par un paramétre 3 exprimant 'augmentation de l'affinité
d’un ligand multivalent par rapport & son homologue monovalent (Equation 4). L’effet de
multivalence représente la différence induite sur la reconnaissance globale d’une cible par
rapport a celle d’'un systéme monovalent. Il peut alors étre positif ou négatif. Dans le cas d’'un
effet multivalent positif, la puissance relative est supérieure a 1, c’est I'effet recherché pour
accroitre la constante d’association du complexe. Lorsque B est inférieur a 1, I'effet de la

multivalence est négatif.

multi

Equation4: 3 = cmono
Ce paramétre B est proportionnel a la puissance relative (rp) d’un inhibiteur multivalent. La
puissance relative correspond a l'inhibition d’'un cluster multivalent par rapport a celle d’'un

systeme monovalent.

Ainsi, dans cette théorie, la multivalence est régie par I'additivité de I'enthalpie et I'additivité
partielle de I'entropie corrigée par l'impact des composantes translationnelle, rotationnelle,

conformationnelle et de solvatation.

Dés 1981, la théorie d’additivité est remise en question.”) Cette seconde théorie est une
évolution du modele initial. L’énergie libre de connexion AG.gnnect €St alors introduite. Ce

composant correspond & I'écart d’énergie libre causé par I'interaction des ligands.®"

Ces théories permettent de prédire les tendances de la balance entropique/enthalpique pour

un phénomeéne de reconnaissance multivalente.

Outre la place tenue par la thermodynamique pour expliquer les interactions, cette partie a
permis d’évoquer le rble essentiel tenu par larchitecture dans le processus de
reconnaissance de systémes multivalents. Basées sur ces connaissances, de nombreuses
investigations ont été réalisées pour étudier les différents chassis multivalents pouvant étre

construits.
C. Mécanismes de la reconnaissance multivalente

La structure des systémes multivalents jouent un réle important dans le choix du mécanisme

de reconnaissance.’® Selon I'architecture de la cible et de son site actif, le mode de
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reconnaissance va étre différent. Quatre mécanismes d’interactions sont principalement
décrits (Figure 2) :1*!

e La chélation du récepteur par son ligand

e La présence d'un site de reconnaissance secondaire
o L’effet de groupe sur la reconnaissance ("clustering™)
e La création de nouvelles liaisons par effet statistique

La reconnaissance par un mode d’association de type chélate repose sur une interaction
avec des protéines possédants plusieurs sites identiques et donc implique des clusters
homotopiques. Le mécanisme basé sur la présence d'un site secondaire, quant a lui,
nécessite un cluster hétérotopique. Le site secondaire est, en effet, de nature différente du
site principal. Le mode de reconnaissance reposant sur l'effet de groupe, requiert la
présence d’'une cible possédant des sites actifs proches les uns des autres pour permettre
une agrégation. Des interactions existent entre les cibles elles-mémes et entre les
complexes générés. Finalement, I'effet statistique est pour sa part, basé sur un mécanisme

cinétique. Il induit alors une diminution de la constante de dissociation.

A) Chélation C) Effet de groupe
B —
— —
B) Site secondaire D) Effet statistique

/\\

A B E

Figure 2. Mécanismes de reconnaissance des récepteurs par leurs ligands multivalents via A) la chélation, B) la
présence d’un site secondaire, C) I'effet de groupe, D) I'effet statistique

T i
-1

Ces mécanismes sont impliqués dans la sélectivité et I'affinité d’un systéme pour un autre.!”
4 La multivalence permet d’améliorer ces deux propriétés. La sélectivité est d’'une grande

importance autant dans le cas des systemes synthétiques que des ligands naturels pour la
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reconnaissance de biomolécules telles que les acides nucléiques.™ Les protéines (Cyt C,
p53...) sont des cibles également largement étudiées du fait de leur implication dans un
certain nombre de disfonctionnements biologiques.™ La reconnaissance spécifique de ces
protéines reste un challenge car elles présentent une importante surface de solvatation (750-
1500 A).1

Il. Conception

La forme, la valence, l'orientation et la flexibilité des plate-formes vont influencer leur
capacité d’interactions. Les aromatiques, les calixarénes, certains petits peptides linéaires ou
cycliques, les cyclodextrines ou encore les foldameres, sont des plate-formes présentant peu
de groupements fonctionnels. Au contraire, les oligonucléotides, les dendriméres, les
porphyrines, les polymeéres, ainsi que les nanoparticules possedent généralement une

valence plus grande. Au sein méme de ces systémes, certains d’entre eux vont étre pré-

organisés (Figure 3).14 ¢!
xY 2.
NJ§N
HN? O‘XJI\N/)\
N X=NH, 0
Q

polymere

d porphyrine (5 B
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' ﬁ"“
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Figure 3. Plate-formes utilisées pour la préparation de systemes multivalents selon leur taille (petite dans le cercle
vert et grande dans le rouge) et la présence éventuelle de pré-organisation spatiale des groupements
fonctionnels (organisée dans le rectangle orange, non-organisée dans le bleu)

foldameres




Chapitre 1 : Reconnaissance multivalente de biomolécules en milieux aqueux

A. Plate-formes non organisées
1. Les aromatiques

Les systémes aromatiques se caractérisent par leur structure plane et sont faciles d’acces.
Leur valence réduite présente cependant un inconvénient pour les études relatives a la
multivalence. Les naphtalénes ainsi que les anthracénes sont des composés bis- et tri-
aromatiques qui peuvent étre fonctionnalisés par des groupes de nature variée et a
différentes positions.™”!

2. Les porphyrines

Les porphyrines sont des plate-formes rigides qui présentent quatre sites fonctionnalisables
pour créer des systemes multivalents variés et permettre la reconnaissance d’un large panel
de molécules.”® Elles ne présentent aucune pré-organisation. Ces plate-formes sont

largement connues du fait de leur présence dans les systémes bhiologiques.
3. Les polyméres

Les polyméres sont des systemes de taille importante qui offrent la possibilité de créer des
complexes de valence considérable. L’avantage majeur de ces macromolécules repose sur
l'importante valence qui peut étre générée en les préparant. La polydispersité induite peut
cependant étre un frein a leur utilisation. Un autre inconvénient provoqué par la taille et la
charge de ces systémes peut étre relevé dans le domaine biochimique pour certains de ces

polymeres : leur cytotoxicité.**

4. Les dendriméres

Ces macromolécules ne présentent aucune pré-organisation particuliere. Ces systemes
peuvent étre de taille variable selon la valence désirée et la nature des bras dendritiques
peut également changer. lls ont alors naturellement été engagés dans la reconnaissance
multivalente supramoléculaire.”® Cette reconnaissance a dailleurs permis d'utiliser ces
molécules pour le transport de composés actifs.” Tout comme dans le cas des polyméres,
leur taille peut entrainer une toxicité envers les cellules qui peut étre expliquée par des

difficultés a éliminer ces macromolécules.™*®

5. Les nanoparticules

Les nanoparticules peuvent étre préparées a partir de différents types de matériaux, des

[22 [23

métaux comme de l'or,”? ou du fer,® de la silice,” la simple organisation de chaines
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lipophiles,®® voire méme des cyclodextrines®?® également utilisées seules comme plate-
formes multivalentes. La diversité de ces systéemes présente un réel avantage. lls peuvent
étre utilisés dans un large panel d’applications. Les nanoparticules poreuses peuvent
notamment étre engagées dans le domaine de I'imagerie mais aussi impliquées dans le
transport de composés actifs.[?* 23 27l Cependant, il est une nouvelle fois nécessaire de noter

gue ces systemes peuvent présenter une toxicité pour les cellules.
6. Les fullerenes

Durant prés d’une vingtaine d’années, de nombreuses recherches ce sont tournées autour
des macro-systemes riches en carbones et plus particulierement des fullerénes, constitués
de 60 atomes de carbone. Cette famille de composés se caractérise par une structure dans
les trois dimensions de I'espace et des propriétés électroniques spécifiques. Ces spécificités
ont ouvert 'intérét des scientifiques pour créer de nouveaux matériaux*® et des composés
biologiquement actifs.?’® Ce dernier point reste somme toute limité du fait de 'absence de
solubilité du systeme en milieu physiologique. La fonctionnalisation est donc un atout
essentiel pour permettre au systéme d’étre miscible au milieu aqueux. Elle offre ainsi la

possibilité de générer des clusters de valences élevées.
B. Plate-formes pré-organisées
1. Les calixarenes

Les calixarénes sont des oligoméres de phénols dont les cycles aromatiques sont reliés par
des ponts méthylénes. L’architecture globale rappelle un panier de basket, avec une face
large hydrophobe pouvant étre fonctionnalisée par des groupements de reconnaissance, et
une face plus étroite qui est généralement O-alkylée, dans le but d’accroitre la rigidité du
systeme sous forme de cbne. L’alkylation induit alors la pré-organisation du systéme. Une
face plutét que lautre ou bien les deux peuvent étre fonctionnalisées. Les calixarénes
peuvent étre formés d’'un nombre plus ou moins important de cycles phénoliques. La
principale forme rencontrée est le calix[4]areéne constitué de quatre cycles phényles. Il est
préparé en une seule étape puis facilement purifié. Tout comme dans le cas des fullerénes
présentés précédemment, les calixarénes sont peu appliqués & I'approche biomédicale.?”
Ceci s’explique par leur faible solubilité dans I'eau et leur caractere hydrophobe. Ainsi, la
fonctionnalisation de la plate-forme représente un enjeu important pour son implication dans
les interactions avec des biomolécules.®Y La facilité de I'oligomére & étre fonctionnalisé est
une caractéristique indispensable pour I'étude de la multivalence. La pré-organisation de
cette plate-forme représente également un attrait pour la complexation en présentant les

groupements fonctionnels sur une méme face.

8
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2. Les cyclodextrines

Les cyclodextrines (CD)*¥ sont une famille d’oligosaccharides cycliques découverte en

1891% et capables d’encapsuler divers composés.®* 34

Le résidu saccharidique, un
glucopyranose lié par des liaisons glycosidiques a-(1,4) est généralement répété 6, 7 voire 8
fois pour créer des couronnes respectivement dénommées, a-, - et y-CD. Le nombre de
résidus glucosidiques impliqués dans la préparation du composé va régir la taille de la cavité
de la plate-forme. Dans le cas des trois plate-formes les plus courantes, la profondeur de la
cavité atteint les 0,78 nm.?'? Les cyclodextrines présentent une bonne solubilité dans I'eau

et aucune toxicité envers les systémes biologiques.®®

Ces composés peuvent étre générés
par dégradation enzymatique de I'amidon. Sa production & partir du riz, de pomme de terre
ou encore du mais rend ce produit peu onéreux et donc facile d’accés. Ces plate-formes
présentent 'avantage d’étre facilement fonctionnalisées. Les cyclodextrines, tout comme les

calixarénes sont pré-organisées dans I'espace.
3. Les dérivés d’acides nucléiques

Les dérivés d'oligonucléotides permettent de construire des composés, de structures
proches de celles des acides nucléiques. La préparation des systémes est réalisée par le
biais de complémentarité de séquence selon une hybridation de type Watson-Crick ou bien
Hoogsteen. Les acides nucléiques peuvent alors jouer le réle de plate-forme permettant

d’assister la construction de ces dérivés multivalents.®

Ces plate-formes présentent
lavantage d’étre hydrosolubles et pré-organisées. Elles peuvent atteindre une grande
valence selon la longueur de leur séquence. Cependant, les acides nucléiques sont peu

stables et leur durée de vie est généralement limitée.
4. Les peptides

Des travaux ont été réalisés sur l'architecture et I'organisation structurale des protéines et
des peptides pour permettre de générer de nouvelles propriétés fonctionnelles.®” Ainsi, des
peptides organisés sous forme de plate-formes cycliques ont été préparés en vue de
développer des systémes présentant une direction dans I'espace. L'étude des séquences
peptidiques capables d'induire une conformation donnée,® a permis d’aboutir a des

molécules organisées selon une architecture controlée (Figure 4).°)

N HaN N:';NHZ N HaN 2NH2
%L/K\K/ K\}P ;ZL,Q/N\F/A\?/ \/PD
K K N A N
P" ~k .-E ~¢ PDL ~y— '-.Y.;/H ~F
H,N
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Figure 4. Structures de plate-formes de peptides cycliques. Avec Pp le résidu D-proline

Parmi ces macromolécules tridimentionnelles, des chéassis appelés RAFT pour
"Regioselective addressable functionalized templates" et composés de dix résidus aminés,
présentent deux faces différenciées (Figure 5). Les données RMN ont attesté que les plate-
formes adoptent en solution une conformation sous forme de deux coudes B, liés entre eux
par deux tri-peptides.*? Cette architecture sous forme de feuillet B anti-paralléle est rendue
possible par la présence de deux enchainements de résidus aminés, Gly-Pro, permettant
d’induire la formation de coudes. Les six autres résidus du décapeptide peuvent étre
modulés. C’est d’ailleurs par le biais de ces acides aminés que sera fonctionnalisé le
systéme. En modifiant les deux résidus centraux, c’est une face qui sera ornée par des
groupements d’intérét, alors qu’en fonctionnalisant les quatre autres c’est la seconde face du
RAFT qui portera les molécules nouvellement couplées. La plate-forme mesure une taille

d’environ 5 A de large et 10 A de long.

Figure 5. Structure RX du cristal du RAFT cyclique (F(pNO2)AF(pNO2)PGF(pNO2)AF(pNO2)PG) avec les résidus
F(pNOy) et A modulables selon les propriétés désirées. Avec A) le vue perpendiculaire au feuillet B et B) la vue
quasi parallele au feuillet

C. Stratégie de bioconjugaison

Bien que la construction de plusieurs systémes multivalents ait été rapportée dans la
littérature scientifique, I'ingénierie moléculaire de systémes multivalents reste un challenge
considérable qui requiert I'utilisation de méthodes de bioconjugaison basées sur les ligations
click. En effet, la construction de clusters multivalents impliqgue de bons rendements et une
excellente chimiosélectivité. Ces deux critéres sont indispensables pour faciliter I'élimination

des réactifs et produits secondaires.
1. Ligations click

Les ligations de types click ont été envisagées dans le but de passer outre les limitations de
la synthése étape par étape. Les réactions appartenant a la chimie click doivent répondre a
des critéres précis : étre modulable, étre applicable a un large panel de molécules et ne
générer que des produits secondaires facilement éliminables.”” La mise en ceuvre de ces

syntheses doit également répondre a plusieurs critéres : étre réalisable dans des conditions

10
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douces et simples, les réactifs doivent étre facilement disponibles et le produit doit pouvoir
étre isolé aisément. La préparation de liaisons carbone-hétéroatomes de maniere click
englobe les réactions de substitutions nucléophiles, de condensations de carbonyles et de
cycloadditions d’espéces insaturées. La chimie click, quand elle est appliquée aux systémes

vivants, nécessite en outre d’étre biocompatible et réagir de facon bio-orthogonale.!*?

a. Ligation azoture-alcyne catalysée au cuivre

La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire entre un groupement acétylene et un azoture
permettant la préparation de triazole, a été introduite en 1963.1! Cette premiére synthése
nécessitait un chauffage du milieu réactionnel, pour obtenir le produit désiré avec un
rendement acceptable incompatible avec les systémes biologiques. C’est en 2002 que la
catalyse au Cu' a été réalisée (Figure 6).*¥ Cette accélération de la vitesse de réaction
semble étre expliquée par la formation d’un métallo-cycle de six membres mettant en jeu du
cu" ¥ L’énergie d’activation de formation du triazole est, grace au cuivre, réduite d’'une
valeur de 26,0 kcal.mol® a 14,9 kcal.mol™. Ainsi cette réaction est devenue trés efficace
dans l'eau et elle offre de bons résultats en conditions aqueuses. Depuis d’autres
propositions ont été faites pour expliquer le mécanisme de catalyse de cuivre, avec par

exemple la présence de deux atomes de Cu'."®

Ri—=—H
+
- [CuLy]
Ry [Culg4] Ri—=—/[CuL 4]
N. _N«
VR ©
N2 Ro~NENEN
Q0 ®
R;—N—-N=N
o R—=toul
Ln-1CU%R 1 —[ u n-1]
1 ~—_

Figure 6. Mécanisme réactionnel de la cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre proposé en 2002144

Cette ligation click a largement été employée dans la construction d’inhibiteurs
enzymatiques. Ainsi, la cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre a permis de
fonctionnaliser sélectivement les protéines, de modifier les surfaces virales ou encore de

fixer des oligonucléotides.*”! Malgré ce large engouement, le cuivre reste un métal toxique

11
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pour les cellules.”! D’autres ligations tels que les cyclooctynes ont alors été proposées pour
éviter 'emploi du catalyseur. Ces groupements sont en effet plus réactifs et I'utilisation du

cuivre n’est pas nécessaire, mais la régiosélectivité de la réaction est alors perdue.
b. Thiol-éne

La ligation thiol-éne est une hydrothiolation d’un alcéne terminal, découverte en 1905, et
c’est en 1938 que le mécanisme radicalaire a été proposé (Figure 7).1“®! Un radical thiyl est
geneéré par I'action de la lumiére et/ou en présence d’un initiateur de radicaux. Le radical est
ensuite additionné a lalcéne pour induire la formation d’un radical thioalkyl selon un
mécanisme anti-Markovnikov. Le thioalkyl désiré est obtenu par la réaction du produit issu
de I'addition avec le radical hydrogene généré a partir du thiol. La propagation radicalaire est

alors initiée.
R1S\/\R2 R—SH
h . [ ]
R,—SH + photoinitiateur LA R—S R1S\/\R2
2R,

Figure 7. Mécanisme radicalaire de la réaction de thiol-ene impliquant un photoinitiateur

1491 |3 thiol-éne fait 'objet ces derniéres

Initialement réservée a la préparation de thioesters,
années d’applications destinées & la préparation de matériaux et de polyméres.® La thiol-
ene a également été largement utilisée pour la préparation de systémes multivalents
dendritiques ou encore pour la fonctionnalisation de plate-formes telles que des cages de
silice,®™ des calixarénes®® ou encore des cyclodextrines.® L’efficacité notable de la thiol-
éne pour la construction de ces clusters permet de la définir comme une ligation click.®”
Cette ligation n’est pas chimiosélective des groupements protecteurs arylés souvent utilisés
dans la chimie des sucres. Des étapes de déprotections/protections sont alors

indispensables pour modifier la nature de ces groupements avant d’initier le réaction.
c. Réactions de condensation de carbonyles

Les réactions de condensation de carbonyles reposent sur la libération d’'une molécule d’eau
(Figure 8).

12
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R1’Y‘X'NH2 + 0P R, —> Rq’Y‘x‘NﬁfRz

X =CH,, Y=CH, : amine X =CH,, Y=CH; : imine
X =NH, Y= C(O) : hydrazide X =NH, Y= C(O) : hydrazone
X =0, Y=C(0): oxyamine X =0, Y=C(0) : oxime

Figure 8. Réaction de condensation de carbonyles

Imine. L’imine est une réaction de condensation impliquant une fonction amine et un
aldéhyde. Cette liaison présente des limitations pour étre considérée comme une ligation de
type click. En effet, lorsque la réaction est réalisée en milieu aqueux, la stabilité du systeme
géneéré est trés réduite. Les molécules d’H,O vont jouer un réle nucléophile pour dissocier
les composés, et tendre a déplacer I'équilibre vers la régénération de I'aldéhyde et de
'amine initiaux. La formation de cette liaison peut malgré tout étre favorisée grace a la
présence de liaisons non covalentes annexes pour stabiliser le systéme.™ L’équilibre peut
étre fixé en réalisant une réaction de réduction. Pour cela, le milieu est soumis a des
conditions réductrices enzymatiques®® ou chimiques®®”.

Acylhydrazone. Les ligations acylhydrazones sont des ligations réversibles mettant en ceuvre
la condensation d'un aldéhyde avec celle d'un hydrazide. Cette ligation click est
chimiosélective. Elle est stabilisée par rapport a l'imine. Ainsi il n’est généralement pas

nécessaire de soumettre le systtme & une étape de réduction.™

La présence d’un
groupement électroattracteur sur le carbone en position a de I'hydrazide, est méme
indispensable pour apporter une dynamique au systéme et autoriser I'’hydrolyse. C’est un
carbonyle qui va induire un déplacement électronique, déstabilisant la liaison acylhydrazone
et la rendant dynamique. La ligation acylhydrazone reste, malgré tout, suffisamment stable
pour étre réalisée en milieu aqueux. L’hydrazone, quant a elle, ne présente pas ce
carbonyle. Le degré de stabilité de la liaison est dépendant de la nature du substituant de
l'azote sp? impliqué dans la condensation (Figure 9). Selon la nature de l'atome, un
déplacement électronique va permettre de réduire les probabilités d’'une attaque nucléophile
de I'eau. On parle d’effet a.® Ce substituant qui est un atome de carbone dans le cas de
'imine, est un azote pour I'hydrazone et un oxygene pour 'oxime. Ces hétéroatomes par le
biais d’'un effet inductif accepteur, permettent de réduire le caractére basique de I'azote
impliqgué dans la double liaison. Ce caractére inductif accepte des électrons de I'azote et
rend moins électrophile le carbone sp?, permettant ainsi de diminuer les risques d’attaque de

'eau sur le carbone plan.

HY -
> .R Rin_N. 2~ Hy ~ o) "=
R7ONTE < T‘;‘"N Re < peUNPR, © RIUNTTR,
0
Imine Acylhydrazone Hydrazone Oxime
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Figure 9. Ordre de stabilité des ligations issues de la condensation de carbonyles selon la nature du substituant
de l'azote impliqué dans la liaison. Avec les fleches noires représentant les déplacements d’électrons et les
fleches roses I'effet inductif

Oxime. La ligation oxime est également une réaction de condensation mettant dans ce cas
en jeu une oxyamine et un aldéhyde.® La génération de 'oxime est réalisée avec de bons
rendements en milieu aqueux et pour seul produit secondaire, de I'eau. Tout comme les
autres condensations décrites, I'oxime est réalisée en l'absence de métaux mais en
présence d'une catalyse acide. Le produit obtenu est plus stable que [limine et
I'acylhydrazone (Figure 9).?! Outre le substituant de I'azote sp?® de la liaison, la présence
d’accepteur d’électrons permet de stabiliser I'équilibre thermodynamique en faveur de la

Y

formation de I'oxime.’®™ Pour répondre & ce besoin, des aldéhydes aromatiques ou
[62]

glyoxyliques®™ sont, depuis quelques années, largement utilisés. Cette ligation a ainsi
largement été engagée dans des travaux de recherche nécessitant une bonne
chimiosélectivité et notamment pour des réactions sur la surface cellulaire.’®® La ligation
oxime n’est cependant pas bio-orthogonale et ne peut pas étre réalisée sélectivement dans

le milieu intra-cellulaire.
d. Thiol-maléimide

La ligation thiol-maléimide est une réaction d’addition de type Michael. Elle est formée a
partir d’'un groupement maléimide et d’un thiol présent notamment sur la chaine latérale des
cystéines. La réaction se caractérise par une cinétique de formation en milieux aqueux
relativement rapide et 'absence de produit secondaire généré. L’attaque nucléophile du

[64]

thiolate sur le maléimide®™™ (Figure 10) requiert une catalyse basique. Cette réaction est

chimiosélective.

o)
| N-R;
Tampon X _S o
_S. pH7,2 s@ R4 H,O
R1 H R1/ = ~ N_Rz —_—

o@
Thiolate Intermediaire

Enolate

Figure 10. Mécanisme réactionnel de la réaction de thiol-maléimide par I'attaque du thiolate sur le maléimide

Les groupements maléimides sont susceptibles de présenter des problémes de sélectivité

envers les espéces nucléophiles de type amine ou encore alcool.!®®
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e. Ponts disulfures

Les liaisons disulfures sont formées a partir d’'une réaction d’oxydation de deux groupements
thiols. Cette réaction est favorisée en conditions basiques a un pH compris entre 8 et 10. Il
est impossible de contrdler si le thiol va réagir avec un réactif identique ou avec le thiol d’'un
composé de nature différente (Figure 11). Cela peut étre utile dans le cas de la chimie
combinatoire dynamique ouvrant la possibilité de générer de nouvelles structures, mais peut

représenter un inconvénient si l'on souhaite favoriser le produit R,. Le caractere

dynamique des ponts disulfures sous I'action d’un milieu oxydant est alors utile.*®

S._.Ry

.R
R‘], \S— 2

S
RS

R(S‘s’ Re

R—SH *+ R,=SH —>

Figure 11. Formation de ponts disulfures

f. Ligations orthogonales

Deux ligations orthogonales sont des réactions indépendantes I'une de l'autre, n’interférant
pas entre elles. Elles sont cependant, idéalement réalisées dans les mémes conditions
réactionnelles. Ces ligations click orthogonales peuvent étre préparées de maniére
séquentielle ou bien simultanément selon un processus "one-pot". L’avantage offert par
'orthogonalité de certaines ligations click se traduit par une synthése rapide et efficace de
systemes plurifonctionnels. Ainsi, une réaction d’oxime peut étre envisagée en présence
d’azotures permettant de fonctionnaliser un chéssis peptidique par une cycloaddition
azoture-alcyne catalysée au cuivre. Aucun probleme de sélectivité n’est relevé puisque les
conditions ainsi que les réactifs nécessaires a ces deux ligations sont totalement
orthogonaux.®”! D’autres types de liaisons orthogonales ont fait I'objet de travaux avec par
exemple la synthése de clusters multivalents via des oximes et des thiazolidines,'®® ou
encore la préparation d’oximes et de thioéthers.®® Finalement, des clusters multivalents
fonctionnalisés via quatre ligations orthogonales ont été réalisés. Les fonctionnalisations ont
été réalisées successivement par des ligations de type oxime, azoture-alcyne catalysée au
cuivre, thiol-&ne, thiol-éther ou encore thiol-maléimide (Figure 12)."% Par le biais de ces
réactions, de nouvelles fonctions peuvent étre attribuées aux systémes ainsi préparés,
comme l'apport d’un fluorophore, d’un ligand amenant de la spécificité pour une cible ou
encore d’'un groupement hydrophile permettant d’offrir une meilleure solubilité et des

capacités métabolisables & la molécule (Figure 13).7%%
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Figure 12. Plate-forme multivalente fonctionnalisée successivement via la formation de ligations click
orthogonales et chimiosélectives

La reconnaissance d’'une cible peut étre homo- ou hétérotopique. Ainsi, un unigue ligand va
étre engagé dans une reconnaissance homotopique, alors que des ligands de natures
différentes peuvent étre impliqués dans une complexation hétérotopique.®’® ™ Dans le cas
de ce systéme tétra-fonctionnalisé, les différents groupements osidiques vont générer des

interactions hétérotopiques.
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Figure 13. Systeme multivalent fonctionnalisé par des groupements apportant au composé des propriétés
fluorescentes (Alexa 647), un accroissement de I'hydrophilie (sucre) et une capacité de reconnaissance de
cellules cancéreuses (RGD) avec f pour la D-phenylalanine

Récemment, des travaux ont permis de développer, en une étape unique, des clusters
penta-fonctionnalisés connus pour cibler les tumeurs cancéreuses (Figure 14)."4 Pour cela,
le choix des ligations s’est porté sur la similitude de leur conditions de synthése, utilisant
dans les deux cas du cuivre. D’'une part, le chéssis est fonctionnalisé via une cycloaddition
de type azoture-alcyne, et d’autre part, une nouvelle liaison reposant sur la création d’amide
avec l'utilisation d’un thioacide comme intermédiaire. Des dérivés peptidiques ont déja été

préparés avec ce méme catalyseur.”” La ligation présente cependant I'inconvénient d’étre
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sensible a la présence d’autres amines nucléophiles mais ne réagit pas avec les hydroxyles
et les thiols." Ainsi, les composés multivalents sont générés a partir de la combinaison de
procédures catalysées par le Cu" et le Cu' respectivement pour la préparation de I'amide et
la cycloaddition.
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Figure 14. Préparation de systémes penta-fonctionnalisés par auto-assemblage simultané avec différents dérivés
thioacides avec f pour la D-phenylalanine

2. Auto-assemblage pour générer des structures multivalentes

Les procédés d'auto-assemblage, basés sur l'organisation de briques moléculaires entre
elles, sont de plus en plus utilisés pour le développement de systémes efficaces pour la

[75]

reconnaissance de structures biologiques. Cet auto-assemblage est généré par la

formation de liaisons covalentes dynamiques, ou d’interactions faibles supramoléculaires.™
a. Auto-assemblage par des interactions supramoléculaires

La chimie supramoléculaire est une des méthodes exploitées ces derniéres années pour la

"1 La multivalence est d'un grand

construction de systéemes multivalents auto-assemblés.
intérét pour compenser la faible force des liaisons non covalentes des complexes générés
par chimie supramoléculaire en milieux aqueux.'™ % & & 12 78 pifférentes méthodes de
préparation des systémes multivalents auto-assemblés ont vu le jour ces dernieres
années ¥ les liaisons non covalentes telles que les interactions électrostatiques, les
liaisons hydrogénes ou encore 'empilement 11 sont & I'origine de la stabilité des clusters.® ™
Les chassis, générés par des groupements aromatiques, ont par exemple été utilisés pour
former des colonnes dynamiques par auto-assemblage.® L’auto-assemblage va induire de
la multivalence et permettre d’éventuelles interactions. Des systémes aromatiques
fonctionnalisés par des ligands mannoses spécifiques de la lectine (Con A) ont d’ailleurs

montré une reconnaissance accrue par rapport au sucre monovalent (Figure 15).1%"!
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Figure 15. Auto-assemblage multivalent de systemes aromatiques, fonctionnalisés par des ligands de type
mannose!’*"

La génération de composés multivalents auto-assemblés peut aussi étre effectuée par la
coordination de métaux.®” Une approche dynamique pour la reconnaissance de protéines
via des complexes de fer a notamment été réalisée selon ce principe. Les ligands de
bipyridines osidiques sont préformés puis mis en contact avec le Fe" pour la préparation des

81| e groupement bipyridine est impliqué dans la coordination avec le

complexes (Figure 16).
métal alors que les sucres sont connectés au systéme par le biais de long espaceur flexible
permettant aux saccharides d’étre suffisamment distant pour se comporter comme des
systémes individuels pour linteraction avec le domaine de reconnaissance de la lectine.®
La cible protéique, la concanavaline A, est ensuite additionnée au milieu contenant les trois
complexes de fer qui vont subir des échanges et favoriser la formation du systéme le plus

stable.
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Figure 16. Auto-assemblage de complexes de Fe" & partir de trois ligands osidiques bipyridines (de bas en haut :
le L-fucose, le D-galactose et le L-mannose) et échange des ligands pour aboutir a une bibliothéeque de 10
composeés en I'absence de la protéine cible, la concanavaline Al

En 2014, des systemes multivalents générés par auto-assemblage supramoléculaire de
ligands osidiques en présence d'atomes de Zn" ont également vu le jour. Initialement,
I'approche d’auto-assemblage a été réalisée en deux temps avec la préparation de liaisons
hydrazones entre des résidus de sucres, glucose ou mannose. Les groupements osidiques
sont fonctionnalisés par des liaisons hydrazides et un mono- ou un dialdéhyde aromatique.
L’étape suivante reposait sur la complexation avec le métal. Deux types de systemes vont
ainsi pouvoir étre générés. La coordination du Zn" avec le mono saccharide hydrazone
aboutira a une molécule coin et le ligand divalent permettra la formation d’'un systéme grille
[2x2] (Figure 17).”¥ La valence induite par 'auto-assemblage permet ainsi de générer des
composeés respectivement tétra et octavalent selon la nature de I'aldéhyde. Dans un second
temps, l'auto-assemblage est effectué en une seule étape en placant les réactifs dans un
milieu basique stabilisant la complexation des bipyridines avec le zinc par déprotonation des
groupements CONH. Une fois les systemes préparés, la dynamique de la ligation hydrazone
permet d’équilibrer les systémes vers la formation du complexe stabilisé par les interactions
avec la cible biologique, la concanavaline A. Les réactions d’échanges, autorisées par les
hydrazones et modulables selon le pH, vont offrir la possibilité de dissocier le complexe et

relarguer la protéine. Les études d’association des systémes auto-assemblés avec la
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biomolécule ont permis d’observer un effet de multivalence favorisant la complexation de la

grille au détriment de I'espéce tétravalente (Figure 17).
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Figure 17. Auto-assemblage de complexes tétra-nucléaires de zinc de type grille, et de complexes
mononucléaires, de type coin, fonctionnalisés par des dérivés osidiques. Avec les sphéres rouges pour le Zn?* et
les ovales verts pour les sucres modifiés, en haut le dérivé mannose et en bas le glucose

b. Auto-assemblage basé sur la chimie covalente dynamique

L'approche covalente dynamique peut étre utilisée pour la préparation de ligations par auto-
assemblage. Cet auto-assemblage aboutit & une multivalence induite. Les clusters
multivalents construits par auto-assemblage nécessitent de pouvoir étre préparés dans des
milieux complexes. Afin de favoriser la construction du systéme, il est courant d'utiliser la
cible comme template. La dynamique des ligations est alors indispensable pour conduire de

maniére efficace a des clusters multivalents.
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En 2013, des polyméres cationiques sont construits par auto-assemblage via la formation de
ponts disulfures en conditions oxydantes (Figure 18).%4 Une multivalence est alors induite
par la construction d’'un systéme poly-guanidiniums permettant de réaliser de la pénétration

cellulaire.
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Figure 18. Préparation de polymeres cationiques par auto-assemblage covalent dynamique pour la pénétration
cellulaire

3. Chimie combinatoire dynamique

La chimie combinatoire dynamique repose sur la préparation de systemes dynamiques a
partir d’'une bibliothéque de composés et par le biais de liaisons réversibles.® Toutes les
combinaisons sont alors possibles, en 'absence de sélectivité. Suite a I'ajout d’'une cible, les
systemes peuvent s’adapter jusqu’a atteindre I'équilibre thermodynamique offrant une
reconnaissance et une sélectivité¢ optimale.®® Dans certain cas, I'effet thermodynamique
n’est pas favorable a la complexation et un effet template cinétique peut étre plus intéressant
pour la stabilité du systeme. La complexité des milieux contraint en général a travailler sur
des bibliothéques constituées d’'un nombre réduit de composés.’®”! Ces bibliothéques offrent
la possibilitt de découvrir des molécules non décrites et inattendues.®® Ainsi quatre
mécanismes différents sont possibles pour effectuer la sélection des composants de la
bibliothéque combinatoire dynamique :

¢ La formation d’interactions non-covalentes intramoléculaires (Figure 19A)

¢ La formation d’interactions non-covalentes intermoléculaires (Figure 19B)

e |’addition du ligand dans le milieu (Figure 19C)

e L’addition du récepteur dans le milieu (Figure 19D)
La présence d’interactions secondaires avec des cibles biomoléculaires est, par exemple,
largement favorable pour la préparation de ligands et de récepteurs.”® Un certain nombre de
produits ont pu é&tre amplifiés grace a lajout d’une cible ionique® ou encore
biomoléculaire.®® °@ Une méme bibliothéque mise en présence de deux cibles différentes a

ainsi pu générer deux clusters de nature diverse.
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Figure 19. Quatre méthodes de sélection de composés d’une bibliothéque combinatoire dynamique. Avec A) la
sélection par formation de liaisons non-covalentes intramoléculaires, B) la sélection des constituants par la
génération d’interactions non-covalentes intermoléculaires, C) sélection assistée par le ligand ou D) par I'hotel™

Dans le cas de 'ADN, I'assemblage par effet template peut étre favorisé par différents types
d’interactions. On peut rencontrer des interactions au niveau des sillons de I'acide nucléique
cible, l'intercalation de ligands, la génération de liaisons de types électrostatiques ou encore

la formation de liaisons hydrogénes."®%

lll. Applications
A. Clusters multivalents pour la reconnaissance de biomolécules

Interaction protéine-protéine. La reconnaissance protéique étant impliquée dans la plupart
des phénomeénes biologiques, la présence d’un disfonctionnement se traduit immédiatement
par des conséquences dramatiques. Quelques exemples non exhaustifs impliquant la
reconnaissance multivalente de protéines par diverses plate-formes fonctionnalisées sont

présenteés ici.

La protéine p53 est un facteur de transcription, activée dés lors que la cellule subit un
endommagement. Son action consiste a induire la croissance cellulaire ou bien a
programmer le suicide de la cellule. Un calix[4]aréne conique est substitué par quatre
groupements méthyl guanidiniums sur sa face large et par des boucles hydrophobes sur sa
face étroite. Il est utilisé comme cluster multivalent pour la stabilisation, sous forme de
tétrameres, d’hélices a riches en groupements carboxyliques comme [l'aspartate et le
glutamate®® (Figure 20).°¥ Ces hélices, stabilisées par des liaisons hydrogénes, sont

présentes au niveau du domaine de tétramérisation de la protéine p53 et de son homologue
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muté possédant un tétramere moins stable. En se complexant a I'hélice de la protéine
mutée, le cluster va stabiliser le tétramére est permettre a la protéine de retrouver son

activité de controéle cellulaire.

H,N_NH,
Nz N NH, T @ N
HN—® 2 Y 2 NHT  —NH,
HN NH

Figure 20. Structure du ligand calix[4]aréne permettant la stabilisation du domaine tétramérique du facteur de
transcription p53

La modulation de la reconnaissance des récepteurs transmembranaires de facteur de
croissance PDGF sécrété par les plaquettes a également été étudiée.™ Il est impliqué dans
la prolifération cellulaire et d’angiogenése, indispensables dans le développement des
cancers. Un récepteur sein subit un rétrocontrdle par internalisation au sein de la membrane
aprés sécrétion de facteurs de croissance. La reconnaissance des protéines au niveau d’'une
zone cationique formée par trois boucles a été envisagée pour réguler le facteur de
croissance surexprimé. Les premiéres générations de molécules actives reposaient sur la
fonctionnalisation de la face la plus large d’'un chassis calixaréne par des cyclopeptides (Gly-
Asp-Gly-Tyr).’™ Le systéme le plus efficace correspond & un calixaréne fonctionnalisé par

des isophtalates (Figure 21).1°¢!

OH 4

Figure 21. Structure du complexe issu d'un criblage de fonctionnalisation de calixarénes destinés a la
reconnaissance des facteurs de croissance des plaquettes

Interaction sucre-lectine. Récemment, de nombreux groupements organiques tels que des
peptides, des carbohydrates ou encore des chaines alkyles ont été utilisés dans la
fonctionnalisation de peptides cycliques pré-organisés de type RAFT.[7% 67497 | 5 |ectine est
une des cibles qui a fait I'objet d’étude sur l'efficacité des systémes multivalents. Les
interactions entre les sucres et cette protéine multimérique sont impliquées dans de

nombreuses fonctions biologigues comme la communication cellulaire, la reconnaissance
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hote-pathogéne, la fertilisation ou encore les métastases cancéreuses. En 2013, la
fonctionnalisation de la plate-forme peptidique par quatre résidus N-acétylglucosamines a
résulté sur une importante diminution de [I'adhésion des lectines sur les N-
acétylglucosamines présentes dans le milieu (Figure 22).°® L’effet de multivalence s’est
révélé étre le plus important jamais observé avec une reconnaissance atteignant 19,5

millions de fois celle du carbohydrate monomérique, soit ramené a 4,8 millions par résidu.

o O S
2 o o
0“>NH NH GNH OH
S 0ty
K p— K NHAc

Figure 22. Structure d’'un RAFT fonctionnalisé par des résidus N-acétylglucosamine pour la reconnaissance de
lectine

Ces résultats montrant l'importance de la multivalence sur la reconnaissance, les
cyclopeptides ont eux-mémes été fonctionnalisés par des RAFT ou des polylysines via des
liaisons oximes pour créer des composés dendritiques de génération deux incorporant seize
copies de sucres (Figure 23).°% Des tests de reconnaissance ont ensuite été réalisés sur
des lectines avec les composés tétravalents et hexadécavalent fonctionnalisés par des
anomeres d’'a et de B-fucose. Une augmentation de la reconnaissance a été mesurée en
parallele de I'accroissement du nombre de résidus carbohydrates. Des différences ont
également été constatées entre les deux types de systéemes dendritiques et entre les
anomeres, avec une efficacité de reconnaissance accrue pour la molécule portant les poly-
lysines fonctionnalisées par 'anomére a. Ces travaux ont montré que, outre I'effet du nombre
de copie de sucre, l'architecture du systéme et la nature de 'anomeére ont un effet important

sur la reconnaissance de la protéine.
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Figure 23. Structure du systeme dendritique composé de poly-lysines et fonctionnalisé par seize résidus a-fucose

Reconnaissance des intégrines par des motifs RGD. Parmi ces interactions protéine-
protéine, la reconnaissance des intégrines par une séquence peptidique RGD a fait 'objet de
plusieurs travaux du fait de limplication de la protéine dans un certain nombre de
cancers.'® Le motif RGD correspond a la séquence arginine-glycine-aspartate possédant
un site de reconnaissance sur la protéine. Les intégrines sont des hétérodiméres présents a
la surface de la membrane cellulaire. Ces récepteurs de I'adhésion cellulaire ont un rble
dans la fixation a la membrane cellulaire et dans la transduction des signaux vers le milieu
intracellulaire. Elles sont ainsi impliquées dans une large proportion de cancers.'™ Les
groupements RGD sont impliqués dans la reconnaissance de la protéine.’® pParmi les
clusters multivalents construits pour réguler lactivité protéique, des plate-formes de
cyclopeptides ont été fonctionnalisées en une seule étape via des ligations click
orthogonales (Figure 24). Le motif RGD est lié a la plate-forme grace a une ligation azoture-
alcyne, alors qu’une séquence peptidique RBAD, non reconnu par l'intégrine, est liée par la
formation d’une liaison oxime. L’intérét de la valence du systéme a ainsi pu étre évalué. La
face inférieure du chassis a, par la suite, subit une fonctionnalisation, par des peptides, des
acides nucléiques ou des sucres dans un intérét thérapeutique ou encore des fluorophores

permettant le diagnostic.% 3!
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Figure 24. Cyclopeptides tétravalents fonctionnalisés par des motifs RGD ou RBAD et pouvant étre
fonctionnalisé par un groupement d’intérét L

B. Clusters multivalents pour l'inhibition enzymatique

Depuis quelques années, des clusters multivalents sont préparés visant a améliorer
l'inhibition enzymatique. Un certain nombre d’exemples existent dans la littérature, comme

précédemment, un choix non exhaustif est présente ici.

Une plate-forme fullerene a notamment été impliquée dans la préparation d’inhibiteurs
enzymatiques. L’anhydrase carbonique*®¥ ainsi que les glycosidases™ sont ciblées. Les
coumarines ont alors été utilisées pour la fonctionnalisation de plate-forme en Cg, pour

). Ces systémes complexes générent grace

construire des clusters multivalents (Figure 25
a la multiplicité des ligands liés par ligations click azoture-alcyne, une inhibition plus grande

gue celle des composés monovalents.

Figure 25. Clusters dodécavalents issus de la fonctionnalisation de plate-formes fullerénes par des ligands
coumarines™®

En 2013, le squelette Cg a été fonctionnalisé par deux iminosucres via des couplages
azoture-alcyne en présence de cuivre.'® Ces isoméres de positions ont ainsi générés deux

macromolécules (Figure 26), actives sur deux cibles distinctes. La premiére présentant
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'hydroxyle en C2 de [liminosucre, en position équatoriale, permet d’inhiber les a-

glycosidases,™® alors que la seconde, cible I'a-mannosidase.!***
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Figure 26. Structures de fuIIeréntOs5 dodécavalents fonctionnalisés par des iminosucres inhibant les a-glycosidase
et a-mannosidase sélectivement*®®

Un certain nombre de travaux tournés vers linhibition des glycosidases ont récemment
choisi les calixarenes comme chéssis pour les iminosucres capables d’entrer en compétition
avec les substrats naturels.'® En 2013, une étude structurale est effectuée en
fonctionnalisant la plate-forme calix[4]aréne soit sur sa face étroite, soit alternativement par
une substitution 1,3, sur les deux faces (Figure 27).'%® Ces composés tétravalents ont
ensuite été engagés dans des tests d’inhibition sur différentes enzymes. En comparant
linhibition du systeme fonctionnalisé sur la face étroite pour la B-galactosidase et l'a-
mannosidase de Canavalia ensiformis (JbMan), on remarque que le composé présente une
activité plus importante pour l'a-mannosidase. La méme observation est faite pour le
systeme fonctionnalisé sur ses deux faces, testé sur 'amyloglucosidase, I'a-glucosidase de
levure de boulanger et l'a-mannosidase de Canavalia ensiformis. La plate-forme
fonctionnalisée sur la face supérieure présente quant a elle une moins bonne inhibition.
Gréace a ces exemples, il a pu étre observé que l'architecture du cluster a un effet important

sur l'inhibition enzymatique.
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Figure 27. Systémes tétravalents basés sur la fonctionnalisation de plate-formes calixarénes par des iminosucres
destinés a l'inhibition enzymatique des glycosidases

Ces exemples issus de la littérature nous ont permis d’observer l'intérét indéniable de la
multivalence sur la spécificité et la stabilité qu’elle offre lors de la complexation avec des

cibles biomoléculaires.
IV. Projet de Recherche

Les exemples précédents démontrent qu'une reconnaissance efficace de biomolécules
d’intérét peut étre réalisée en combinant de multiples interactions faibles. Plusieurs systemes
synthétiques multivalents ont alors été développés pour améliorer l'affinité et moduler la
sélectivité de reconnaissance. Les travaux présentés dans ce manuscrit visent a développer
de nouvelles méthodologies d'acces a des systémes multivalents ainsi que d'explorer de

nouvelles applications.

Le premier volet de ce travail repose sur la conception d'une nouvelle méthodologie dans le
but de reproduire un phénoméne rencontré de maniére ubiquitaire dans les systemes
biologiques : le relargage de la cible. Une approche par auto-assemblage utilisant des
ligations click dynamiques est alors proposée pour une application destinée a la

reconnaissance et la vectorisation d’oligonucléotides (Figure 28A).

Une seconde stratégie, appliquée au développement d’'une nouvelle méthodologie, a été
mise en ceuvre pour une application qui a fait I'objet d’études depuis quelques années
seulement : l'inhibition enzymatique par des clusters multivalents. Les travaux déja réalisés
dans le domaine reposent dans la majorité des cas sur une fonctionnalisation par le biais de

ligations azoture-alcynes catalysées au cuivre. Le métal pouvant étre a l'origine d'une
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toxicité cellulaire, notre approche de synthese rationnelle repose sur la construction de

systemes multivalents par le biais de ligations sans métaux (Figure 28B).

La
développement de systéemes multivalents, pour permettre une interaction spécifique et

reconnaissance des oligonucléotides est un domaine majeur nécessitant le

efficace pour une séquence d’acide nucléique donnée. La conception de nouveaux chassis

by

stables et fonctionnalisés de maniére & générer des interactions secondaires complétant

'appariement de type Watson-Crick, est alors engagée (Figure 28D).

En plus de permettre la préparation de bioconjugués, la maitrise de diverses ligations click
permet d'accéder a des nanostructures complexes. Dans ce contexte, nous nous intéressons
a l'utilisation combinée de ligations click sans métaux et de ligations covalentes dynamiques

pour générer, par auto-assemblage, des nanostructures de type cages (Figure 28C).
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I. Contexte
A. L’acide désoxyribonucléique

L’ADN est un acide nucléique porteur du code génétique de tout étre vivant. Ce double brin
est organisé autour d’'un enchainement de bases nucléiques de type adénine (A), thymine (T),
cytosine (C) et guanine (G) portées par les désoxyriboses, eux-mémes liés les uns aux autres
par des liaisons 5'-3' phosphodiesters. On parle alors de structure primaire pour décrire cet
enchainement nucléotidique. L'adénine et la guanine appartiennent a la famille des purines
alors que la thymine et la cytosine sont des pyrimidines. Chacune de ces bases présente des
capacités de reconnaissance spécifique pour un nucléoside complémentaire appartenant a
lautre famille. Ainsi, I'adénine s’hybride spécifiquement via deux liaisons hydrogenes de type
Watson-Crick avec la thymine alors que la cytosine présente un meilleur potentiel de

complexation avec la guanine en créant trois liaisons (Figure 1).

Thymine

"\/ \555’

\\‘

A\
2O’
Adénine 9‘\

Figure 1. Appariement des bases adénine-thymine (gauche) et guanine-cytosine (droite) selon Watson-Crick. Les
groupements donneurs de liaisons hydrogénes sont représentés en violet, les fonctions acceptrices sont oranges
et les liaisons hydrogenes sont vertes

L’oligonucléotide ainsi créé s’organise autour de deux brins hybridés de maniére antiparallele
selon une double hélice. La structure se caractérise par une charge négative due a la présence
des phosphodiesters sur sa surface extérieure. L'hydrophobie de lintérieur de [I'hélice
s'explique quant a elle par l'arrangement des bases nucléiques. Les bases s'organisent dans
un plan perpendiculaire a I'axe de I'hélice et stabilisent alors le duplex par des interactions
d'empilement. Le double brin ainsi formé peut s’orienter sous diverses formes : A, B ou encore
Z pour les plus connues (Figure 2), mais de nombreuses autres conformations synthétiques

ont vu le jour.™

La forme B est la plus commune dans le monde du vivant. Watson et Crick ont décrit sa
structure sous la forme d’'une hélice orientée vers la droite et I'analyse aux rayons X a permis
de déterminer une distance de 3,4 A entre chaque base d’'un méme brin.[? Un tour complet
d’hélice nécessite 10 bases, on parle de pas d’hélice. Cette forme se caractérise également

par la présence d’'un grand et d’'un petit sillon du fait de I'absence d'une orientation
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diamétralement opposée des liaisons osidiques du squelette. La forme B est une hélice droite.
La forme A est également une hélice droite mais elle est compactée. Elle est observée lorsque
la quantité d’eau de solvatation du milieu n’est pas suffisante. Le pas d’hélice la caractérisant
atteint 11 paires de bases. L’existence in vivo de ce polymorphisme structurale n’est pas
confirmée jusqu’a présent méme s’il a été démontré que des séquences d’ADN partiellement
déshydratées adoptent une configuration de type A dans des conditions physiologiques
particuliéres. La troisiéme structure, la forme Z, est une hélice gauche qui repose sur la
répétition successive d’une séquence pyrimidine - purine. Elle est plus étroite avec un diamétre
de 18,4 A par rapport aux 23,7 A de la forme B et allongée avec 12 paires de bases
nécessaires pour effectuer un tour d’hélice. Ces caractéristiques s’expliquent par une rotation
a 180° des liaisons N-glycosidigues des bases guanines par rapport a leur conformation dans
la forme B. Le cycle purique est ainsi dans la forme syn au lieu de la conformation anti. Le
cycle de la cytosine reste quant a lui sous sa conformation anti. Afin de conserver

'appariement classique C-G, le furanose et la base subissent une rotation de 180°.1%!

Figure 2. Les formes variées de I'ADN. De gauche a droite: ADN A, B et Z

L'étude de la thermodynamique de ce polymorphisme structural par le biais d’investigations
sur l'appariement de type Watson-Crick, ainsi que l'importance de la concentration en NacCl
ont permis de mieux comprendre les fonctions biologiques et les capacités de complexation
de la biomolécule.™ Le role de I'eau ne doit pas étre négligé tant ce solvant a un effet important
sur la thermodynamique de reconnaissance des acides nucléiques. Les groupes fonctionnels
gagnent ainsi jusqu'a 25% d'exposition au solvant lors de la déshybridation des deux brins
d'ADN.BI

B. Reconnaissance de I'ADN
Une excellente reconnaissance de I'acide désoxyribonucléique est indispensable dans les
processus biologiques pour transmettre I'information génétique le plus fidélement. Au sein de

la cellule, TADN peut étre reconnu par des enzymes impliquées dans la réplication et la

transcription’® ou encore par de nombreuses protéines.”! La reconnaissance protéique de
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I’ADN étant complexe, un systéme simple de code a méme été proposé, basé dans un premier
temps sur des motifs de liaisons hydrogenes entre acides aminés et bases nucléiques.® Ainsi,
cette reconnaissance macromoléculaire est généralement obtenue par une complexation
multivalente permettant d’assurer une meilleure sélectivité de séquence et d’améliorer la
complexation. La majorité des motifs de reconnaissance d’ADN isolés sont incapables de se
lier de maniére stable et sélective a 'oligonucléotide. Par exemple, la construction d’'un petit
domaine de la protéine d’actine contenant le motif GCN4 responsable de la reconnaissance
d’ADN ne permet pas d’obtenir un complexe stable. En apportant de la multivalence par 'ajout
d’une glissiére a leucine (leucine zipper), un complexe est créé avec I'acide nucléique.'® Les
grands sillons d’ADN autour desquels s’organisent I'hélice sont le principal lieu de
reconnaissance des protéines. Des liaisons non-covalentes de type liaisons hydrogénes ou
interactions électrostatiques, sont créées entre le squelette osidique ou encore les bases et
les protéines (Figure 3). Les petits sillons sont, quant a eux, moins propices a la complexation,

du fait de I'étroitesse de la zone.

Figure 3. Reconnaissance multivalente de I’'ADN par des protéines via les liaisons non covalentes indiquées par
des traits pointillés verts

Ces derniéres années de nombreux groupes ont travaillé sur le développement de ligands
synthétiques de 'ADN.P La variété de tailles et de modes de reconnaissance de ces
composés s’'est avérée étre trés étendue. Ces ligands peuvent étre de nature peptidique,
nucléotidique ou étre des complexes métalliques. Cette diversité permet ainsi de contrbler de
multiples fonctions biologiques telles que la régulation de I'expression des génes impliquant la
reconnaissance d’oligonucléotides et pouvant étre déréglées dans certaines maladies. L'un
des challenges majeur de ces ligands synthétiques peut étre la reconnaissance de 'ADN en
milieu aqueux.? L’eau va en effet induire une compétition avec le ligand pour la formation des
liaisons non-covalentes.'®! Les composés synthétiques vont dessolvater partiellement
I'oligonucléotide, et ainsi, dissocier un certain nombre de liaisons hydrogénes générant de

I'entropie. Les molécules pourront a leur tour complexer 'ADN. Le complexe ainsi généré doit
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étre plus stable que I'acide nucléique sous sa forme solvatée afin de déplacer I'équilibre vers

sa création.

Ces ligands peuvent étre classés selon les diverses stratégies de reconnaissance de 'ADN

qu'ils ont développé :

1. Les agents intercalants

Ce mode de reconnaissance repose sur l'intercalation entre les bases d’ADN de composés
aromatiques. Ce type de reconnaissance n’offre pas une importante sélectivité pour sa cible.
Parmi ces composés, le bromure d’éthidium s’intercale entre les bases d’ADN, stabilisé par
des interactions d’empilement 11 (Figure 4).1*! La molécule se caractérise par la présence d’un
ammonium quaternaire au sein de quatre cycles aromatiques conjugués. Cette structure
permet ainsi de créer des liaisons non covalentes avec les nucléotides naturels. Ce composé
présente une constante de dissociation Kq= 50,2 + 0,5 uM pour un ADN double brin a 25°C.[1®
Cette intercalation peut alors induire des mutations du génome humain mais reste un
redoutable anti-cancéreux. D’autres marqueurs d'ADN synthétiques, comme le SYBR® safe,
ont alors été développés. Ces composés sont utilisés pour I'étude de la complexation de

systémes a I'ADN.

Figure 4. Intercalation du bromure d’éthidium entre les bases nucléiques

Les intercalants peuvent également étre utilisés pour leurs qualités d'antibiotiques
cytotoxiques bloquant la synthése d'ADN et d'ARN comme dans le cas de la doxorubicine
(Figure 5).1171 Cet anti-cancéreux est utilisé dans le traitement d’un certain nombre de cancers
comme celui du poumon, du sein, des ovaires ou de I'utérus ainsi que pour les leucémies.®
Outre ce composé anthracyclique, il existe également des molécules répertoriées pour leur
pouvoir anti-malarial comme c'est le cas pour la quinacrine dont le mécanisme d’action n’est
pas encore élucidé.'® L’échinomycine appartenant a la classe des bis-intercalants présente
une activité anti-tumorale grace a sa complexation avec I’ADN (Figure 5).29 La thiocoraline et

la triostine®!! sont également des systémes naturels construits autour de deux groupements
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aromatiques permettant l'intercalation avec les bases nucléiques. Ces derniéres années, des
bis-intercalants ont été développés pour la reconnaissance sélective des erreurs
d'appariement des oligonucléotides.??! Par la suite, des études ont été effectuées sur les poly-
intercalants dont les groupements aromatiques sont séparés par des espaceurs de nature et

de longueur variable.?!
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Figure 5. Structures chimiques de quelques intercalants courants

2. Les agents alkylants

Ces composés sont capables de créer des liaisons covalentes avec les brins d'ADN et
d’'induire des changements conformationnels de la biomolécule. On parle alors d'agents
alkylants.? Ce processus de désorganisation est a I'origine de mutation pouvant dans certains
cas induire des cancers ou encore faire partie de la stratégie de régulation des phénoménes
de transcription et de régulation. Les enzymes deviennent alors incapables de "lire" la
séquence d’ADN ainsi modifiée. Les modifications peuvent étre isolées, c'est alors une mono-
alkylation, ou multiples, et se faire entre les deux brins (pont inter-brins) ou sur un méme brin
(pont intra-brin). Le cis-platine fait partie de cette famille de composés et joue un réle de
puissant anticancéreux./?! Son mode d'action repose sur une alkylation intra-brin qui va induire
l'apoptose de la cellule en réponse a des signaux de transduction.?® Ces réponses sont
cependant soumises a une atténuation de leur signal au cours du temps par l'action de

mécanismes de réparation induisant l'inefficacité du composé durant le traitement.?”

3. Les agents d'interaction dans les petits et grands sillons

Un certain nombre de composés naturels se lie & I'ADN par la reconnaissance spécifique du
petit sillon. Parmi eux, il existe, par exemple, la Distamycine A ou encore la Netropsine. Les

aminoglycosides sont quant a eux des antibiotiques naturels construits autour d’'un chassis
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sucre et fonctionnalisés par des aminosucres. La charge positive apportée par ces
carbohydrates aminés favorise la complexation. La néomycine, un aminoglycoside naturel, est
connue pour sa reconnaissance de 'ARN (Figure 6). Elle est impliquée dans la préparation de
conjugués mixtes avec un benzimidazole synthétique sélectif du petit sillon pour inhiber

I'interaction entre la protéine Tat et I’ARN viral du VIH.?8

(e}
HJLNH NH
N4 H ///gNHz —}"N H HNT cI©
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Figure 6. Structures chimiques de plusieurs composés de forme concave complexant avec le petit sillon de I'ADN.
En haut et au centre, les agents naturels et en bas les complexants synthétiques

Un large panel de molécules ont également été synthétisées (Hoechst 33258, DAPI,
Pentamicine, Bisbenzamidine?).F% Tous ces agents naturels ou synthétiques se
caractérisent par une forme incurvée leur permettant d'accéder au petit sillon malgré son
étroitesse (Figure 6). Ces molécules chargées positivement reconnaissent de maniére non
covalente les séquences nucléotidiques. En se basant sur le mode d'action de la Distamycine
A, des polyamides ont été développés sous forme d'épingles a cheveux interagissant de
maniére antiparalléle par formation de diméres avec chacun des brins d'ADN (Figure 7).BY La
complexation entre le polyamide et les brins d'ADN se fait via des liaisons hydrogeénes
spécifiques selon la nature des bases.®? Ainsi, un imidazole opposé a un pyrrole (une paire
imidazole/pyrrole) reconnaitra spécifiquement une paire de base G/C alors qu’une paire
pyrrole/imidazole ciblera une paire C/G. Un appariement pyrrole/pyrrole quant a lui pourra

s’hybrider a la fois avec un couple A/T et T/A préférentiellement a C/G et G/C.
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Figure 7. Structure chimique d'un polyamide pyrrole/imidazole (Py/Im) capable de complexer avec un duplex
d'oligonucléotides vue de perspectivel32d

Les protéines et plus particulierement les facteurs de transcription, contrairement aux petites
molécules utilisées comme agents intercalants, montrent une nette préférence pour
l'interaction avec le grand sillon de I'ADN.E¥l La complexation se fait via des liaisons non
covalentes de types hydrogénes, Van der Waals ou ioniques. Les résidus spermines et les
PNAs complexent généralement les oligonucléotides selon le méme processus; la

reconnaissance des grands sillons.B4

Des composés capables a la fois de complexer de maniére réversible les petits et grands
sillons de I'ADN en associant une bis(benzamidine) et une séquence peptidique structurée en
hélice a ont récemment été développés. A travers ce dernier exemple, 'ADN est reconnu
en différents points rendant la complexation plus sélective. La multivalence est nécessaire
pour incrémenter encore la force de liaison entre le ligand et la cible. Afin d’améliorer la
sélectivité du ligand pour 'ADN en question, I'auto-assemblage en présence de la cible peut

étre d’'un grand intérét. C’est le point qui sera traité dans la partie suivante.

C. Multivalence auto-assemblée

La multivalence a trés vite été adoptée pour I'étude de la reconnaissance des oligonucléotides.
Les possibilités qu’elle offre en multipliant les interactions avec les biomolécules permettent
d'augmenter la constante d’association des complexes en milieu aqueux. Depuis longtemps,
les polyméres et des dendriméres cationiques sont utilisés pour la reconnaissance d’ADN.[¢!
Cependant, ces systémes présentent I'inconvénient d’étre toxiques. Plus récemment, des
clusters multivalents de plus petite taille ont été développés pour tenter de diminuer cette

toxicité. Parmi les nombreux exemples de la littérature, la plupart des systémes cationiques
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générés ne présentent aucune dynamique. Des ligands chargés positivement sont notamment
liés a des plate-formes via des liaisons covalentes irréversibles, généralement de type click.
Ainsi, des systemes multivalents basés sur I'utilisation de calixarénes,?"! de fullerénes,®® de
pilla[5]arenet® ou encore de cyclodextrines“® sont fonctionnalisés par des groupements

guanidiniums ou ammoniums puis leur complexation aux oligonucléotides est évaluée.

1. Auto-assemblage assisté par un effet template de 'ADN

Les oligonucléotides peuvent avoir un réle de template dans la préparation par auto-
assemblage de clusters multivalents. lls présentent ainsi, un rble de plateforme utilisée comme
support par les ligands. Le virus de la mosaique du tabac est 'exemple naturel le plus connu.
Sa construction repose sur l'auto-assemblage de protéines sur un template d’ARN.“Y Inspiré
par cette stratégie, de nombreux travaux ont été développés et décrits dans la littérature.
L'auto-assemblage templaté par 'ADN a, par exemple, été développé via une approche de
type chimie hoéte-invité,*? par la formation de polymeéres supramoléculaires®® ou encore

l'assemblage de peptides ¥ (Figure 8).
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Figure 8. Systemes appliqués a la reconnaissance d’ADN construits par auto-assemblage. A) Clusters peptidiques
amphiphiles auto-assemblés autour d’un double brin d’ADN [#4b]; B) Cyclodextrines fonctionnalisées par des sucres
cationiques et auto-assemblées pour la reconnaissance d’ADN[“20]

Des études sur les PNAs ont aussi montré que I'assemblage des unités peut étre guidé par la
présence de I'ADN cible. Ainsi les composants sont dans un premier temps liés de maniére
non covalente a l'oligonucléotide puis des liaisons covalentes entre les résidus vont ensuite
étre créées pour stabiliser le systéeme. Lors d’'une étude en 2002, les peptides nucléiques
acides sont d’'une part substitués en position y par des résidus L-lysines (‘Ky-PNA), eux-
mémes fonctionnalisés par des bases nucléiques, et portent d’autre part des ligands RGD
capables d'inhiber les intégrines (Figure 9).1¢1 Ainsi, la préparation du peptide multivalent est

dirigée par la présence d’un oligonucléotide cible.
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Figure 9. Représentation de “Ky-PNA auto-assemblé en présence d’ADN. A) Structure chimique du peptide
complexé a I’ADN correspondant a un zoom de B) Représentation de quatre “Ky-PNAs portant chacun un ligand
RGDMel

2. Auto-assemblage pour la reconnaissance de 'ADN

Un grand nombre de construction synthétique multivalente, dont les systémes ciblant 'ADN,
sont basés sur la construction de clusters multivalents par auto-assemblage. La complexation
d'ADN a ainsi été étudiée par la préparation de doigts de zinc synthétiques. Ce motif protéique
représente la plus grande famille de facteurs de transcription naturellement présents chez les
eucaryotes.® En se liant sur des séquences particuliéres de I’ADN, ces protéines vont induire
la régulation de I'expression des génes. L’ADN interagit avec une zone basique située en
position N-terminale du facteur de transcription uniquement dans le cas ou la protéine
s’organise dans une configuration en hélice a par le biais d’'un ion métallique (Zn?*). Dans le
but de créer un systéme capable de reconnaitre spécifiquement '’ADN, plusieurs propriétés
sont associées dans un méme composé. L'ion métallique Ni?* permet a la fois la dimérisation
du systeme et initie le repliement configurationnel du facteur de transcription GCN4. La région
peptidique basique isolée de GCN4 ne peut pas aboutir a une complexation de 'ADN. Il a alors
été envisagé de conjuguer ce motif par coordination avec le nickel a un composé capable de
reconnaitre le petit sillon de 'ADN tel que la bis(benzamidine). Ainsi un systeme bivalent est

construit par auto-assemblage pour la reconnaissance non-covalente d’ADN (Figure 10).

b
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Figure 10. Stratégie d’auto-assemblage pour la reconnaissance d’ADN. a) 'analogue de GCN4, le brHisz dans une
configuration d’hélice a dans le complexe, b) complexant du petit sillon de '’ADN, la bis(benzamidine)3!
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3. Systéme covalent dynamique pour la reconnaissance d’ADN

La chimie covalente dynamique a également fait I'objet d’études pour la préparation de clusters
impliqués dans la reconnaissance d’oligonucléotides. Pour générer ces composés, des
liaisons covalentes dynamiques sont indispensables. Une nouvelle fois, la formation de ponts
disulfures a permis de préparer des peptides complexant I'ADN par un processus oxydant.“”]
En parallele en 2015, des travaux reposant sur la fonctionnalisation de nanoparticules d'or via
des liaisons imines ont montré la capacité de 'ADN a favoriser et stabiliser 'auto-assemblage
de certains constituants, au détriment d’autres, dans le but d’améliorer la complexation.®!
Cette ligation a également été choisie pour la création de squelettes dynamiques d’'un systéme
de reconnaissance d’ADN (Schéma 1).“® La chimie covalente dynamique, utilisée dans cet
exemple, est basée sur la présence de composés monovalents pouvant réagir ensemble et
aboutir a la préparation de différents systemes (Chapitre 1). Ainsi, les résidus cationiques, par
exemple, sont organisés de maniere a favoriser les interactions électrostatiques avec les
phosphodiesters de I'oligonucléotide, chargés négativement. L’ADN est alors complexé par un

systeme construit par chimie covalente dynamique.

Schéma 1. Construction d'une charpente dynamique pour la reconnaissance d'ADN par chimie covalente
dynamique

D. Positionnement du projet

L'objectif de ce chapitre repose sur la reconnaissance multivalente de '’'ADN en milieu aqueux.
Pour cela, des clusters cationiques hydrosolubles et de taille réduite vont étre construits selon
une approche d'auto-assemblage dynamique (Schéma 2). L’'intérét de 'auto-assemblage est
grand pour la reconnaissance multivalente, comme cela a été montré précédemment. Il offre
la possibilité de générer simplement et efficacement des systéemes complexes. Le caractére

dynamique va, quant a lui, apporter de I'adaptabilité et de la réversibilité au systeme.
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Schéma 2. Concept de la synthése auto-assemblée de plate-forme fonctionnalisée pour la reconnaissance
multivalente d'ADN

. Complexation dynamique de I'ADN par des clusters auto-assemblés
A. Conception

La conception de clusters auto-assemblés nécessitait le choix d’'une plate-forme pouvant étre
facilement fonctionnalisée et également accessible aisément. Les peptides cycliques déja
largement utilisés pour la reconnaissance des biomolécules, comme montré précédemment,
sont alors choisis. lls offrent 'avantage d’étre soluble dans I'eau contrairement a un certain
nombre d’autres plate-formes. Ces plate-formes peptidiques vont étre décorées d’aldéhydes
glyoxyliques pour créer des liaisons acylhydrazones. Les aldéhydes glyoxyliques sont préférés
aux aldéhydes classiques car ils offrent une meilleure stabilité pour les liaisons créées. |Is
sont également faciles a insérer dans une séquence peptidiqgue ou protéique. En effet, le
couplage d’'un amino alcool B, tel que la sérine ou la thréonine, permet de générer des
aldéhydes glyoxyliques de maniére sélective. La ligation acylhydrazone, quant a elle, est
choisie pour sa capacité a étre générée en conditions agueuses douces. Cette ligation est, de

plus, chimiosélective et réversible.

B. Synthése et préparation des composés
1. Synthése de la plate-forme peptidigue cRAFT(ALD),

Le peptide cyclique cRAFT(ALD). se caractérise par quatre bras fonctionnalisés par des
aldéhydes glyoxyliques pointant sur une méme face (Figure 11). Des travaux ont déja rapporté
l'intérét de cette pré-organisation et de ce caractere hydrophile pour la reconnaissance de

biomolécules (Chapitre 1).
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Figure 11. Structure de la plate-forme peptidique cRAFT(ALD)4
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Dans le cas de ce travail, quatre de ces acides aminés seront des résidus modifiés, les deux
centraux seront des L-alanines. Les quatre restant seront communs a tous les RAFT ; deux
glycines et deux prolines permettant de créer les coudes 3. La premiére étape consiste en la
préparation du dipeptide 2 (Figure 12).
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Figure 12. Voie de synthése du dipeptide 2 engagé dans la préparation de cRAFT(ALD)4
Le dipeptide 2 est ensuite engagé dans la synthése peptidique du décapeptide par SPPS. Le
peptide protégé, une fois clivé de la résine, est cyclisé, déprotégé puis oxydé comme présenté

dans la Figure 13.54
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Figure 13. Voie de synthése de la plate-forme peptidigue cRAFT(ALD)s4. i) a: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-AA-OH,
Pipéridine/DMF (2/8), DIEA, DMF, micro-ondes, A, SPPS, b : TFA/CH:Cl> (1/99) 43%:; ii) PyBOP, DIEA, DMF
0,5mM, Rdt quantitatif; iii) TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5); iv) NalO4, H20, 59%.

Le dipeptide 2 est construit autour d’un résidu Fmoc-L-lysine couplé au niveau de 'amine de
la chaine latérale avec une Boc-L-Ser(OtBu)-OH (Figure 12).521 Ce couplage est réalisé en
phase liquide avec une premiére étape d’activation de I'acide carboxylique de la sérine par de
la DCC en présence de N-hydroxysuccinimide pour former I'ester activé 1. La préparation de
I'ester est suivie de la complexation avec I'amine de la lysine pour former le dipeptide 2. Le
suivi LCMS reéalisé au cours de la deuxieme étape de synthése a montré I'apparition de deux
impuretés de nature peptidique. Ces produits absorbent a 214 nm, indiquant ainsi la présence

de liaisons peptidiques dans leur constitution (Figure 14). Les données de spectrométrie de
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masse ont permis de conclure a la formation de la Fmoc-lysine acétylée et celle du tripeptide

issu d’'un double couplage du résidu lysine pour former la sérine-lysine-lysine (Figure 14).
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Figure 14. Chromatogramme HPLC (A) et spectre de masse du mélange réactionnel de la réaction de couplage
peptidique pour la synthése du dipeptide 2 avec le produit recherché entouré en vert (Méthode A) avec B) la masse
de 2 calculée pour [M+H]* 612,32 , mesurée 612,70, et des impuretés générées C) Fmoc-lysine acétylée : calculée
pour [M+H]* 411,18, mesurée 411,43 a t = 4,00 min; D) le tripeptide sérine-lysine-lysine : calculée pour [M+H]*
961,48, mesurée 963,49 at=5,63 min

Une hypothése a été émise concernant la formation du tripeptide. Il est généré en présence
d’'un excés de DCC non éliminé aprés la premiére étape. Le carbodiimide résiduel a pu activer
'acide carboxylique de la Fmoc-lysine et permettre ainsi la formation d’un tripeptide (Figure
15).
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Figure 15. Voie de synthese proposée pour la formation du tripeptide sérine-lysine-lysine

A présent que la nature des impuretés a été déterminée et leur origine potentielle proposée
des optimisations doivent étre réalisées pour éviter la formation de ces produits secondaires
Il a alors été proposé de réaliser des lavages des bruts réactionnels. Le résidu lysine acétylé
conserve une certaine hydrophilie et un lavage en condition basique peut induire sa
déprotonation et faciliter son élimination. Le milieu réactionnel de I'étape de couplage est alors
lavé avec une solution aqueuse saturée en NaHCOs3. Un premier lavage permet d'éliminer la
majeure partie de l'impureté et aprés un second, la Fmoc-lysine acétylée est complétement

éliminée du milieu. Le suivi HPLC montre l'intérét des lavages sur la pureté du mélange (Figure
16). Le pic de produit secondaire éluant a 4,00 min a complétement disparu.
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Figure 16. Efficacité du lavage basique avec la solution de NaHCOs saturée sur le pic & 4,00 min (Méthode A) : A)
avant le lavage basique; B) aprés un lavage; C) aprés le deuxiéme lavage avec la solution saturée de NaHCO3

Le lavage basique ne permet pas d’observer la moindre réduction des proportions en tripeptide
a un temps de rétention de 5,65 min. Le produit secondaire présente peu d‘affinité pour la

phase aqueuse di a la présence des deux groupements Fmoc. La stratégie proposée consiste
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a éviter la formation du composé et non a I'éliminer comme pour la lysine acétylée. Le
tripeptide est généré lors de la seconde étape et ce couplage n’est possible qu'en présence
de dicyclohexyl carbodiimide (DCC) résiduel de la premiére étape. Afin de contourner ce
probleme, il a été envisagé, dans un premier temps, de travailler avec un défaut de DCC (0,9
€q). La formation du tripeptide est malgré tout observée. Un lavage du milieu réactionnel avec
une solution acide de HCI va induire la protonation de la DCC. L'eau du milieu va jouer le réle
de nucléophile, neutralisant ainsi l'activit¢ de la DCC, et induire la formation de la
dicyclohexylurée (Figure 17). L'urée préparée n’induit plus la préparation du tripeptide. Ce

composé sera éliminé par filtration.
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Figure 17. Inactivation de la DCC par I'eau en milieu acide pour éviter la formation de tripeptide

L'utilisation d'une solution acide pour le lavage n'est cependant pas sans risque. Elle est
susceptible d'induire la déprotection des groupements Boc et tert-butyl du résidu sérine. La
concentration en acide chlorhydrique de la solution est testée a 0,1 M et 1 M. L'analyse HPLC
montre la présence résiduelle du produit secondaire avec le lavage a 0,1 mM mais un pic
unique correspondant au produit 2 est observé a un temps de rétention de 4,99 min pour la

solution & 1 M (Figure 18).
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8a
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Figure 18. Suivi de l'efficacité du lavage acide sur I'élimination de la DCC et l'effet sur la déprotection des
groupements acido-labiles du résidu sérine par HPLC. Avec un lavage avec une solution acide a A) 0,1 M en HCI,
B) 1 M en HCI

L'analyse *H RMN du produit 2 apres optimisation des lavages montre la présence de DCU
résiduelle (Figure 19). Afin d'éliminer au mieux la DCU au terme de chacune des deux étapes,

le solide blanc est repris dans du CHCI; puis filtré sur fritté.
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Figure 19. Spectre 'H RMN de 2 avec les signaux de la DCU entourés en bleu

Le dipeptide 2 peut ainsi étre engagé dans la synthése SPPS du décapeptide sur I'automate
Liberty, CEM®. La synthése est réalisée en stratégie Fmoc, c'est a dire qu'une étape de
déprotection en condition basique sera effectuée par le robot entre chacun des couplages.
Une fois déprotégée, I'amine a du résidu préalablement couplé, pourra ainsi réagir avec l'acide

aminé suivant.

La synthése peptidique est réalisée sur une résine chlorure de 2-chlorotrityl. Ce support, utilisé
pour les synthéses en stratégie Fmoc, est une bille de polystyréne fonctionnalisée par des
chlorures de 2-chlorotrityl (2-CTC). Cette résine est caractérisée par la possibilité de cliver les
peptides en conditions acides douces (1% de TFA). Des comparaisons ont été réalisées avec
la résine de Merrifield ou encore la SASRIN pour aboutir a un temps de couplage 24 a 96 fois
plus court dans le cas de notre support.®¥ Finalement, la résine chlorure de 2-chlorotrityl réduit
le risque de formation de dicétopipérazine souvent observée en présence de Fmoc-L-proline
dans le couplage des deux premiers acides aminés en C-ter des peptides. Cette
caractéristiqgue est commune a toutes les résines fonctionnalisées par des groupements trityls.
Afin d'éviter tout risque de formation de dicétopipérazine malgré I'utilisation préventionnelle de
la résine 2-CTC, le couplage des acides aminés successifs aux séquences Pro-Gly est réalisé

en l'absence de chauffage et de micro-ondes (Figure 20).54
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Figure 20. Mécanisme de formation de la dicétopipérazine
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Le décapeptide est synthétisé a partir de I'acide aminé qui sera, une fois le peptide clivé de la
résine, en position C-terminale. La résine est dans un premier temps fonctionnalisée
manuellement avec un résidu Fmoc-glycine. Afin de déterminer la charge du support solide
suite a cette étape de couplage, quelques grains de résine sont prélevés. L'aliquot est
ressuspendu dans une solution de Pipéridine/DMF (2/8) qui va en moins d'une demi-heure
permettre la déprotection compléte des groupements Fmoc de I'acide aminé couplé aux billes
de polystyrene. La solution basique est diluée puis son absorbance UV-visible mesurée,
permettant ainsi de déterminer la charge de la résine. Une fois la charge obtenue, la quantité
de réactifs nécessaire pour chacun des couplages peut étre calculée. Les rendements de
chaque étape de couplage pourront également étre déterminés par cette mesure. La résine
fonctionnalisée par I'acide aminé Fmoc-glycine est ensuite placée dans le réacteur du robot et
engagée dans le couplage des neuf acides aminés restants. Les résidus sont couplés selon
un cycle : lavage de la résine, couplage, lavage, déprotection du groupement Fmoc puis un
dernier ringage. L'absorbance UV-visible de la solution de déprotection est mesurée par le
robot aprés chaque couplage tout au long de la synthése. La synthése est terminée sur la
déprotection du groupement Fmoc en présence de la solution basique. La résine est alors
extraite du robot et les étapes suivantes sont réalisées en solution. Aprés lavage de la résine,
le décapeptide linéaire protégé est clivé grace a une solution acide douce évitant la
déprotection des groupements acido-labiles protégeant les chaines latérales. Le produit 3 est
ainsi obtenu par filtration de la résine. Afin d'éviter toute déprotection lors de la concentration
du milieu malgré de faible proportion en acide, le TFA est neutralisé par l'addition d'une
solution basique (MeOH/Pyridine 8/2). 3 est obtenu aprés précipitation et purification par HPLC

préparative avec 43% de rendement.

Le peptide linéaire est ensuite engagé dans une étape de cyclisation a faible concentration
(0,5 mM). Ces conditions permettent d'éviter la polymérisation. L'agent de couplage PyBOP
est préféré au BOP pour cette étape de cyclisation. En effet, cette nouvelle génération de
composé ne forme pas de produits secondaires  cancéreux comme

I'hnexaméthylphosphoramide issue du BOP et reste pour autant trés efficace (Figure 21).
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Figure 21. Structures des agents de couplage PyBOP, BOP et du produit secondaire généré par le BOP, I
hexaméthylphosphoramide

Le produit cyclisé 4 est obtenu aprés précipitation avec un rendement quantitatif. Le solide

blanc est ensuite solubilisé dans une solution acide permettant la déprotection des
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groupements Boc et tert-butyl. Le produit déprotégé est finalement engagé dans une étape
d’oxydation des quatre résidus sérines en présence de périodate de sodium pour créer quatre
aldéhydes glyoxyliques (Figure 22) et donner cRAFT(ALD)s avec 59% de rendement aprés
purification par HPLC préparative.
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Figure 22. Mécanisme de coupure oxydante des résidus sérines par le périodate de sodium

2. Synthese de I'hydrazide L-ArgHyd en phase liquide

Basé sur limportante littérature rapportant que les groupements ammoniumsl®7-38:39.55 et
guanidiniums complexent les oligonucléotides, le choix du résidu L-arginine s’est fait
rapidement. Cet acide aminé est un composé naturel dont le dérivé protégé, Fmoc-L-Arg(Pbf)-
OH, est commercialement disponible & des prix convenables. Les protections, dans ce cas
orthogonales, sont indispensables pour toutes modifications du résidu. La fonction acide
carboxylique va pouvoir facilement étre modifiée pour générer une fonction hydrazide. Ce
groupement mis en présence d’un aldéhyde glyoxylique va permettre la formation d’une liaison

acylhydrazone.

La voie de synthése du dérivé hydrazide est réalisée en phase liquide. La préparation de la
fonction hydrazide est réalisée par couplage peptidique (Figure 23). Pour cela, le résidu Fmoc-
L-Arg(Pbf)-OH est activé en présence d'HBTU comme agent de couplage dans une solution
basifiée de NMP/DMF (4/1). Le tert-butyl carbazate est ensuite additionné au milieu pour
former le composé 8. Le produit protégé est obtenu sous la forme d'un solide blanc (97%)

apres purification sur gel de silice.

La déprotection du composé peut étre envisagée de deux maniéres. Soit I'amine a est
déprotégée de son groupement Fmoc en premier par un traitement basique, soit ce sont les
groupements Pbf et Boc protégeant respectivement le guanidinium et I'hydrazide qui sont
initialement éliminés en milieu acide. Afin de déterminer lequel des deux protocoles permet
d’obtenir la meilleure pureté pour un rendement optimum, des tests de comparaison sont
effectués. Dans le cas ou la déprotection du groupement Fmoc est réalisée en premier, 8 est
solubilisé dans une solution de DMF/pipéridine (8/2). Apres 2h d’agitation, le suivi par
chromatographie sur couche mince indique la présence d’'un mélange de plusieurs composés

dans le milieu. La purification par chromatographie sur gel de silice du produit est

55



Chapitre 2 : Reconnaissance multivalent d’ADN par des systemes biomoléculaires auto-assemblés

indispensable pour isoler le composé. Au contraire, lors de la déprotection initiale des
groupements Boc et Pbf par une solution de TFA/TIS/H.O (95/2,5/2,5), le produit Fmoc-L-
ArgHyd 9 est obtenu pur par simple précipitation avec un rendement supérieur a 75%.
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Figure 23. Voie de synthese de la L-ArgHyd en phase liquide
L’'étape permettant d’obtenir le résidu hydrazide final L-ArgHyd est la déprotection du
groupement Fmoc en milieu basique (DMF/pipéridine 8/2) selon le méme mode opératoire que
celui testé précédemment. Le produit L-ArgHyd est ensuite précipité pour donner aprés
lyophilisation un solide blanc (38%). L’analyse du composé par RMN du proton dans D,O

montre la présence de pipéridine résiduelle dans le milieu (Figure 24).
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Figure 24. Spectre RMN *H de L-ArgHyd avec les signaux de la pipéridine présente comme impureté

Le composé est engagé dans les étapes de ligations acylhydrazones. La présence de
impureté reste mineure (5% molaire). La pipéridine, en tant que composé monovalent ne

devrait pas avoir une grande influence sur la complexation avec 'ADN par rapport aux clusters
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multivalents générés avec L-ArgHyd. De plus, la pipéridine en réagissant avec les aldéhydes
glyoxyliques de la plate-forme formerait des liaisons imines fortement destabilisées en milieu

agueux. Ces hypothéses seront testées par la suite.

3. Préparation des clusters

Les bioconjugués multivalents cRAFT(Hyd)4 sont auto-assemblés a partir de la plate-forme
peptidique cycligue cRAFT(ALD). liée a des acides aminés modifiés via de multiples liaisons
dynamiques acylhydrazones. Le résidu commercial AcHyd va permettre de créer une
molécule multivalente neutre alors que I'arginine hydrazide L-ArgHyd offrira la possibilité de
former une molécule cationique (Figure 25).
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Figure 25. Multimérisation d'acides aminés modifiés via la formation de liaisons acylhydrazones

Un criblage des différentes conditions de préparation des liaisons acylhydrazones a été
effectué pour déterminer le pH optimal de formation. La ligation étant click, un composé unique
devrait étre généré apres optimisation (Figure 26). La préparation de la biomolécule neutre
cRAFT(Ac). est alors testée dans des solutions aqueuses de pH compris entre 1,0 et 8,0 a
une concentration de 1mM en plate-forme. Aprés étude des chromatogrammes HPLC, il est

facile de constater que la ligation n'est pas favorisée dans un milieu acide inférieur a pH 2,0.
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Figure 26. Criblage des pH des solutions tampons pour I'optimisation de formation de la liaison acylhydrazone
(Méthode A, 20h)

Des travaux sur les ligations acylhydrazones ont rapporté des expériences réalisées a pH 5,2
dans le cas d'une fonctionnalisation de peptides artificiels.® Suite a cette étude du pH et aux
données de la littérature, la préparation de ces clusters artificiels est fixée pour étre réalisée

dans un tampon aqueux d'acétate de sodium (100 mM) a pH 5,0.

Les premiers essais ont été réalisés a une concentration de 1 mM en plate-forme peptidique
et ont montré une fonctionnalisation compléte du systéme en moins de 12h. Dans le but
d’économiser de la matiére, dans I'éventualité d’un travail en culture cellulaire et en présence
d’un réactif peu soluble en milieu aqueux, il a été envisagé de travailler a des concentrations
inférieures a 1 mM. Ainsi des concentrations en peptide de 0,75, 0,5, 0,25 et 0,1 mM ont été
évaluées. Les tests aux différentes concentrations réalisés a pH 5,0 montrent qu'en présence
de 0,25 mM de plate-forme, ou plus, le composé tétravalent cRAFT(Ac)s est généré (Figure
27). A pH 7,2, la réaction n’est totale qu’en présence de 1 mM en plate-forme méme aprés 3

semaines de couplage (Figure 28). Ces équilibres thermodynamiques ont été observés apres
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18 jours dans les deux conditions de pH. Un suivi cinétique réalisé par HPLC a montré que
cette période de 18 jours était nécessaire pour atteindre un équilibre thermodynamique au pH
physiologique (Figure 29). Afin de favoriser la formation du systéme tétravalent, les
expériences seront effectuées a une concentration de 1 mM en plate-forme. 8 éq d'hydrazide
sont ajoutés au milieu, puis la formation de cRAFT(Ac)4 est suivie aprés 4 heures par analyse
HPLC et spectrométrie MALDI-ToF. Les analyses permettent d'identifier le produit unique ainsi
formé comme étant cRAFT(Ac)s (Figure 30A). Une expérience similaire a également été
réalisée pour confirmer la préparation de cRAFT(L-Arg)s dans les mémes conditions (Figure
30B).
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Figure 27. Détermination de la concentration optimale en cRAFT(ALD)s pour la formation de liaisons
acylhydrazones multiples pour former cRAFT(Ac)4 & pH 5,0 aprés 18 jours (Méthode B)
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Figure 28. Etude de la préparation du composé tétravalent cRAFT(Ac)4 a différentes concentrations en plate-forme
CRAFT(ALD)s a pH 7,2 aprés 18 jours (Méthode B)
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Figure 29. Suivi cinétique de la préparation du systéme multivalent cRAFT(Ac)s a pH 7.2 a 0,75 mM (Méthode B)
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Figure 30. Chromatogrammes HPLC apres 4 heures (Méthode A) et spectres MALDI-ToF de A) cRAFT(AcC)4
calculée pour [M+Na]* 1433,71, mesurée 1433,69 et B) cRAFT(L-Arg)4 calculée pour [M+H]" 1868,07, mesurée
1868,05

Les milieux physiologiques présentant des concentrations en NaCl de 150 mM, il a alors été
envisagé de tester l'influence de la salinité sur la préparation du systéeme cRAFT(Ac)s. Des
essais ont été réalisés pour évaluer la capacité du systéme a générer les liaisons selon la
proportion en sel et en fonction de la valeur du pH. Ainsi, la formation du composé est étudiée
dans des conditions tendant a se rapprocher des caractéristiques physiologiques (Figure 31).
Le suivi par chromatographie HPLC aprées 14h de couplage des milieux réactionnels indique
une réduction des cinétiques d’assemblage a 150 mM de NaCl et pH 7,2. Cette observation
est appuyée par les résultats quantitatifs d’analyse par spectrométrie de masse des milieux.
En effet, la masse du composé tri-fonctionnalisé ([M+Na]* mesurée 1321,64) est observée en

proportion légérement plus intense a pH 7,2.
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Figure 31. Etude de la préparation des systemes tétravalents cRAFT(Ac)4 dans divers milieux tamponnés suivis
par HPLC (Méthode A) (en haut) et spectrométrie MALDI-ToF (HCCA) : calculée pour [M+Na]* 1433,71, mesurée
1433,69 (en bas). A faible salinité (9,4 mM) : A) pH 5,0, B) a pH 7,2, et, a forte salinité (150 mM) : C) pH 5,0 et D)
pH 7,2

Cependant, quel que soit la nature du milieu, les composés multivalents cRAFT(Hyd), sont
formés majoritairement. A présent que les conditions d’auto-assemblage du systeme sont
connues, I'étude de la complexation de ces clusters tétravalents pour 'ADN va pouvoir étre
réalisée.

C. Etude de la complexation des clusters hydrazones (CRAFT(Hyd)a)

1. Etude par spectrométrie de masse MALDI-ToF

Des études de spectrométrie de masse ont alors été effectuées sur un simple brin d’ADN
oligothymine de type dT1o pour tester la complexation des systémes multivalents sur un acide
nucléigue de taille réduite et non hybridé. De précédents travaux au sein de I'équipe avaient
permis de montrer I'intérét de cette analyse pour détecter de maniére qualitative la formation
de complexes de guanidiniums bi-fonctionnalisés avec des oligothymines.® La méthode

utilisée repose sur une complexation préalable des divers systémes avec I'oligothymine avant
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une concentration du milieu sur une matrice donnée puis l'analyse de cette derniére par
spectrométrie MALDI-ToF. La masse des éventuels complexes créés, ou bien celle des

systemes seuls, sont alors observées.

Les premiéres analyses s’orientent autour d’expériences témoins pour s’assurer que la
fonctionnalisation cationique joue un réle primordial dans la complexation d’oligonucléotide.
Ainsi, la plate-forme non-fonctionnalisée cRAFT(ALD)4 est testée sur une matrice de type
DHAP a un ratio de 1 éq d’aldéhyde pour 1 éq de thymine. Seule la masse de 'oligonucléotide
(Calculé pour [M+K]* 3018,0, mesuré 3017,6) est observée méme apres enrichissement du
milieu en plate-forme (5 éq, puis 10 éq d’aldéhydes). Le ligand monovalent L-ArgHyd, quant
a lui, présente trois adduits pour I'oligonucléotide. Les systémes multivalents cRAFT(AC)4,
CcRAFT(L-Arg). préformés sont ensuite étudiés. Le systéme neutre cRAFT(Ac)s ne présente
pas de complexation avec le dTio, et seule la masse de I'oligonucléotide avec un adduit de
ligand AcHyd est observée. Dans le cas du systéme cationique, un adduit de cRAFT(L-Arg)a
est visible lors de I'analyse MALDI-ToF (Figure 32). Ainsi en présence du composé multivalent,

guatre résidus arginines interagissent avec le monobrin d’ADN.

Cette technique d’analyse a ainsi permis de conclure sur la nécessité de la présence de
ligands cationiques et protonnés pour la ligation de ’ADN. Cette technique présente cependant
des inconvénients majeurs dans sa mise en ceuvre avec la nécessité de dessolvater le milieu
puis de travailler en phase gazeuse pour réaliser la mesure. En effet, dans ces conditions, la
conformation de ’ADN va étre différente de celle adoptée en solution. Dans le but d’étudier le
systéme en phase liquide pour conserver la conformation de l'oligonucléotide, des tests en

solution aqueuse de déplacement de bromure d’éthidium sont envisagés.
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Figure 32. Spectres MALDI-ToF des essais de complexation avec I'oligonucléotide dTio de : A) cCRAFT(ALD)a4,
calculée pour [dT10+K]*= 3018,0, mesurée 3017,6, B) L-ArgHyd, calculée pour [dTio+M+H]*= 3169,1, mesurée
3167,7, C) cRAFT(Ac)4, calculée pour [dTi0+M+H]*= 4391,7, mesurée [dT10+AcHyd+H]*= 3055,6 et D) cRAFT(L-
Arg)a, calculée pour [dT10+M+H]*= 4848,1, mesurée 4847,4

2. Etude par test de déplacement de bromure d’éthidium

La complexation des clusters cRAFT(Ac)s et cRAFT(L-Arg), avec 'ADN double brins de
thymus de veau est réalisée en milieu tamponné en présence d’un intercalant de bases
nucléiques, le bromure d’éthidium (EtBr). Cette méthode se caractérise par la fluorescence
générée a 590 nm par le composé aromatique en s’intercalant entre les bases d’ADN. Par
ajout d’'un composé capable de complexer 'ADN, le bromure d’éthidium va étre déplacé. Ceci
est possible dans le cas ou la constante d’association de I'EtBr pour la cible est plus faible que
celle de la nouvelle molécule.” L’émission de fluorescence de I'EtBr est fortement réduite
lorsqu’il est en solution (Schéma 3). La fluorescence émise par le complexe va alors diminuer.
Une émission basse de fluorescence correspond alors a la complexation de I'acide nucléique

alors qu’une valeur élevée indique I'absence de complexe.®®
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Schéma 3. Test de déplacement de bromure d’éthidium (EtBr)

Ce test présente cependant quelques limites. L’interprétation des mesures de fluorescence
peut étre faussée par la présence de faux positifs et de faux négatifs. Un faux positif peut étre
rencontré dans le cas de l'utilisation d’'un autre intercalant. La fluorescence du milieu est
diminuée sans la moindre formation d’'un complexe. D’autre part, I'émission de fluorescence
peut rester élevée malgré une reconnaissance de ’ADN dans le cas ou I'agent complexant n’a
pas déstructuré l'oligonucléotide. On parle alors de faux négatif. Malgré ces limitations
nécessitant a I'expérimentateur de rester vigilant, ce test présente une grande efficacité pour

déterminer la formation de complexe d’ADN. Il sera donc utilisé pour I'étude des composés.

a. Sur cluster préformé

Dans un premier temps, la complexation de 'ADN de thymus de veau par des systemes
multivalents est étudiée sur les clusters préformés. Pour cela, 'ADN est ajouté a une solution
de bromure d’éthidium (42 uM) dans un milieu tamponné par 100 mM d’acétate de sodium a
pH 5,0, 9,4 mM en NaCl et en présence de 10 uM d’EDTA. L’'EDTA permet de chélater les
éventuelles métaux et ainsi inhiber I'activité des DNases qui ne sont actives qu’en présence
d’ions métalliques. Le systéeme multivalent cRAFT(Hyd). est ensuite additionné au milieu pour
atteindre une concentration finale de 1 mM en plate-forme comme défini précédemment. La
complexation avec I'acide nucléique est étudiée sur le systeme cationique cRAFT(L-Arg)s et
les briques formant le composé multivalent : I'hydrazide L-ArgHyd et la plate-forme peptidique
cRAFT(ALD).. Alors que I'émission relative de fluorescence reste élevée lors des essais avec
la plate-forme et les hydrazides (Tableau 1, Entrées 1, 2 et 3), une complexation de '’ADN est
observée pour le peptide cationique aprés 1 & 2 heures. De méme que pour les ligands
monovalents et le peptide non fonctionnalisé, I'émission de fluorescence reste inchangée pour
le cluster neutre cRAFT(Ac). (Tableau 1, Entrée 4)). Ces résultats indiquent donc I'importance

de la multivalence du cluster pour une complexation efficace de 'ADN. Les tests sur cRAFT(L-
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Arg)as sont effectués a un ratio N/P = 80 soit 80 charges positives (10 clusters cationiques
CRAFT(L-Arg).) par phosphodiester du squelette nucléique. Il est supposé dans le cas de ce
systeme a pH 5,0 que quatre charges proviennent des ammoniums en position a des acides
aminés modifiés. Les quatre autres charges positives sont présentes sur les groupements
guanidiniums. Dans un deuxiéme temps, la quantité en ADN est augmentée par rapport au
nombre de charges positives et les manipulations sont réalisées a N/P = 2. La salinité du milieu
est également augmentée pour atteindre la concentration physiologique (150 mM en NacCl)
dans le cas du composé actif. Quelles que soit les conditions testées, a N/P = 80 (Tableau 1,
Entrée 5), ou N/P = 2 a faible ou forte salinité (Tableau 1, Entrées 6 et 7), la complexation de

I'acide nucléique par le systéme cationique reste maximale.

Tableau 1. Evaluation de la complexation de I'ADN de thymus de veau avec les hydrazides, la plate-forme
CRAFT(ALD)4 et les systémes multivalents préformés dans différents milieux

Entrée Composé N/Plal [NaCl] (mM) IEIT (i)izis:e(rjlie (%)
1 CRAFT(ALD)4 n.a.ll 9,4 98,0

2 AcHyd n.a.ld 9,4 96,8

3 L-ArgHyd 2401 9,4 87,9

4 cRAFT(AC)4 n.a.ld 9,4 94,2

5 cRAFT(L-Arg)s 80cl 9,4 0,0

6 CRAFT(L-Arg)a pl 9,4 3,9

7 CcRAFT(L-Arg)s 2lc] 150 0,0

[a] N/P représente le ratio de charges positives (N) par phosphodiester (P); en considérant
gue L-ArgHyd et cRAFT(L-Arg)4 portent, respectivement, 3 et 8 charges. [b] Mesuré apres
2 h. [c] Expériences réalisées a 1 mM en composeés. [d] Expériences réalisées a 8 mM en
COMpOSsEs.

Cette étude a permis de montrer I'importance de la multivalence pour la complexation d’ADN
double brins. Les différentes expériences ont clairement montré I'effet de multivalence. Les
composés monovalents sont inefficaces pour déplacer le bromure d’éthidium méme en
présence d’'un ratio en charges positives jusqu’a 120 fois supérieur a celui nécessaire au
cluster cRAFT(L-Arg)s. La nature du ligand est également importante alors que le systéme
neutre cRAFT(Ac)s ne complexe pas l'oligonucléotide malgré sa multivalence. La suite du
travail va reposer sur I'évaluation de la capacité de formation du complexe multivalent en
préparant de nouvelles liaisons click acylhydrazones par auto-assemblage au sein méme du

milieu agueux et en présence de la cible.
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b. Par auto-assemblage du complexe

La complexation de I'acide nucléique est a présent testée en additionnant successivement au
milieu tamponné, 'EtBr, 'ADN, les 8 équivalents d’hydrazide et enfin la plate-forme peptidique.
La complexation est alors suivie au cours du temps pour observer I'évolution de I'émission de
fluorescence. La Figure 33 permet de déduire la formation de cRAFT(L-Arg)s et la
complexation de 'ADN dés lors que le systéme multivalent est généré. Son homologue neutre,
CRAFT(Ac)4, pour sa part, indique un taux de fluorescence proche des 100%. Ces résultats
permettent de conclure sur 'absence de complexation alors que I'on sait grace au suivi HPLC

réalisé précédemment que ce systeme est formé dans ces conditions.
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Figure 33. Préparation des systemes multivalents cRAFT(L-Arg)s et cRAFT(Ac)4 et I'évolution de I'émission de
fluorescence
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Ces résultats permettent de confirmer que les systémes tétravalents cationiques, préparés en
présence de la cible, complexent efficacement 'ADN de thymus de veau. En outre, il est
possible de déduire de ces suivis par spectrométrie de fluorescence que les liaisons
acylhydrazones multiples peuvent étre générées in situ. Ainsi, la complexation de

I'oligonucléotide est la conséquence de 'auto-assemblage du cluster multivalent.

L’importance de la multivalence et notamment de la tétravalence du systéme généré pour la
complexation de ’ADN est étudiée plus en détail. Pour cela, 0, 1, 2, 3, 4 éq d’hydrazides sont
ajoutés a la plate-forme cRAFT(ALD)4 pour préparer des clusters de valence réduite (n<4) et
comparer ces systemes avec le cluster formé avec 8 éq d’hydrazides. Grace aux analyses
HPLC et MALDI-ToF, la formation de systemes cRAFT(L-Arg), et cRAFT(Ac). de valence
réduite peut étre suivie (Figure 34).
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Figure 34. Chromatogrammes HPLC (Méthode B) des systemes cRAFT(Ac)n auto-assemblés a diverses
stoechiométries mesurés apres 13 jours. Produits : cRAFT(ALD)4 ( O) calculée pour [M+Na]*: 1209,28, mesurée

[M+Na]*: 1209,56, cRAFT(Ac)1 ( ‘) calculée pour [M+Na]*: 1265,60, mesurée [M+Na]*: 1265,58, cRAFT(Ac):2 (
) calculée pour [M+Na]*: 1321,64, mesurée [M+Na]*: 1321,62, cRAFT(Ac)s ( 2) calculée pour [M+Na]*:

1377,67, mesurée [M+Na]*: 1377,66, cRAFT(AcC)4 (*) calculée pour [M+Na]*: 1433,71, mesurée [M+Na]*":
1433,68, calculée pour [M+K]*: 1449,71, mesurée [M+K]*: 1449,66

L’auto-assemblage du cluster et la complexation in situ de I’'ADN indique que seulement 3 éq
d’hydrazides L-ArgHyd permettent d’atteindre une émission de fluorescence réduite dans des
conditions de faible salinité (9,4 mM en NaCl) (Figure 35). Cependant, en augmentant la
concentration en sel du milieu (150 mM en NacCl), la complexation n’est maximum qu’aprés
'ajout de plus de 4 éq de L-ArgHyd (Figure 35). Ces résultats permettent de déduire de
limportance de la multivalence. Les systéemes cationiques cRAFT(L-Arg), complexent de
maniére plus efficace les acides nucléiques avec 'augmentation de leur valence. Ainsi le
cluster cRAFT(L-Arg)4 est le systéeme capable de complexer le plus efficacement 'ADN en

présence de 150 mM de NaCl.
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Figure 35. Complexation d’ADN in situ par auto-assemblage du peptide cRAFT(ALD)4 avec différentes quantités
(1-8 éq) de L-ArgHyd : A) a faible salinité (9,4 mM NaCl) et B) a forte salinité (150 mM NacCl)

Dans le but de confirmer les résultats obtenus grace a cette méthode d’analyse de la
complexation d’ADN et pour approfondir la connaissance du systéme, des études
complémentaires ont été réalisées, basées sur d’autres types de techniques. Parmi elles

I'électrophorése sur gel est envisagée pour déterminer la valeur du ratio N/P permettant la
complexation.

3. Etude par électrophorese sur gel

L’électrophorése sur gel est une méthode de comparaison quantitative des clusters permettant
la titration. Ainsi le ratio N/P pour lequel le complexe est généré peut étre déduit. L'importance
de la multivalence pour la complexation d’ADN est étudiée par la migration sur gel d’agarose
du plasmide en présence de I'hydrazide L-ArgHyd et du cluster cRAFT(L-Arg)s. Cet

oligonucléotide cyclique est un vecteur d’expression de 5700 bases (Figure 36).
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Figure 36. Carte du plasmide pET-15b!6%
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La migration est réalisée a pH 8,0 dans un milieu tamponné. Le complexe formé va étre de
taille plus importante que le plasmide et sa migration sera ainsi ralentie. L’hydrazide L-ArgHyd
ne ralentit pas la migration du plasmide jusqu’a un ratio N/P = 500 alors que le systeme
multivalent indique une complexation a partir d’'un ratio N/P de 10 (Figure 37). Les données
relevées dans la littérature montrent I'efficacité de complexation de notre composé multivalent,

avec une valence somme toute limitée, de quatre ligands.[37-38:55¢.5

A) cRAFT(L-Arg), B) L-ArgHyd
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Figure 37. Etude de la complexation d’acide nucléique par électrophorése sur gel a différent ratio de N/P par : A)
CRAFT(L-Arg)s, B) L-ArgHyd

Les gels ont permis de confirmer I'importance de la multivalence. Cette technique a offert la
possibilité de démontrer cet effet multivalent d’'un point de vue quantitatif aprés les résultats
qualitatifs du test de déplacement du bromure d’éthidium. Afin de comprendre encore mieux
ce systéme et de caractériser le mode de reconnaissance, une étude thermodynamique est
réalisée. La titration calorimétrique isotherme est effectuée pour accéder aux parameétres

thermodynamiques de reconnaissance.

4. Etude par Titration Calorimétrique Isotherme

La technique de titration calorimétrique isotherme (ITC) est utilisée pour étudier l'interaction
entre deux molécules. Elle permet de conduire aux valeurs d’entropie AS, d’enthalpie AH mais
également de déterminer la constante d’association Ka d’'un complexe par mesure de la
puissance a fournir par le calorimétre pour maintenir le réacteur isotherme.® La chaleur
associée a l'interaction peut ainsi étre déterminée permettant d’en déduire si la réaction est
endo- ou exothermique. L’ITC offre la possibilité d’étudier tous les types d’interactions créées
par les biomolécules sans modification chimique des molécules. Ainsi, la complexation du
systeme cRAFT(L-Arg). avec 'ADN de thymus de veau est confirmée a faible salinité et pH
7,2 (Figure 38A). La titration montre que la complexation est favorisée par des ligations
exothermiques (AH = -4,3+0,13 kcal.mol) et un gain entropique (TAS = 3,4+0,06 kcal.mol?)

pouvant étre d0 a la dessolvatation de I'acide nucléique. L’intégration des valeurs mesurées
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indique une constante de couplage de 4,4x10° M pour l'interaction. Enfin, le nombre de sites
N impliqués dans l'interaction est déterminé a 0,5, suggérant I'implication d’une plate-forme
fonctionnalisée cRAFT(L-Arg)s pour deux paires de bases d’ADN. La force d’interaction
mesurée par ITC dans un milieu a 150 mM de NaCl est plus faible avec une constante de
couplage de 1,4x10% M pour 'ADN double brin (Figure 38B).
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Figure 38. Etude de la complexation de I'ADN par Titration Calorimétrique Isotherme par le systtme cRAFT(L-
Arg)aapH 7,2: A) 9,4 mM de NaCl, B) 150 mM de NaCl. Les courbes isothermes du haut sont les valeurs brutes
et celles du bas sont obtenues aprés intégration des signaux individuels de flux de chaleur appliqués pour maintenir
la température de la cellule calorimétrique

Ces résultats montrent I'importance du taux de NaCl présent dans le milieu pour l'interaction

électrostatique dans la complexation de 'ADN.

5. Etude par Microscopie Electronique a Transmission

Les différentes techniques présentées précédemment ont permis de conclure sur la capacité
de complexation de 'ADN par des systémes pré-organisés. Ces clusters étant fonctionnalisés
de maniére multivalente par des ligands cationiques protonnés. Cependant, ces méthodes ne
permettent pas I'observation des complexes. Pour tenter d’illustrer et de comprendre comment
s’organisent les biomolécules d’ADN en présence de clusters cationiques, des images de
contraste du complexe, générées par de la microscopie électronique a transmission sont
envisagées. Ainsi, le plasmide pET 15b seul, la plate-forme peptidique cRAFT(L-Arg). seule
et le ligand L-ArgHyd en présence de plasmide sont successivement soumis au flux
d’électrons (Figure 39). La complexation du composé cationique avec le plasmide est réalisée
a des ratios N/P = 20 et 80. Les images obtenues montrent des systémes de sections

comprises entre 10 et 30 nm alors que la plate-forme peptidique seule mesure environ 1 nm
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(limite de résolution de la technique). Les systémes ne sont cependant pas homogénes et des

variations d’organisation du complexe sont observées au sein d’'un méme échantillon.

Figure 39. Photographies issues de I'analyse par microscopie électronique a transmission de : A) Plasmide, B) L-
ArgHyd+plasmide, C) cRAFT(L-Arg)4, D) cRAFT(L-Arg)st+plasmide N/P = 20, E) et F) cRAFT(L-Arg)s+plasmide
N/P =80

Les tests préliminaires effectués grace a cette méthode ont permis d’observer des agrégats
pouvant correspondre a des complexes d’ADN. Un contrdle négatif supplémentaire mettant
en présence la plate-forme cRAFT(Ac)s avec le plasmide doit cependant étre réalisé pour
appuyer cette proposition. Cette méthode microscopique permettrait alors d’observer la
formation d’agrégats en plagant des clusters cationiques multivalents en présence

d’oligonucléotides.

D. Etude d’'une bibliothéque combinatoire dynamique

L’effet template de 'ADN va étre évalué sur les échanges entre les ligands monovalents
AcHyd neutre et L-ArgHyd cationique via les liaisons acylhydrazones dynamiques (Figure
40). L’auto-assemblage du cluster en présence de la cible et les ligations dynamiques vont
permettre la formation du systéme le plus favorable a la complexation avec 'ADN.

H (o] H o)
N

RN \lorRz + RSJLH,NHz P — R1/\\N'N1.]'R3 + Rz)Ln,NH2

Figure 40. Réaction d’échanges de ligations acylhydrazones

1. HPLC

L’adaptabilité potentielle, offerte par la dynamique de la liaison acylhydrazone, est utilisée
dans ce cas pour étudier la préparation d’une bibliotheque en présence de la plate-forme
CRAFT(ALD). et des deux résidus hydrazides AcHyd et L-ArgHyd. Ainsi, 8 équivalents de

chaque hydrazide sont placés dans le milieu aqueux puis le décapeptide est additionné a la
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solution tamponnée. Aprés 14 jours, le mélange réactionnel est analysé par HPLC. Le
chromatogramme obtenu montre la présence de plusieurs produits issus de la ligation
réversible. La constitution de la bibliothéque est biaisée vers la formation du composé
multivalent neutre cRAFT(Ac). (Figure 41).
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Figure 41. Suivi HPLC de la bibliotheque dynamique (Méthode D)

La liaison acylhydrazone ayant été sélectionnée entre autre dans ce projet pour sa dynamique,
il a été envisagé d’étudier en paralléle, 'échange des systémes multivalents cRAFT(L-Arg)4
et cRAFT(Ac). avec les monomeéres hydrazides AcHyd et L-ArgHyd respectivement. La
réversibilité offerte par cette liaison permet d’obtenir des systemes possédant un caractére
adaptable intéressant. Les analyses HPLC du suivi des échanges montrent un équilibre atteint
aprés 6 a 12 jours. Lors de 'addition des 8 éq d’AcHyd au systéme cRAFT(L-Arg)s a pH 5,0,
la formation du composé neutre cRAFT(Ac). est observée aprées 5 jours de réaction (Figure
42). La proportion en cluster cRAFT(L-Arg)s est en parallele diminuée. Lors de la réaction
d’échange entre le composé neutre cRAFT(Ac)s et le résidu guanidinium monovalent L-
ArgHyd, I'analyse apres 12 jours montre qu’on observe toujours le réactif multivalent initial a
un temps de rétention de 5,3 min. L’équilibre atteint aprés ces deux semaines permet de
conclure sur 'absence du systéme cRAFT(L-Arg)s dans la composition du milieu (Figure 43).
Les résultats des échanges indiquent comme dans le cas des expériences précédentes que
la constitution des systémes dynamiques est biaisée vers la formation du composé multivalent
neutre cRAFT(Ac)s. Ces réactions d’échanges confirment que la bibliotheque est sous

contréle thermodynamique.
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Figure 43. Suivi HPLC de I'échange cRAFT(Ac)s+ avec L-ArgHyd (Méthode D)
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La cinétique d’échange étant relativement lente, une méthode permettant d’accélérer la
vitesse d’échange est recherchée.’Y Pour cela, ces dernieres années plusieurs groupes ont
travaillé sur la catalyse nucléophile, dans le but d’améliorer la cinétique de formation des
liaisons oximes et acylhydrazones et ainsi réduire les temps de réaction. Des catalyseurs ont
été développés permettant de réaliser ces liaisons click dans des temps réduits. Parmi eux, le
plus facile d’accés et le moins onéreux est I'aniline.®*¢2] Cet hétérocycle améliore la cinétique
des réactions a une concentration de 100 mM dans le milieu, en formant une liaison imine peu
stabilisée en milieu aqueux (Figure 44). Afin d’étudier I'effet sur nos systéemes, des réactions
de compétition incluant AcHyd, L-ArgHyd et la plate-forme cRAFT(ALD), sont alors testées
dans des milieux catalysés a pH 5,0 et 7,2 et en présence de NaCl a faible concentration (9,4
mM). Le suivi HPLC montre apres une journée que la proportion en composé tétravalent neutre
est plus importante dans le cas du systéme catalysé a pH 5,0 (Figure 45). A pH 7,2, l'aniline
déplace également I'équilibre vers la formation d’intermédiaires neutres aprés 24h mais n’a
pas atteint d’équilibre thermodynamique aprés plusieurs semaines de réaction en I'absence
de catalyseur (Figure 46). L'influence du catalyseur sur la vitesse d’équilibration du systéme

reste mineure a pH 5,0 mais représente un grand intérét pour les réactions a pH 7,2.
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Figure 44. Mécanisme réactionnel d’'une réaction de formation d’hydrazone catalysée par I'aniline
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Figure 45. Comparaison aprés une journée de réaction des bibliothéques dynamiques a pH 5,0 en présence ou
non d’aniline comme catalyseur nucléophile (Méthode D)
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Figure 46. Comparaison apres une journée de couplage a pH 7,2 des bibliotheques dynamiques en présence ou
non d’aniline comme catalyseur nucléophile (Méthode D)

L’utilisation de 'aniline est a nouveau testée pour les échanges dans des milieux catalysés a
pH 5,0 et 7,2 et en présence de NaCl a faible (9,4 mM) ou forte concentration (150 mM). Le
suivi HPLC de I'addition de 8 éq de AcHyd au milieu cRAFT(L-Arg)s montre une augmentation
de la vitesse d’échange entre les résidus hydrazides lors du suivi cinétique a pH 5,0 (Figure
47). A pH 7,2, 'analyse HPLC réalisée aprés 21 jours montre une proportion légérement plus
grande d’intermédiaire neutre. L’équilibre n’est pas atteint en l'absence du catalyseur

nucléophile (Figure 48). De la méme maniere que pour les réactions de compétition, la
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présence du catalyseur influence peu la vitesse d’échange des ligations a pH 5,0. ApH 7,2, le

réle de 'aniline est moins visible que dans le cas des réactions de compétition.
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Figure 47. Suivi cinétique par HPLC de I'échange hydrazone (cCRAFT(L-Arg)s)-hydrazide (AcHyd) en présence ou
non d’aniline comme catalyseur nucléophile a pH 5,0 (Méthode D)
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Figure 48. Evaluation de I'effet de la catalyse sur I'échange hydrazone (cRAFT(L-Arg)s)-hydrazide (AcHyd) par
HPLC a pH 7,2 en présence ou non d’aniline comme catalyseur nucléophile aprés 3 semaines (Méthode D)

Un profil de résultats similaires est observé dans le cas de I'échange par addition de 8 éq de

L-ArgHyd au milieu cRAFT(Ac)s a pH 5,0 lors du suivi cinétique et a pH 7,2 aprés 21 jours.
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Ces tests ont permis de montrer I'intérét d’'une catalyse nucléophile, en particulier dans le cas
des expériences réalisées a pH 7,2. L’équilibre thermodynamique atteint dans le cas des
manipulations d’échanges montre cependant qu’a pH 5,0, le réle d’'une catalyse avec I'aniline
est peu visible. Ainsi, ces expériences d’échanges de résidus hydrazides sont ensuite étudiées
en présence d’ADN par déplacement de bromure d’éthidium a pH 5,0. L’objectif est de tester

les possibilités de complexation et de relargage de ’ADN par ces systémes dynamiques.

2. Etude par test de déplacement de Bromure d’éthidium

La formation de cluster a partir d’'une bibliothéque de ligands est étudiée en présence de 'ADN.
Le but est d’observer si la réaction peut étre dirigée par I'acide nucléique et conduire & un
autre systéme. Ainsi 'EtBr et 'ADN sont placés en solution puis les deux hydrazides en
guantités équimolaires (8 éq) sont ajoutés au milieu tamponné a pH 5,0 et faible salinité (9,4
mM). La plate-forme peptidique est ensuite additionnée pour atteindre un ratio N/P de 80.
L’émission de fluorescence est suivie dans le temps. Aucune évolution du signal n’est
observée et le systeme analysé ne permet pas de distinguer de complexation pour 'ADN cible
(Figure 49). Aprés avoir effectué I'expérience a un ratio N/P de 2, une diminution du signal de
fluorescence est mesurée aprés quelques heures d’analyse (Figure 49). Cette émission de
fluorescence basse indique la formation d’'un systeme capable de complexer efficacement
'ADN de thymus de veau.
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Figure 49. Compétition pour la complexation de 'ADN par I'addition de la plate-forme cRAFT(ALD)s4 au mélange
d’EtBr et d’ADN de thymus de veau avec 8éq d’AcHyd et de L-ArgHyd a N/P = 80 (A) et N/P = 2 (m)

Alors que le suivi HPLC de I'expérience impliquant la plate-forme et les deux ligands avait
permis de montrer un déplacement de I'équilibre vers la formation du systéme neutre
CRAFT(Ac)4, les résultats des tests de déplacement d’EtBr semblent tendre vers la présence
de clusters cationiques. La diminution du taux d’émission de fluorescence est interprétée
comme étant due au role de template que 'ADN joue pour favoriser la formation du meilleur
complexant. Ainsi l'oligonucléotide déplace I'équilibre de la bibliothéque dynamique en
assistant la génération du cluster cRAFT(L-ArQ).. Le fait de diminuer le ratio N/P favorise cet
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effet template de l'acide nucléique en impliquant la majeure partie des composants du
systeme. L’ADN induit ainsi une sélection parmi les ligands constituants la bibliothéque (Figure
50 et Figure 52).
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Figure 50. Formation d’'un complexe d’ADN par sélection entre AcHyd et L-ArgHyd pour générer des clusters
multivalents avec la plate-forme cRAFT(ALD)4

Dans le cas des essais d’échange, le test de déplacement de bromure d’éthidium est répété
dans les mémes conditions que la préparation des échantillons pour le suivi HPLC. Les deux
ligands sont additionnés a la plate-forme puis apres une nuit, ’ADN et I'EtBr sont ajoutés au
systeme pour atteindre un ratio N/P de 2. Une diminution du signal de fluorescence est
mesurée apreés quelques heures d’analyse (Figure 51 et Figure 52). Cette réduction du taux
de fluorescence indique la formation d’'un systéme actif pour la complexation de 'ADN de
thymus de veau. L’hypothése d’interprétation des résultats par un réle template de I'acide
nucléique est confirmée dans cette expérience. La dynamique des liaisons formant le cluster

a permis au systéme d’acquérir des propriétés d’adaptation.
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Figure 51. Formation d’'un complexe d’ADN par adaptation entre AcHyd et L-ArgHyd pour générer des clusters
multivalents avec la plate-forme cRAFT(ALD)4
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Figure 52. Suivi in situ de la complexation de I’ADN par adaptation ( ¥) ou sélection (e) de la bibliotheque

Ces expériences ont permis de montrer I'implication de 'ADN dans la nature des composés
préparés a partir d’'une bibliothéque de deux hydrazides AcHyd et L-ArgHyd. Le cluster neutre
cRAFT(Ac)4, majoritaire lors du suivi des milieux par HPLC, est déstabilisé par la présence de

I'acide nucléique. L'oligonucléotide déplace I'équilibre vers la formation du systéme cationique
CRAFT(L-ArQ)a.

La suite du travail a porté sur les tests d’échanges d’hydrazides sur un cluster préformé. A
faible salinité, le systeme multivalent cRAFT(Ac), a été mis en présence de 8 éq de L-ArgHyd.
Le test de déplacement d’'EtBr permet d’observer une diminution de I'émission de fluorescence
a un ratio N/P = 2, caractéristique de la complexation d’ADN. Ces résultats permettent de
déduire qu’'un composé actif pour la reconnaissance d’ADN a été généré. Les propriétés
dynamiques du systéme sont indispensables pour réaliser ce type de réaction (Figure 53). Une
expérience similaire est réalisée dans un milieu a forte salinité (150 mM de NaCl) mais
I'émission de fluorescence reste élevée (Figure 53). Enfin, aucun changement n’est visible
dans le cas de I'addition de 8 éq d’AcHyd sur le systéme cRAFT(L-Arg)s dans les conditions
favorables a I'échange (pH 5,0 et faible salinité) (Figure 53).

100
80
60~:~\*—L L -2

40

201

Emission de Fluorescence (%)
.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temps (heures)

Figure 53. Complexation de I'ADN par génération in situ de systemes multivalents soumis a des échanges de
résidus hydrazides, avec I'addition de L-ArgHyd au systéme cRAFT(Ac)s a 9,4 mM de NaCl (A), a 150 mM de
NaCl (e), et addition de AcHyd au composé cRAFT(L-Arg)s (m)
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Les expériences d’échanges d’hydrazide sur les clusters préformés ont confirmé l'influence de
'ADN sur la nature des systémes. Ainsi, '’émission de fluorescence reste inchangée dans le
cas de I'échange des ligands du cluster cationique cRAFT(L-Arg)s avec AcHyd puisque le
systeme initial est déja stabilisé par I'oligonucléotide. Lors de I'étude de la substitution des
ligands neutres du composé cRAFT(Ac). par L-ArgHyd, la salinité du milieu influence les
réactions d’échanges. Ainsi TADN étant complexé avec une constante d’association plus
grande a 9,4 mM en NaCl, I'échange est favorisé pour la formation du cluster cRAFT(L-Arg)s

alors qu’a 150 mM en sel, I'émission de fluorescence reste quasi maximale.

L’ensemble de ces résultats indiquent que I'ADN joue le rble de template pour générer le
systéme capable de complexer le plus efficacement I'oligonucléotide et incorporant le ligand
L-ArgHyd (Schéma 4). Un mécanisme peut étre envisage pour tenter d’expliquer cet effet de
guide joué par 'ADN. La formation spontanée de clusters de faible valence peut induire une
complexation avec la biomolécule. L’ADN peut alors tendre a guider la poursuite de la
génération du cluster tétravalent cationique. L’utilisation de la catalyse nucléophile (décrite

plus tét) pourrait étre envisagée dans de prochains travaux afin d’accélérer les cinétiques

d’échanges.
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Schéma 4. Effet template de I'ADN favorisant la formation du systéme multivalent actif cRAFT(L-Arg)a

E. Etude cinétique de formation des clusters

Un suivi cinétique de la formation des liaisons acylhydrazones pour la préparation des deux

systemes multivalents cRAFT(Ac)s et cRAFT(L-Arg)s est réalisé par spectroscopie
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UV/Visible. Cette technique est envisagée du fait de I'existence d’'une bande spécifique
d’absorbance des liaisons hydrazones autour de 250 nm. Par le biais de ce suivi cinétique, la
vitesse apparente de formation des liaisons acylhydrazone est observée. L'étude de I'auto-
assemblage de ces composés a partir de la plate-forme peptidigue cRAFT(ALD), montre que
la présence de I'ADN de thymus de veau n'affecte pas la vitesse de ligation de AcHyd. Lors
de I'étude de la ligation des résidus L-ArgHyd, au contraire, la vitesse initiale est doublée en
présence de l'acide nucléique dans le milieu (Figure 54). Ces résultats mettent ainsi une
nouvelle fois en évidence l'effet template de la biomolécule pour favoriser la formation du

systéme cationique multivalent actif.
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Figure 54. A) Spectres d’absorbance UV de la plate-forme cRAFT(ALD)4, des ligands, AcHyd et L-ArgHyd et du
cluster hydrazone cRAFT(Ac)s et B) RAFT(ALD)s et AcHyd avec (V) ou sans ADN (e); ligation entre
CRAFT(ALD)4 et L-ArgHyd avec (A) ou sans ADN (+)

F. Modulation de la reconnaissance d’ADN par échange des ligands
1. HPLC

Outre des échanges possibles avec d’autres résidus hydrazides, les liaisons acylhydrazones
peuvent étre converties en oxime par substitution d’un résidu hydrazide par un composé

oxyamine (Figure 55). L'oxime est beaucoup plus stable que I'acylhydrazone (Chapitre 1).
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Figure 55. Réaction d'échange entre le composé cRAFT(L-Arg)s par addition de méthoxyamine au milieu
tamponné pour former le systéeme tétra-oxime cRAFT(Ox)s
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Les analyses HPLC montrent qu’en additionnant 8 ég de méthoxyamine (MeONH;) a une
solution de cRAFT(L-Arg)s a pH 5,0, une conversion compléte pour former le composé
tétravalent cRAFT(Ox)s est observée (Figure 56). Apres 8 jours, le composé neutre tétra-
oxime est majoritaire dans le milieu tamponné. Le systéme oxime multivalent ainsi créé est

identifié par spectrométrie de masse MALDI-ToF.
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Figure 56. Suivi HPLC (Méthode A) de I'’échange hydrazone-oxime par addition de 8 égq de méthoxyamine a pH 5,0

Le méme suivi est effectué sur une expérience réalisée a pH 7,2. L’objectif est d’évaluer les
réactions d’échange a pH physiologique. Les chromatogrammes HPLC indiquent un fort
ralentissement de la cinétique d'échange pour former le composé neutre cRAFT(Ox)4, 20 jours
apres l'ajout de la méthoxyamine (Figure 57). Ainsi, aprés 8 jours de réaction d'échange a pH
7,2, la bibliothéque a atteint un équilibre thermodynamique ou le composé tétra-oxime est tres
minoritaire a un temps de rétention de 3,2 minutes. Les autres constituants du mélange sont
des intermédiaires formés d'un plus ou moins grand nombre de liaisons oximes nouvellement
créées et de liaisons acylhydrazones résiduelles. L'échange n'étant pas total & pH 7,2, il
semble intéressant d'étudier la capacité de relargage de I'ADN par ce systeme via des
expériences de déplacement d’EtBr. Si tel est le cas, il sera possible de conclure que

'omniprésence du cluster tétra-oxime neutre n’est pas indispensable dans ces conditions.
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Figure 57. Suivi HPLC (Méthode A) de I'échange hydrazone-oxime par addition de 8 égq de méthoxyamine a pH 7,2

~

En paralléele, I'échange de résidus est étudié a pH 5,0 en travaillant a différentes
stoechiométries en méthoxyamine. Cette analyse permet d'estimer combien d'équivalents de
méthoxyamine sont nécessaires a |'échange complet des liaisons acylhydrazones pour
générer le composé tétra-oxime cRAFT(Ox)4. Ainsi, les chromatogrammes permettent de
déduire que plus de 4 équivalents sont indispensables a un échange complet des liaisons
(Figure 58).
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Figure 58. Etude de la stoechiométrie en résidu oxyamine nécessaire a I'échange des liaisons acylhydrazones du
composé cRAFT(L-Arg)as pour former cRAFT(Ox)4 (Méthode B)

La modulation de complexation de 'ADN de thymus de veau par échange des ligands est
alors, dans un premier temps, réalisée par l'ajout de 8 éq de MeONH. pour générer le
complexe tétravalent neutre cRAFT(Ox).. Cette étude est suivie par déplacement du bromure
d’éthidium.

2. Etude par test de déplacement de bromure d'éthidium

Le relargage de I'ADN par l'ajout d’'un ligand oxyamine neutre au systéme cationique
CcRAFT(L-Arg). est étudié en suivant I'évolution du signal de fluorescence. La Figure 59
montre dans une premiére phase la diminution de I'émission de fluorescence correspondant a
la complexation in situ de I'ADN par le systéme cationique cRAFT(L-Arg)s a pH 5,0 et pH 7,2.
Apres 42 heures, 8 €éq de méthoxyamine sont additionnés au milieu et un signal élevé de
fluorescence est a nouveau observeé. Cette évolution du taux de fluorescence s'avere étre pH-
dépendante et la recouvrance du signal est plus rapide a pH 5,0 qu'a pH 7,2. La différence
relevée ici est en accord avec les variations pH-dépendantes constatées dans le suivi HPLC
de la conversion hydrazone-oxime. En diminuant la valence en ligands positifs, I'affinité pour

I’ADN est elle aussi réduite.
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Figure 59. Relargage de I'ADN par échange de ligands hydrazone-oxime a pH 5,0 (m) et pH 7,2 (A)

En générant le systeme tétra-oxime neutre cRAFT(Ox)4, I'ADN est décomplexé et le bromure
d’éthidium reprend sa place entre les bases nucléiques. L'intercalant émet ainsi a nouveau de
la fluorescence a 590 nm. La dissociation de la plate-forme multivalente cRAFT(L-Arg)s pour

donner des ligands monovalents L-ArgHyd explique la décomplexation de la biomolécule
(Schéma 5).

N o \
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Schéma 5. Principe du relargage de I'ADN de thymus de veau par modulation de la nature du complexant

L’étude stcechiométrique du relargage de I'ADN est alors réalisée dans le but d’évaluer I'effet
de la multivalence. Ainsi, 1, 2, 3, 4 et 8 équivalents de méthoxyamine ont été additionnés au
systeme cationique cRAFT(L-Arg). puis I'’émission de fluorescence a été suivie dans le temps
a pH 5,0. Les taux d’émission relevés indiquent la nécessité d’ajouter plus de 4 éq de ligand
neutre pour permettre de retrouver 100% de fluorescence. Ces résultats concordent avec les
observations faites lors du suivi HPLC. lls semblent appuyer 'hypothése de la nécessité d’'une
conversion compléte du cluster cationique vers la formation du composé cRAFT(Ox)4 pour un
relargage total de I'acide nucléique. Cette conclusion n’explique cependant pas le relargage

de 'ADN dans le milieu a pH physiologique (pH 7,2) sans l'obtention de 100% du cluster
neutre.
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Figure 60. Etude du relargage de I'ADN par échange de ligands hydrazones-oxyamines a différentes
stoechiométries, avec 1, 2, 3, 4 et 8 éq en méthoxyamine

A ce jour, les seules études de relargage contrdlé d'ADN rapportées dans la littérature utilisent
des vecteurs dégradables en réponse a un stimulus comme la variation du pH,™°I une

réduction du potentiel®#64 gu encore la lumiere.55

I1l. Conclusion

Dans ce chapitre, une nouvelle approche basée sur la chimie combinatoire dynamique a été
rapportée. L'objectif a été de développer des systemes multivalents dynamiques construits
autour de liaisons acylhydrazones et capables de complexer 'ADN. Il a été démontré que cette
complexation est permise par la multivalence via la formation de multiples interactions non-
covalentes. L'effet template de la cible nucléique a été mis en évidence. La présence d’ADN
induit une sélection du ligand et provoque I'adaptation du systéme dynamique pour créer le
meilleur complexant.!® Cette approche d’auto-assemblage en présence de la cible pourrait
étre utilisée pour le développement de ligands spécifiques a un acide nucléique. Outre l'intérét
d’auto-assemblage de clusters, la liaison acylhydrazone a également permis d’apporter au
systéme la possibilité de relarguer 'ADN par addition d’'un oxyamine neutre. Cette derniére
propriété pourrait ouvrir des possibilités pour le développement de systemes répondant a des
stimuli chimiques utiles dans la thérapie génique notamment. Ce domaine nécessite en effet
des composés capables de complexer 'ADN pour permettre sa transfection, puis de

décomplexer I'acide nucléique une fois la paroi cellulaire traversée.
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I. Systémes multivalents cationiques comme vecteur d’acides nucléiques
A. Challenge de la vectorisation

La vectorisation repose sur trois étapes bien distinctes :
¢ Lareconnaissance de I'oligonucléotide
e Le passage de la membrane cellulaire

e Le relargage de I'acide nucléique

La reconnaissance des oligonucléotides est régie, du moins en partie, par la nature des ligands
fonctionnalisant les plateformes (Chapitre 2). Des études pour la transfection de 'ADN et de
petits ARN sont indispensables pour permettre la vectorisation des systéemes. Ces
oligonucléotides sont impliqués dans des réles d’ADN antisens et de siARN.Y Ces acides
nucléiques, en se complexant avec un ARNm, blogue la traduction dans la protéine
correspondante. On parle de silencage de genes.? La construction de systemes multivalents
a été mise en ceuvre pour permettre cette vectorisation. Cet oligonucléotide est une cible
thérapeutique d’intérét puisqu’en se liant aux ARN messagers, ils inhibent I'expression
génique. Les siARN sont des oligonucléotides doubles brins constitués de 17 a 23 nucléotides.
Cette longueur de séquence est nécessaire pour offrir une bonne sélectivité. Si le nombre de
bases nucléotidiques est inférieur, la sélectivité de reconnaissance sera insuffisante et dans
le cas contraire, s'il y a plus de bases, la sélectivité sera trop importante et I'hybridation trop
forte pour relarguer I'acide nucléique dans le milieu intracellulaire. Ainsi, en empéchant la
production de la protéine a l'origine d’'une maladie, ces petits oligonucléotides vont étre d’'un

enjeu considérable dans la propagation des maladies.

B. Les polyméres et les dendrimeres comme outils de vectorisation

Les dendriméres ont été largement impliqués dans la reconnaissance des acides nucléiques.
Les dendriméres de polyaminoamines (PAMAM)E! furent les premiers décrits, suivis des
poly(L-lysines)™ puis les polypropylénes imines.! La reconnaissance des acides nucléiques
est principalement réalisée grace a des dendriméres de grande taille. Cependant, des travaux
ont montré que de la thérapie génique était possible avec des composés de faible poids
moléculaire.® La reconnaissance d’ADN a notamment été étudiée grace a des dendriméres
de spermines spécifigues du petit sillon de l'oligonucléotide (Figure 1). Les essais de
complexation d’oligonucléotides testés sur le monomere de spermine révélaient la nécessité
d’une concentration de I'ordre du mM. Le cluster multivalent, quant a lui, présentait une
complexation nettement supérieure. De plus, la complexation n’était pas affectée par la
présence des cations sodiques qui entrent en compétition dans le cas du monomére.®®! Tout

comme dans les exemples précédents, l'interaction pour la cible devait étre modulable pour
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permettre son relargage apres la transfection. Il a, en effet, été rapporté qu’une interaction trop
importante des dendriméres avec leur cible pouvait s’avérer contre bénéfique si la biomolécule
ne pouvait pas étre dissociée suite a la transfection.l? Des dendriméres dégradables ont alors
été synthétisés dans le but de relarguer de maniére controlée le composé complexé® ou bien
une inhibition totale du signal multivalent en remplagant le lien amide par une liaison ester
(Figure 1).°

NH, A) B)

0 (o}
0” "NH HaN o N HN
o 0 bo o NH H 020 H/\) ,v
\4 L/ e o HN

. 03? ”/j v OA\NH HN H:I‘vl7
(q“ Co ™) LNHLC”JH i,

HN ( NHz
< NH ? NH
NHe (\/NHZ e L/NHZ

Figure 1. Structure du dendrimere de spermines A) amides stables et B) esters dégradables

Les systémes polycationiques auto-assemblés sont largement engagés dans la complexation
d’oligonucléotides. Ainsi, outre les PNAs, les peptides de polylysines sont également capables
de reconnaitre 'ADN pour générer des agrégats.'® Ces complexes effectuent de la
transfection en pénétrant la paroi cellulaire et libérant I'acide nucléique dans 'endosome. De
la méme maniére, des lipides fonctionnalisés par les amines terminales!*Y et des dendriméres
de polyamidoamines décorés par des peptides d'intérét (Figure 2) permettent la transfection
de I'ADN.B? Finalement, des polycations de nature diverse sont également étudiés pour la
préparation de systemes de transfection tels que les poly(éthylenimines) (Figure 2),2 ou

encore les polyuréthanes.*

93



Chapitre 3 : Clusters biomoléculaires multivalents pour la vectorisation d’oligonucléotides

H N \/\N/\/NHg
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Figure 2. Systémes polycationiques auto-assemblés impliqués dans la transfection de [I'ADN. A)
Poly(éthylenimide) ; B) Dendriméres de polyamidoamines fonctionnalisés par des peptides

Récemment, des dendriméres de peptides ont été décrits pour leur activité anti-tumorale par
la reconnaissance d’acides nucléiques. Ces systémes riches en tryptophanes présentent sur
leur surface, d’'une part des groupements indoles interagissant avec 'ADN pour augmenter

I'activité anti-tumorale,*# 15 et d’autre part des amines augmentant la solubilité du composé.*®

En 2014, des polymeres hybrides chargés positivement et générés par formation de liaisons
dynamiques ont été développés. La ligation acylhydrazone a permis la préparation de ces
matériaux par I'association de résidus cationiques portant des aldéhydes, et de composés
neutres, fonctionnalisés par des hydrazides. Des études de déplacement de fluorescence ont
prouvé l'efficacité de ce polymére pour la reconnaissance d’ADN, alors que les systémes
monovalents ne présentaient aucune activité de ce type (Figure 3). Ces polyméres cationiques

BN Y

dynamiques sont ainsi stables a pH 7,0 et dégradable & un pH plus acide (pH 5,0),

>

H H pH 5,0
X ,N N~ ——
N N —— H H
o o N N
n H,N* \Ir *NH,
o 0

Figure 3. Equilibre de formation du complexe polymere cationique-ADN selon I'acidité du milieu

correspondant au pH du milieu intracellulaire.*”
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C. Les clusters comme outils de vectorisation

Les clusters de valences réduites sont également utilisés pour la vectorisation. Des
plateformes sans pré-organisation particuliére ont été engagées dans la complexation d’ADN.
Parmi elles, la synthése de fullerénes cationiques a montré la possibilité de créer des systemes
capables de transfecter des acides nucléiques.*® La balance hydrophile-hydrophobe doit étre
correctement dosée pour permettre, a la fois a 'ADN de passer la paroi cellulaire, et la
dissociation du complexe une fois la cible atteinte. Ainsi la molécule hexa-cationique®® ne
permet pas la transfection. Les systémes présentant entre 12 et 96 ammoniums sur leur
surface (Figure 4), avec des espaceurs offrant une chaine carbonée plus longue, transfectent
les acides nucléiques.?® Cet exemple montre clairement I'effet de la valence du cluster sur la

vectorisation.

Figure 4. Structure du cluster fulleréne, fonctionnalisé par 96 groupements ammoniums, capable de transfecter
’ADN

En parallele, de nombreuses études sur les plateformes pré-organisées de type cyclodextrine
ont été appliquées a la reconnaissance de ’ADN et plus particulierement au transport d’acides
nucléiques a travers la barriére cellulaire. Une fois I'objectif de transfection de molécules
d’ADN atteint, le second point repose sur le relargage de I'acide nucléique dans le milieu
intracellulaire et dans des conditions proches du pH physiologique. Afin de répondre a ces
deux criteres, des systémes amphiphiles sont envisagés. Ainsi, alors qu’une des faces de la
cyclodextrine est fonctionnalisée par des groupements cationiques, 'autre est initialement

modifiée avec des oligoéthyléneimines,?* puis avec des chaines carbonées,?? et enfin avec

95



Chapitre 3 : Clusters biomoléculaires multivalents pour la vectorisation d’oligonucléotides

des groupements de type xyléne (Figure 5).2%1 A pH 7,0, les cycles aromatiques des xylénes
vont interagir et créer des interactions hydrophobes générant alors un dimére. Le systeme est
ensuite mis en présence de 'ADN. La condensation de I'acide nucléique faite, le complexe va
traverser la cellule puis se dissocier sous I'action du pH endosomal acide. L’acidité du milieu
va augmenter la répulsion électrostatique des composés cationiques et ainsi déstabiliser le
systeme, facilitant la libération de 'ADN dans la cellule. Dans ces exemples, l'internalisation
n‘est pas spécifique. Pour remédier a cela, les groupements cationiques ont alors été
fonctionnalisés par des sucres capables de reconnaitre les récepteurs de surfaces
biologiques. Des plateformes de cyclodextrines mannosylées ont montré leur efficacité pour
la reconnaissance spécifique par les récepteurs de mannose présents chez les lectines et les
macrophages humains.?? Ces exemples prouvent 'effet important que peuvent présenter la

structure du cluster et la nature des ligands le fonctionnalisant.

A) o H\fﬁ) /\/ﬁm@cn B) c)
2/ Hz C12Hzs
N-N . oY
[ o AN Holys o
-3 O=<oo 7 oq 7 OO
Z 0
\L@) )

NH; ~Cl

Figure 5. Structures des systémes basés sur des cyclodextrines amphiphiles impliqués dans la transfection d’ADN
et fonctionnalisés A) par les chaines alkyles, B) par les oligoéthyléneimines et C) par les xylénes

D. Positionnement du projet

L’objectif de ce chapitre va reposer sur la préparation de clusters multivalents et dynamiques
capables de complexer 'ADN. Pour cela, des plateformes, de valences comprises entre 1 et
4 aldéhydes et d’architectures variées, vont étre mises en présence d’hydrazides de nature
différente. En effet, suite au Chapitre 2, la complexation de I'oligonucléotide est en partie
expliquée par la multivalence du systéme, mais il semble également intéressant d'étudier
I'impact de la pré-organisation du composé. Ainsi, 'importance de la structure du chassis et
des ligands va étre étudiée grace a un criblage. Ces clusters vont étre construits par 'auto-
assemblage des fragments. L’étude de la complexation est réalisée grace au test de
déplacement du bromure d’éthidium ainsi qu’avec la migration des clusters sur gel
d’électrophorése. Ces travaux nous permettront d’évaluer l'efficacité de complexation de
I'oligonucléotide a la fois qualitativement et quantitativement. Le but est de découvrir d’autres
systemes complexant que cRAFT(L-Arg).. La vectorisation de siARN sera alors testée sur

certains de ces clusters.
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Il. Détermination efficace de nouveaux systémes complexant I'ADN
A. Synthése et préparation des composés
1. Synthése des hydrazides Hyd

Les résidus hydrazides non commerciaux utilisés dans ce criblage sont des acides aminés
modifiés au niveau de leur groupement carboxylique. Le choix de ces composés a été réalisé
dans l'optique de couvrir le plus vaste champ possible de caractéristiques offertes par les

chaines latérales des acides aminés.

La préparation des résidus est cette fois-ci réalisée sur support solide. Cette approche a haut
débit permet la synthése de peptides plus longs et offre la possibilité de générer des clusters
et de réaliser les tests de complexation. Pour cela, une résine chlorure de 2-chlorotrityl (2CTC)
est fonctionnalisée par le Fmoc-carbazate en conditions basiques. Ceci permettra par la suite
les couplages avec les acides aminés sélectionnés.?® Quelques billes de résine ont subi une
étape de déprotection du groupement Fmoc, protégeant I'hydrazine, pour déterminer la charge
du support solide. Tout comme dans le cas de la préparation de la résine pour la synthése du
décapeptide cyclique, la charge est déterminée par mesure de I'absorbance UV-Vis de la
solution de déprotection diluée a 301 nm. Cette valeur va permettre d'évaluer le nombre de
sites disponibles pour réaliser une réaction de couplage avec l'acide aminé. La résine est
ensuite soumise a une étape de déprotection pour aboutir a I'amine a libre. Aprés lavage de
la résine avec différents solvants, suivi de sa filtration et du séchage. En paralléle, I'acide
aminé est préactivé en présence de I'agent de couplage HATU et d’'une base, puis additionné
a la résine et agité. L'étape de couplage est répétée deux autres fois. Au terme du couplage
peptidique et apres lavage du support solide, les éventuels groupements hydrazines qui
n'auraient pas réagi avec l'acide aminé sont inactivés par une solution d’anhydride acétique
dans le dichlorométhane (1/1) par transformation de 'amine a en amide. Les groupements
Fmoc du résidu aminé fraichement couplé sont éliminés par traitement basique pour obtenir
I'amine en position a libre. Le composé est obtenu pur apres clivage et déprotection par une
solution acide TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5) (Figure 6).
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Figure 6. Voie de synthése sur support solide des acides aminés hydrazides. i) Fmoc-hydrazide, DIEA,; ii) a:
déprotection: pipéridine, b : couplage peptidique: Fmoc-AA-OH, HATU, DIEA, iii) pipéridine; iv) TFA/H20/TIS

Afin d'accroitre encore la multivalence des systémes générés, des tripeptides cationiques
fonctionnalisés par un hydrazide au niveau de leur extrémité C-terminale sont synthétisés.
Deux peptides linéaires sont préparés par synthése SPPS classique en utilisant la méme
résine que dans le cas des monoméres pour former aprés déprotection et clivage, les résidus
ArgsHyd et LyssHyd (Figure 7). En paralléle, un dendrimere de premiére génération, G;-
LysHyd, est synthétisé sur support solide pour étudier lI'impact de I'organisation des résidus
sur la préparation des systemes puis la complexation de I'ADN. Pour cela, un résidu Fmoc-L-
Lys(Fmoc)-OH est couplé a la résine hydrazide. Apreés déprotection des deux groupements
Fmoc, un deuxiéme couplage est réalisé mais en doublant les quantités de réactifs pour
permettre de réaliser un couplage peptidique a la fois sur I'amine a ainsi que sur I'amine en
position £.2% |'absorbance attendue, générée par la déprotection des amines, est alors deux
fois plus intense que celle obtenue lors de la déprotection du résidu lysine initialement couplé.
Cette fois-ci, non pas deux mais quatre molécules issues de la déprotection du Fmoc par la

pipéridine sont générées.

Ainsi, douze hydrazides présentant des chaines latérales variées, différentes stéréochimies et

des valences diverses vont étre engagées dans le criblage (Figure 7).
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Figure 7. Structures des résidus hydrazides (Hyd) préparés pour le criblage

2. Synthese des plateformes peptidiques

La préparation du peptide linéaire IRAFT(ALD), est adaptée a partir du protocole de synthése
de la plateforme cRAFT(ALD)4.?1 Le décapeptide linéaire est synthétisé par SPPS puis
'amine terminale est protégée par
acétigue/CH.Cl; (1/1). La protection de I'amine est réalisée, en prévention, pour éviter la
formation d’'imine intramoléculaire. Le composé est ensuite clivé de la résine en condition
d'acidité élevée afin de déprotéger également les groupements Boc et tert-butyls des résidus
sérines. Enfin, le peptide linéaire est mis en présence d'une solution agueuse de NalO4 pour

subir un clivage oxydant des quatre dérivés sérines et obtenir les aldéhydes glyoxyliques

(Figure 8).
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Figure 8. Voie de synthése du décapeptide linéaire par SPPS. i) Fmoc-Gly-OH, Fmoc-AA-OH, Pipéridine/DMF
(2/8), DIEA, DMF, micro-ondes, A, SPPS 71%; ii) TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5); iii) NalOa, H20, 47%.

Six composés commerciaux portant un nombre variable de groupements aldéhydes ont été
sélectionnés pour le criblage, en supplément des deux peptides synthétisés. Les plateformes
choisies vont permettre I'étude de systémes de valence variable avec un nombre d'aldéhydes

compris entre 1 et 4 (Figure 9).
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Figure 9. Structures des aldéhydes (A) engagés dans le criblage

3. Préparation des clusters

La préparation des bioconjugués est réalisée a travers la formation de liaisons acylhydrazones

dans des conditions identiques a celles décrites précédemment. L'aldéhyde A est placé en
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solution tamponnée par 100 mM d'acétate de sodium a pH 5,0 puis 8 éq d'hydrazides Hyd
sont additionnés au milieu pour favoriser la formation de bioconjugués avec la valence la plus
élevée. Afin de vérifier ces affirmations et dans le but de démontrer que la ligation peut étre
réalisée de maniére efficace quelle que soit la nature des réactifs, la préparation de certains
de ces systémes est envisagée. Ainsi, en mélangeant la plateforme cRAFT(ALD). avec tous
les hydrazides Hyd, et toutes les plateformes A avec le ligand AcHyd, le suivi HPLC et les
analyses de spectrométrie de masse confirment la formation du systeme recherché. Il est donc
possible de conclure sur la généralité des conditions choisies pour la préparation de ces
diverses plateformes fonctionnalisées. Les expériences de criblage par auto-assemblage des
clusters sont alors effectuées dans ces conditions pour identifier rapidement les

caractéristiques structurales favorisant la reconnaissance de 'ADN.

B. Etude de la complexation des clusters hydrazones avec I’ADN de thymus de veau

L’étude de la complexation de 'ADN par des plateformes fonctionnalisées avec des liaisons
acylhydrazones est a nouveau réalisée par le test de déplacement de I'EtBr (Chapitre 2). Cette
méthode va dans ce cas étre utilisée pour une étude de la complexation avec I'acide nucléique
dans une plaque 96 puits.® L'utilisation de microplaques dans la réalisation de criblage pour
la reconnaissance de '’ADN de maniéere séquence-sélective par des ligands a déja été utilisée
sur des composés préalablement isolés.? Dans ce travail, la technologie de criblage est
utilisée pour la complexation de I'ADN par 96 bioconjugués auto-assemblés et de nature
variée. L’auto-assemblage des clusters est directement réalisé dans les puits et ceci pour les
96 systémes préparés. L'affinité de 'ADN est ensuite mesurée dans ces mémes puits sans
purification ni isolement des clusters. La comparaison des différents systémes pourra ainsi
étre effectuée rapidement avec des temps d’auto-assemblage des clusters et de complexation

guasi identiques pour chaque puit.

Pour cela, une plateforme A et 8 éq d’hydrazides sont déposés dans chaque puit de la plaque.
Aprés une nuit de ligation, le systeme est repris dans une solution tamponnée a pH 5,0 par
100 mM d’acétate de sodium a faible salinité (9,4 mM de NaCl) puis ’ADN de thymus de veau
et le bromure d’éthidium sont additionnés au milieu. La complexation de 'ADN est effective en
quelques heures et s’observe par une diminution de I'émission de fluorescence. Six heures
apres I'addition de I'acide nucléique dans le milieu, d’'importantes différences d’émission de
fluorescence sont mesurées entre les puits. Ces variations de signaux indiquent des

complexations d’ADN trés diverses entre les systémes (Figure 10).
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Figure 10. Etude combinatoire de 'ADN par des plateformes aldéhydes (gauche) et des ligands hydrazides (en
haut) assemblés par liaisons acylhydrazones via la méthode de déplacement de I'EtBr. Diminution de I'émission
relative de fluorescence 0-25% (e), 26-50% ( ), 51-75% (=), 76-100% (e) mesurée a 590 nm, 6h apres I'addition
de ’ADN de thymus de veau

En se focalisant dans un premier temps sur la nature des hydrazides, les différences
d’émission de fluorescence mesurées indiquent un rdle important du choix du ligand. La
colonne (C1) montre 'absence de complexation de ces clusters neutres avec 'ADN, quelle
que soit la multivalence. Au contraire, la complexation des composés cationiques pour les
acides nucléiques est notamment observée dans les puits des colonnes (C10), (C11) et (C12)
(Figure 10). Ces résultats confirment I'absence de complexation du systéme neutre
cRAFT(Ac). alors que le composé cationique cRAFT(L-Arg)s complexe. Cette conclusion
confirme les essais obtenus précédemment par I'étude en cuve (Chapitre 2). Ces observations
valident ainsi les résultats de cette nouvelle méthodologie sur support microplaque. L'effet de
la multivalence est facilement observable grace a ce type de support. Ainsi, un nombre plus
important de systémes semble complexer avec I'augmentation de leur multivalence. Les
plateformes tétravalentes sont plus efficaces pour la complexation de 'ADN que leurs
homologues monovalents. Par exemple, cRAFT(ALD)4 permet selon les résultats obtenus par
ce criblage de créer sept bioconjugués efficaces pour la complexation de I'ADN, alors que Al
en forme trois. Les résultats des tests de complexation réalisés sur les composants confirment
I'effet de la multivalence sur la cible. Une seconde analyse de déplacement de I'EtBr par les
réactifs est donc réalisée. La complexation d’ADN par les plateformes aldéhydes non
fonctionnalisées A d’une part, et les hydrazides Hyd d’autres parts, est alors testée (Figure
11). Les signaux d’émission de fluorescence élevés indiquent que les plateformes A sont
incapables de complexer ’ADN. De méme, les hydrazides ne montrent pas de complexation
avec 'ADN dans ces conditions sauf dans le cas des tripeptides LyssHyd, Gi-Lys Hyd et
ArgsHyd. Ce test est réalisé dans des conditions identiques a celles utilisées pour I'étude des
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systemes acylhydrazones impliquant des concentrations de 1 mM en plateforme A et de 8 mM
en hydrazide. La concentration en hydrazides étant constante, les ratios N/P pour chaque
colonne varient avec le nombre de charges qui caractérisent les ligands hydrazides. Ainsi,
AcHyd présente une unique charge positive lorsque le composé est sous forme monovalente
et les tripeptides portent jusqu’a 5 charges cationiques sous forme hydrazide. La charge
cationique des tripeptides est ainsi 5 fois supérieure a celle d’autres ligands et le ratio N/P est
donc 5 fois plus élevé lors des études de complexation a ’ADN. La complexation globale du
cluster est alors évaluée pour une concentration donnée en plateforme ou en ligand impliquant

des ratios N/P variés.
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Figure 11. Complexation de 'ADN par les plateformes non fonctionnalisées A et les ligands Hyd via le test de
déplacement du bromure d’éthidium

Le ratio N/P est choisi comme critére de comparaison en plus des expériences de titration

dans le cas des études de migration sur gel d’agarose.

C. Etude par électrophorese sur gel d’agarose

Les tests d’électrophorése sur gel réalisés a pH 8,0 confirment le rdle de la multivalence pour
la complexation du plasmide pET-15b. Tout comme cela a été observé précédemment entre
CcRAFT(L-Arg)s et L-ArgHyd, le tripeptide ArgsHyd est efficace pour complexer 'ADN pour
un ratio N/P=600 alors qu'un N/P21 suffit pour créer le complexe tétravalent cRAFT(Arga)as
correspondant (Figure 12).
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Figure 12. Complexation de 'ADN plasmidique par le tripeptide ArgsHyd (gauche) et le systéme tétravalent
correspondant cRAFT(Argz)4 (droite) a différents ratios N/P

Dans le Chapitre 2, il a été démontré que le systéme tétravalent cyclique cRAFT(L-Arg)a était
capable de réaliser une complexation efficace avec 'ADN de thymus de veau.?”? Cependant
en modifiant la structure de la plateforme, il est facile de constater que I'architecture joue un
réle sur la complexation comme cela a été montré dans le criblage réalisé par déplacement
de I'EtBr. Ainsi, parmi les huit plateformes étudiées, seules 4 d’entre elles une fois
fonctionnalisées avec 'hydrazide L-ArgHyd sont des agents de complexation efficaces. Les
plateformes tri et tétravalentes A6 et cRAFT(ALD). sont capables de complexer I'’ADN.
IRAFT(ALD)s montre également une complexation partielle a I'acide nucléique, mais non
totale. Cette différence avec le bioconjugué cyclique peut s’expliquer par I'absence d’une pré-
organisation. Les composés divalents A3 et A4 montrent I'apparition d’'une deuxieme bande
de plasmide. Ces deux plateformes, I'une linéaire et l'autre cyclique ont également été
envisagées pour tester I'effet de la pré-organisation du systéme sur la complexation de I'ADN.
La différence de complexation est difficilement observable, certainement due au fait que le
changement structural est minime en comparaison de celui des RAFT(ALD).. Les expériences
réalisées sur gel d’électrophorése confirment ces résultats et permettent de montrer que les
systemes divalents révélent une efficacité de complexation moindre pour 'ADN que leurs

homologues tri et tétravalents (Figure 13).
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Figure 13. Electrophorése sur gel montrant la complexation de 'ADN plasmidique par des systémes construits
autour des différentes plateformes A avec I'hydrazide L-ArgHyd. Les complexations sont réalisées pour un ratio

N/P = 80 avec n indiquant I'indice de multivalence

L’'importance de ces quatre plateformes est confirmée par I'étude de l'influence de la nature
des plateformes fonctionnalisées cette fois-ci avec le tripeptide ArgsHyd. La complexation des
différents systemes créés est évaluée a un ratio N/P de 1 et, ici encore, les plateformes A3,

A4, A6 et cRAFT(ALD)4 présentent une supériorité dans leur capacité a complexer 'ADN

(Figure 14).
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Figure 14. Etude par électrophorése sur gel de la complexation de 'ADN plasmidique par des systémes créés en
fonctionnalisant différentes plateformes par le ligand ArgsHyd. L'expérience est réalisée avec des ratios N/P = 1

avec n indiquant I'indice de multivalence

La pré-organisation de la plateforme semble importante pour la complexation de ’TADN comme
cela est observé par mesure de I'’émission de fluorescence dans la Figure 10. En effet, selon
les précédents résultats, le systeme cyclique cRAFT(ALD). montre une plus grande capacité
a complexer ’ADN que son homologue linéaire IRAFT(ALD).. L'étude par gel d’électrophorése
confirme cette observation en démontrant qu’en présence d’un ratio N/P supérieur a 10, le
plasmide pET-b15 est complexé alors que la complexation n’est effective qu’a partir d’un ratio

de 50 dans le cas du systeme linéaire (Figure 15).
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Figure 15. Analyse d’électrophorése sur gel montrant la complexation de I'ADN plasmidique par le cluster cyclique
CRAFT(L-Arg)4 (gauche) et par le linéaire IRAFT(L-Arg)4 (droite) & différents ratios N/P

L’'impact de I'organisation structurale d’'un systéme cationique pour la reconnaissance d’ADN
a été précédemment observé sans pour autant en connaitre les raisons précises.% Dans le
cas présent, il est supposé que la pré-organisation du systéme tétravalent cyclique
cRAFT(ALD), soit a l'origine d’'une concentration locale plus grande en charge positive par
rapport au composeé linéaire. Une autre explication possible serait, que la constante
d’association des deux clusters soit égale, mais, que le linéaire induise une moins grande

déformation de I'oligonucléotide. Le cluster cyclique pourrait s’intercaler dans le grand sillon.B%

Outre le fait que les plateformes jouent un rdle important dans la complexation de I'ADN,
I'étude des ligands est également indispensable pour connaitre au mieux les caractéristiques
nécessaires a la complexation de 'ADN. Le criblage, grace a la mesure du déplacement de
bromure d’éthidium par émission de fluorescence, indique que les hydrazides neutre (AcHyd)
et anionique (AspHyd) sont totalement inactifs face a la complexation de TADN. De la méme
maniére, les systémes fonctionnalisés avec le réactif de Girard (GirHyd) ne présentent qu'une
faible complexation contrairement aux systémes cationiques protonnés. Cette observation
indique que la charge cationique n’explique pas entierement la complexation de '’ADN. Malgré
une part importante des interactions électrostatiques pour la complexation de 'ADN, d’autres
forces comme les liaisons hydrogénes doivent étre considérées. Les analyses par gel
d’électrophorese confirment ces résultats. La complexation est ici étudiée avec un ratio N/P
de 40 autour de la fonctionnalisation de la plateforme cycligue cRAFT(ALD)4 par les dix
hydrazides pouvant permettre d’atteindre un tel ratio. En effet, 'AcHyd et 'AspHyd ne
présentant pas de charges positives, I'expérience sur ces résidus n'a pas été réalisée. La
Figure 16 révele, parmitous les ligands testés, que les hydrazides contenant des résidus lysine
ou arginine sont les plus efficaces pour complexer 'ADN. Les mémes observations sont
obtenues lors d’'une étude similaire avec la plateforme trivalente A6. La complexation du
cluster cRAFT(Lys)s semble moins efficace que celle de I'arginine. Cette différence peut
s’expliquer par la formation d’une simple liaison hydrogéne ou d’une interaction électrostatique

entre 'ammonium de la lysine et TADN. Le guanidinium de I'arginine joue quant a lui le role de
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ligand bidentate pour réaliser des liaisons hydrogénes avec le phosphodiester de l'acide
nucléique.?
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Figure 16. Etude par électrophorése sur gel de la complexation de 'ADN plasmidique par des systemes
cRAFT(ALD)4 fonctionnalisés avec les différents hydrazides. L’expérience est réalisée avec un ratio N/P de 40

Des différences sont observées entre le test de déplacement du bromure d’éthidium mesuré
par fluorescence et le gel d’électrophorése. Un décalage est notamment visible au niveau de
la complexation d’ADN par les systémes fonctionnalisés avec des acides aminés dont le pKa
de la chaine latérale est plus bas que celui de l'arginine (pKa = 12,5). L histidine (pKa = 6,0)
et la lysine (pKa = 10,5) font parties de ces résidus. Cette variation peut s’expliquer par I'effet

du pH. En effet, les gels sont réalisés a pH 8,0 alors que I'émission de fluorescence est quant
a elle mesurée a pH 5,0.

D’autres dissemblances sont constatées entre les deux techniques dans le cas des acides
aminés qui ne présentent pas de charges positives au niveau de leur chaine latérale comme
GlyHyd et AlaHyd. L’amine a des ligands ne semble pas suffisante pour permettre la
complexation du systeme méme dans le cas du composé tétravalent. La ligation de 'ADN de
thymus de veau par le systéme cRAFT(Gly). est malgré tout observée par déplacement du
bromure d’éthidium lorsque les essais sont réalisés a N/P = 80 et pH 5,0. Cependant, en
durcissant les conditions, contrairement a cRAFT(L-Arg)s qui reste actif a faible ratio N/P = 2

ou encore a forte salinité, le systeme cRAFT(Gly)s est pour sa part incapable de complexer
'ADN (Tableau 2).

107



Chapitre 3 : Clusters biomoléculaires multivalents pour la vectorisation d’oligonucléotides

Tableau 1. Complexation de '’ADN de thymus de veau suivie par un test de déplacement d’EtBr, par les systemes
CRAFT(L-Arg)s et cRAFT(Gly)4 a différentes conditions

Entrée Composé N/Pl [NaCl] (mM) Em(insrzigge(rjue:e ()]
1 CRAFT(L-Arg)s 80 9,4 2,6

2 CRAFT(L-Arg)s 2 9,4 0

3 CRAFT(L-Arg)s 80 150 25,3

4 cRAFT(Gly)s 80 9,4 3,6

5 cRAFT(Gly)s 2 9,4 100

6 cRAFT(Gly)a 80 150 92,4

[a] N/P représente le ratio en charge positive (N) par phosphodiester (P); [b] mesuré aprés 20
heures

Les gels d’électrophorese réalisés a pH 8,0 confirment ces résultats. Aucune complexation de
I'ADN n’est observée dans une gamme de ratio N/P comprise entre 10 et 80 pour le systéme
cRAFT(Gly)a.

Le gel d’électrophorése présenté dans la Figure 17 montre un autre résultat surprenant. En
effet, une différence de complexation de I’ADN par les systémes cRAFT(L-Arg)s et cRAFT(D-
Arg)as est observée. Ce résultat a été confirmé a plusieurs reprises. Cette constatation implique
un réle de la chiralité du ligand dans sa puissance de complexation pour 'ADN. Ainsi, le
composé cRAFT(L-Arg)s est capable de créer un complexe avec un ratio N/P plus petit que
dans le cas de son isomére. Le gel d’électrophorése du systéme cRAFT(D-Arg)s complexant
'ADN, réalisé a des ratios N/P compris entre 10 et 100, montre des bandes légérement plus
retenues que la bande du plasmide. Les complexes ainsi formés entrainent probablement un
changement de conformation plus fin de 'ADN par rapport au cluster fonctionnalisé par le
ligand L-ArgHyd. A nouveau, une hypothése est émise quant a la présence d’un autre type
d’interaction que les forces électrostatiques. Ici encore I'existence de liaisons hydrogénes est
envisagée pour former le complexe entre I'ADN et les systémes multivalents cationiques. Les
liaisons hydrogenes étant directionnelles, la présence d’une chiralité peut favoriser un ligand
sous une configuration plutét que l'autre, expliquant ainsi le phénomeéne observé. Les
interactions électrostatiques n’étant pas directionnelles, l'effet de la chiralité sur la

complexation ne pourrait pas étre expliqué.
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Figure 17. Comparaison des analyses d’électrophorése sur gel montrant la complexation du plasmide pET-15b par
le systéme multivalent cRAFT(L-Arg)s (gauche) et cRAFT(D-Arg)a (droite) a différents ratios N/P

Cette méthode de criblage a permis d’aboutir rapidement a une meilleure compréhension de
la complexation de 'ADN et ainsi de pouvoir rapidement identifier la nature du systéme le plus
efficace pour lier la cible étudiée. Ainsi les composés les plus puissants se révelent étre les
systémes construits autour de la plateforme cycligue cRAFT(ALD)4 fonctionnalisée avec des

résidus L-arginines mono ou multivalents.

Ill. Vectorisation de siARN

La complexation dynamique a 'ADN des systémes développés dans ce chapitre peut étre
envisagée dans la vectorisation d’acides nucléiques. Cette perspective de pénétration
cellulaire pour le silengage de genes a déja fait 'objet de travaux basés sur la synthése de
poly-arginines®! ou méme de peptides cycliques capables de traverser la membrane

cellulaire.34

Le potentiel des systemes multivalents pour la vectorisation de siARN est évalué sur la lignée
cellulaire MCF7-luc. Cette lignée cellulaire est dérivée de cellules humaines du cancer du sein
MCF7, transfectées par le géne de la luciférase de la luciole. Les siARN sont des ARN double
brins qui peuvent notamment jouer un réle dans linhibition post-transcriptionnelle des
génes.*?3% Pour ces tests, les deux systémes qui se sont dévoilés étre les plus efficaces pour
la complexation d’ADN sont sélectionnés, cRAFT(L-Arg)s et CRAFT(Arga)a.

Des études de diffusion dynamique de la lumiere sur le composé cRAFT(ALD). confirme la
formation de complexes avec le siARN. Les particules obtenues présentent un diametre

hydrodynamique de 148-190 nm pour un ratio N/P = 20 (Figure 18).
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Figure 18. Diffusion dynamique de la lumiére du complexe formé entre cRAFT(L-Arg)s et le siARN a un ratio N/P
=20.

\

Lorsque le systeme est soumis & un test de pénétration cellulaire par imagerie par
fluorescence ou encore lors d’essais de transfection avec des travaux sur des cellules de
luciférases, aucune activité n’est observée (Figure 19). En effet, aucun signal de fluorescence
caractéristique de la cyanine 3 (Figure 20), le fluorophore hydrosoluble étiqueté au siARN,
n’est observé. En superposant les différents clichés, seule la cellule et le noyau marqué par le
DAPI sont donc visibles (Figure 19), le siARN ayant été lavé faute d’avoir pénétré la membrane
cellulaire. Le DAPI est utilisé pour marquer le noyau grace a sa forte interaction avec les
adénines et les thymines de 'ADN (Figure 20).

Figure 19. Imagerie de fluorescence des cellules MCF7 transfectées par le complexe formé entre le systéme
CRAFT(L-Arg)s et le siARN non-codant étiqueté par la Cy3 a N/P = 20
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Figure 20. Structure chimique de la cyanine 3, un fluorophore hydrosoluble émettant dans le rouge a 570nm
(gauche) et du DAPI, capable d’interagir avec les bases adénine et thymine de ’ADN (droite)
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Face a ces résultats, la suite des analyses et des tests se tournent vers I'étude de l'autre

systeme portant des groupements guanidiniums et complexant 'ADN : le cRAFT(Args)a.

Une électrophorése sur gel est réalisée pour confirmer la complexation du siARN par

CRAFT(Args)s. L'analyse confirme également la complexation du composé pour cet acide

nucléique. Une complexation totale est obtenue a partir de N/P = 9 (Figure 21).
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Figure 21. Analyse par électrophorése sur gel de la complexation du siARN par le systeme multivalent cationique
CRAFT(Args)s a différents N/P

Tout comme dans I'étude avec cRAFT(L-Arg)s, la diffusion dynamique de la lumiére montre
la formation de complexes avec le siARN a un ratio N/P = 9. Les patrticules ainsi formées
présentent un diamétre de 'ordre de 200 nm avec un indice de polydispersité (PDI) compris
entre 0,1 et 0,2. Aprés une heure, la mesure est constante et indique la stabilité de ces
complexes dans le temps. En augmentant les proportions en sel, pour atteindre une
concentration physiologique (154 mM), le diametre des complexes formés évolue pour
atteindre une valeur de 320 nm (PDI = 0,12) (Tableau 2). L’hypothése proposée pour expliquer

ce phénomeéne est basée sur 'agrégation des complexes, due a la présence de sel.

Tableau 2. Caractérisation par diffusion dynamique de la lumiére pour déterminer la taille des particules formées
par complexation de cRAFT(Args)s et du SiARN a N/P =9

Aprés 1h (154

to Aprés 1h mM NaCl)
Moyenne Z[8 179,3+1,2 201,8+19 320,4 £ 30,0
PDI 0,143 + 0,005 0,154 = 0,009 0,122 + 0,008

[a] diametre hydrodynamique en nm; [b] indice de polydispersité

L’internalisation des particules par les cellules cancéreuses MCF7 est ensuite réalisée et
analysée par microscopie par fluorescence. Le systeme multivalent cationique cRAFT(Args)s
est, contrairement a son homologue cRAFT(L-Arg)s, capable de traverser la membrane
cellulaire et de faire pénétrer le siARN. Ainsi la fluorescence rouge caractéristique du
groupement cyanine 3 lié au siARN non-codant est visualisée par microscopie aprés les
étapes de lavage successives a la période de pénétration (Figure 22). Des analyses sur une
autre lignée cellulaire du cancer du sein, MDA-MB-231, confirment la capacité de transfection
de 'ARN par le composé cRAFT(Args)s (Figure 23).
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Figure 22. Image de fluorescence (grossissement 40x) de cellules MCF7, seules (haut), en présence de siARN non
codant étiqueté par la cyanine 3 (centre), et avec le complexe formé du systeme cRAFT(Args)4 et du SiARN non
codant étiqueté par la cyanine 3 a N/P = 9 (bas). La fluorescence bleue (droite) indique le noyau (marquage au
DAPI), et la fluorescence rouge (milieu) révéle le siARN étiqueté par la cyanine 3. Les barres d’échelle représentent
50 um
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Figure 23. Image de fluorescence (grossissement 40x) de cellules MDA-MD-231 transfectées par le complexe
formé entre le systeme polycationique multivalent cRAFT(Args)s et le SIARN non-codant étiqueté avec la cyanine
3 a N/P = 9. La fluorescence bleue (en haut a droite) indique le noyau (marquage au DAPI), et la fluorescence
rouge (en bas a gauche) révele le siARN étiqueté par la cyanine 3

Les tests de pénétration cellulaire sur la luciférase révelent cette fois-ci le pouvoir du systeme
cRAFT(Args)s pour la vectorisation du 21-mer dans la cellule a un ratio N/P de 9. En

augmentant la quantité de siARN transfectée, la spectroscopie par fluorescence permet

d’observer une atténuation de I'expression de la luciférase (Figure 24).
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Figure 24. Activité de la luciférase montrant la transfection du siARN ciblant I'expression de la luciférase. Les
mesures sont effectuées a une concentration croissante en siARN (0,1 a 2 uM) complexé avec cRAFT(Args)4 & un
ratio N/P =9
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L’activité du systéme pour la vectorisation étant démontrée ; il faut ensuite étudier la toxicité
des particules sur la viabilité des cellules. Le test MTT évalue la cytotoxicité des composés
synthétiques en mesurant 'absorbance a 540 nm des milieux traités avec différents ratios de
complexe cRAFT(Args)s/siARN. Aucune toxicité significative n’est relevée jusqu’a une

concentration de 1 pM en plateforme fonctionnalisée cRAFT(Args)s (Figure 25).
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Figure 25. Test MTT d’évaluation de la viabilité cellulaire a différentes concentrations en siARN (0,1 a 2 uM)
complexé a un ratio N/P = 9 avec cRAFT(Argas)a

Ces résultats indiquent une bonne efficacité de transfection et 'absence de toxicité cellulaire
sur une gamme de concentration en siARN comprise entre 0,1 et 1 uM.

IV. Conclusion

Dans ce chapitre, une nouvelle méthode efficace et rapide de criblage a été développée dans

le but de découvrir de nouveaux clusters préparés autour de liaisons acylhydrazones et
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capables de complexer 'ADN. Les études d’émission de fluorescence et de migration
d’électrophorése sur gel ont permis de révéler 'impact de la nature des plateformes et des
ligands sur le potentiel complexant des composés. Ainsi, les composés cationiques protonnés
et la chiralité jouent un réle dans la complexation de '’ADN. Ces études ont permis de conclure
sur l'efficacité des systémes tétravalents cycliques fonctionnalisés avec des résidus L-
arginines cRAFT(L-Arg). et cRAFT(Args)s. Ce sont ces deux clusters qui ont fait I'objet
d’étude de toxicité et de vectorisation de sSiARN dans des cellules cancéreuses. Le complexe
CRAFT(Args)s est ainsi capable de transfecter I'acide nucléique double brin au sein de la
cellule sans aucune toxicité signifiante jusqu’a une concentration de 1 pM en siARN.% Ainsi,
ces systemes biomoléculaires pourront étre utilisés comme vecteurs artificiels pour le transport
d’'oligonucléotides d’intérét thérapeutique. Des travaux supplémentaires comme la
fonctionnalisation de la seconde face de la plateforme par des chaines lipophiles pourraient
permettre a ces systémes d’améliorer encore leur capacité a transfecter des acides

nucléiques.B
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Chapitre 4 : Inhibition enzymatique multivalente par des clusters peptidiques d’iminosucres

I. Contexte

Depuis quelques années I'utilisation de systémes multivalents s’est étendue a l'inhibition
enzymatique. La multiplication des inhibiteurs apportée par la multivalence a permis
d’accroitre I'inhibition et la sélectivité. Les quatre mécanismes de reconnaissance multivalente
connus peuvent affecter I'affinité et la sélectivité pour une cible. Ce sont : la chélation, I'effet
de groupe (cluster), la liaison & un site secondaire ou encore la formation de liaisons
successives par effet statistique (Chapitre 1).1 La nature du mécanisme de reconnaissance
est fonction de la nature de la cible mais également du ligand. La multivalence créée, va
générer de nouvelles structures organisées dans les trois dimensions selon des arrangements
spatiaux variés. Ainsi, les inhibiteurs enzymatiques monovalents vont fonctionnaliser des
systémes linéaires,”?! des dendriméres,”! des plate-formes cycliques® ou bien des supports
sphériques comme les fullerénes® ou encore les nanoparticules,® dans le but d'exploiter au

maximum les effets de la multivalence.

Au cours de ces dernieres années, différentes enzymes ont fait l'objet d'inhibition
multivalente.ll Deux d'entre elles semblent présenter un attrait grandissant : les anhydrases

carboniques et les glycosidases (Tableau 1).

Tableau 1. Tableau récapitulatif des cibles des systémes multivalents pour l'inhibition enzymatique

Puissance relative Valence

Entrée  Cible enzymatique  Plate-forme Ligand (0) ) Réf
1 glycosidases oligoéthyleneglycol iminosucre 7,6 (JbMan) 3 @l
calixarene 267 (JbMan) 4
2 glycosidases porphyrine iminosucre 800 (JbMan) 4 1
sucre 19 (JbMan) 8
3 glycosidases fullerene Ceo iminosucre 2147 (JbMan) 12 Bl
200 (GCase) 7
4 glycosidases B-cyclodextrine iminosucre 17 (GCase) 14 [10]
9900 (JbMan) 21
5 glycosidases polymeéres dextrans iminosucre ?J4b4|\-/|1a?19)142 23-902 0
) ] 1000 (sialidase) 2
6 glycosidases Z:,'g:g:%%% zanamivir 1221 [18]
100 (sialidase) 3-4
7 glycosidases acide polyglutamique  zanamivir ~500000 (p.r.a.) ~47 1241 [18]
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anhydrases . . 72 (hCAl), 14 ) 6] [6]
8 carboniques nanoparticules sulfonamide (hCA IX) 12-15
9 anhydrases peptide sulfonamide 3 (in vivo) 2 18]
carboniques
10 anhydrases flexible sulfonamide 50 (hCA I 2 7]
carboniques dimérique)
6 (\CA ), 13 (hCA
IX)
206 (hCA 11), 23 8
anhydrases . . (hCA1X)
11 carboniques dendriméres PAMAM  sulfonamide 18]
q 688 (hCA II), 65 16
(hCA 1X)
9142 (hCA 1), 93 32
(hCA IX)
anhydrases N . 5(hCAl), 3,5 {19]
12 carboniques fulleréne Cgo Coumarine (hCA 1X) 12
13 protéases B-cyclodextrine (aminométhyl)benzene 28333 (B-tryptase) 2 20]
14 B-trxptase (sérine cycle fusionné guanidinium 101613 2 21]
protéase)
15 protéases polyéthyleneglycol tripeptide aldéhyde 90 (protéasome) 2 22
. acide . . 23]
16 protéases polyaminohexanoigue peptide 607 (protéasome) 2
17 protéases peptide benzamidine 7931 (thrombine) 2 24]
18 phosphorylase benzéne substitué sucre 3 3 23]
glycogene
19 oxydoréductases benzéne substitué aminophénylarsénoxyde 10 3 26]
20 5-lipoxygénase pentaérithrol acide caféique 4 38 27

La liste des exemples présentés ici n’est pas exhaustive et certains de ces exemples vont étre

détaillés par la suite.

A. Anhydrase carbonique

Les anhydrases carboniques (CA) sont une famille tres répandue de métallo-enzymes utilisées
pour la catalyse de la réaction réversible d’hydratation du dioxyde de carbone (Equation 1).12%!
Les molécules engagées dans cette réaction (CO2, HCOs, H*) étant ubiquitaires dans la
totalité du monde du vivant (bactéries, archéobactéries, eucaryotes), 'enzyme est elle-méme
présente dans la majeure partie des cellules des organismes. Les anhydrases carboniques
sont impliquées dans de nombreux phénomeénes a la fois physiologiques et pathologiques
comme par exemple la gluconéogénese, la lipogénese. Elles provoquent également le
développement de pathogenes. Elles présentent également, dans le cas de la CA IX et de la
CA XIl, une grande aptitude a dégénérer des cellules et ainsi, a induire la formation de tumeurs

cancéreuses.?8
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CO,+H,0 > HCO; +H,
Equation 1. Réaction de déshydratation réversible du dioxyde de carbone en ion bicarbonate

Le site actif de la plupart des isoformes d’anhydrase carbonique contient un ion de zinc (Zn?*)
indispensable a I'activité catalytique de I'enzyme.??! Le zinc est coordonné aux chaines
latérales de trois histidines situées au fond du site actif de 'enzyme, profond de 15 A. Sa
guatriéme liaison est générée avec une molécule d’'H;O. En se liant au zinc, I'eau va devenir
plus nucléophile. Assisté par des liaisons hydrogéenes avec un résidu thréonine acceptant un
proton et deux autres molécules d’eau, I'ion OH" va étre formé plus facilement. Le site actif
contient également une poche hydrophobe permettant d’accueillir la molécule de CO,. Cette
zone est située a proximité de lion hydroxyle, permettant ainsi a I'espéce nucléophile
d’attaquer le dioxyde de carbone pour générer une molécule de bicarbonate (Figure 1). Les
CA des mammiferes existent sous 12 isoformes actifs, présents dans le cytosol ou liés a la

membrane cytoplasmique.

o
OH OH %c
NS
| o, | o
/an" -_— Zn?*
Hisgy \ Hisq1e Hisgy \ Hisq4g
Hisgg Hisgg
a b
OH, 0o
| +H,0 H
702+ -HCO5" o
~ | -0
Hisg \ Hiso Zn?*
Hisgg . / HiS11g
H|594 Hnga
d c

Figure 1. Mécanisme d'action des anhydrases carboniques. Avec a : la forme active de I'enzyme avec l'ion Zn?*
coordonné au groupement hydroxyle ; b : la molécule de COz2, placée dans une poche hydrophobe du site actif,
subit une attaque nucléophile de I'hydroxyle ; ¢ : une molécule de bicarbonate est relarguée par I'ajout d’'une
molécule d’eau pour générer 'enzyme sous sa forme acide inactive d

Deux grandes classes d’inhibiteurs de CA (CAls) complexant les métaux ont été développées :
1) des anions, de type isothiocyanate ou 2) les sulfonamides non-substitués et leurs dérivés
comme par exemple les sulfamates ou encore les sulfamides (Figure 2). Dans le premier cas,
les inhibiteurs vont créer une liaison avec I'ion de zinc au niveau du site actif de 'enzyme, en
substituant le groupement non protéique (OH") coordonné au zinc. L’inhibition est induite par
'absence de site de coordination libre sur I'atome de zinc pour générer l'intermédiaire
pentavalent avec le CO,. La deuxieme approche repose sur I'addition des inhibiteurs a la
sphére de coordination du métal pour générer une espéce bipyramidale-trigonale (Figure 3).8

Dans ce cas d’inhibition compétitive par les sulfonamides, la ligation du zinc avec I'eau est
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rendue impossible. Certains des composés développés, suivant un mode d’action relatif a un
de ces deux mécanismes, sont devenus des cibles thérapeutiques importantes pour la

recherche pharmaceutique et montrent une activité intéressante en tests cliniques.B”

SO,NH, ¢l

N-N NH
(A
CHQCONHAS)‘SOZNHZ Oeg20 NH

cl SO,NH, n-3< -
cl H [o M e]
H
N cl d
/\r i/ H
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SO,NH, o

Figure 2. Structures d’inhibiteurs d’anhydrases carboniques
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Figure 3. Mécanismes d’inhibition des anhydrases carboniques. A) Réaction d’addition des inhibiteurs anioniques
pour générer une espece bipyramidale-trigonale ; B) Réaction de substitution des sulfonamides et de ces analogues
pour former un dérivé tétraédrique

Diverses approches ont été rapportées dans la littérature pour combiner une sélectivité
convenable et une bonne puissance d’inhibition des anhydrases carboniques.?® La synthese

d’actifs multivalents ainsi décrite semble étre une stratégie intéressante.

C’est en 2009 que les premiers travaux sur la multivalence dans le domaine ont été initiés.
Une comparaison de [activité inhibitrice de bis-sulfamates aliphatigues face a leurs
homologues monovalents a été engagée. Les résultats des expériences ont permis de
constater que le systéme divalent possede une meilleure affinité pour la forme humaine (h)
hCA IX par rapport a la hCA I. Le résultat opposé est observé dans le cas des monosulfamates.
Des études conjointes de cristallographie et de modélisation moléculaire ont permis de
découvrir la présence d’un site d’intérét au niveau des acides aminés 130-136 pour permettre

d’améliorer la sélectivité de reconnaissance, en modifiant la structure de la molécule.!
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Les avantages de I'approche bivalente pour I'inhibition des anhydrases carboniques ont été
confirmés en 2012. En effet, alors que les systémes monovalents inhibent les CA avec une
constante d’inhibition atteignant le nanomolaire, les ligands bivalents inhibent a des
concentrations de I'ordre du picomolaire. Cependant, la longueur de 'espaceur entre les deux
ligands ne doit pas étre négligée pour permettre une inhibition de la cible efficace.'”! Apres
optimisation, I'efficacité de I'inhibition a pu étre multipliée d’un facteur 10 pour les isoformes
hCA 1I, IX et XII.B2

H,NO,S 0
HN—ﬁ—@—NHSOzNHZ

o]

HN
0

Figure 4. Exemple d’un inhibiteur bivalent de I'anhydrase carbonique hCA 11532

Une approche multivalente de valence supérieure a 2, grace a la fonctionnalisation de plate-
formes a également fait I'objet d’'un certain nombre de travaux. En 2008, des travaux ont été
réalisés sur l'inhibition de I'isoforme extracellulaire de I'anhydrase carbonique CA IX par des
inhibiteurs sulfonamides greffés sur des nanoparticules d’or (Figure 5A). Malgré des effets
faibles sur I'activité d’inhibition du systéme, cette étude s’est révélée trés intéressante du point

de vue de la sélectivité, nettement accrue pour la CA X,

Des travaux récents ont mis en évidence le réle de I'effet multivalent parfois positif ou négatif
(Chapitre 1) sur l'inhibition des anhydrases carboniques (Figure 5B).1 |’effet de multivalence
peut effectivement affecter I'affinité (effet chélate et effet statistique) et la sélectivité (effet
cluster et assistance par la présence d’un site secondaire). Ainsi le ligand monovalent va étre
sélectif d’'une enzyme, dans ce cas hCA Il (K,(hCA 1)/K((hCA IX) = 1,25) alors que le cluster
multivalent inhibera plus une autre anhydrase carbonique, hCA IX (K|(hCA II)/ K(hCA IX) =
0,24).

Figure 5. Inhibiteurs multivalents de I'anhydrase carbonique assemblés sur des nanoparticules : A) d’or et B) de
silice

L’effet de multivalence a également été étudié sur l'inhibition de plusieurs isoformes de CA.
Pour cela, des dendrimeres de poly(amidoamines) (PAMAM) ont été fonctionnalisés avec des
inhibiteurs de type sulfonamide. L’accroissement du nombre de ligands, en évoluant d’'une

génération 0 a 3 de dendrimeres, révele la puissance de l'effet de multivalence face a l'activité
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des hCA Il, V, VII, IX, XII et XIV.'¥¥ La méme année, des coumarines sont fixées a des plate-
formes fullerénes pour tester I'apport de la multivalence de ce systéme. Aucun effet de
multivalence n’est observé en comparaison avec le monomére. L’'inhibition est cependant
accrue par la présence des 12 ligands coumarines a la surface de la plate-forme Ceo. La

sélectivité est également améliorée entre les isoformes testés.*

Dans le but d’augmenter encore linhibition des systemes et la sélectivité pour une cible
donnée, des études cristallographiques ont été engagées. Les résultats obtenus sur les
différents isoformes de CA montrent des petites variations dans la nature des acides aminés
proches du site actif. Ainsi, des sites de reconnaissance secondaires ont pu étre mis en
évidence. La conception de nouveaux systémes multivalents va pouvoir étre envisagée avec

le développement d’un processus de ligations multi-points (Schéma 1).53
/
J,

Schéma 1. Mode de liaison multivalent basé sur la reconnaissance de sites secondaires

De nouvelles méthodes de préparation de composés multivalents émergent ces derniéres
années comme l'auto-assemblage et la chimie combinatoire dynamique.* L’approche par
auto-assemblage s’est réecemment révélée intéressante pour générer des structures variées
selon une approche ascendante (dite bottom-up). Cette méthode, rarement appliquée a
l'inhibition des anhydrases carboniques, a cependant permis d’identifier un systeme bivalent
parmi une bibliotheque de 111100 composés liés a une matrice d’ADN, inhibant 'anhydrase
carbonique 1X.B%

B. Glycosidase

Les glycosidases sont une famille enzymatique impliquée dans I'hydrolyse des liaisons
glycosidiques. Ces liaisons sont présentes dans les glycoconjugués ainsi que dans les di-, les
oligo- ou les polysaccharides. L’hydrolyse des liaisons glycosidiques peut étre réalisée selon
deux voies (Figure 6).E% La premiére est un mécanisme d'inversion de configuration. Il induit
la préparation de I'anomére de configuration opposée, en clivant la liaison. Le second
mécanisme est dit de rétention de configuration, car comme son nom l'indique, la configuration
n'est pas modifiée. Ces enzymes ubiquitaires jouent un réle important dans la plupart des
processus biologiques essentiels.*” Elles sont également impliquées dans des maladies
comme le diabéte de type Il ou encore la maladie de Gaucher qui se traduit par une surcharge

lysosomale.
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Figure 6. Catalyse de I'hydrolyse de liaisons glycosidiques par un mécanisme A) d’inversion de configuration ; B)
de rétention de configuration

La glycosidase est alors étudiée pour tenter de trouver des inhibiteurs permettant de contréler
son activité. Parmi ces inhibiteurs, les iminosucres simulent I'état de transition de la catalyse
d’hydrolyse des liaisons glycosidiques au sein du site actif. Des iminosucres tels que la
deoxynojirymicine (DNJ), isolée des racines de mdriers, et la deoxymannojirymicine (DMJ)
sont ainsi devenus des outils importants pour l'inhibition des glycosidases. Deux molécules
sont déja vendues sur le marché, le Zavesca® (Actelion) et le Miglitol® (Bayer) pour le
traitement, respectivement, de la maladie de Gaucher et du diabéte de type 2 (Figure 7). Ces
composeés présentent une puissance d’inhibition relativement modérée (de l'ordre du
micromolaire) et une faible sélectivité. La stratégie de multivalence a donc été envisagée pour
tenter de combler ces déficiences. Ainsi, des systemes di- et tri-valents d’iminosucres de type
DNJ liés par une plate-forme flexible de type oligoéthyléneglycol ont vu le jour (Figure 8). Les
tests d’inhibition réalisés sur le composé trivalent ont montré une augmentation de linhibition
enzymatique de I'a-mannosidase extraite de Canavalia ensiformis (JbMan) de 7,6 fois, soit un
potentiel relatif par iminosucre de 2,5. La multivalence a ainsi permis de montrer un apport de

sélectivité pour les différentes glycosidases.®
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OH OH
HO N~ HO N/\/OH
HO HO
OH OH

Figure 7. Iminosucres thérapeutiques monovalents Zavesca® (gauche) et Miglitol® (droite)

Figure 8. Systeme flexible trivalent fonctionnalisé par des iminosucres de type deoxynojirymicine pour I'inhibition
des glycosidases

La multivalence s’est également développée autour de la fonctionnalisation d’'un certain
nombre de plate-formes d’autres natures telles que les fullerenes,®® les sucres,®39 les

calixarénes®3*4% ou encore les cyclodextrines.0:10¢.41]

La préparation d’un fulleréne Ceo dodécavalant a permis d’observer une augmentation de 2147
fois la puissance d’inhibition pour I'a-mannosidase extraite de Canavalia ensiformis, soit un
pouvoir accru de 179 fois par unité d’iminosucre par rapport a 'iminosucre monovalent (Figure
9).
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Figure 9. Fullerene dodécavalant fonctionnalisé par des ligands iminosucres pour l'inhibition enzymatique

Dans le cas des plate-formes a base de 3-cyclodextrines, I'effet de la multivalence est observé,
avec la préparation d’'un cluster heptavalent. Ce systeme offre une activité d’inhibition 200 fois
supérieure a celle du monomére pour la B-glycocérébrosidase (GCase). Son homologue
tétradécavalent ne permet pas d’observer une contribution de l'effet de multivalence
supérieure a celle du systéeme heptavalent (Figure 10).12%4 Cette différence doit s’expliquer par
la présence dun autre parameétre que l'effet de multivalence pour gérer linhibition

enzymatique. L’existence d’un effet statistique ou d’un effet stérique est alors proposée.

Figure 10. Cyclodextrines fonctionnalisées par des iminosucres pour I'inhibition des glycosidases

Afin d’étudier ce phénomene, un certain nombre de cyclodextrines et de fullerénes
fonctionnalisés par des iminosucres sont synthétisés a différentes valences (valence = 7, 12,

14) en utilisant des longueurs d’espaceurs variables pour la connexion entre la plate-forme et
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le ligand.1*41 Dans ce contexte, I'accroissement de la valence a montré une claire
augmentation de lactivité des systémes sur linhibition de l'a-mannosidase extraite de
Canavalia ensiformis. De la méme maniére, la longueur des espaceurs impacte sur l'inhibition.
Plus la distance entre la plate-forme est importante et meilleure sera I'inhibition. Des espaceurs

longs facilitent 'accés du ligand au site actif.

Des études complémentaires ont alors été réalisées pour comprendre le mode de
complexation de ces systemes avec leur cible. Des expériences de titration calorimétrique
isotherme (ITC) ont permis de montrer un gain enthalpique favorisé par des réactions
exothermiques. Une compensation enthalpie-entropie est également observée. Ces résultats
d’ITC indiquent une stoechiométrie 1/1 pour les complexes formés entre le cluster et I'enzyme.
Cette conclusion écarte tout effet cluster pour expliquer I'effet de multivalence.*!l Basé sur la
microscopie par force atomique et la diffusion dynamique de la lumiére, un autre groupe a
démontré en utilisant différents systémes multivalents d’'iminosucres, qu’au contraire, I'effet
cluster est a l'origine de l'effet de multivalence.® Ces expériences ont pourtant été réalisées
avec la méme enzyme, 'a-mannosidase de Canavalia ensiformis. Finalement, une suggestion
a été proposée concernant la complexation simultanée des inhibiteurs multivalents au site
catalytique et a un site secondaire (Schéma 1).1%8a Cette interaction, du type reconnaissance

des lectines, permettrait d’expliquer 'augmentation de I'effet multivalent des inhibiteurs.

Tout comme dans le cas de l'anhydrase carbonique, des systémes d’auto-assemblage
apparaissent pour [linhibition multivalente de glycosidases. Ainsi, un analogue de
glycoprotéines est généré par I'auto-assemblage de polypeptides fonctionnalisés par des
iminosucres.® Cette nanoparticule s’est avérée étre un puissant inhibiteur de glycosidase. La
ligation des groupes actifs est réalisée via une cycloaddition azoture-alcyne catalysée au
cuivre.l?l Les systemes peuvent étre fonctionnalisés a différents degrés pour atteindre jusqu’a
25 dérivés de déoxynojirymicine. Une capacité d’inhibition 3440 fois supérieure au monomere

est mesurée (Figure 11).
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Figure 11. Auto-assemblage de glycopolypeptides d'iminosucres organisés en nanoparticules micellaires pour
I'inhibition enzymatique multivalente de glycosidases

Une étude architecturale des supports est également réalisée pour tester I'effet, au niveau de
linhibition enzymatique, de I'organisation des iminosucres sur une plate-forme cyclodextrine.
Ainsi, les résidus iminosucres sont fonctionnalisés sur une face de la plate-forme, sur l'autre

face ou bien sur les deux simultanément.*!!

Les différents exemples présentés montrent le grand intérét porté a I'a-mannosidase de
Canavalia ensiformis. C’est en effet 'enzyme pour laquelle la plupart des effets inhibiteurs sont
observés.[24p810.1137a37,401 Cette métallo-enzyme de zinc suit un mécanisme d’hydrolyse

conservateur."?!

C. Positionnement du projet

L’amélioration de [linhibition des glycosidases est toujours au coeur des travaux de
nombreuses équipes tant I'enjeu sur la santé est important. Les nouveaux systemes doivent
apporter une meilleure affinité et une meilleure sélectivité afin d’améliorer l'inhibition des
glycosidases. Afin de répondre a ces critéres, il semble intéressant de suivre une stratégie de
multivalence. Ainsi, I'objectif de notre étude repose sur la construction de nouveaux clusters
fonctionnalisés de maniére multivalente par le biais de plusieurs unités d’iminosucres. Il est
proposé ici de tester 'effet de la pré-organisation des plate-formes dont les bras sont orientés
dans une méme direction et sur une seule face de cette plate-forme. Le pouvoir d’inhibition du
peptide linéaire équivalent sera testé, pour déterminer I'intérét ou non, de travailler avec une
structure contrainte. Ces peptides seront fonctionnalisés avec des ligands iminosucres via des

ligations n’utilisant pas de métaux. (Schéma 2).
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Schéma 2. Représentation schématique de la préparation des inhibiteurs multivalents de glycosidases

Il. Syntheése et préparation des composés
A. Conception

Le choix de la plate-forme s’est tourné vers une structure peptidique. Les peptides sont choisis
pour leur facilité de synthése et de fonctionnalisation. lls présentent, de plus, le net avantage
d’étre hydrosolubles et il est aisé de moduler leur séquence. Dans le cadre de ce travail, des
décapeptides vont étre préparés puis fonctionnalisés par des iminosucres. La littérature
consacrée a l'inhibition enzymatique montre que la plupart des composés préparés a ce jour,
ont été générés par une ligation azoture-alcyne catalysée au cuivre, pour additionner
'iminosucre. Outre le fait que cette réaction soit trés efficace et ne génére aucun produit
secondaire, la présence du cuivre est un frein a une application in vivo. En effet, les nombreux
cycles thiazoles créés, peuvent piéger le cuivre par complexation. Afin d’éviter toute probabilité
de toxicité induite par la présence de cuivre, la fonctionnalisation des plate-formes peptidiques
de ce projet est réalisée par des liaisons click n’utilisant pas de métaux. Ainsi, les ligations
thiol-maléimide et oxime ont été envisagées, pour la facilité a introduire les groupements. Dans
le cas de la thiol-maléimide, I'iminosucre devra étre construit avec un groupement terminal
thiol et les peptides fonctionnalisés par des maléimides. Pour 'oxime, le ligand iminosucre
portera une fonction oxyamine réagissant avec les groupes glyoxaldéhydes présents sur les
peptides. Deux longueurs de bras espaceurs seront testées pour la préparation de ces

systemes inhibiteurs de glycosidases.
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B. Synthése des peptides modifiés

1. Plate-formes RAFT maléimides

Cette plate-forme peptidique est construite par une succession de 10 acides aminés
commerciaux. Quatre L-Lys(Boc)-OH vont étre intégrées a la séquence et permettront au
peptide d’étre fonctionnalisé dans un deuxieme temps par des groupements maléimides. La
préparation de la molécule est réalisée par SPPS automatique. Le décapeptide synthétisé par
l'automate est clivé en condition d’acide faible pour donner, aprés purification par HPLC
préparative, le composé 10 prét a étre cyclisé. L’étape de cyclisation est engagée a une
concentration de 0,5 mM pour préparer la plate-forme 11. Elle est ensuite suivie de la
déprotection des chaines latérales des résidus lysines. Le décapeptide cyclique cRAFT(LYS)4
est finalement obtenu avec un rendement de 50% apres purification par chromatographie RP-
HPLC (Figure 12). La plate-forme est ensuite engagée dans une quadruple réaction de
transestérification induite par les amines € des groupements lysines (Figure 12). Des liaisons
amides vont ainsi étre créées.*# La fonctionnalisation des résidus lysines par les groupements
maléimides est réalisée aprés la synthese SPPS. Ce choix est fait pour éviter des réactions
secondaires entre les maléimides et les nucléophiles présents dans le milieu lors du couplage
peptidique.
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Figure 12. Voie de synthése de la plate-forme peptidiqgue cRAFT(Lys)4. i) a: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-AA-OH,
Pipéridine/DMF (2/8), DIEA, DMF, micro-ondes, A, SPPS, b : TFA/CH2Clz (1/99), 38%; ii) PyBOP, DIEA, DMF
0,5mM,; iii) TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5), 50% ; iv) 12, phosphate buffer pH 7,2/ACN (6/4), 77%

En parallele a cette plate-forme cyclique, un décapeptide analogue, mais cette fois-ci linéaire,
est synthétisé. Le but est d’évaluer linfluence de la pré-organisation sur [inhibition
enzymatique (Figure 13). Pour cela, la séquence peptidique est réalisée par SPPS suivant le

méme protocole que pour le composé 10. Cependant, suite a la déprotection finale du
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groupement Fmoc, la résine est reprise dans une solution de CH:Cl,/anhydride acétique.
L’anhydride acétique va induire I'acétylation de la terminaison N-terminale du systéme. Aprés
avoir répétée une seconde fois I'étape de protection de 'amine terminale, la résine est clivée
et les groupements Boc protégeant les chaines latérales des lysines déprotégés par I'action
d’une solution acide de TFA/H,O/TIS (95/2,5/2,5). Le peptide est alors précipité, lyophilisé puis
purifié par HPLC préparative pour obtenir le produit tétra-aminé IRAFT(Lys)s prét a étre

fonctionnalisé par des groupements maléimides.
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Figure 13. Préparation du peptique linéaire tétra-fonctionnalisé IRAFT(Mal)4 par des groupements maléimides.
Avec i) a : Fmoc-Gly-OH, Fmoc-AA-OH, Pipéridine/DMF (2/8), DIEA, DMF, micro-ondes, A, SPPS, b : TFA/CH2Cl2
(1/99) ; ii) TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5), 80% ; iii) 12, ACN/Tampon phosphate 100mM pH 7,2 (4/6)

L’influence sur l'inhibition enzymatique de la longueur du bras espaceur entre la plate-forme
et 'iminosucre va pouvoir étre étudiée avec ces peptides. Il semble également intéressant de
vérifier si la nature de la liaison liant les ligands a la plate-forme induit des différences au
niveau de l'inhibition enzymatique. L'effet de la pré-organisation du systéme sera a nouveau

testé par la préparation d’'un deuxiéme type de plate-forme peptidique.
2. Plate-formes RAFT aldéhydes

Les plate-formes peptidiques utilisées pour la préparation de liaisons oximes sont identiques
a celles préparées au cours du Chapitre 2, ou elles étaient engagées dans la formation de
systemes multivalents fonctionnalisés par des liaisons acylhydrazones. Ces peptides sont
fonctionnalisés par des aldéhydes glyoxyliques au nombre de quatre avant le couplage avec
les ligands oxyamines. Ainsi, les composés cRAFT(ALD)s et IRAFT(ALD)4 (Figure 14) sont
préparés selon la procédure SPPS décrite précédemment.*s Grace a ces deux plate-formes,
l'effet de la pré-organisation des systemes multivalents sera étudié sur linhibition des

glycosidases.
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Figure 14. Structures chimiques des plate-formes peptidiques cyclique (CRAFT(ALD)a4) et linéaire (IRAFT(ALD)a)

Les quatre plate-formes étant synthétisées, les ligands doivent a leur tour étre préparés pour

permettre la formation de systémes multivalents par ligations click.

C. Synthese des iminosucres

La premiére famille d’iminosucres préparée repose sur la fonctionnalisation de ces inhibiteurs
par une chaine alkyle d’'une longueur de 4 ou 8 carbones portant en son extrémité un thiol. Ce
groupement ouvre la possibilité d’engager ce produit dans une ligation thiol-maléimide (Figure
15).
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glucopyranoside deoxynojirimycine n=5:17 iv) n=5:18
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Figure 15. Voie de synthése des iminosucres 16 et 20 fonctionnalisés avec des chaines alkyles portant un thiol
terminal. Avec i) a: NaH, BnBr, b : AcOH, H2SOu, c : LiAlH4, d : Oxydation de Swern, e : NH4.HCO2, NaBH3CN,
MeOH. Rdt : 14% ; ii) pour n=1 : tosylate de 3-butén-1-ol, sym-collidine, 79% ; pour n=5 : bromure d’alkyl, sym-
collidine, 80% ; iii) BCls 1M, CH2Cl2, MeOH, EtsN, pyridine, anhydride acétique, 75% ; iv) DPAP, acide thioacétique,
MeOH (n=1), CHzClz (n=5), 64-70% ; v) NHs 2M, MeOH

Le composé 2,3,4,6-tétra-O-benzyl-deoxynojirimycine est préparé, a I'échelle du gramme.
Cing étapes sont nécessaires pour sa préparation a partir du méthyl a-D-glucopyranoside avec
un rendement global de 14%. La premiére de ces cing étapes est la protection des hydroxyles
par des groupements benzyliques. Il s’en suit la déprotection de I'éther en milieu fortement
acide, puis d’'une réduction en présence de LiAlH4. Une oxydation de I'alcool anomérique est
ensuite réalisée dans les conditions de Swern. L’iminosucre est finalement obtenu aprés une
étape d’amination réductrice.“® Dans un premier temps, I'alkylation de cette deoxynojirymicine
a été réalisée dans des conditions décrites dans la littérature. Cette étape nécessite un travail
a haute température et une irradiation micro-ondes pour offrir des rendements compris entre

40 et 81%.51%1 Cependant, pour éviter 'emploi de solvant a haut point d’ébullition, une
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approche d’activation thermique en I'absence de solvant est développée pour la
fonctionnalisation de I'amine cyclique (Figure 15). La chaine butyle qui va permettre de créer
le bras court de I'iminosucre est insérée via un dérivé tosylate. L’utilisation d’'un dérivé bromé
plus réactif pourrait entrainer un phénoméne de sur-alkylation. Dans le cas de la
deoxynojirymicine fonctionnalisée par un bras long, 'amine joue le réle de nucléophile en
attaquant un dérivé 8-bromo-1-octéne. L’hypothése faite d’'une éventuelle sur-alkylation est
alors écartée. Les réactions de fonctionnalisation sont ainsi réalisées pour atteindre un
rendement de 80% dans les deux cas. Les iminosucres benzylés 13 et 17 ont ensuite subi une
étape de déprotection des groupements aromatiques. Immédiatement, ces hydroxyles
nouvellement libres sont protégés par des acétates pour donner les composés 14 et 18,
respectivement pour n = 1 et 5. Une réaction de thiol-éne est réalisée pour fonctionnaliser
I'alcene terminal et introduire ainsi un groupement thiol acétylé. Pour cela, I'iminosucre et le
thiol sont mis en présence d’'un générateur de radicaux, le DPAP, sous rayonnement UV a 365
nm (Figure 16). Ce couplage permet d’obtenir les deux produits protégés 15 et 19 avec un
rendement supérieur a 64%. Les cing groupements acétates sont éliminés par traitement
basique, en présence d’une solution dammoniac a 2 M. Les deux iminosucres recherchés 16
et 20 sont obtenus, respectivement, pour le composé a bras court et celui portant le bras long.
Ces deux composés sont utilisés tels quels pour la réaction avec les maléimides, sans analyse

complémentaire pour éviter la formation de disulfure.

(o}
(o)

/
P
Figure 16. Structure du générateur de radicaux, le 2,2-dimethoxy-2-phenylacetophenone (DPAP)

En paralléle, la synthése d’autres résidus iminosucres est engagée pour produire des dérivés
oxyamines avec des espaceurs fonctionnalisés par des chaines alkyles de longueurs variées
(Figure 17).
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Figure 17. Voie de synthése des iminosucres oxyamines ISs et IS;. Avec i) a: NaH, BnBr, b : AcOH, H2SOq4, ¢
LiAlH4, d : Oxydation de Swern, e : NH4.HCO2, NaBH3CN, MeOH. Rdt : 14% ; ii) bromure d’alkyl (pour n=3 : 2-(3-
bromopropoxy)isoindoline-1,3-dione 21, n=9 : 1-Bromo-9-phthalimidoxy-nonane 24), sym-collidine, 80% ; iii) BCls
1M, CH2Cl2, MeOH, EtsN, pyridine, anhydride acétique, 86% ; iv) NHz 2M, MeOH, 88%

Les cinq étapes conduisant a l'iminosucre 2,3,4,6-tétra-O-benzyl-deoxynojirimycine sont
communes a celles présentées précédemment pour la synthése des dérivés thiols. Cette voie
de synthése est donc trés intéressante puisqu’un méme intermédiaire peut étre utilisé pour la
préparation de quatre iminosucres finaux. La seconde étape de fonctionnalisation repose sur
I'utilisation de chaines alkyles présentant 3 ou 9 carbones qui joueront le réle d’espaceur entre
iminosucre et la plate-forme peptidique. Ces dérivés carbonés sont préparés a partir de
composés dibromés dont 'une des extrémités subit une substitution nucléophile par I'attaque
d’un groupement N-hydroxyphtalimide (Figure 18).4"1 Les deux produits 21 et 24 sont obtenus
aprés purification par chromatographie sur gel de silice avec des rendements compris entre
75 et 83%.

Br O.
Bra B — AR
n

o n=7:24

Figure 18. Synthése des dérivés bromoalkyls fonctionnalisés par des groupements N-hydroxyphtalimides, 21 (n=
1) et 24 (n=7)

Une fois le dérivé bromé additionné a [liminosucre, une étape de déprotection des
groupements benzyliques est réalisée, suivie de la protection de ces mémes hydroxyles par
des groupements acétates. Deux des méthodes classiques de débenzylation, H, Pd/C et
Na/NHsg (conditions de Birch) se sont avérées destructrices de la liaison oxyamine, connue
pour sa fragilité.*8! C’est la méthode utilisant le trichloroborane qui est finalement retenue
malgré I'ouverture partielle du phtalimide. Cette ouverture est provoquée par une attaque
nucléophile du méthanol, facilité par la chélation des groupements carbonyles par I'acide de
Lewis. Les groupements hydroxyles et 'amine secondaire du systéme sont protégés en

placant le composé en milieu basique, en présence d’anhydride acétique. Ces étapes
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successives de déprotection-protection sont indispensables pour éliminer les sels formés lors
de I'élimination des benzyles par du BCl; dans le méthanol. Aprés purification par
chromatographie sur gel de silice, un mélange de trois composés, I'un sous la forme phtalimide
recherchée (phta), un second avec le groupement ouvert (open) et un troisieme ouvert et
déprotégé (NH) est obtenu (Figure 17). Les ratios molaires pour chaque composé sont
déterminés par RMN 'H de 2,1:1,46:0et 3,7:2,0: 1 pour le bras court 23 et le bras long
26, respectivement (Figure 19).
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Figure 19. Analyses LCMS (Méthode D) des mélanges de composés sous forme phtalimide et ouvertes pour les
bras : A) court 23, calculé pour la forme phtalimide pour [C2sH30N2011+H]* 535,18, mesuré 535,20 ; et B) long 26,
calculé pour la forme phtalimide pour [C3iH42N2011+H]* 619,28, mesuré 619,25, avec en haut les
chromatogrammes HPLC et en bas les spectres de masse

Le mélange est engagé dans la réaction suivante sans étape de purification supplémentaire.
Ainsi, le systéme est solubilisé dans une solution d'ammoniac a 2 M, puis agité a température
ambiante durant la nuit sous atmosphére d’argon. Les produits finaux ISs et IS, sont obtenus
en tant que solides blancs avec de bons rendements (< 88%), apres purification par

chromatographie sur gel de silice.

Les quatre ligands d’intérét et les plate-formes étant synthétisés, les clusters peuvent étre

préparés via la formation de liaisons click de types thiol-maléimides et oximes.

D. Synthése des clusters

i. Systémes Thiol-Maléimides

La préparation des systemes peptidiques est réalisée dans un tampon aqueux de phosphate
de sodium a pH 7,2. Les plate-formes sont fonctionnalisées par des iminosucres via des
liaisons de type thiol-maléimides. La vitesse de liaison est augmentée pour une concentration
en plate-forme de 5 mM et 1,3 éq de thiol par position maléimide.“® Ainsi, chacun des deux
iminosucres est mélangé successivement a I'une et I'autre des plate-formes pour aboutir a la

formation de quatre nouveaux systemes multivalents (Figure 20).
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Figure 20. Préparation des quatre systémes peptidiques tétravalents

Le suivi réactionnel des ligations est réalisé par LCMS. La plate-forme cRAFT(Mal), est placée
dans le tampon, puis une solution de I'iminosucre dans un mélange DMSO/tampon (28/72) est
additionnée. Le systeme est agité durant 24h a 37°C. L’analyse LCMS du milieu en présence
de l'iminosucre avec le long bras espaceur 20, a permis d’identifier un pic a 2,26 min avec une
masse correspondant au produit recherché tétra-chargé (Figure 21). Le mélange n’étant pas
purifiable par HPLC préparative, il est envisagé de réaliser une chromatographie d’exclusion
stérique sur gel (Sephadex®) LH20 dans H.O/MeOH. Les constituants du mélange sont alors
séparés selon leur poids moléculaire en migrant entre des particules de tailles comprises entre
30 et 100 um. Ainsi, les composés de poids moléculaires les plus élevés (comme le produit
recherché) migrent le plus rapidement et sont les premiers a éluer. Les fractions obtenues,
contenant le composé cRAFT(20)s, présentent un certain nombre d’impuretés qui ne

permettent pas d’engager le produit dans des tests d’inhibition enzymatique.
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Figure 21. Analyse LCMS (Méthode J) du milieu réactionnel cRAFT(Mal)4 et de I'iminosucre 20 dans un tampon
phosphate 100mM a pH 7,2 aprés 5 jours a 37°C, calculé pour [C128H214N22038S4+3H+Na]** 705,36, mesuré 704,80

Le pH du milieu est mesuré a une valeur autour de 4-5. Une solution basique est alors ajoutée
pour corriger la valeur est atteindre un pH de 8 favorable a la formation d’une liaison thiol-
maléimide. Ce changement de pH reste sans succes et le produit n'est plus observé par
LCMS. L’hypothése de la formation de disulfure entre les ligands thiols est alors proposée.
Afin d’éviter ce phénomeéne, I'addition d’une phosphine dans le milieu a été réalisée. Dix
équivalents de tricarboxyéthylphosphine (TCEP) par ligand iminosucre sont ajoutés au
milieu.® L’analyse LCMS du mélange réactionnel de cRAFT(16)s a permis d’observer la
masse du composé di-, tri- et tétra-chargé. La masse n’est pas détectée par MALDI-ToF, mais
I'HR-ESI-MS confirme le résultat de la LCMS. Lorsque ce mode opératoire est appliqué a la
synthese de cRAFT(20)., le chromatogramme HPLC dévoile un pic a un temps de rétention
identique a celui du systeme fonctionnalisé avec le bras court cRAFT(16)s. La masse obtenue
par la MS est, elle aussi, la méme. Aprés avoir répété ces expériences pour écarter toutes
erreurs de manipulation, ce résultat est confirmé. Dans le cas de la plate-forme linéaire, c’est
également la masse et le temps de rétention attendus pour le systeme IRAFT(16)4 qui sont
obtenus au cours de I'expérience avec le bras long. L’hypothése d’une attaque nucléophile du
TCEP sur la plate-forme est proposée. Elle entrainerait la formation d’'un cluster de type
phosphonium cRAFT(phosphonium), (Figure 22).5Y Afin de confirmer cette hypothése, une
RMN du phosphore du composé a été réalisée et montre la présence d'un signal de 3P,

caractéristigue des phosphoniums (Figure 23).
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Figure 22. Hypothése de préparation et structure du composé cRAFT(phosphonium)4 formé par le mélange dans

un tampon phosphate & 100mM et pH 7,2 de TCEP, cRAFT(Mal)4 et d’'un iminosucre au choix 16 ou 20. Structure
déterminée a partir du spectre de masse
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Figure 23. Spectre 3P RMN du systéme cRAFT(phosphonium)s, purifié par HPLC semi-préparative, issu du
mélange de TCEP, cRAFT(Mal)s et de I'iminosucre 16 dans un tampon phosphate 100mM a pH 7,2
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Pour contourner la formation de ce composé cRAFT(phosphonium)s, la phosphine est
conservée mais le milieu est thermostaté a 37°C pour accélérer un éventuel déplacement de
I'équilibre thermodynamique (Figure 24). L'objectif est de tendre vers la construction du
systeme thiol-maléimide en dégradant les liaisons phosphoniums. Malheureusement, les
analyses LCMS ne montrent pas la formation du cluster recherché. Etant donné que le
phosphonium posséde une masse identique a celle du cluster fonctionnalisé par I'iminosucre
a bras court 16, les expériences suivantes ont été réalisées avec I'iminosucre 20. Ainsi toutes

ambiguités sur la présence d’ylures sont écartées.
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Figure 24. Expérience d’échanges de liaisons phosphoniums vers la formation de ligations thiol-maléimides

Des tests de stabilité du composé cRAFT(phosphonium). ont été réalisés dans des milieux
tamponnés de pH variés. lIs indiquent que le composé est instable en conditions basiques
(Figure 25). Ainsi, le retour incomplet vers la formation de la plate-forme cRAFT(Mal)s est
observé dans des conditions de pH basiques et des clusters phosphoniums de valence réduite

sont générés.
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Figure 25. Etude de la stabilité du composé ylure cRAFT(phosphonium)s a 1,70min a différents pH apres 3 jours
(Méthode J). De bas en haut : pH 3,0, 5,0, 8,0 et 10,8

Le test de stabilité du cluster cRAFTaa(phosphonium)s a montré qu’a un pH de 10,8, le
systéme n’est pas présent dans le milieu. Basés sur ces résultats, la synthése est engagée
dans un milieu aqueux tamponné avec 100 mM de Na,COs a pH 10,8 a 37°C. Aprés 2 jours
de réaction, l'analyse LCMS indique la présence du cRAFTa(phosphonium)s. Aprés
vérification du pH de la solution, la mesure indique une valeur d’acidité élevée (pH 3).
Différentes bases (triéthylamine, NaOH, NaHCO3"?) ont été successivement testées sans

permettre d’aboutir au résultat escompté.

Faute de résultats encourageants pour la synthése de ces composés thiol-maléimides, la suite

du travail s’est tournée vers la préparation de systémes oximes.
ii. Systémes Oximes

La préparation de systémes multivalents fonctionnalisés grace a des liaisons oximes a déja
fait I'objet d’un certain nombre de travaux dans la littérature.®3 Un criblage de différents pH
compris entre 1,0 et 8,0, est réalisé pour confirmer, par des analyses LCMS, la faisabilité de
clusters oximes a pH 3,0 (H20, 0,1% TFA). La préparation des clusters multivalents va

s’opérer, comme précédemment, a une concentration de 1 mM en plate-forme peptidique
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(Figure 26). Conformément a la littérature, 8 éq d’'iminosucres (2 éq par aldéhyde) sont

additionnés au milieu réactionnel.

Wi, HO —oH HO _on

HO OH

OH

HO, OHHo’ﬁ(‘;ﬂw‘ Ho ~ 1O

N HOZN OH
HO

J//‘NH N"‘ ;['&fo hl'“ .\(\Bn - OE))" (J/)" ”
N jf”' netis Oy, LN
1 o=t o™

cRAFT(ALD),

IRAFT(ALD),

cRAFT(IS,)s :n =1
cRAFT(IS)s:n=7

IRAFT(IS)s i n =1
IRAFT(IS)4:n=7

Figure 26. Préparation des quatre systémes tétravalents oximes

Les systémes sont ensuite analysés par LCMS apres quelques heures de réaction a
température ambiante. Chacun des quatre composés tétravalents est généré, dans un premier
temps, a I'échelle analytique puis, la préparation est étendue sur quelques milligrammes de
plate-forme. Les produits recherchés purs sont obtenus aprés purification par HPLC semi-
préparative. Ainsi, les quatre clusters d’'iminosucres, cRAFT(ISs)4, CRAFT(IS))4, IRAFT(ISs)4
et IRAFT(IS))4 sont obtenus aprés purification avec des rendements compris entre 40 et 70%
(Tableau 2).

Tableau 2. Masses et rendements obtenus pour les quatre clusters d'iminosucres construits via des liaisons oximes

Composé CRAFT(ISs)a cRAFT(IS))s IRAFT(ISs)a IRAFT(IS)4
Masse (mg) 59 6,0 4,1 7,1
Rendement (%) 57 47 40 70

Ces quatre systémes tétravalents sont alors engagés dans des tests d’inhibition enzymatique

et plus particulierement des glycosidases.

lll. Tests d’inhibition enzymatique

En fonctionnalisant 'ensemble des quatre composés par des ligands iminosucres de type
DNJ, l'objectif visé, est d’évaluer leur inhibition envers les glycosidases. L’a-mannosidase de
Canavalia ensiformis montre, comme indiqué dans lintroduction, les résultats les plus
intéressants d’inhibition. L’évaluation de l'inhibition des clusters multivalents est donc réalisée

sur cette enzyme dans une solution tamponnée de phosphate-citrate (100 mM) a pH 5,5. Pour
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optimiser I'activité de 'enzyme et pour la répétabilité de I'expérience, il est indispensable de
contrdler la valeur du pH ainsi que la température. En effet, les conditions de pH et de

température sont déterminantes pour que I'enzyme soit fonctionnelle (Figure 27).

A) B)

Activité enzymatique
Activité enzymatique

/ T(°C)

Optimum pH Dénaturation

Figure 27. Influence des facteurs physico-chimiques sur I'efficacité enzymatique avec A) I'effet du pH et B) I'impact
de la température

Par le biais de ce test, I'effet de la pré-organisation du systeme ainsi que celui de la longueur
des chaines carbonées liant I'iminosucre au peptide, sont évalués. Les constantes d’inhibition
Ki sont déterminées par spectrométrie UV-visible. Pour cela, I'activité résiduelle d’hydrolyse
de I'enzyme pour le 4-nitrophenyl a-D-mannoside est mesurée (Figure 28). Par un effet "push-
pull" induit par les groupements NO, mésomere attracteur et O- mésomere donneur, le produit
chromogénique formé absorbe dans le visible. L'enzyme et I'inhibiteur multivalent sont pré-
incubés a 37°C. Aprés 10 min, la réaction est stoppée par addition de NaCOs; puis
'absorbance du systéme est mesurée a 405 nm. Ces 10 minutes correspondent a la vitesse
initiale de la cinétique enzymatique pour agir sur le substrat (zone linéaire correspondant aux
conditions initiales avant le plateau). Pour chacun des composés, I'expérience est réalisée a

des concentrations différentes en substrat. Chaque test est répété deux fois.

OH
OH

OH NO. NO,
HO 0 .
HO a—mannosidase OBI
—_— HO + —
0 HO -~
OH =
\©\ on PKa=71 59
NO,

Figure 28. Hydrolyse du composé 4-nitrophenyl-a-D-mannoside par I'a-mannosidase

Michaelis et Menten ont été les premiers a proposer une théorie de cinétique enzymatique en
phase homogene en 1913.5% Le principe de ce modéle repose sur I'hypothése que I'on
travaille dans des conditions initiales. L’analyse du systéme est réalisée a la vitesse initiale
alors que le produit P est inexistant. Il ne doit pas y avoir d’équilibre de la réaction de formation
du produit P. La deuxiéme hypothése nécessite de considérer qu’un équilibre est rapidement
atteint entre les concentrations en enzyme [E], en substrat [S] et en complexe enzyme-substrat
[ES]. En d’autres termes, la concentration en complexe enzyme-substrat est considérée

comme constante (Equation 2). Ces simplifications ont permis d’aboutir & une équation de
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formation du produit reposant sur trois constantes de vitesse ki, k-1 et k2 (Equation 3). L’étape

de génération du produit régie par k, est généralement limitante.

k k
[E1+[S] == [ES] — > [E]+[P]
k.1

Equation 2. Systéme enzymatique aprés simplification par les hypothéses émises par Michaelis-Menten

VMax [S] k_;+ k;

V= Ol:lKM: K
1

~ Ky +[S]

Equation 3. Equation de Michaelis-Menten. Avec V, la vitesse initiale, Kw, la constante de Michaelis-Menten et Viax,
la vitesse initiale maximale

Ce modeéle est représenté selon un graphe montrant I'évolution de la vitesse de réaction en
fonction de la concentration en substrat dans le milieu (Figure 29). L’asymptote de cette

hyperbole, décrivant I'équation de Michaelis-Menten, représente la vitesse maximale (Vwax)

atteinte dans les conditions initiales.

Vinax/2

Kn [S]

Figure 29. Représentation de Michaelis-Menten décrivant I'évolution de la vitesse de la réaction de catalyse
enzymatique en fonction de la concentration en substrat

Les paramétres Ku et Vmax, pour plus de précisions, sont déterminés apres linéarisation de
l'équation de Michaelis-Menten. La représentation de Lineweaver-Burk est classiquement
choisie dans le cas des inhibitions d’a-glycosidases. La valeur de la constante d’inhibition Ki
est alors déterminée selon I'Equation 4 en tracant le graphique de Lineweaver-Burk (Figure
30).

145



Chapitre 4 : Inhibition enzymatique multivalente par des clusters peptidiques d’iminosucres

[11=2K;
P
- [1=K;
[11=0
1K, app 1K™
- mee T T Pente=Ky/Vmax
1Ky,
l v,
0 1/[S]

Figure 30. Représentation en double inverse de Lineweaver-Burk dans le cas d’une inhibition compétitive

1_KM(1+%)L 1

—=— L
V Vmax [S] Vmax

Equation 4. Equation de Lineweaver-Burk d’inhibition compétitive. Avec V : vitesse initiale, Km : constante de
Michaelis (s’apparente a l'affinité de 'enzyme pour son substrat), [I] : concentration en inhibiteur, Ki : constante
d’inhibition, Vmax : vitesse initiale max, [S] : concentration en substrat (4-nitrophenyl-a-D-mannoside)

Ainsi, chacun des quatre systemes est testé pour déterminer leurs constantes d’inhibition pour
I'a-mannosidase de Canavalia ensiformis (Tableau 3). Le composé cyclique fonctionnalisé par
I'espaceur court cRAFT(ISs)s présente un K; de 58 + 8,2uM alors que son homologue portant
le bras long, cRAFT(IS))s, présente une inhibition plus importante avec une constante
atteignant les 3,2 + 0,33uM. Cette expérience montre I'intérét d’avoir de longues chaines entre
les plate-formes et les iminosucres pour, certainement, permettre une meilleure accessibilité
ala cible. En se penchant sur les résultats obtenus pour les molécules linéaires, les différences
sont moins notables. Des valeurs de 1,86 + 0,45uM et 1,36 + 0.33 uM sont obtenues,
respectivement pour les espaceurs court et long. En étudiant I'organisation des plate-formes,
il est facile de constater que la présence d'une pré-organisation induit une moins bonne
inhibition pour I'enzyme dans le cas des bras courts. Des hypothéses ont été envisagées afin
de tenter d’expliquer ce phénomeéne. La présence d’'un site secondaire de reconnaissance a
été évoquée. La flexibilité des molécules linéaires peut éventuellement favoriser 'accés a ce
deuxieme site, améliorant ainsi I'inhibition. Le cluster cyclique cRAFT(ISs)4 ne présente peut-
étre pas une distance suffisantes, entre deux iminosucres, pour atteindre ce site. Cette
explication a d'ailleurs déja été proposée dans un exemple de la littérature.®®a Une autre
proposition permettant d’expliquer ce phénomeéne repose sur une inhibition réalisée par la
complexation par chélation de I'enzyme. De la méme maniére, la distance entre les sites
d’inhibition est peut-étre plus grande que I'espace entre les résidus iminosucres. Une troisiéme

hypothése suggére la géne stérique que peut apporter l'utilisation de la plate-forme peptidique
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cycligue. En augmentant la longueur de la chaine carbonée ou en supprimant la pré-
organisation de la plate-forme, cette géne stérique est réduite, voire méme éliminée. Cette

inhibition limitée est uniqguement observée dans le cas du cRAFT(ISs)4 puisque dans le cas du

CRAFT(IS))4, les bras longs des iminosucres "compensent” I'effet de la pré-organisation.

200 A) 400 B)
[1}= 0,160 mM []= 0,01 mM
150 I} 0,08 mM 300 o [I]= 0,005 mM
cRAFT(Is;), o [l12 0,04 mM cRAFT(Is)), :
o [l]= 0,0025 mM
*[l]= 0,02 mM
= 100 1= 0.02 m 2 20
(112 0,01 M [1]= 0,00125 mM
- s [l 0,005 mM 100 [1]= 0,000625 mM
o[l]=0 mM ®oll= 0 mM
= ‘ S . ‘
05 olo 05 10 15 20 _m[, 05 1o 15 20
1U[S] (M) 111S] (mit)
-50 - -100
400 - c) 80 - D)
o[l]= 0,005 mM
300 o[l]F 0,0025 mM 80 *[11=0,0025 mi
IRAFT(Is)s IRAFT(Is))4 i
* [I]= 0,00125 mM (10,0125 mid
Z 200 2 40 [1]= 0,000625 mM
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10 . 2,0
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Figure 31. Représentation de Lineweaver-Burk pour chacun des quatre systéemes. A) CRAFT(ISs)4, B) cRAFT(IS))a4,
C) IRAFT(1Ss)a et D) IRAFT(1S1)4

La puissance inhibitrice des clusters a fait 'objet d’'une comparaison avec la déoxynojirimycine
(DNJ) choisie comme monomeére de référence (Tableau 3). L'effet de multivalence est amplifié
en I'absence de pré-organisation de la plate-forme et varie selon la longueur des espaceurs.
La puissance effective de chaque unité d’iminosucre est directement liée a cet effet généré

par la multivalence.

Tableau 3. Pouvoir inhibiteur des systemes multivalents oximes sur I'a-mannosidase de Canavalia ensiformis

Composé CRAFT(ISs)s cRAFT(IS)s IRAFT(ISs)s IRAFT(IS))2 DNJ
Ki (M) 58 + 8,2 3,2+0,33 1,86+0,45 1,36+0,33 400
rp (puissance relative) 8,6 156,2 268,8 367,6 1
rp/n 1,7 31,2 52,6 76,9 1
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IV. Conclusion

Au cours de ce chapitre, la construction de clusters d’iminosucres par ligations en I'absence
de métaux a été réalisée. Une étude sur I'impact de la longueur des chaines carbonées des
bras espaceurs, entre la plate-forme et le résidu iminosucre, a été effectuée. Ainsi, les voies
de synthése de quatre ligands ont été développées en paralléle de la préparation de quatre
plate-formes peptidiques, cycliques ou linéaires, portant des fonctions maléimides ou
aldéhydes glyoxyliques. Malgré des problemes rencontrés pour la formation et la purification
des bioconjugués thiol-maléimides tétravalents, le travail a permis d’aboutir a la création de

liaisons oximes pour générer quatre nouveaux systémes multivalents.

Des tests d’inhibition enzymatique réalisés sur I'a-mannosidase de Canavalia ensiformis ont
permis de déterminer la valeur de la constante d’inhibition de chacun des systémes. Ainsi,
aprés analyse des résultats, ce sont les composés linéaires qui offrent une puissance
d’inhibition nettement supérieure a celle des composés cycliques. En effet, alors que la
molécule cyclique a bras courts dévoile un K; d’'une valeur relativement élevée, son homologue
linéaire posséde quant a lui un pouvoir inhibiteur 31 fois plus important. La longueur des bras
espaceurs entre les ligands et la plate-forme s’est avérée étre un critere contrélant l'inhibition.
L’inhibition enzymatique peut ainsi étre augmentée en substituant un ligand portant une chaine

carbonée de trois atomes avec un espaceur a neuf carbones.

Ce travail rapporte la premiére synthése de clusters d'iminosucres multivalents assemblés par
une ligation sans métaux. Cette étude a confirmé l'importance d’un espaceur entre le ligand
et le peptide. Cette plate-forme cyclique induit certainement une géne stérique pour la

reconnaissance.®®

148



Chapitre 4 : Inhibition enzymatique multivalente par des clusters peptidiques d’iminosucres

V. Références

(1]
(2]

(3]
(4]

(5]

(6]

[7]
(8]
9]

[10]

[11]

[12]

[13]

(14]

[15]

[16]

Synthetic Multivalent Ligands as Probes of Signal Transduction, L. L. Kiessling, J. E. Gestwicki, L. E. Strong,
Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 2348-2368.

Iminosugar-based glycopolypeptides: glycosidase inhibition with bioinspired glycoprotein analogue micellar
self-assemblies, C. Bonduelle, J. Huang, T. Mena-Barragan, C. Ortiz Mellet, C. Decroocq, E. Etame, A. Heise,
P. Compain, S. Lecommandoux, Chem. Commun., 2014, 50, 3350-3352.

Biomedical applications of dendrimers: a tutorial, M. A. Mintzer, M. W. Grinstaff, Chem. Soc. Rev., 2011, 40,
173-190.

a) Low-generation dendrimers with a calixarene core and based on a chiral C2-symmetric pyrrolidine as
iminosugar mimics, M. Marradi, S. Cicchi, F. Sansone, A. Casnati, A. Goti, Beilstein J. Org. Chem., 2012, 8,
951-957; b) Synthesis of the first examples of iminosugar clusters based on cyclopeptoid cores, M. L. Lepage,
A. Meli, A. Bodlenner, C. Tarnus, F. De Riccardis, I. I1zzo, P. Compain, Beilstein J. Org. Chem., 2014, 10,
1406-1412.

Glycosidase Inhibition with Fullerene Iminosugar Balls: A Dramatic Multivalent Effect, P. Compain, C.
Decroocq, J. lehl, M. Holler, D. Hazelard, T. Mena Barragan, C. Ortiz Mellet, J.-F. Nierengarten, Angew.
Chem. Int. Ed., 2010, 49, 5753-5756.

a) Fluorescent Silica Nanoparticles with Multivalent Inhibitory Effects towards Carbonic Anhydrases, N.
Touisni, N. Kanfar, S. Ulrich, P. Dumy, C. T. Supuran, A. Mehdi, J.-Y. Winum, Chem. Eur. J., 2015, 21, 10306-
10309; b) Carbonic Anhydrase Inhibitor Coated Gold Nanoparticles Selectively Inhibit the Tumor-Associated
Isoform IX over the Cytosolic Isozymes | and II, M. Stiti, A. Cecchi, M. Rami, M. Abdaoui, V. Barragan-Montero,
A. Scozzafava, Y. Guari, J.-Y. Winum, C. T. Supuran, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 16130-16131.
Emerging trends in enzyme inhibition by multivalent nanoconstructs, N. Kanfar, E. Bartolami, R. Zelli, A. Marra,
J.-Y. Winum, S. Ulrich, P. Dumy, Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 9894-9906.

Multivalent iminosugars to modulate affinity and selectivity for glycosidases, J. Diot, M. |. Garcia-Moreno, S.
G. Gouin, C. Ortiz Mellet, K. Haupt, J. Kovensky, Org. Biomol. Chem., 2009, 7, 357-363.

Topological Effects and Binding Modes Operating with Multivalent Iminosugar-Based Glycoclusters and
Mannosidases, Y. Brissonnet, C. Ortiz Mellet, S. Morandat, M. I. Garcia Moreno, D. Deniaud, S. E. Matthews,
S. Vidal, S. Sestak, K. El Kirat, S. G. Gouin, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135, 18427-18435.

a) Cyclodextrin-Based Iminosugar Click Clusters: The First Examples of Multivalent Pharmacological
Chaperones for the Treatment of Lysosomal Storage Disorders, C. Decroocq, D. Rodriguez-Lucena, K. Ikeda,
N. Asano, P. Compain, ChemBioChem, 2012, 13, 661-664; b) The Multivalent Effect in Glycosidase Inhibition:
Probing the Influence of Architectural Parameters with Cyclodextrin-based Iminosugar Click Clusters, C.
Decroocq, D. Rodriguez-Lucena, V. Russo, T. Mena Barragan, C. Ortiz Mellet, P. Compain, Chem. Eur. J.,
2011, 17, 13825-13831; c) A Systematic Investigation of Iminosugar Click Clusters as Pharmacological
Chaperones for the Treatment of Gaucher Disease, A. Joosten, C. Decroocq, J. de Sousa, J. P. Schneider,
E. Etamé, A. Bodlenner, T. D. Butters, P. Compain, ChemBioChem, 2014, 15, 309-319.

Polymeric Iminosugars Improve the Activity of Carbohydrate-Processing Enzymes, Y. Brissonnet, S.
Ladevéze, D. Tezé, E. Fabre, D. Deniaud, F. Daligault, C. Tellier, S. Sestak, M. Remaud-Simeon, G. Potocki-
Veronese, S. G. Gouin, Bioconjug. Chem., 2015, 26, 766-772.

a) Dimeric Zanamivir Conjugates with Various Linking Groups Are Potent, Long-Lasting Inhibitors of Influenza
Neuraminidase Including H5N1 Avian Influenza, S. J. F. Macdonald, R. Cameron, D. A. Demaine, R. J. Fenton,
G. Foster, D. Gower, J. N. Hamblin, S. Hamilton, G. J. Hart, A. P. Hill, G. G. A. Inglis, B. Jin, H. T. Jones, D.
B. McConnell, J. McKimm-Breschkin, G. Mills, V. Nguyen, I. J. Owens, N. Parry, S. E. Shanahan, D. Smith,
K. G. Watson, W.-Y. Wu, S. P. Tucker, J. Med. Chem., 2005, 48, 2964-2971; b) Potent and Long-Acting
Dimeric Inhibitors of Influenza Virus Neuraminidase Are Effective at a Once-Weekly Dosing Regimen, S. J. F.
Macdonald, K. G. Watson, R. Cameron, D. K. Chalmers, D. A. Demaine, R. J. Fenton, D. Gower, J. N. Hamblin,
S. Hamilton, G. J. Hart, G. G. A. Inglis, B. Jin, H. T. Jones, D. B. McConnell, A. M. Mason, V. Nguyen, I. J.
Owens, N. Parry, P. A. Reece, S. E. Shanahan, D. Smith, W.-Y. Wu, S. P. Tucker, Antimicrob. Agents
Chemother., 2004, 48, 4542-4549.

Highly potent and long-acting trimeric and tetrameric inhibitors of influenza virus neuraminidase, K. G. Watson,
R. Cameron, R. J. Fenton, D. Gower, S. Hamilton, B. Jin, G. Y. Krippner, A. Luttick, D. McConnell, S. J. F.
MacDonald, A. M. Mason, V. Nguyen, S. P. Tucker, W.-Y. Wu, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 14, 1589-
1592.

Attaching zanamivir to a polymer markedly enhances its activity against drug-resistant strains of influenza a
virus, A. K. Weight, J. Haldar, L. Alvarez de Cienfuegos, L. V. Gubareva, T. M. Tumpey, J. Chen, A. M.
Klibanov, J. Pharm. Sci., 2011, 100, 831-835.

Synthesis and anti-Influenza evaluation of polyvalent sialidase inhibitors bearing 4-guanidino-Neu5Ac2en
derivatives, T. Honda, S. Yoshida, M. Arai, T. Masuda, M. Yamashita, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2002, 12,
1929-1932.

a) A bivalent small molecule-drug conjugate directed against carbonic anhydrase 1X can elicit complete tumour
regression in mice, N. Krall, F. Pretto, D. Neri, Chem. Sci., 2014, 5, 3640-3644; b) A Small-Molecule Drug
Conjugate for the Treatment of Carbonic Anhydrase IX Expressing Tumors, N. Krall, F. Pretto, W. Decurtins,
G. J. L. Bernardes, C. T. Supuran, D. Neri, Angew. Chem. Int. Ed., 2014, 53, 4231-4235.

149



[17]

(18]

[19]
(20]
[21]
[22]
(23]

[24]

(25]
(26]
[27]
(28]

[29]

(30]

[31]

[32]

(33]
(34]

[35]

(36]

[37]

(38]

[39]

Chapitre 4 : Inhibition enzymatique multivalente par des clusters peptidiques d’iminosucres

Dependence of Avidity on Linker Length for a Bivalent Ligand—Bivalent Receptor Model System, E. T. Mack,
P. W. Snyder, R. Perez-Castillejos, B. Bilgicer, D. T. Moustakas, M. J. Butte, G. M. Whitesides, J. Am. Chem.
Soc., 2012, 134, 333-345.

a) Dendrimers incorporating benzenesulfonamide moieties strongly inhibit carbonic anhydrase isoforms I-XIV,
F. Carta, S. M. Osman, D. Vullo, Z. AlOthman, C. T. Supuran, Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 6453-6457; b)
Poly(amidoamine) Dendrimers with Carbonic Anhydrase Inhibitory Activity and Antiglaucoma Action, F. Carta,
S. M. Osman, D. Vullo, A. Gullotto, J.-Y. Winum, Z. AlOthman, E. Masini, C. T. Supuran, J. Med. Chem., 2015,
58, 4039-4045.

Exploring carbonic anhydrase inhibition with multimeric coumarins displayed on a fullerene scaffold, M.
Abellan-Flos, M. Tanc, C. T. Supuran, S. P. Vincent, Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 7445-7451.

Bivalent inhibition of human B-tryptase, N. Schaschke, G. Matschiner, F. Zettl, U. Marquardt, A. Bergner, W.
Bode, C. P. Sommerhoff, L. Moroder, Chem. Biol., 2001, 8, 313-327.

T. Selwood, K. C. Elrod, N. M. Schechter, in Biological Chemistry, Vol. 384, 2003, p. 1605.

a) Synthesis of bivalent inhibitors of eucaryotic proteasomes, G. Loidl, H.-J. Musiol, M. Groll, R. Huber, L.
Moroder, J. Pept. Sci., 2000, 6, 36-46; b) Bivalency as a principle for proteasome inhibition, G. Loidl, M. Groll,
H.-J. Musiol, R. Huber, L. Moroder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96, 5418-5422.

Dimerized Linear Mimics of a Natural Cyclopeptide (TMC-95A) Are Potent Noncovalent Inhibitors of the
Eukaryotic 20S Proteasome, A. Desvergne, E. Genin, X. Maréchal, N. Gallastegui, L. Dufau, N. Richy, M.
Groll, J. Vidal, M. Reboud-Ravaux, J. Med. Chem., 2013, 56, 3367-3378.

Design and evaluation of novel bivalent thrombin inhibitors based on amidinophenylalanines, T. Steinmetzer,
M. Renatus, S. Kiinzel, A. Eichinger, W. Bode, P. Wikstrém, J. Hauptmann, J. Stiirzebecher, Eur. J. Biochem.,
1999, 265, 598-605.

Probing multivalency for the inhibition of an enzyme: glycogen phosphorylase as a case study, S. Cecioni, O.-
A. Argintaru, T. Docsa, P. Gergely, J.-P. Praly, S. Vidal, New J. Chem., 2009, 33, 148-156.

Multivalency in the Inhibition of Oxidative Protein Folding by Arsenic(lll) Species, A. Sapra, D. Ramadan, C.
Thorpe, Biochemistry, 2015, 54, 612-621.

Synthesis and 5-lipoxygenase inhibitory activity of new cinnamoyl and caffeoylclusters, J. Doiron, L. H.
Boudreau, N. Picot, B. Villebonet, M. E. Surette, M. Touaibia, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19, 1118-1121.
Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors and activators, C. T. Supuran, Nat. Rev.
Drug Discov., 2008, 7, 168-181.

Multiple Binding Modes of Inhibitors to Carbonic Anhydrases: How to Design Specific Drugs Targeting 15
Different Isoforms?, V. Alterio, A. Di Fiore, K. D’Ambrosio, C. T. Supuran, G. De Simone, Chem. Rev., 2012,
112, 4421-4468.

Carbonic anhydrases: from biomedical applications of the inhibitors and activators to biotechnological use for
CO(2) capture, C. T. Supuran, J. Enzym. Inhib. Med. Ch., 2013, 28, 229-230.

Carbonic Anhydrase Inhibitors. Comparison of Aliphatic Sulfamate/Bis-sulfamate Adducts with Isozymes II
and IX as a Platform for Designing Tight-Binding, More Isoform-Selective Inhibitors, R. M. Vitale, V. Alterio, A.
Innocenti, J.-Y. Winum, S. M. Monti, G. De Simone, C. T. Supuran, J. Med. Chem., 2009, 52, 5990-5998.
Development of Potent Carbonic Anhydrase Inhibitors Incorporating Both Sulfonamide and Sulfamide Groups,
K. D'Ambrosio, F.-Z. Smaine, F. Carta, G. De Simone, J.-Y. Winum, C. T. Supuran, J. Med. Chem., 2012, 55,
6776-6783.

Out of the active site binding pocket for carbonic anhydrase inhibitors, K. D'Ambrosio, S. Carradori, S. M.
Monti, M. Buonanno, D. Secci, D. Vullo, C. T. Supuran, G. De Simone, Chem. Commun., 2015, 51, 302-305.
Combining supramolecular chemistry with biology, D. A. Uhlenheuer, K. Petkau, L. Brunsveld, Chem. Soc.
Rev., 2010, 39, 2817-2826.

a) Dual-display of small molecules enables the discovery of ligand pairs and facilitates affinity maturation, M.
Wichert, N. Krall, W. Decurtins, R. M. Franzini, F. Pretto, P. Schneider, D. Neri, J. Scheuermann, Nat Chem,
2015, 7, 241-249; b) Selection of Carbonic Anhydrase IX Inhibitors from One Million DNA-Encoded
Compounds, F. Buller, M. Steiner, K. Frey, D. Mircsof, J. Scheuermann, M. Kalisch, P. Bihlmann, C. T.
Supuran, D. Neri, ACS Chem. Biol., 2011, 6, 336-344.

Glycosidase Mechanisms: Anatomy of a Finely Tuned Catalyst, D. L. Zechel, S. G. Withers, Acc. Chem. Res.,
2000, 33, 11-18.

a) Synthesis and biological properties of multivalent iminosugars, R. Zelli, J.-F. Longevial, P. Dumy, A. Marra,
New J. Chem., 2015, 39, 5050-5074; b) The Multivalent Effect in Glycosidase Inhibition: A New, Rapidly
Emerging Topic in Glycoscience, P. Compain, A. Bodlenner, ChemBioChem, 2014, 15, 1239-1251; c)
Multivalent Inhibitors for Carbohydrate-Processing Enzymes: Beyond the “Lock-and-Key” Concept, S. G.
Gouin, Chem. Eur. J., 2014, 20, 11616-11628.

a) Fullerene-sp2-Iminosugar Balls as Multimodal Ligands for Lectins and Glycosidases: A Mechanistic
Hypothesis for the Inhibitory Multivalent Effect, R. Risquez-Cuadro, J. M. Garcia Fernandez, J.-F.
Nierengarten, C. Ortiz Mellet, Chem. Eur. J., 2013, 19, 16791-16803; b) Generalized Anomeric Effect in gem-
Diamines: Stereoselective Synthesis of a-N-Linked Disaccharide Mimics, E. M. Sanchez-Fernandez, R.
Risquez-Cuadro, M. Aguilar-Moncayo, M. |. Garcia-Moreno, C. O. Mellet, J. M. Garcia Fernandez, Org. Lett.,
2009, 11, 3306-3309; c¢) sp2-Iminosugar O-, S-, and N-Glycosides as Conformational Mimics of a-Linked
Disaccharides; Implications for Glycosidase Inhibition, E. M. Sanchez-Fernandez, R. Risquez-Cuadro, C. Ortiz
Mellet, J. M. Garcia Fernandez, P. M. Nieto, J. Angulo, Chem. Eur. J., 2012, 18, 8527-8539.

Correction to “Topological Effects and Binding Modes Operating with Multivalent Iminosugar-Based
Glycoclusters and Mannosidases”, Y. Brissonnet, C. Ortiz Mellet, S. Morandat, M. |. Garcia Moreno, D.

150



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]
[48]
[49]
[50]

[51]

[52]

(53]

[54]
[55]

Chapitre 4 : Inhibition enzymatique multivalente par des clusters peptidiques d’iminosucres

Deniaud, S. E. Matthews, S. Vidal, S. Sestak, K. El Kirat, S. G. Gouin, J. Am. Chem. Soc., 2014, 136, 6773-
6773.

Synthesis and glycosidase inhibition properties of triazole-linked calixarene—iminosugar clusters, A. Marra, R.
Zelli, G. D'Orazio, B. La Ferla, A. Dondoni, Tetrahedron, 2014, 70, 9387-9393.

The Multivalent Effect in Glycosidase Inhibition: Probing the Influence of Valency, Peripheral Ligand Structure,
and Topology with Cyclodextrin-Based Iminosugar Click Clusters, C. Decroocq, A. Joosten, R. Sergent, T.
Mena Barragan, C. Ortiz Mellet, P. Compain, ChemBioChem, 2013, 14, 2038-2049.

Biologically Active Polymersomes from Amphiphilic Glycopeptides, J. Huang, C. Bonduelle, J. Thévenot, S.
Lecommandoux, A. Heise, J. Am. Chem. Soc., 2012, 134, 119-122.

Jack bean a-mannosidase: Amino acid sequencing and N-glycosylation analysis of a valuable glycomics tool,
B. S. Gnanesh Kumar, G. Pohlentz, M. Schulte, M. Mormann, N. Siva Kumar, Glycobiology, 2014, 24, 252-
261.

Practical synthesis of maleimides and coumarin-linked probes for protein and antibody labelling via reduction
of native disulfides, H. Y. Song, M. H. Ngai, Z. Y. Song, P. A. MacAry, J. Hobley, M. J. Lear, Org. Biomol.
Chem., 2009, 7, 3400-3406.

a) Chemoselectively Template-Assembled Glycoconjugates as Mimics for Multivalent Presentation of
Carbohydrates, O. Renaudet, P. Dumy, Org. Lett., 2003, 5, 243-246; b) Multivalent DNA recognition by self-
assembled clusters: deciphering structural effects by fragments screening and evaluation as siRNA vectors,
E. Bartolami, Y. Bessin, N. Bettache, M. Gary-Bobo, M. Garcia, P. Dumy, S. Ulrich, Org. Biomol. Chem., 2015,
13, 9427-9438.

Large-Scale Synthesis of the Glucosylceramide Synthase Inhibitor N-[5-(Adamantan-1-yl-methoxy)-pentyl]-1-
deoxynojirimycin, T. Wennekes, B. Lang, M. Leeman, G. A. v. d. Marel, E. Smits, M. Weber, J. v. Wiltenburg,
M. Wolberg, J. M. F. G. Aerts, H. S. Overkleeft, Org. Process Res. Dev., 2008, 12, 414-423.
S-[w-(Aminodxy)alkyl]isothiuronium Salts, w,w'-Bis(aminodxy)alkanes and Related Compounds, L. Bauer, K.
S. Suresh, J. Org. Chem., 1963, 28, 1604-1608.

Synthesis of glycosylated-B(1-4)-amino(methoxy) and -oxyamino carbohydrate analogues, O. Renaudet, P.
Dumy, Tetrahedron, 2002, 58, 2127-2135.

M. Galibert, These, Université Joseph Fourier (Grenoble), 2010.

Synthesis of Galactoclusters by Metal-Free Thiol “Click Chemistry” and Their Binding Affinities for
Pseudomonas aeruginosa Lectin LecA, C. Ligeour, L. Dupin, A. Marra, G. Vergoten, A. Meyer, A. Dondoni,
E. Souteyrand, J.-J. Vasseur, Y. Chevolot, F. Morvan, Eur. J. Org. Chem., 2014, 2014, 7621-7630.
Assembly of Dimethyl Acetylenedicarboxylate and Phosphanes with Aldehydes Leading to y-Lactones
Bearing a-Phosphorus Ylides as Wittig Reagents, J.-C. Deng, F.-W. Chan, C.-W. Kuo, C.-A. Cheng, C.-Y.
Huang, S.-C. Chuang, Eur. J. Org. Chem., 2012, 2012, 5738-5747.

Access to Biomolecular Assemblies through One-Pot Triple Orthogonal Chemoselective Ligations, M.
Galibert, O. Renaudet, P. Dumy, D. Boturyn, Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 1901-1904.

a) Oxime Ligation: A Chemoselective Click-Type Reaction for Accessing Multifunctional Biomolecular
Constructs, S. Ulrich, D. Boturyn, A. Marra, O. Renaudet, P. Dumy, Chem. Eur. J., 2014, 20, 34-41; b) High
Affinity Glycodendrimers for the Lectin LecB from Pseudomonas aeruginosa, N. Berthet, B. Thomas, |. Bossu,
E. Dufour, E. Gillon, J. Garcia, N. Spinelli, A. Imberty, P. Dumy, O. Renaudet, Bioconjug. Chem., 2013, 24,
1598-1611; c) Synthesis of heteroglycoclusters by using orthogonal chemoselective ligations, B. Thomas, M.
Fiore, |. Bossu, P. Dumy, O. Renaudet, Beilstein J. Org. Chem., 2012, 8, 421-427; d) Expanding the scope of
oxime ligation: facile synthesis of large cyclopeptide-based glycodendrimers, B. Thomas, N. Berthet, J. Garcia,
P. Dumy, O. Renaudet, Chem. Commun., 2013, 49, 10796-10798.

One hundred years of Michaelis—Menten kinetics, A. Cornish-Bowden, Perspect. Sci., 2015, 4, 3-9.

A metal-free synthetic approach to peptide-based iminosugar clusters as novel multivalent glycosidase
inhibitors, E. Bartolami, R. Zelli, J.-F. Longevial, Y. Bessin, P. Dumy, A. Marra, S. Ulrich, 2015, Manuscript
submitted.

151






Chapitre 5

Synthéese d'a-PNA portant des triazines
fonctionnalisées comme analogues de

nucléobases






Chapitre 5 : Synthése d’a-PNA portant des triazines fonctionnalisées comme analogues de nucléobases

Chapitre 5 : Synthése d'a-PNA portant des triazines

fonctionnalisées comme analogues de nucléobases

I O ] ] {3 ¥ = PP PP RTP TP PPPPPPPPPP 154
A. Les analogues d'acide NUCIEIQUE .......ccieeeiiiiiiiiieeee ettt e e e e st e e e e e st are e e e e e e s s snnranaeeeeeas 154
B.  POSItIONNEMENT AU PrOJEL.....eiiiiiiiieiiiiie ittt sab e e s snneeeas 157

II. Construction de chassis multivalents pour la reconnaissance d’oligonucléotides .......... 158
N @ o =T o 1o 1R 158
B. Synthése des motifs diamiNOtHAZINES ..........coiiiiiiiiiiii e 159
C.  SYNESE PEPLAIGUE ...eeeei ettt e e e e e e e e e e e e e s et r e e e e e e e e e saarrnreeeeeeeeaanns 163

1 P oY o T 1V 1= o ] o EP PRSP PTPRP 168

IV, RETEIBNCES ...ttt b et a btk et e s b bt e st e e e sa b e e et et e abb e e e be e e snbeeenneas 170

153
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I. Contexte
A. Les analogues d'acide nucléique

La synthése d'analogues de biomolécules présente un grand intérét en sciences de la santé.
De tels composés peuvent étre impliqués dans des interactions non-covalentes multivalentes
avec des biomolécules naturelles.Y! Parmi ces biomolécules, la reconnaissance de I'acide
désoxyribonucléique présente un grand intérét tant il est régulierement impliqué dans des
probléemes de santé variés. L'instabilité des oligonucléotides en milieu biologique a conduit a
la construction de nouveaux types de biomolécules plus stables, capables de pénétrer la paroi
cellulaire, et solubles en milieu intracellulaire. Ces caractéristiques sont nécessaires pour une
hybridation efficace et durable avec les acides nucléiques ciblés. Ces analogues
d'oligonucléotides fonctionnalisés présentent des capacités de reconnaissance et
d'interactions non-covalentes avec la biomolécule naturelle.? Ils peuvent notamment étre
appliqués a des stratégies antisens.Bl La chimie combinatoire dynamique a contribuée a la
découverte de nouveaux analogues d’oligonucléotidiques.” Des analogues de cytosines
fonctionnalisées ont été développés depuis quelgues années. Ces acides nucléiques modifiés
augmentent leur pouvoir complexant par une combinaison des reconnaissances de type
Watson-Crick et Hoogsteen.Bl Parmi ces composés, des cytosines modifiées par un bras
fonctionnalisé avec un guanidinium ont montré une amélioration de I'hybridation pour les
acides nucléiques par rapport & leur homologue naturel (Figure 1). Outre la stabilisation des
complexes par des liaisons hydrogenes via les appariements Watson-Crick et Hoogsteen, il
est a présent connu que les bases interagissent également via les interactions de type m-m.
Cette fonctionnalisation représente un avantage en approche antisens avec une différence de
température de fusion (Tm) du double brin atteignant 18°C supplémentaire par rapport a

I'acide nucléique non modifié.kel

(o] gligonucléotide

“, 0

gs,_ (0]

Figure 1. Cytosines modifiées par un groupement guanidinium (en vert) pour renforcer I'interaction avec les
guanines nucléotidiques. Avec en rouge la liaison hydrogéne crééel®
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Des chassis peptidiques sont également utilisés comme analogues d’oligonucléotides. Les
Peptides d'Acides Nucléiques (PNA) sont des plateformes basées sur une unité de répétition
de méme longueur que celle des acides nucléiques naturels (Figure 2).[ La structure de ces
PNA est basée sur une succession d'unité N-(2-aminoéthyl)-glycine fonctionnalisées par des
bases nucléiques. Les PNA ont une grande adaptabilité de leur conformation comme le prouve
leur capacité a créer des duplex, des triplex voir méme des quadruplex® a la fois avec d'autres
PNALY 'ADN sous sa forme A et B, ainsi qu'avec 'ARN!22, Le complexe ainsi formé est
stabilisé par des liaisons hydrogénes entre les biomolécules a la fois par des appariements de

Watson-Crick et d’Hoogsteen dans le cas des triplex.23

DNA PNA

Figure 2. Structures de 'ADN et d’'un PNA avec l'unité de répétition en vert constituée de six atomes

Le PNA est classiquement synthétisé sur support solide par création de liaisons amides. Il est
possible de fonctionnalisé dans un second temps le squelette PNA en utilisant I'effet template
de [l'oligonucléotide cible pour créer la biomolécule synthétique (Figure 3).:4 La
fonctionnalisation est possible via la ligation des bases nucléotidiques selon différentes
approches : par amination réductrice, utilisant 'approche de chimie combinatoire dynamique
et par la formation de liaison amide par acylation des amines du squelette PNA.

/ﬂ’l\wmw/ﬂ'h\ S fm\wmwm

Figure 3. Synthése de PNA par effet template d'acide nucléique

Une approche rationnelle basée sur la fonctionnalisation du chassis PNA est également
envisageable pour permettre de développer de nouveaux systémes.!¥ L’intérét pourrait étre

d’apporter de la multivalence aux chassis pour accroitre I'hybridation de I'oligonucléotide.

Ces biomolécules synthétiques présentent un grand intérét pour leur activité antisens. En effet,

en se liant a I'acide nucléique, le PNA rend la transcription impossible.28 De méme, si la cible
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est 'ARN, c'est la traduction qui est alors avortée, le ribosome ne peut, en effet, créer la

protéine qu'a partir de simple brin (Figure 2).E1

Mx@@@@@

PNA-ADN, triplex ADN

Absence
de Transcription
Transcription

PNA

1Y I||II
|||/ | L[l

PNA-ARN duplex

Absence
de
Traduction
Protéine

Figure 4. Stratégie antisens des PNA avec I'ADN et I'ARN

Afin d'améliorer I'hybridation avec les oligonucléotides, la structure des PNA a été modifiée
pour créer de nouveaux squelettes ou encore développer des analogues de bases nucléiques
(Figure 5).18 Les groupes cyanuryles, notamment, ont été proposés pour la reconnaissance
des thymines car ils présentent un profil donneur-accepteur-donneur de liaisons hydrogénes
dans le cas, par exemple, d’une fonctionnalisation pour générer la diaminotriazine.% Ce réactif
trichloré est connu pour étre facilement et sélectivement fonctionnalisable. Il a pour ces raisons

été tres largement utilisé comme synthon en chimie organique et supramoléculaire.22

o HN
\ 8 | B R B B
wnnl N 0
o 0 m) NH
HO.‘ HOM (o]
0"':"0 oy [o) NI-P R

(S)-GNA (S)-BuNA v7-PNA a-PNA

Figure 5. Structures de quelques analogues synthétiques de I'ADN, fonctionnalisés par des bases nucléiques B.
Avec (S)-GNA pour Glycol Nucleic Acid, (S)-BuNA pour Butyl Nucleic Acid.[82.18b.18d.21]
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Les a-PNAR22 sont une classe de PNA basés sur un squelette d'acides aminés a, capables de
complexer a la fois I'ADN et 'ARN.Z Ces dernieres années, il a été démontré que les a-PNA,
fonctionnalisés grace a des diaminotriazines (Figure 6), hybrident 'ARN via un appariement
de type Watson-Crick. Les valeurs de Tm mesurées pour des dodécapeptides atteignent
58°C.[2U Des triplex d'oligothymines-a-PNA fonctionnalisés par des groupements mélamines
ont par la suite été étudiés. Le triplex est ainsi obtenu grace a la capacité de la mélanine a

reconnaitre les thymines sur ses deux faces.4

b O
N _GP OH
H \)OL GP” \)Lo
N _.GP i
GP™ Y O SPPS "
H _— _
/J: > NZN > NZN
0% oH Ry Sy R N e
A A H H '=H

Figure 6. Voie de synthése précédemment développée pour la synthese des a-PNA. Avec GP pour les groupements
protecteurs

B. Positionnement du projet

La reconnaissance des oligonucléotides nécessitant d'étre toujours plus efficace et précise,
les a-PNA offrent une large diversité de nouveaux squelettes peptidiques sur la base des
acides aminés. L'hybridation d’oligonucléotides est ensuite modelée par la fonctionnalisation
des acides aminés grace a des groupements présentant une reconnaissance pour les bases
nucléotidiques. Ce travail vise a améliorer I'affinité et la sélectivité de I'hybridation des a-PNA
en introduisant de la multivalence. Cette approche consiste en la préparation d’acides aminés
modifiés par des groupements fonctionnalisés et capables de former des liaisons hydrogénes
avec 'acide nucléique (Schéma 1). La multivalence ainsi créée va étre utilisée pour augmenter

le pouvoir complexant par rapport a de simples bases nucléotidiques.
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9———H—N>_N
2/ N—H---N”_ »—/
—

\3
O---H—N

OLIGONUCLEQTIDE
a-PNA

Schéma 1. Représentation schématique de I'hybridation d’une thymine de 'ADN avec I'a-PNA fonctionnalisé d’'une
diaminotriazine via des liaisons hydrogenes. Avec les spheres grises représentant les groupements fonctionnelles
pouvant permettre la formation d’interactions secondaires et générer de la multivalence

Il. Construction de chéassis multivalents pour la reconnaissance d’oligonucléotides
A. Conception

Dans le but de construire des plate-formes multivalentes appliquées a la reconnaissance
d’acides nucléiques, il est proposé ici de fonctionnaliser un acide aminé d’origine naturelle sur
sa chaine latérale alcool par un motif diaminotriazine. Ce groupement N,N,O-triazine permet
de former trois liaisons hydrogenes avec la thymine2® ou un analogue contenant un imide.2
Afin d’améliorer I'hybridation de type Watson-Crick entre la base naturelle et le systeme
synthétique, les triazines vont étre fonctionnalisées par des amines secondaires pour

permettre de générer de la multivalence (Figure 7).

Les monomeéres d’acide aminé fonctionnalisés sont engagés dans une synthése peptidique
permettant ainsi une approche modulaire. Le nombre et l'organisation des motifs triazines

pourra ainsi est modifiés pour générer des homo- ou des hétéro-polymeres a-PNA.

R
J\rf}OH
O/m

R ( SPPS
( I 4NN O [ i Ny
o g YO
N._-N N._-N
Y \r a-PNA
H‘N'R' H'N‘R' R'#H

Figure 7. Voie de synthése proposée pour la préparation d'a-PNA portant des diaminotriazines comme analogues
de bases nucléiques. Avec GP pour les groupements protecteurs
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B. Synthéese des motifs diaminotriazines

La construction des briques monovalentes est initialisée par la substitution de I'un des trois
atomes de chlore du chlorure de cyanuryle par le groupement hydroxyle de la Boc-L-sérine-
OMe. Le résidu sérine présente l'intérét de créer un espaceur de deux atomes entre le
squelette peptidique et le motif diaminotriazine, tout comme celui de 'a-PNA précédemment
décrit et permettant I'hybridation de I'ARN.2Y La fonctionnalisation de I'acide aminé par le
groupement aromatique est réalisée a 0°C pour éviter une seconde substitution de chlorure
sur le méme groupement triazine. L'étape suivante repose sur la substitution des deux autres
atomes de chlore par les amines secondaires et nécessite de maintenir le milieu a reflux en
présence de base durant la réaction. Ces conditions se sont révélées trop dures pour le
composé chloré qui est dégradé. La triazine est un bon groupement partant et des éliminations
électrophiles ont déja été observées avec cet acide aminé.Zd Les produits formés lors de cette
élimination sont la Boc-déshydroalanine-OMe et le groupement 4,6-dichloro-2-hydroxy-1,3,5-

triazine (Figure 8).128

RN HO
Base BocHNHLOMe o
4 A i
* —— T NI SN + BOCHN\H)LOMe
)N: ),N\ Cl)\N/)\CI
[of] \N Cl

Figure 8. Mécanisme proposé pour la dégradation de la Boc-L-sérine-OMe

Dans le but de conserver le motif N,N,O-triazine et d'éviter ce mécanisme de B-élimination, le
choix de la L-homosérine s'est avéré étre le plus cohérent. Il permet, en outre, de minimiser
les variations de longueur du bras espaceur et son impact sur la complexation avec
I'oligonucléotide cible. Il est supposé que ce carbone apportera de la flexibilité au squelette

compensant ainsi cette différence de longueur de chaine.

L'amine a de la L-homosérine est dans un premier temps protégée par un groupement tert-
butoxycarbonyl en condition basique, suivie de la protection du carboxylate par I'iodométhane
avant que le produit ne soit isolé par chromatographie sur gel de silice (Figure 9).22 Lors de
l'analyse RMN *H, un ratio molaire 77/23 du mélange A/B (méthyl (tert-butoxycarbonyl)-L-

homoserinate/lactone) est alors observé (Figure 10).
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(o} o} (o}
[o]
HzN\é)LOH i BocHN\é)LOQ Ln(ﬂ i) BocHN\é)LOMe + BocHN\:/u\o
e 3 —

OH OH OH
B
7% 23%
(RMN "H)

Figure 9. Synthése du composé méthyl (tert-butoxycarbonyl)-L-homosérinate A. Réactifs et conditions: i)
triethylamine, Boc20, acétone/H20 1/1, ta; ii) iodométhane, DMF anhydre, 0°C puis reflux.
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Figure 10. Spectre RMN *H du mélange A/B (77/23) dans CDCl3z

Il est alors envisagé de protéger le groupement hydroxyle du résidu L-homosérine avec du
chlorure de tert-butyldiméthylsilane pour éviter la transestérification de I'alcool.BY Cette étape
est suivie de la protection en milieu basique de I'amine o et de l'acide carboxylique de
’'hnomosérine par du chloroformate de benzyle en une seule étape (Figure 11). Malgré une
optimisation réalisée en augmentant le nombre d’équivalents en groupement protecteur, puis
par I'utilisation d’alcool benzylique ou de bromure de benzyle, le rendement de cette étape ne
dépasse pas les 16% en composé diprotégé apres purification par chromatographie sur gel

de silice. La protection du groupement hydroxyle est alors abandonnée.
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Figure 11. Voie de synthése proposée pour la protection du groupement hydroxyle de la L-homosérine pour éviter
la formation de la lactone. Réactifs et conditions : i) TBDMS-CI, DBU, acétonitrile anh., 82% ; ii) Cbz-Cl, NaHCOs
1M, 16%

Les tests d’optimisation se sont alors tournés sur I'ouverture de la lactone.B! La L-homosérine
est protégée par le chloroformate de benzyle au niveau de son amine a puis le mélange brut
contenant entre 5 et 25% molaire de lactone est engagé dans une étape d’ouverture de la
lactone en condition basique (NaOH) (Figure 12). L’équilibre entre le produit linéaire et la
lactone est étroit et la conversion n’est pas compléte. Le bromure de benzyle est ensuite ajouté
au carboxylate aprés concentration a sec et le produit diprotégé est obtenu avec un rendement
de 54% apres purification par colonne sur gel de silice. Cette purification s’avére étre difficile
car le résiduel de lactone migre de maniére quasi similaire au résidu homosérine diprotégé.
Un meilleur rendement serait souhaitable puisque ces étapes de protection sont les premiéres

de la voie de synthése et 'acide aminé est assez onéreux.

o} o 0
o
H,N \)LOH i CbzHN \_)LOH i) CbzHN \_)Lo’\©
: — : :

+ CbzHN o —
o o -
OH OH OH
L-homosérine 27 28

Figure 12. Voie de synthése proposée pour I'ouverture de la lactone. Réactifs et conditions : i) Cbz-Cl, NaHCO3
1M ;ii) a : NaOH, H20, EtOH, b) BnBr, DMF, 54%

Aprés une étude approfondie des divers tests de protection réalisés au cours de I'optimisation,
il a été constaté par chromatographie sur couche mince que la proportion en lactone est
augmentée lors de la concentration au rotavapor. Ainsi, des tests de concentration a sec du
produit sous vide ont été réalisés dans un bain maintenu a 20°C pour limiter la formation de
lactone et obtenir 27 avec un rendement brut de 93%. Les résultats se sont avérés étre un
réel succés et ont permis d’obtenir le produit diprotégé avec un rendement de 96% de

composeé 28 pur.

Le premier chlore de la triazine est ensuite substitué par I'hydroxyle de la L-homosérine en
condition basique a 0°C dans du THF. Il est important de maintenir cette température car si
I'on travaille a température ambiante, un second chlore du groupement cyanuryle pourrait étre

substitué puis le troisitme atome dans le cas ou I'on travaillerait a reflux (Figure 13).[2032
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Figure 13. Réactivité différentielle des atomes de chlore de la 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinel22:32

Le produit dichloré 29 est alors isolé par chromatographie sur gel de silice avec un rendement
de 79%. L'intérét de cette voie de synthése est d’étre commune aux différents monomeres qui
pourront étre développés en substituant les deux atomes de chlore restant (Figure 14). Au
cours de ce travail, une premiere fonctionnalisation a été réalisée avec un groupement n-
butylamine et une seconde voie de synthese a permis la fonctionnalisation de la triazine par
le diaminopentane mono-protégé par un groupement trityl 33.

HZN\E)CJ)‘OHL @IOTH\;)(LO/@ iii) \g,

ii) o] (

OH OH 28 N

nBu ( N N [o)
1 .
NN O S
HO Y S N__N
N._N h
Y 30 N 34
N H WA
H* “nBu
NHTrt
lvi) lvi)

[o]
FmocHN \_)OLOH NHT"FmOCHN \-;)LOH
nBu (- k(\l )4 (

.N__N__O
N__N__O HOYT S
T Nt
= 32 36
M 1
H 'nBu
NHTrt

Figure 14. Synthése des dérivés de L-homosérine portant des diaminotriazines fonctionnalisées. Réactifs et
conditions : i) Chloroformate de benzyle, NaHCOs, 93% ; ii) Bromure de benzyl, DIEA, DMF, 96% ; iii) chlorure de
cyanuryle, DIEA, THF, 0°C, 79% ; iv) n-butylamine, DIEA, THF, reflux, 87% ; v) 33, DIEA, THF, reflux, 70% ; vi) a)
Pd/C, Hz2, 93-97% b) N-(9-Fluorénylméthoxycarbonyloxy)succinimide, Na2COs, 72-79%.
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L’étape de double fonctionnalisation via des réactions de substitution nucléophile est donc
réalisée a reflux pour donner les produits 30 et 34 avant la déprotection de I'amine o et de

I'acide carboxylique en conditions anhydres (Figure 15).21

0 o
CbZHN\.)LOBn HZN\.)LOH
R ¢ R ¢

N__N__O > N__N__O
WO Y
e e
H'N"R H'N‘R
30 : R = n-butylamine 31 : R = n-butylamine
34 : R = n-pentylamine trityl 35 : R = n-pentylamine trityl

Figure 15. Déprotection de I'amine o et de I'acide carboxylique de la L-homosérine fonctionnalisée. Réactifs et
conditions : Pd/C, H2, MeOH, 93-97%

L’amine libre est ensuite protégée par un groupement Fmoc a partir du réactif Fmoc-OSu pour
obtenir le monomeére final qui va étre engagé dans la synthése peptidique.E2 Cette étape a
nécessité une optimisation car les essais initiaux basés sur une protection avec le chlorure de
fluorénylméthoxycarbonyl, ont permis de synthétiser 32 et 36 avec un rendement faible

compris entre 10 et 40% seulement (Figure 14).

Les acides aminés modifiés 32 et 36 sont ainsi préparés en six étapes avec un rendement
global compris entre 43 et 47%. Cette voie de synthése offre la possibilité de fonctionnaliser

la triazine avec des amines de natures variées et de moduler la gamme des futurs a-PNAs.
C. Synthese peptidique

Les motifs diaminotriazines monovalents préparés précédemment sont engagés dans la
synthese peptidique de plate-formes a-PNAs fonctionnalisés. L’acide aminé 32 est sélectionné
pour la préparation d’'un peptide alternant avec le résidu L-aspartate ou la L-alanine pour
former respectivement I'a-PNA Asp-Triaz et 'a-PNA Ala-Triaz ou encore pour la préparation
d’homopeptides a-PNA Triaz-Triaz (Figure 16). Les a-PNA alternés sont connus pour adopter
une structure secondaire favorable a I'hybridation d’oligothymines.2d |’aspartate est

notamment envisagé pour améliorer la solubilité du peptide en milieu aqueux.
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Figure 16. Synthese des a-PNA alternés (a-PNA Asp-Triaz, Ala-Triaz) et homopeptide (Triaz-Triaz) par synthése
peptidique sur support solide (SPPS) sur une résine de chlorure de 2-chlorotrityle

Les a-PNAs sont préparés sur support solide par synthese manuelle en utilisant une résine de
chlorure de 2-chlorotrityle.®¥ Les rendements de chacun des couplages peptiques sont
calculés a partir de la valeur d’absorbance UV mesurée a 301 nm aprés déprotection du
groupement Fmoc.2 Des optimisations des conditions de synthése ont été réalisées sur la
préparation de I'a-PNA Asp-Triaz. Les premiers tests ont été effectués dans le DMF avec
HBTU en tant qu’agent de couplage et les rendements d’étapes obtenus atteignaient 40 & 70%
(Figure 17, condition 1). Etant inacceptable pour la premiére étape, I'acide aminé qui va étre
couplé, est pré-activé avec I'agent de couplage durant une période d’environ 20 minutes
(Figure 17, condition 2). Une Iégére augmentation du rendement est observée et les conditions
mises au point sur ce test sont conservées. Le remplacement de I'agent de couplage HBTU
par 'lHATU a permis d’atteindre un rendement compris entre 70 et 80% (Figure 17, condition
3). Il faut noter qu’un rendement d’étape de 80% peut étre trés acceptable pour une réaction
isolée, mais dans le cas d’une synthése peptidique avec cinq couplages, le rendement global

obtenu pour la synthése ne peut alors pas dépasser les 33%. Les derniéres optimisations sont
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réalisées en remplacant le DMF par un mélange NMP/DMF (4/1) pour atteindre des
rendements par étape, supérieurs a 95% (Figure 17, condition 4). Suite aux divers tests
effectués, les conditions retenues pour la synthése peptidique des o-PNAs permettent
d’atteindre 70% de rendement global sur cinq étapes alors que seulement 10% était obtenu
dans les conditions initiales (Figure 18).
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Couplage peptidique —

Figure 17. Optimisation des procédures de synthése peptidique sur chaque étape pour préparer I'a-PNA alterné
(Asp-Triaz). Condition 1 : HBTU, DMF ; Condition 2 : HBTU, DMF, pré-activation et double couplage ; Condition
3: HATU, DMF, pré-activation et double couplage ; Condition 4 : HATU, NMP/DMF, pré-activation et double
couplage
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Figure 18. Optimisation des procédures de synthése peptidique pour préparer I'a-PNA alterné (Asp-Triaz) sur le
rendement global. Condition 1: HBTU, DMF ; condition 2 : HBTU, DMF, pré-activation et double couplage ;
condition 3 : HATU, DMF, pré-activation et double couplage ; condition 4 : HATU, NMP/DMF, pré-activation et
double couplage

Ainsi, 'a-PNA Asp-Triaz et 'a-PNA Ala-Triaz ou encore 'homopeptide a-PNA Triaz-Triaz
sont préparés selon les conditions définis. Malgré des rendements trés convenables lors des
étapes de couplage de I'a-PNA Asp-Triaz, le clivage de la résine et la déprotection de 'a-PNA
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Asp“BU-Triaz ne permettent pas d'aboutir au composé attendu. La formation du produit
déprotégé est observée par analyse LC-MS mais il est rapidement dégradé en présence de la
solution de clivage TFA/CH.CI,. L’origine de la dégradation pourrait s’expliquer par la formation
de l'aspartimide qui a déja été rapportée dans le cas de séquences peptidiques riches en

résidus aspartates (Figure 19).E8
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Figure 19. Mécanisme de formation de I'aspartimide

Diverses tentatives d’optimisations ont été envisagées. La réduction de la proportion en TFA
dans la solution de déprotection et de clivage a été testée dans un premier temps (Figure 20).
Ces premiers tests ont été effectués sur le 5-mer du dérivé protégé en utilisant une solution
de TFA/TIS/HO (95/2,5/2,5) (Figure 20A). La conversion compléte est observée pour former
le produit attendu (m) éluant a 3,0 min ainsi qu'un composé secondaire majoritaire a la longueur
d’'onde de 214 nm avec un temps de rétention de 2,7 min, donc plus hydrophile. Il a ensuite
était envisagé de réduire les proportions en acide en testant des mélanges jusqu'a 1/99
(TFA/CHCI,). L’apparition d’un autre produit est alors observée a 1,8 min et la proportion en
acide devient trop faible pour la déprotection des chaines latérales carboxylées des

aspartates.
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Figure 20. Chromatogrammes HPLC (Méthode E) des essais d’optimisation de I'étape de déprotection du 5-mer
du Fmoc-a-PNA AsptBi-Triaz (A) en Fmoc-a-PNA Asp-Triaz (m). Conditions de bas en haut : A : TFA/TIS/H20
(95/2,5/2,5) ; B : TFA/CH2Cl2 (50/50) ; C : TFA/CH2Cl2 (10/90) ; D : TFA/CH2Cl2 (1/99)

Il a alors été envisagé de poursuivre les investigations en faisant varier la température pour
I'abaissée jusqu’a 0°C en suivant I'évolution du systéme au cours du temps par suivi HPLC
(Figure 21). Cette étude, réalisée sur le 6-mer de I'a-PNA Asp-Triaz avec I'amine a libre, a

permis de montrer que 10 minutes a température ambiante sont indispensables pour observer
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le produit recherché alors qu'il n‘apparait qu'aprés 30 minutes lorsque la température est
abaissée a 0°C. Apres 30 minutes de déprotection a température ambiante, le produit
totalement déprotégé est majoritaire & 3,8 min, mais déja des produits secondaires
apparaissent. L'abaissement de la température ralentit la déprotection et des intermédiaires
restent présents aprés 1 h de réaction. La diminution de la température ne permet donc pas
de sélectivement favoriser la déprotection du peptide en évitant la formation des composeés

indésirables.
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Figure 21. Etude HPLC (Méthode E) des tests d’optimisation de I'étape de déprotection du 6-mer de I'a-PNA Asp"
Bu-Triaz (A) en a-PNA Asp-Triaz a différentes températures (m). Conditions : TFA/CH2Cl. (95/5) a température
ambiante (gauche) durant A : 1 h; B: 30 min; 10 min; 5 min; 2 min ou a 0°C (droite) pour F: 1 h; G : 30 min; H : 10
min; | : 5 min; J: 2 min

Pour finir, il a été envisagé de modifier la nature méme de I'acide en testant I'acide formique
(pka = 3,7) au lieu de l'acide trifluoroacétique (pKa = 0,3) (Figure 22). Une analyse LCMS
apres 30 minutes montre que la durée est insuffisante pour consommer le réactif. Aprés 18 h,
le produit totalement déprotégé est majoritaire lors de I'analyse du milieu réactionnel pour un
mélange 1/1 d'acide formique/CH2Cl, ou 100% d'acide formique, mais il reste des

intermédiaires de déprotection aprés ce long temps de réaction.
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Figure 22. Chromatogrammes HPLC (Méthode E) des essais d’optimisation de I'étape de déprotection du 6-mer
de I'a-PNA AsptBU-Triaz (A) en a-PNA Asp-Triaz (m) avec l'acide formique. Conditions : Acide formique apres A :
18 h; B : 30 min; Acide formique/CH2Cl2 aprés C : 18 h

Afin de compléter les essais de déprotection sur les peptides, des tests de stabilité des acides
aminés modifiés ont alors été réalisés visant a étudier s’ils résistaient ou non aux conditions
de clivage et de déprotection. Les expériences ont été réalisées en faisant varier les
proportions en acide trifluoroacétique (95% a 10%) et la nature du co-solvant (TIS, H0,

CH.CIly) puis les milieux ont été analysés par LCMS indiguant la stabilité des résidus.

En se basant sur I'hypothése de formation de l'aspartimide, le résidu alternant avec les
homosérines modifiées est donc remplacé par la Fmoc-L-alanine ou le résidu homosérine 32
a la place du résidu Fmoc-L-Asp™®". L’hypothése de formation de I'aspartimide est alors
renforcée par le fait que 'a-PNA Ala-Triaz et ’'homopeptide a-PNA Triaz-Triaz sont beaucoup
plus robustes aux conditions de clivage et notamment au traitement acide. Les peptides sont
alors clivés avec la solution habituelle de TFA/CH,Cl, 95/5 puis purifiés par HPLC semi-
préparative sur phase inverse pour donner les a-PNA Ala-Triaz et a-PNA Triaz-Triaz avec

des rendements globaux isolés de 10% et 28% respectivement.

Ill. Conclusion

Ce travail a décrit la conception et la synthese de dérivés de la L-homosérine portant un motif
N,N,O-diaminotriazine, lui-méme fonctionnalisé, dans le but de créer des sites potentiels de
reconnaissance multivalente pour les acides nucléiques. Ces composés ont ainsi été préparés
avec un rendement global sur les six étapes de synthese atteignant les 45%. Il a été démontré
que ces résidus d’acides aminés modifiés peuvent ensuite étre engagés dans la synthese
manuelle sur support solide d’a-PNA pour créer des peptides homopolyméres a-PNA Triaz-
Triaz ou encore des peptides alternés comme l'a-PNA Ala-Triaz. Les bras aminés

fonctionnalisant le groupement triazine vise a augmenter le pouvoir complexant de cet

analogue d’oligonucléotides connu pour son hybridation avec la base nucléique naturelle
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thymine. Le développement de ces nouveaux chassis ouvre sur la possibilité d’améliorer les
capacités d’hybridation de ces systémes synthétiques pour créer une reconnaissance non-
covalente multivalente. Pour atteindre cet objectif, un travail d’'optimisation de la synthése est
nécessaire. Le choix de bras fonctionnels et leur fixation sur les chéassis peptidiques sera

également indispensable pour aboutir & la construction de puissants systemes de

reconnaissance d’acides nucléiques.
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I. Contexte
A. Cages

Les cages sont des systéemes semi-clos tridimensionnels. lls permettent d’encapsuler et de
délivrer des principes actifs. Les cages définissent un environnement avec une cavité. Les
propriétés de cet espace restreint sont différentes de celles du milieu environnant. Les cages
sont utilisées pour des applications vastes, outre 'encapsulation, elles sont impliquées dans
la catalyse in situ,i! le transport de biomolécules ou encore la protection de systémes

instables.

1. Matériaux poreux

Certaines de ces cages se forment autour de métaux en créant des liaisons de coordinations
dynamiques.B! Ces matériaux poreux, fortement ordonnés, sont générés grace a I'assemblage
de ligands organiques rigides, liés entre eux par des métaux (Figure 1). La taille et
I'environnement chimique de cette cavité sont dépendants de la nature et de la longueur de
ces molécules organiques.”! Ces matériaux appartiennent a la famille des MOF pour "Metal-
Organic Framework".®! Des liaisons faibles de type hydrogéne ou encore des interactions Tr-
T sont présentes pour consolider I'édifice. Les liaisons et le quadrillage ainsi créés vont induire
différentes possibilités structurelles des pores : des sites ponctuels formant des cavités (0D),®!
des voies transversales (1D),/! des couches (2D)® ou encore des réseaux de voies
interconnectées dans les trois dimensions de I'espacel®. Certains systémes sont méme
instables en I'absence de leur cible et nécessitent un ligand pour s’organiser.’? Les MOF
possedent diverses propriétés selon la taille des pores telles que la capacité de stockage et
d’adsorption des gaz,*!! d’échanges ou encore de transformations organiques?.'® Certains
d’entre eux sont capables de piéger des molécules de CO,. Ces composés présentent alors

un intérét grandissant du point de vue environnemental.4

Figure 1. Représentation de structures de MOF!
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2. Cages Moléculaires

En parallele des MOF, des cages moléculaires ont également été développées. En 2013, par
exemple, un tétraédre formé par la coordination d'imines aromatiques avec des atomes de Fe'
a permis de générer une cavité offrant un volume supérieur & 950 A2, La cage est ainsi capable
d’accueillir un fulleréne et le systéme peut absorber la lumiere UV-visible.!™ Les cages
moléculaires synthétisées via des liaisons covalentes sont peu répandues. En effet, la
contrainte d’irréversibilité de la plupart des liaisons covalentes entraine une chute du
rendement. Une fois la liaison réalisée, le systéme ne peut pas s’auto-corriger et ceci implique
généralement un nombre important d’étapes de protection/déprotection nécessitant d’isoler le
produit au terme de chaque étape. Dans le cas ou la cage désirée est le produit cinétique,
cette approche reste a ce jour la plus efficace.

Dans notre cas, I'objectif est de préparer des cages thermodynamiques pour permettre I'auto-
correction et car les réactions sont réversibles et contrélables, le procédé "one-pot" est alors
plus avantageux. Parmi les travaux rapportés dans la littérature et présentant le méme but, la
chimie covalente dynamique a été envisagée pour générer ces cages en une seule étape.l®l
Cette approche repose sur la possibilité du systéme a s’auto-corriger, dans le cas ou le produit
cinétique est différent du produit thermodynamique. Des travaux, rapportés dans la littérature,
confortent I'idée de pouvoir accéder a des cages en tant que produit thermodynamique plus
stable que les formes ouvertes.'3 171 Les ponts disulfures ont permis, par exemple, d'illustrer
la construction de cages de tailles variées par le mélange de deux composés dithiols en milieu
oxydant.'®l Les liaisons imines ont été, a ce jour, les ligations les plus répandues dans la
préparation de cages moléculaires. La formation d’esters boroniques a également permis la
préparation de ce genre de systémes.[*3 1718 En 2012, une cage organique a été préparée par
la création de 12 liaisons imines (Schéma 1).1'9 Cette molécule s’avére étre poreuse a I'eau

et peut absorber réversiblement jusqu’a 20% massique d’eau.?”

o~

o Y

N N
/0 /4 N\
. ] -12H,0 3 N..\ N
. R S/
Os. NH2  gpa NSV
NH
] 2 2

«N,N\ /N\)N/ N\ = O

Schéma 1. Formation simultanée de 12 liaisons imines par mélange de 4 trialdéhydes et 6 molécules de diamines
pour créer ce composé capable d’absorber réversiblement 20% d’eau

Les calix[4]resorcinarenes tétrafonctionnalisés ont également attirés I'attention d’un certain
nombre d’équipes de recherche, et se sont montrés d’'un grand intérét pour la préparation de

cages moléculaires.?t Une cage a été créée avec ce support en une seule étape, par auto-
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assemblage de 18 composants (Schéma 2).?? Le produit de synthése ainsi préparé possede
une cavité d’environ 1700 A3, Les auteurs envisagent différents roles pour cet octaédre,
comme, analogues de transporteurs de pesticides ou de médicaments, agents de
détoxification de I'eau ou encore réacteur moléculaire pour la synthése organique. L'effet du
solvant sur le systeme a ensuite été étudié. Ce travail a permis de développer de nouvelles
cages solubles dans le THF et le dichlorométhane. Ainsi, un tétraédre et un carré anti-
prismatique sont préparés respectivement avec 12 et 24 composants (Schéma 2). lls viennent

compléter les premiers tests réalisés dans le chloroforme.?!

n @ + 2n HyN-(CH,),-NH,
X

‘// f CF4COO0H., \\‘THF &ZCIZ

CHCl,

C

1) NaBH,
2) HCI/MeOH
3)HPLC

2 CF,COY

Schéma 2. Condensation de 12, 18 ou 24 composants par contrdle thermodynamique pour la formation de cages
supramoléculaires

Les ligations dynamiques utilisées pour la préparation des cages ont permis de générer par
auto-correction des systémes caractéristiques d'un composé ciblé. Les molécules
encapsulées peuvent étre des molécules aromatiques,?* des ions/?.... La présence de la cible
peut favoriser la formation d’'un composé. L’effet template a ainsi ouvert la possibilité de
développer des systémes spécifiques et uniques pour I'encapsulation d’'une molécule.?®! Une
fois la cible reconnue, il est intéressant, dans certaines conditions, de pouvoir diminuer I'affinité
et dissocier le complexe. La dynamique des liaisons a alors été utilisée comme un atout pour

le relargage de I'héte encapsulé.?”]

176



Chapitre 6 : Auto-assemblage de cages peptidiques par ligations click

B. Cages assemblées a partir de macromolécules biologiques

Les biomolécules peuvent étre impliquées dans la construction de cages. La possibilité de
contrbler l'organisation conformationnelle de macromolécules biologiques, telles que les
protéines, permet d’envisager I'utilisation de ces systémes pour la construction de cages.?®
La structuration des protéines pour construire des systemes d’architecture controlée est un
domaine émergeant mais quelques exemples existent. Des structures tridimensionnelles
tétraédriques, triangulaires et cubiques ont été construites par l'auto-assemblage de deux
protéines reliées entre elles par un motif en hélice a de quatre résidus (Figure 2).2° La
contrainte architecturale imposée par I'espaceur sous forme d’hélice a va étre a l'origine de
'organisation des douze sous-unités d’aldolase trimérique KDPGal et de douze sous-unités
du domaine dimérique de la protéine FkpA. Ce modéle d’organisation par auto-assemblage
d’'un dimére et d’'un trimere de protéines pour la construction de cage a été employé a plusieurs

reprises avec succes. 28 30

12-mer 18-mer 24-mer

Figure 2. Exemples de structures tridimensionnelles de cages construites a partir de protéines proposées par
modélisation moléculaire?”!

C. Cages formées a partir d’ADN

De nombreux travaux ont montré I'étendue des possibilités d’organisation de 'ADN. Des
formes et des objets variés ont pu étre développés. Différents types de mécanismes régissent
I'assemblage de I'acide nucléique.B®! Parmi eux, on trouve I'assemblage supramoléculaire de
I’ADN, B2 'organisation tridimensionnelle de I'oligonucléotide (Figure 3)#% et pour finir I'origami
d’ADNB, Des cages auto-assemblées sont préparées par appariement des bases selon

Watson-Crick. [
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Figure 3. Exemples d’organisation tridimensionnelle de simples brins d’ADN et d’ADN cycliques pour construire
des cages triangulaires, cubiques, pentamériques et hexamériques, des hétéroprismes ou encore des biprismes3¢l

D. Cages formées a partir de peptides

Tout comme les protéines et 'ADN, les peptides sont engagés dans la construction de cages.
Des systémes sphériques uni-lamellaires d’'un diamétre approximatif de 100 uM ont été
développés.B Leur préparation repose sur une stratégie d’auto-assemblage d’unités
peptidiques par la préparation de ponts disulfures selon un motif de nid d’abeille (Figure 4). Le
réseau hexagonal peut ensuite se refermer pour générer la cage tridimensionnelle. Comme
pour les autres systémes d’encapsulation, I'utilisation de ligations a caractere réversible est

nécessaire pour permettre le relargage contrdlé des hétes.

@@@_ '—I b ook ook
o G L
Pk oo

oo 'I O T [ed 3ed

Figure 4. Conception et approche par auto-assemblage pour la préparation de cages peptidiques via la formation
d’un réseau hexagonal par des ponts disulfures®”]
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-
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D’autres cages basées sur I'auto-assemblage de peptides de chiralité variées sur des chassis
de type résorcinarene. La fonctionnalisation via des liaisons imines va induire la construction
de diastéréoisomeres, stabilisés sous forme énamine, présentant une symétrie en C* Les

cages vont présenter une homotopie de chiralité (Figure 5).C8
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HO cyogHO B)

\/

Figure 5. A) Symétrie en C4 de la plateforme fonctionnalisée et B) Construction de cages peptidiques par auto-
assemblage selon un tri des segments peptidiques en fonction de leur chiralité[38]

E. Positionnement du projet

Les cages sont a présent bien connues et un certain nombre de méthode de synthése ont vu
le jour pour optimiser la préparation de ces systemes et leur rendement. L'intérét majeur du
travail de construction de cages de biomolécules est la solubilité dans I'eau des systémes
généreés.

Afin de générer des systémes d’encapsulation, des chéssis sont liés via des ligations click.
Une partie au moins de ces ligations est réversible et apporte une dynamique favorisant les
échanges pour conduire au composé thermodynamique. L’'objectif vise a générer par auto-
assemblage des cages de biomolécules solubles en milieu aqueux. Le travail va s’orienter
autour de la construction de cages, dont les plate-formes sont reliées entre elles par des
espaceurs de taille et de nature variées (Schéma 3). Ces espaceurs sont, soit directement
présents sur la plate-forme, soit sont des petites molécules liées aux surfaces peptidiques par

des liaisons click.

Plate-formes

= llll—

Espaceurs
Cage

Schéma 3. Représentation schématique de préparation des cages de biomolécules
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Il. Synthése des espaceurs et des peptides cycliques
A. Conception

Ce chapitre est basé sur la préparation de cages a partir de plate-formes peptidiques, parmi
lesquelles, certaines ont été développées lors des précédents chapitres. Les chassis
possédent quatre sites de fonctionnalisation qui vont étre utilisé pour la fixation d’espaceurs,
ou bien vont directement réagir avec le site d’'une autre plate-forme. La nature des espaceurs
va étre principalement tournée vers des choix peptidiques pour offrir une versatilité. Une
nouvelle cage peut ainsi étre préparée en modifiant la séquence du peptide. Des espaceurs
bi-fonctionnels seront synthétisés puis testés. Les ligations choisies devront alors
préférentiellement étre chimio-sélectives et orthogonales pour réagir sélectivement sur la
fonction désirée. Les différents couples de ligations étudiés seront :

e acylhydrazone - oxime

e pont disulfure - acylhydrazone

e acylhydrazone - thiol-maléimide
B. Synthése des peptides cycliques (RAFT)
1. RAFT non modifiés

Les peptides cycliques constitués de résidus aminés non modifiés sont synthétisés par SPPS
automatique. Les quatre résidus pointant sur I'une des faces du peptide sont selon la ligation
envisagée, des sérines, des cystéines ou encore des lysines portant respectivement des
groupements hydroxyles, thiols et amines (Figure 6). La nature des deux acides aminés
orientés sur l'autre face de la plate-forme va varier entre l'alanine et I'arginine s'’il est

nécessaire d’apporter un caractere hydrophile au systéme.

! NH
NH,\/' ZJ\)%(\NHz

®
@ ®
b NH S 1 H3N®H3': $'HINH
E/K\A,—gzxxp /C\A/ G /K\x/ K-..P
P/’K"‘A"K"‘ { 8TFA p/c'-..A/C'-.G 4TFA P/"K"‘X’K"‘G/
cRAFT(Ser)4 cRAFT(Cys), X = Ala : cRAFT(Lys)4

Arg : cRAFT,g(LYS)y
Figure 6. Structures des RAFT non modifiés : cRAFT(Ser)4, cRAFT(Cys)s, CRAFT(LYS)4, CRAFTArg(LYS)a

2. RAFT modifiés

La préparation de ces deux systémes peptidiques a été préalablement présentée lors des
Chapitre 2 et 3. La plate-forme cRAFT(ALD)4 impliquée dans la préparation de plusieurs

clusters est a nouveau utilisée dans ce chapitre (Figure 7).
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RAFT-4-Maléimides : cRAFT(Mal)s, cCRAFTag(Mal)s. La voie de synthése et le protocole de
cRAFT(Mal), sont identiques pour la préparation de la plate-forme cRAFTarg(Mal)s (Figure 7).
Ces composés multivalents, mentionnés ci-dessus, sont préparés a partir de la plate-forme

peptidique portant les quatre lysines.

: ,@:(l =(l
o z“’g Nl Y(

c K ~a— K"‘ P
K K
P{,K...__A/K.._._G/ 1‘77{— ~x-iK~p
p/’K ~ K<
CRAFT(ALD), X = Ala : cRAFT(Mal),

Arg : cRAFT,g(Mal)y

Figure 7. Structures des RAFT issus de l'assemblage de résidus modifiés : cRAFT(ALD)s, cRAFT(Mal)a,
CRAFTarg(Mal)a

C. Préparation des espaceurs
1. Synthése des espaceurs oxyamine-hydrazides

La synthése des espaceurs oxyamine-hydrazides repose sur la fonctionnalisation de la glycine
et de la L-arginine a la fois sur leurs extrémités C- et N-terminale. L’extrémité C-terminale est
fonctionnalisée, en premier, par une fonction hydrazide. La fonction oxyamine est générée par
une réaction de couplage entre 'amine a de I'acide aminé et un ester activé 41 préalablement
synthétisé (Figure 8). La synthése des deux résidus oxyamine-hydrazides est engagée sur
support solide (Figure 9). Les produits 42 et 44 sont obtenus purs aprés précipitation. Par souci
de simplicité, le résidu glycine est initialement choisi pour faciliter 'analyse des produits

préparés.

o]
0 HO-N EDC cl \)L
.0 + - .0
BocHN \)LOH CH;CIQIDMF BocHN”

o (26174

Figure 8. Synthése de I'ester activé 41 & partir du réactif N-Boc-aminoxyacetic acid
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H3N~o/ﬁrN\‘)LN,NH3 2TFA R a2=H
T i H 44 = (CH);NHC(NH,)NH;*

Figure 9. Voie de synthése sur support solide des espaceurs oxyamine-hydrazides. Réactifs et conditions : i) Fmoc-
hydrazide, DIEA, ii) a : déprotection: pipéridine, b : couplage peptidique: Fmoc-AA-OH, HATU, DIEA, iii) pipéridine;
iv) 41, DIEA; v) TFA/H0/TIS

2. Synthese des espaceurs thiol-hydrazides

La préparation des ligands hydrazides suit le méme protocole que celui présenté dans le
Chapitre 2, pour la synthése des résidus aminés hydrazides. Les deux composés synthétisés
sont le thioglycolate hydrazide 45 ainsi que l'acide aminé L-cystéine hydrazide 46. lIs
possédent un groupement thiol sur une extrémité. Cette fonction peut étre engagée dans les
ligations de types thiol-maléimides et la formation de ponts disulfures. Sur l'autre extrémité de
la molécule se trouve un groupement hydrazide. L’acide carboxylique du réactif est couplé
avec la résine chlorure de 2-chlorotrityl (2-CTC), préalablement fonctionnalisée par le Fmoc-

carbazate (Figure 10). Aprés clivage de la résine, la fonction hydrazide est obtenue.

. ocCl O 0
i) H iii) ® ©
o R1\)LN‘N O D — R1\.)LN,NH3 TFA
H H H
¢ Q0 v
45:Ry=H, R, =SH

Résine 2CTC 46 : Ry = NH, R, = CH,SH

Figure 10. Voie de synthése sur support solide des espaceurs thiol-hydrazides. Réactifs et conditions : i) Fmoc-
hydrazide, DIEA,; ii) a : déprotection: pipéridine, b : couplage peptidique: thioglycolate ou Fmoc-L-Cys-OH, HATU,
DIEA, pipéridine; iii) TFA/H20/TIS

Le thioglycolate hydrazide 45 permet de tester la faisabilité des réactions de couplage en

évitant I'’éventuel réle nucléophile de 'amine a de 46, réagissant sur les maléimides.
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lll. Formation d’une cage peptidique par amination réductrice

L’approche initiale de ce travail est tournée vers le test des ligations en I'absence d’espaceur,
pour s’assurer par une preuve de concept que la dimérisation des chassis est possible. Ces
expériences sont alors réalisées a I'échelle analytique. La stratégie de construction de cages

plus complexes sera abordée dans un second temps avec I'addition des espaceurs.

Le premier essai envisagé pour la préparation de cage, a été la synthése d’imines (Figure 11).
Cette condensation ne généere que des molécules d’eau et posséde l'intérét d’étre réversible
en milieu aqueux. Pour fixer I'équilibre du milieu, un ajout de cyanoborohydrure de sodium est

effectué pour réduire chimiosélectivement la liaison imine.

IP\K/X\K/IG

G--..K'L-x--..K/P

<] 0
@
H N®H3N@ NHs N, J g\ o ' ‘_,r"’;
3 s ’,:' NaBH3CN

G’K\X’ K\P + NH :H K',NH l J JNI-%
P//K""X’K-"‘G/ E/ TSAE P NH
P/K...__A/K..._'G/ G“{K\A’gK\P
P(/K"--.A/K"\G/

X =A: cRAFT(Lys), CRAFT(ALD), Cage A

R : cRAFTx4(Lys)s
Figure 11. Voie de synthese des cages formées par la réduction de quatre liaisons imines

La construction de la cage est initialement engagée en mélangeant, en quantité équimolaire,
les plate-formes peptidiques cRAFTarg(Lys)s et cRAFT(ALD)s. Aprés 36 h, le réducteur
NaBHsCN est additionné au milieu pour générer des amines secondaires stables. L’analyse
LCMS du milieu, contenant des quantités équimolaires en plate-formes aprés 24 h, montre
une consommation compléte des réactifs. La masse de la cage est observée avec la présence
de produits secondaires. Afin de facilité la purification de la cage, différentes conditions ont été
testées. Le chassis cRAFT(Lys)s étant moins polaire, il est proposé dans le but de ralentir
I'élution de la cage formée. Des essais sont réalisés en paralléle dans le méthanol et dans un
milieu tamponné (100 mM d’acétate de sodium, pH 6,0) avec soit 1, soit avec 10 équivalents
de cRAFT(Lys)s. La masse de la cage est observée dans chacune des conditions testées
mais c’est le test dans le méthanol en présence d'un excés de cRAFT(Lys)s qui montre les
meilleurs résultats (Figure 12). Les analyses par MALDI-ToF confirment ces résultats. Cette
expérience est une preuve de concept sur la possibilité de générer des cages a partir de

chassis peptidiques pré-organisés.
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Figure 12. Etude HPLC et MALDI-ToF (HCCA) de la synthese de la cage formée par des ligations imines réduites
a un temps de rétention de 2,06 min (Méthode J). Calculée pour [CesH156N2s024+Na]* 2108,18, mesurée 2108,17

La conception de nouvelles plate-formes peptidiques doit étre envisagée car a I'état actuel,
seule une cage peut étre générée. En introduisant des espaceurs, une diversité dans la nature
des systémes pourra étre créée.

IV. Cage oxazolidine

La liaison oxazolidine est générée par la réaction de condensation d’'un a-amino alcool sur un
aldéhyde. Tout comme pour la condensation en imine, la formation de la liaison entraine la
libération d’'une molécule d’H.O. L’hydrolyse de la liaison est, dans ce cas, également possible.
La construction des cages est engagée par le mélange en quantité équimolaire de
cRAFT(Ser),s avec la plate-forme cRAFT(ALD)4 (Figure 13). Afin d’optimiser la préparation de
ces ligations, un criblage est réalisé a différents pH, compris entre 3,0 et 7,2. Les milieux
réactionnels sont ensuite analysés par LCMS aprés 24 h a température ambiante (Figure 14).
La masse de la cage est détectée sous sa forme di-chargée dans le cas de la solution
tamponnée a pH 6,0. Malgré le fait que I'analyse des chromatogrammes montre la présence
d’'impuretés, la réalisation de cette expérience est une nouvelle preuve de la possibilité a
générer des cages peptidiques.
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Figure 13. Voie de synthése des cages oxazolidines

500

o
-
[N]
-
-

0
1000 , 5 &8 = % % 8
- : o hal @
pPH 5.0 g 8 g 8 Z a
e
0 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
T T T T
0 1 2 3 4
1000
pH 4,0
0 5
T ! 1 T
o 1 2 3 4

1000 JJ{AL%
o \

0 1 2 3 4
JM_J\_M_:H
0 T T 1 T
1 2 3 4 min

Figure 14. Criblage par LCMS de différents pH pour la préparation de cages oxazolidines (Méthode J). Avec la
cage a tr = 1,8 min, masse calculée pour [C10sH168N32032+K+H]?* 1232,6, mesurée 1232,3

Dans le cas de cette cage, des optimisations dans la conception des plateformes peuvent
également étre réalisées. Ce travail est une preuve de concept que cette ligation est possible,
mais ici aussi, la synthése d’espaceurs, pour la préparation de nouveaux systémes peut étre

proposeée.
V. Cage acylhydrazone - oxime

La construction des cages basées sur la préparation de ligations oximes et acylhydrazones
est réalisée autour d’'une nouvelle stratégie. Des ligands sont synthétisés, dans le but

d’introduire des espaceurs entre les plate-formes. Ces ligands vont ainsi ouvrir des
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perspectives sur une plus large variété de cages. Dans le cas de ce systeme, les deux ligations
ne sont pas orthogonales, mais I'oxime présente une stabilité supérieure a I'acylhydrazone.
L’acylhydrazone peut alors s’échanger uni-directionnellement pour générer 'oxime. Le but est
alors d’étudier cette uni-directionnalité. L’hypothése avancée serait d’avoir, dans un premier
temps, la formation de quatre liaisons oximes, puis, la génération des acylhydrazones
permettant de fermer la cage.

Stratégie simultanée. 1 éq de la plate-forme cRAFT(ALD),4 est placé dans un milieu d’'H>O
avec 0,1% de TFA, puis, 2 éq d’espaceur, portant une oxyamine d’une part et un hydrazide
sur l'autre extrémité, sont ensuite additionnés a la solution (Figure 15). Le composé 42, issu
de la fonctionnalisation de la glycine, va étre utilisé majoritairement par soucis de simplicité.

La molécule 44 contenant le résidu arginine est engagé seulement dans quelques essais.

Pk—A—~k—FG

/ S “
G*-.K—-A'-.K—-Pk“‘“_\%%
N v

I
o]

4
HO

NH
o” NH N JNH OJ‘\r HN _o HN__, HN"'R
é’g’K\A' K<p hH o HN.__O \f j‘ o
HN
/’K"-. /K"'- / \t 0 9
P A G o N 0
R NH ' N R N
cRAFT(ALD), )\ Ny ;Z o)
o~ ;\0 nnNH
NH, 0”7 'NH s"NH
R: 42=H G/K\A' ’K""-p
= (CHZ)NHC(NH,)NH P/"'K""'A"‘"K"'"G
Cage C

Figure 15. Voie de synthése de la cage oxime - acylhydrazone

La préparation des deux cages (I'une avec I'espaceur glycine 42 et l'autre avec I'arginine 44)
est dans un premier temps réalisée dans différents tampons aqueux, comme pour la plupart
des systemes multivalents précédemment étudiés. Ainsi les réactions tests sont engagées
dans des milieux de pH compris entre 3,0 et 7,2. Aprés 24 h a température ambiante, les
systemes sont analysés par LCMS (Figure 16). D’autres analyses ont été réalisées a des
temps plus long sans observer d’évolutions. Une masse pouvant correspondre aux cages di-
chargées est observée. En combinant les chromatogrammes des deux systemes
d’encapsulation, c’est la solution aqueuse tamponnée a pH 5,0 qui est la plus favorable a leur

préparation.
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Figure 16. Chromatogrammes HPLC des différentes solutions aqueuses utilisées pour la préparation des cages
oxime - acylhydrazone de la glycine (gauche) et de I'arginine (droite) (Méthode J)

Cette cage présente cependant un inconvénient notable, qui est 'absence de contrble de sa
configuration (Schéma 4). Il semble difficile de s’assurer que les espaceurs soient organisés

de maniere paralléle.

A) B)

iy Al

Schéma 4. Représentation de la directionnalité des espaceurs sur une plate-forme. Avec A) des espaceurs
paralléles et B) des espaceurs sans directionnalité

_

Stratégie séquentielle. L’objectif est de former les quatre ligations oximes sur une méme plate-
forme et toutes les acylhydrazones sur l'autre. Afin d’aboutir a cette configuration, seul 1 éq
de plate-forme cRAFT(ALD)4 va étre mis en présence de 4 ou 8 €q de composé glycine 42.
Cette approche en deux étapes est réalisée pour favoriser la préparation de I'intermédiaire
oxime et palier au probleme identifié dans le Schéma 4. Le suivi LCMS réalisé apres une
journée montre la présence d’une molécule pontée oxime-acylhydrazone (Figure 17). En effet,

la spectrométrie de masse indique des masses correspondant a la cage di et tétra-chargée.
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La masse du tri-chargé n’est cependant pas observée. L’hypothése alors proposée repose sur
la présence du composé ponté et de son di-chargé. Ces molécules pontées possedent, en
effet, des masses correspondants a celles de la cage sous ses formes di- et tétra-chargées.
Sept jours a température ambiante ne montrent pas de conversion par HPLC et le pic a un
temps de rétention de 2,05 min reste visible. Une étude approfondie des premiers essais
réalisés et montrant une masse correspondant a la cage di-chargée, s’avere étre également

des molécules pontées.
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Figure 17. Structures supposées de la molécule pontée, formée lors des expériences de préparation de la cage

Afin de favoriser la formation de la cage, les systémes avec 4 et 8 équivalents d’espaceur sont

chauffés a 90°C durant plusieurs heures sans favoriser la formation de la cage.

L’aniline est également envisagée comme catalyseur nucléophile en préparant un tampon
d’acétate de sodium - aniline (100mM, pH 5,0). Dés I'ajout de I'espaceur, I'apparition d’'un
précipité est observée. Aprés 7 jours, le milieu est centrifugé et le surnageant séparé du
précipité. Le solide blanc est solubilisé dans le DMSO et les deux milieux sont analysés par

LCMS sans permettre de visualiser la masse du produit recherché.

Finalement, le fait d’accroitre la concentration en espaceur 42 a 100 éq et de se placer dans
un milieu H-0 0,1% de TFA a pH 3,0 (favorable a I'oxime) a permis d’observer la masse du
composeé supposé tétra-oxime (Figure 18) sous ses formes di- et tri-chargées a un temps de
rétention de 1,84 min (Figure 19). Le chromatogramme HPLC indique la présence de plusieurs
produits non identifiés correspondant probablement & des isomeéres de constitution avec la
formation de ligations acylhydrazones. La masse du composé ponté n’est cependant pas

observée.
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Figure 18. Structure chimique de I'intermédiaire tétra-oxime de la cage oxime - acylhydrazone
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Figure 19. Chromatogramme HPLC de l'intermédiaire tétra-oxime de la cage oxime - acylhydrazone préparé avec
100 éq d’espaceur 42 dans une solution acide d’'H20 0,1% TFA pH 3,0 (Méthode J)

Le milieu est ensuite lyophilisé puis resuspendu dans une solution tamponnée d’acétate de
sodium (100 mM, pH 5,0). La plate-forme peptidigue cRAFT(ALD), est ajoutée au systéeme
mais I'excés de ligand induit la formation du composé tétra-oxime. La stabilité apportée par

une architecture sous forme de cage ne déplace pas I'équilibre vers sa construction.

Malgré des solutions trouvées pour la préparation de l'intermédiaire tétra-oxime, et évitant
ainsi la formation de molécules pontées, la cage oxime - acylhydrazone n’a pas été visualisée
ni isolée. L'essai en présence d’'un large exces d’espaceur ayant montré la faisabilité d’'une
espéce non pontée, une purification du composé oxime en condition acide pourrait, par la
suite, étre réalisée. L’acidité hydrolyserait les éventuelles ligations acylhydrazones présentes

et seuls les composés oximes seraient obtenus.

VI. Cage pont disulfure - acylhydrazone

L’espaceur thioglycolate hydrazide 45 est engagé dans la préparation de deux liaisons a la
fois orthogonales et dynamiques. Les ponts disulfures sont formés entre la plate-forme
cRAFT(Cys)4 et le thiol de I'espaceur. Quant aux acylhydrazones, ils sont générés a partir de
la condensation du thioglycolate hydrazide 45 avec le décapeptide cycligue cRAFT(ALD)4
(Figure 20).
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Figure 20. Voie de synthése de la cage disulfure - acylhydrazone

Les conditions optimales de synthése de cette nouvelle cage sont criblées en réalisant six
essais dans des solutions tampons a différents pH. Les milieux réactionnels vont ainsi avoir
un pH fixé entre 5,0 et 10,8. Le pH 5,0 correspond aux conditions optimales pour les ligations
acylhydrazones (Chapitre 2), alors que les solutions a pH 10,8 font parties des conditions les
plus basiques rencontrées dans la littérature pour la préparation de ponts disulfures.% Les six
milieux réactionnels issus du mélange des deux plate-formes avec les 4 éq d’espaceur
thioglycolate hydrazide 45 sont analysés par LCMS aprés 96 h a température ambiante. Aucun

de ces systemes ne présente le ratio m/z attendu de la cage par spectrométrie de masse.

Afin de favoriser la formation des ponts disulfures, du diiode est ajouté jusqu’au maintien d’'une
coloration brune du milieu (16 éq). L’iode est un oxydant, il favorise alors la formation de ponts
disulfures. Ainsi, 48 h aprés I'ajout de l'iode dans les milieux, I'analyse LCMS montre un pic
majoritaire présent sur chacun des chromatogrammes, éluant a un temps de rétention de 2,13
min. Ce produit correspond a la masse de la plate-forme cRAFT(Cys). oxydée portant deux
ponts disulfures entre les résidus cystéines de la molécule (Figure 21). Ce type de chassis
permet en effet de générer des disulfures comme ceci a été démontré préalablement.*! Un

test dans le DMF n’a pas permis de visualiser la cage non plus.

S S
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G_{C\A,{C\P

p G p—C ¢
Figure 21. Structure potentielle de la plate-forme cRAFT(Dis)4 deux fois oxydée

Pour tenter de contourner la génération des ponts disulfures intramoléculaires, une approche
de synthése séquentielle a été proposée. Dans un premier temps, la formation des ponts
disulfures est engagée, entre les cystéines de cRAFT(Cys)a et le thiol du composé 45. Ces
tests sont réalisés dans des milieux de pH compris entre 3,0 et 10,8, ainsi que dans le DMF.
La réaction est alors effectuée selon une stratégie "one-pot" en additionnant séquentiellement

les réactifs. Les analyses LCMS des expériences, aprés 72 h a température ambiante,
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indiquent I'absence de pic correspondant a la cage (Figure 22). Le cRAFT(ALD)s est
consommé mais le produit de la ligation acylhydrazone n’est pas identifie. Cependant en
observant les chromatogrammes a pH 4,0 et 5,0 favorable a la ligation, I'élargissement du pic
a un temps de rétention d’environ 2,1 min est visible. Le produit élue peut étre a un temps de
rétention proche du composé cRAFT(Dis)s. Les chromatogrammes indiquent également un
ralentissement de la formation de ponts disulfures sur la plate-forme cRAFT(Cys). avec
I'acidification du milieu. L’oxydation est ralentie. A partir d’'un pH de 6,0, le chromatogramme
obtenu des milieux tamponnés jusqu’a un pH de 10,8 indiquent, quant a eux, la présence de
CRAFT(Dis)a.
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Figure 22. Etude des conditions de pH pour la préparation de ponts disulfures (Méthode J)

La préparation des cages de type pont disulfure - acylhydrazone est alors abandonnée.

VIl.Cage acylhydrazone - thiol-maléimide

Les cages impliquant les liaisons acylhydrazones - thiol-maléimides sont le fruit du mélange
d’'une plate-forme cRAFTx(Mal), avec cRAFT(ALD). et d’espaceurs portant un thiol sur une
extrémité et un hydrazide sur 'autre. Ces ligands sont les mémes espaceurs que ceux utilisés
précédemment pour les cages pont disulfure — acylhydrazones. Ainsi, des liaisons thiol-

maléimides et acylhydrazones doivent étre générées pour créer la cage.
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A. Synthése séquentielle

La synthése séquentielle repose sur la préparation de la cage en deux étapes. Ce processus
peut étre réalisé de deux manieres. La premiére possibilité repose sur la formation de la liaison
acylhydrazone en premier, suivie de la préparation de la thiol-maléimide. La seconde, quant a

elle, commence par la création initiale de la ligation thiol-maléimide puis de I'acylhydrazone.

Notre travail s’est, dans un premier temps, tourné vers la premiére possibilité avec la
préparation des liaisons acylhydrazones (Figure 23).

HS

WS g
o YL
Z‘;Lo%s%ﬂ) " pY 2 im)

——~ NH NH
K -K
G - \A’§ "‘—_P \ % T
Gy~ A~ P
PL Sy - "'-.G/ / R /
p-’ S p e
cRAFT(ALD), cRAFT(ALD-45),
/ \K/ \K’// _ _
P A 26
S~~~ ‘-K/,%"
CEE i 5 ﬁ«
o]
HN o]
o ) O‘S 2: NH O
/) A\ 00

Ni'u-l N‘NH ! HN G/K\X/H"J:PP
H 0:5 o AN o pl-"K""x-"K"'-G
o=S . :Ss Z: X = Ala : cRAFT(Mal),
g o Arg : CRAFT4(Mal),
o N 0 N o N

X = Ala : Cage(Ala)
Arg : Cage(Arg)

Figure 23. Voie de synthése des cages acylhydrazone - thiol-maléimides en deux étapes avec la formation des
acylhydrazones dans un premier temps dans un milieu tamponné d’acétate de sodium (100 mM, pH 5,0)

La préparation des liaisons acylhydrazones est réalisée dans les conditions favorables a cette
ligation déterminée précédemment (Chapitre 2). Les premiers essais sont effectués avec le
composé thioglycolate hydrazide 45, qui est le plus simple espaceur portant a la fois le
groupement hydrazide et la fonction thiol. L’essai analytique réalisé indique la présence du

produit attendu grace a l'observation de sa masse par analyse LCMS (Figure 24). Le
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chromatogramme HPLC montre cependant que le produit est nettement minoritaire, et

I'accroissement de la durée de réaction ne permet pas de former efficacement ce systéme.
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Figure 24. Chromatogramme et spectre LCMS du milieu réactionnel de la plate-forme cRAFT(ALD)4 tétra-
fonctionnalisée par 45 via des liaisons acylhydrazones (Méthode J). Calculé pour [CeoHoaN22018Sa+Na]* 1561,6,
mesuré 1561,3 a un temps de rétention de 2,13 min, entouré en bleu.

Une expérience comparable est réalisée avec la cystéine hydrazide 45 et permet de confirmer
ces résultats. Une hypothése est émise concernant la nature des impuretés comme étant des
produits intermédiaires de la réaction. Il est alors proposé d’augmenter la concentration en
plate-forme (20 mM) pour accélérer la vitesse de réaction et déplacer I'équilibre vers la
formation de cRAFT(ALD-45),. L’apparition d’'un précipité est observée puis le milieu
réactionnel est ensuite lyophilisé et engagé sans purification dans la seconde étape. Le
systeme est repris dans un mélange tampon phosphate (100 mM, pH 7,2)/DMF 1/1 puis la
plateforme cRAFT(Mal), est additionnée. L’analyse LCMS de cette nouvelle expérience ne
permet pas d’observer la cage. Une hypothése est envisagée sur I'éventuelle formation de
ponts disulfures intramoléculaires sur cRAFT(ALD-45)4. La préparation de liaisons de type

thiol-maléimide serait alors impossible.

La seconde stratégie est alors mise en ceuvre. La réaction de formation des thiol-maléimides

est réalisée préalablement a I'acylhydrazone (Figure 25).
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Figure 25. Voie de synthése des cages acylhydrazone - thiol-maléimides en deux étapes avec la formation des
thiol-maléimides dans un premier temps dans une solution tamponnée avec 100 mM de phosphate a pH 7,2

La préparation de la cage est réallisée avec la formation des ligations thiol-maléimides entre
la plate-forme tétra-fonctionnalisée et le composé thioglycolate hydrazide 45. La premiere
étape repose sur I'addition de Michael, de 'espaceur via son groupement thiol, sur la plate-
forme cRAFT(Mal)s. La purification du composé tétra-fonctionnalisé ainsi formé est réalisée
par HPLC sur phase inverse pour donner un rendement isolé de 43% en cRAFT(Mal-45)a.
L’analyse MALDI-ToF a permis de confirmer la nature du produit formé. L’homologue
cRAFT(Mal-46). fonctionnalisé par 46 est pour sa part obtenu avec un rendement isolé de
50%.
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Figure 26. Chromatogrammes HPLC et spectres MALDI-ToF des composés : A) cRAFT(Mal-45)4 tr = 2,48 min
(Méthode D), calculée pour [CeoH122N26026S4+K]* 2029,79, mesurée 2029,81 et B) cRAFT(Mal-46)4 tr = 16,17 min
(Méthode C), calculée pour [CsaH134N30026Sa+Na]* 2129,90, mesurée 2129,84

Des tests de solubilité ont été nécessaires a I'obtention d’'un systéme homogéne lors de la
seconde étape. Ainsi, une solution tampon d’acétate de sodium (100 mM, pH 5,0) favorable a
la préparation des liaisons acylhydrazones a été envisagée dans un premier temps. Un
précipité blanc est observé. Les essais suivants sont réalisés dans un mélange 1/1 entre le
tampon a pH 5,0 et le DMF, le DMF seul et le DMSO. Afin de favoriser la ligation et
d’augmenter sa cinétique, les différents milieux sont chauffés a 50°C durant 4 jours. Les
analyses LCMS et MALDI-ToF réalisées aprés retour a température ambiante montrent la

formation de la cage avec un certain nombre de produits secondaires (Figure 27).
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Figure 27. Chromatogrammes HPLC des milieux chauffés a 50°C durant 4 jours (Méthode A).
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L’ensemble des tests est alors effectué a température ambiante a I'échelle analytique. lls sont
ensuite analysés par HPLC analytique et MALDI-ToF, et montrent la présence de la cage
(Figure 28). L’étude des chromatogrammes révele la présence d’'un épaulement précédent le
pic du produit recherché & 2,78 min. En combinant les résultats des expériences réalisées a
50°C et de celles effectuées a température ambiante, les chromatogrammes révelent que le
DMF est le solvant dans lequel la cage est la plus stable face a une augmentation de

température.
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Figure 28. Comparaison des conditions de synthese de la seconde étape de préparation de Cage(Ala) (Méthode
A) et MALDI-ToF (HCCA). Calculée pour [C132H192N40040S4+Na]* 3128,31, mesurée 3128,37

La Cage(Ala) est soluble dans le DMF, mais en substituant les résidus alanines de
cRAFTarg(Mal)s par des arginines, I'objectif est d’étudier la solubilité de la cage dans H,O. Afin
d’éviter la formation de produits secondaires issus du couplage de I'excédent d’espaceur thiol-
hydrazide, le nombre d’équivalents en ligand est limité a 4 éq soit 1 éq par aldéhyde. L’étape
de fonctionnalisation de cRAFTarg(Mal)s est alors engagée dans un tampon phosphate (100
mM, pH 7,2) en présence de 45 comme décrit pour le chéassis alanine. L’analyse HPLC du

milieu réactionnel montre un pic unique sur le chromatogramme (Figure 29).
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Figure 29. Chromatogramme HPLC du milieu réactionnel du décapeptide cRAFTarg(Mal-45)4 fonctionnalisé par
quatre thioglycolates hydrazides via des liaisons maléimides (Méthode J)

Au vu de la pureté du milieu réactionnel et pour éviter I'étape intermédiaire de purification de
CRAFTarg(Mal-45)., il serait intéressant d’engager le produit sans purification dans les ligations

acylhydrazones. La construction de la cage pourrait ainsi étre réalisée selon une approche
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"one-pot”, en I'absence de purification de I'intermédiaire cCRAFTag(Mal-45)4. Le défi reste de
trouver un moyen de changer la nature du solvant pour la deuxiéme étape, puisque les essais
précédents ont montré la capacité a former la cage uniquement en conditions de pH 5,0 et en
présence de DMF. L’addition de Michael de la premiéere étape impliquant une catalyse basique,
ces conditions de pH acide ne sont pas favorables. Deux solutions sont alors testées. La
premiere repose sur la synthese du composé multivalent cRAFTarg(Mal-45)s dans le DMF,
compatible ensuite avec la deuxiéme étape de formation de la cage. L’autre essai repose sur
la préparation de l'intermédiaire cCRAFTarg(Mal-45)4 dans un milieu tamponné par de I'acétate
de triéthyl ammonium (TEAA) (100 mM, pH 7,2). Ce tampon présente I'avantage d’étre
constitué de sels volatils, éliminables par lyophilisation. Le phosphate, précédemment utilisé
pour tamponner le milieu réactionnel, ne présente pas cette caractéristique. En utilisant le
TEAA, le systéme est lyophilisé une fois la préparation de cRAFTarg(Mal-45), réalisée, puis le
produit séché. La plate-forme est ensuite solubilisée dans le DMF et engagée dans l'ultime

étape.

L’analyse LCMS de chacun de ces deux milieux montre la formation de cRAFTarg(Mal-45),.
L’ajout d’1 éq de plate-forme cRAFT(ALD)4 a permis d’aboutir a la cage dans des conditions
analytiques (Figure 30).
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Figure 30. Comparaison des conditions de la seconde étape de formation de la cage (Méthode J)

A I'hneure de la rédaction de ce manuscrit, le travail de changement d’échelle est en cours afin
de pouvoir isoler la Cage(Arg). Les futurs travaux se porteront sur la construction de la cage
avec I'espaceur 46. La nature des espaceurs pourra ensuite étre diversifiée en créant de petits

peptides avec une extrémité thiol, et I'autre, hydrazide.
B. Ligations simultanées

La stratégie de synthese en deux étapes successives, mettant en jeu a la fois des ligations de

types thiol-maléimides et acylhydrazones, a montré la possibilité de générer des cages.

197



Chapitre 6 : Auto-assemblage de cages peptidiques par ligations click

L’'objectif est a présent d’étudier la préparation de ces cages selon une stratégie simultanée

dite "one-pot".

Les premiers essais a I'échelle analytique, ont permis d’observer la construction de la
Cage(Ala) dans un mélange tampon phosphate (100 mM, pH 6,0)/DMF (1/1) ainsi que dans
le DMF seul. Le DMF permet d’obtenir des résultats satisfaisants, tout comme pour I'approche
de ligation en deux temps. L’essai a I'échelle du milligramme est alors réalisé dans le DMF en
mélangeant les deux plate-formes cRAFT(Mal)s et cRAFT(ALD)s avec 4 éq de thioglycolate
hydrazide 45 (Figure 31).
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Figure 31. Voie de synthése de la cage thiol-maléimide - acylhydrazone par I'approche simultanée

Aprés purification par HPLC semi-préparative sur phase inverse, la Cage(Ala) est obtenue

avec un rendement de 10%. L’analyse MALDI-ToF confirme ce résultat (Figure 32).

201 ) B)
\

Figure 32. Analyse MALDI-ToF de la Cage(Ala) synthétisée par l'approche simultanée. Calculée pour
[C132H192N40040Sa+Na]* 3128,31, mesurée 3128,37 et [C132H192N40040S4+K]* 3144,27, mesurée 3144,33 avec A)
le profil isotopique obtenu et B) le profil isotopique théorique?
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Un mode opératoire identique est appliqué a la synthése de 'homologue arginine Cage(ArQ).
Cette fois-ci, 4,6 mg sont isolés avec un rendement atteignant 33%, aprés purification. Cette
augmentation de rendement par rapport a la Cage(Ala) peut s’expliquer par une meilleure
solubilité du systéme, facilitant ainsi la purification par HPLC sur phase inverse. Les analyses
LCMS et MALDI-ToF confirment quant a elles I'obtention de la cage (Figure 34).
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Figure 33. Spectre MALDI-ToF confirmant la synthése en une étape de la Cage(Arg). Calculée pour
[C138H206N46040Sa+H]* 3276,36, mesurée 3276,44 avec A) le profil isotopique obtenu et B) le profil isotopique
théoriquel*?

L’étude de la cristallisation de ces cages, dans le but de déterminer la taille de la cavité et la
nature des composés pouvant étre encapsulés, serait d’'un grand intérét pour mieux connaitre
ce systéme. Une fois ces caractéristiques connues, il serait intéressant de varier la longueur
et la nature des espaceurs. Ceci permettrait de travailler I'architecture des cages et ainsi de

créer des systemes dont la taille des cavités serait différente.

VIIl.  Conclusion

Ce chapitre a montré la difficulté a trouver des conditions de synthése optimales pour la
préparation de cages. Malgré une expertise déja développée pour un certain nombre de
ligations, la présence d’'une seconde fonction entraine des difficultés dans la construction de

ces cages multivalentes.

Cependant, le travail fourni pour la préparation de ces cages peptidiques a permis de créer
une nouvelle catégorie de systemes, la cage thiol-maléimide - acylhydrazone. Deux approches
ont été développées et étudiées, 'une pour la préparation des cages en deux étapes

successives et la seconde en réalisant les couplages de maniére simultanée. Ainsi, ces
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expériences ont permis d’aboutir a l'isolation de deux macromolécules issues de I'approche
simultanée avec des rendements de 10 a 33%. Ces composeés sont différenciés par la nature
des résidus d’'une des plate-formes peptidiques pour jouer sur la solubilité du systeme. Cette
synthese doit & présent étre appliquée a une large variété d’espaceurs synthétiques et les
composés generés devront faire I'objet d’'une étude structurale sur les molécules cristallisées.
Ces expériences devraient permettre d’obtenir des informations sur la taille de la cavité et ainsi
permettre d’appréhender la nature des espéces pouvant étre encapsulées. Le type de ligation
choisi pour la préparation de tels systémes n’est pas négligeable. Dans ce cas, la présence
des acylhydrazones pourrait permettre de tester le potentiel dynamique des cages pour libérer,

a terme, le contenu a proximité de sa cible.
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I. Materials and Methods
A. Synthesis

All solvents and chemical reagents were purchased from commercial suppliers and used
without further purifications. Dry solvents were purchased in anhydrous quality from Fisher
Scientific (Acros). For dichloromethane, amylene was the stabilizer. Oligonucleotides were
purchased from Eurogentec as RP-Cartridge purification or HPLC-RP purification (Ultrapure
Gold, >95% purity) in dried format or from Sigma Aldrich for ctDNA. The nomenclatures of the
novel compounds described were determined by ChemBioDraw Ultra software (version 13.0).

All the peptide syntheses developed in this thesis were based on a Fmoc strategy.
1. Linear and cyclic synthesis

Peptide synthesis. The automatic solid-phase peptide synthesis (SPPS) was carried out on
a Liberty, CEM® instrument equipped with microwave. The following conditions were used:
Solid support: 2-chlorotrityl chloride resin.

Coupling conditions: Fmoc-AA-OH or 2 (3 eq.), HBTU (3 eq.), DIEA (5 eq.), DMF, 70°C for 5
min with microwave irradiation (0.25 mmol scale: 40 W, 0.1 mmol scale: 23 W). Double
coupling (7 min) was used for arginine. In order to prevent diketopiperazine formation, the
coupling of the amino acids next to Pro—Gly sequence was performed without heating or
microwaves.

Deprotection conditions: piperidine/DMF (2/8). 75°C/40 W for 30 s, then 70°C/45 W for 3 min

(twice).

Cleavage conditions: Peptides were cleaved by either mild or harsh conditions:

Mild conditions: TFA/CH,Cl (1/99) (3 x 3 min), then MeOH/pyridine (8/2).

Harsh conditions: TFA/TIS/H,O (95/2.5/2.5) (5 mL) for 2 hours, then filtered and washed with
CH2Cl,. This condition also affected the deprotection of the side groups.

In both cases, the filtrate was partially concentrated in vacuo, and precipitated with Et,O. After

centrifugation and removal of the supernatant, the compound was freeze dried.

Cyclization of the peptides. After cleavage of the resin using the mild conditions, the peptides
(0.5 mM) were solubilized in dry DMF and 1.5 eq of PyBOP and 11 eq of DIEA were added to
the solution. The mixture was stirred at room temperature for 30 min and the DMF was patrtially
concentrated in vacuo. The cyclic peptide was precipitated by adding Et,O and was centrifuged
for 5 min (10000 tr/min). The supernatant was then removed and the resulting solid was dried

to remove traces of solvent. The product was solubilized in MilliQ H>O and freeze dried.
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Deprotection of the peptides. Deprotection of the peptides was performed according to the
cleavage procedure under harsh conditions described above.

Quantification of the resin loading. In order to determine the resin loading, 10 mg of resin
were suspended in 1 mL of a solution of Piperidine/DMF (2/8) for 20 min and filtered. 100 pL
of the filtrate were dissolved in 9.9 mL of DMF and UV-Vis absorbance was measured at 301

nm. The resin charge was determined as:™

Abs*V103

Resin loading (mmol/g) = ————

Equation 1. Resin loading where Abs represents the absorbance measured at 301 nm, V represents the total
volume of solution prepared (uL), € represents the molar extinction coefficient for Fmoc: 7800 (M1.cm™), v for the
volume prior to dilution with DMF (uL), m represents the mass of dried resin engaged in the deprotection (mg) and
| represents the length of the cuvette (cm)

2. Hydrazide peptide synthesis

2-chlorotrityl chloride (2-CTC) resin loading with Fmoc-Gly-OH. The resin (3 g, 4.8 mmol
Cl.g™) was loaded with Fmoc-Gly-OH (4.3 g, 14.4 mmol) in presence of DIEA (4.2 mL, 24
mmol, 2 M) in 40 mL DMF/dichloromethane for 1.5 h. The resin was then filtered, washed with
MeOH, DMF (3x), CH.Cl; (2x), diethyl ether (1x) and dried in vacuo. The loading was

guantified by UV-Vis spectroscopy as describe above.

Preparation of the Fmoc-hydrazine resin. DIEA (2.45 mL, 14.05 mmol) was added to a
suspension of 2-chlorotrityl chloride resin (1.75 g, 2.81 mmol Cl.g™) in NMP/DMSO (4/1) (9
mL). A solution of 9-fluorenylmethyl carbazate (Fmoc-hydrazide, 2.14 g, 8.43 mmol) in DMSO
(9 mL) was then added and the mixture was stirred for 2 h. After filtration, capping was
performed by mixing with MeOH for a few minutes. The resin was then filtered, washed with
DMSO (3x), CH2Cl2 (2%), isopropanol (1x), CHzCl. (2x) and Et,O (3x), and dried in vacuo. The

loading was quantified by UV-Vis spectroscopy according to the procedure described above.

Hydrazide peptide coupling procedure. The procedure was inspired from the literature.
The initial Fmoc deprotection was carried out as follows: the resin (500 mg, 0.195 mmol) was
suspended in a solution of piperidine/NMP/DMSO (30/56/14) (2 mL). After 1 h, it was filtered,
washed with DMSO (3x), CH2Cl» (2x), isopropanol (1x), CH2Cl, (2x), Et,O (3x), and dried in
vacuo. The resin was then suspended in a solution of NMP/DMSO (4/1) (500 pL). The Fmoc-
AA-OH (0.351 mmol) was pre-activated by addition, in a solution of NMP/DMSO (4/1) (1 mL),
of DIEA (98 pL, 0.585 mmol) and HATU (133.5 mg, 0.351 mmol). After 30 min, the mixture of

pre-activated amino acid was added to the resin. After 3 hours, the resin was filtered and this
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coupling procedure was repeated twice. The resin was then washed (DMSO (3x), CH2Cl; (2x),
isopropanol (1x), CH.Cl, (2x) and Et,O (3x)) and dried. Capping was carried out by
suspending the resin in a solution of acetic anhydride/CH2Cl> (1/1) (2 mL) for 20 min (procedure
repeated twice). The resin was then filtered, washed (DMSO (3x), CH»Cl. (2x), isopropanol
(1x), CH.CI (2x) and EtO (3x)) and dried in vacuo. The peptide was cleaved according to the
general procedure for harsh cleavage conditions described above.

TNBS test. TNBS test is used for the control of the complete coupling reaction of free amino
groups while SPPS occurring. TNBS test is performed by adding three drops of a solution of
1% of TNBS in DMF and 1 mL of a solution of DMF/DIEA (9/1) to a small quantity of resin
beads in a tube. The mixture was left at room temperature for 30 min. Remaining of free amino
functions resulted in a red coloration of the resin beads (positive TNBS test) while negative

TNBS test resulted in colorless beads.
3. Synthesis of PNA analogues

General procedure for loading the resin. The chlorotrityl resin (1.6 mmol/g chlorine loading)
is swelled in a minimum of CH2Cl,. The Fmoc-AA-OH (3 eg/Cl) is dissolved in CH,ClI, together
with DIEA (5 eg/Cl) and added to the resin. After 90 minutes under mechanical stirring, the
resin is washed 3 times with CH,Cl./MeOH/DIEA (17/2/1), then CH.Cl,, DMF, CH.Cl,; and
finally Et;O and then dried under vacuum. Loading was determined using Fmoc dosage

described above, giving amino acid loading about 0.60 mmol/g.

General procedure for coupling. The resin is swelled is the minimum of NMP/DMSOQO (4/1).
The Fmoc amino acid (2 eq/free amine) is pre-activated in the same solvent (0.5 mM), by
addition of HATU (1 eg/amino acid, added as a 0.5 M solution in NMP) and DIEA (2 eg/amino
acid, added as a 2 M solution in NMP). A double coupling step was performed for each amino

acid. Complete consumption of the peptide was evaluated by TNBS test.

General procedure for Fmoc deprotection. 1 mL of 30% piperidine in NMP/DMSO (4/1) was
added to the resin. The mixture was stirred for 30 minutes, and then filtrated. This filtrate was
then used in the Fmoc test for the quantification of coupling yields by UV absorption
spectroscopy described above. The resin was further washed with NMP/DMSO 4/1 (3x),
CH_ClI; (3x), isopropanol (3x), CH2Cl» (3x), Et.O (3x), and concentrated in vacuo.

General resin cleavage procedure. The cleavage of the resin was realized according to the
mild cleavage conditions described above. The combined filtrates were then concentrated to

dryness to give the crude peptide.
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B. Purification and Characterizations

TLC and column chromatography. Thin Layer Chromatography were performed on silica gel
60 F254 plates purchased from Merck with detection under UV light (254 nm) and / or staining
with a ninhydrine solution in ethanol, followed by heating.

Flash column chromatography were performed® on silica gel 60 (40 — 63 um) purchased from

Merck on a classical glass column.

NMR analysis. *H NMR spectra were recorded on Brucker Avance 400 spectrometer at
400MHz at the ENSCM. All spectra were referenced with respect to the residual solvent peak
for the deuterated solvent (CHClz: 7.26 ppm, d®-DMSO: 2.50 ppm, CDsOD: 3.31 ppm, D20O:
4.79).1 Chemical shifts are given in parts per million. Peaks are reported as (3, in ppm),
multiplicity (s for singlet, d for doublet, t for triplet, g for quartet, dd for doublet of doublet, ddd
for doublet of doublet of doublets, dddd for doublet of doublet of doublet of doublets, m for
multiplet and br for broad), coupling constant (J in Hertz) and integration. The assigned proton
is written in italic. Spectra were recorded at 25°C.

13C NMR spectra were recorded on Brucker Avance 400 spectrometer at 100MHz at the
ENSCM. All spectra were referenced with respect to the residual solvent peak for the
deuterated solvent (CHCIz: 7.26 ppm, d®-DMSO: 2.50 ppm, CD3;0D: 3.31 ppm, D,O: 4.79).1

Chemical shifts are given in parts per million. Peaks are reported as (0, in ppm).

Mass spectrometry. ESI. ESI mass spectrometry analyses were carried out on a Waters
Micromass ZQ mass spectrometer (positive mode). High resolution mass spectrometry
analyses were carried out at the Laboratoire de Mesures Physiques, IBMM — Université
Montpellier, and were obtained on a Waters Micromass QTof mass spectrometer (positive
mode).

MALDI-ToF mass spectrometry. MALDI-ToF mass spectrometry was performed on an
Ultraflex Il ToF/ToF instrument (Bruker Daltonics, Wissembourg, France) by either Dr. Sonia
CANTEL (IBMM, UMR 5247, Université de Montpellier) or at the Laboratoire de Mesures
Physiques, IBMM — Université Montpellier.

HPLC. Analytical RP-HPLC analyses were performed on a Waters HPLC 2695 (EC Nucleosil
300-5 C18, (125 x 3 mm) column, Macherey-Nagel) equipped with a Waters 996 DAD detector
with the following linear gradients of solvent B (acetonitrile 100%) into solvent A (TEAA 100
mM 95% and acetonitrile 5%): Method A: 0 to 95% of solvent B in 5 min; flow: 1 mL/min;
Method B: 0 to 30% of solvent B in 45 min, Method C: 0 to 95% of solvent B in 45 min, or with
the following linear gradients of solvent B (acetonitrile 90%, H>-O 9.9% and TFA 0.1%) into
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solvent A’ (H20 99.9% and TFA 0.1%): Method D: 5 to 100% of solvent B in 5 min; flow: 1
mL/min, Method E: 5 to 100% of solvent B in 45 min. Retention times (tr) are given in minutes.
Semi-preparative RP-HPLC were performed on a Waters 515 HPLC (VP Nucleodur 250-21
C18, HTec 7um column, Macherey-Nagel) equipped with a Waters 2487 detector [HPLC 1] or
on a Waters Prep LC Controller HPLC (XSelect CSH Prep C18, (250 x 30 mm) 5 pum column,
Macherey-Nagel) equipped with a Waters 2489 detector [HPLC 2].

LC-MS. LC-MS analysis were performed either on Waters instruments 2695 HPLC separation
module equipped with a Nucleosil C18 column (Macherey-Nagel, 300 A, 5 um 125 mm x 3
mm), connected to Waters 996 photodiode array detector and Waters micromass ZQ mass
spectrometer [LC-MS 1] or on Shimadzu LCMS-2020 equipped with a Kinetex C18 column
(Phenomenex, 100 A, 2.6 um, 75 mm x 3 mm) [LC-MS 2].

For LC-MS 1, the flow is 1 mL/min and column is heated at 30°C. LC methods follow linear
gradient of solvent B’ (acetonitrile/H.O/TFA 90%/9.9%/0.1%) in solvent A’ (H.O/TFA
99.9%/0.1%): Method D: 5 to 100% of solvent B’ in 5 min, Method F: 5 to 100% of solvent B’
in 23 min and Method G: 5 to 30% of solvent B’ in 45 min and then 30 to 100% of solvent B’ in
5 min.

For LC-MS 2, the flow is 1 mL/min and column is heated at 40°C. LC methods follow linear
gradient of solvent B” (acetonitrile/TFA 99.9%/0.1%) in solvent A” (H.O/TFA 99.9%/0.1%):
Method H: 5 to 100% of solvent B” in 5 min, Method |: 5 to 30% of solvent B” in 45 min, then
30 to 100% of solvent B” in 5min; or follow linear gradient of solvent B” (acetonitrile/Formic
Acid 99.9%/0.1%) in solvent A” (H.O/Formic acid 99.9%/0.1%): Method J: 5 to 100% of solvent

B” in 5 min. Retention times (tr) are given in minutes.

UV-Vis. UV-Vis absorption was recorded using a HP 8453 UV-Vis spectrophotometer at
ENSCM or a JASCO, J-815 CD Spectrometer at the Laboratoire de Mesures Physiques, IBMM

— Université Montpellier.
C. Biophysical techniques and assays

a-mannosidase inhibition assays. a-mannosidase inhibition assays were performed by UV-
Vis spectroscopy on a Thermo, Multiskan Ascent 354 Spectrometer. The experiments were
carried out by Renaud ZELLI and Pr. Alberto MARRA (Glycochemistry & Molecular
Recognition, IBMM, UMR 5247). Inhibition constant (Ki) values were determined by
spectrophotometry, measuring the residual hydrolytic activities of a-mannosidase from
Canavalia ensiformis (Jack bean) against 4-nitrophenyl a- D-mannopyranoside. Each assay
was carried out in phosphate-citrate buffer at pH 5.5. The reactions were initiated by addition

of enzyme to a solution of the substrate in the absence or presence of various concentrations

210



Chapitre 7 : Partie Expérimentale — Experimental Part

of iminosugar derivative. The mixture was incubated for 10 min at 37 °C and the reaction was
guenched by addition of 1M aqueous Na.COs. The absorbance of the resulting mixture was
determined at 405 nm. Ki determination and enzyme inhibition mode were determined from

the slope of Lineweaver-Burk plots and double reciprocal analysis.

Fluorescence displacement assay. Ethidium bromide (EtBr) displacement assays were
carried on a Hitashi Fluorescence Spectrophotometer F-2500 and samples were prepared in
3 mL quartz cuvette for N/P=80 experiments and in 0.5 mL quartz cuvette for N/P=2
experiments. Excitation wavelength was set at 546 nm and emission was measured at 590
mm. The low salt buffer contained 100 mM of Sodium Acetate, 10 yM EDTA and 9.4 mM of
NaCl. The high salt buffer contained 100 mM of Sodium Acetate, 10 yM EDTA and 150 mM of
NacCl. Ethidium bromide was dissolved in the buffer to provide 42 uM concentration and the
fluorescence was measured. Calf-thymus DNA (ctDNA) (Sigma-Aldrich) was added from a
solution in MilliQ H2O to provide the desired N/P. Molecules of interest solutions (20-500 mM
depending on the compound) were added in microliter portions. The fluorescence
measurement was recorded after shaking the solution a few seconds. Formula used for

calculating Relative Fluorescence Emission of cluster-ctDNA complex in %:

. .. I _ !
Relative Fluorescence Emission (%) = (w)

IEtBr-DNA—IEtBr

Equation 2. Relative Fluorescence Emission where lewsr-ona represents the fluorescence emission of the EtBr-ctDNA
intercalation complex, | represents the measured fluorescence emission, and lewr represents the fluorescence

emission of EtBr in the absence of ctDNA

Automated microplate reader for ethidium bromide displacement assays. Screening of various
scaffolds and building blocks by EtBr displacement assays were carried on a SAFAS Monaco
Xenius XML instrument in COSTAR 96-Well plates. Aldehyde scaffolds (20 mM) and hydrazide
building blocks Hyd (160 mM) were mixed in MilliQ H20, in each well, and left overnight at
room temperature. Low salt pH 5.0 buffer, ctDNA, and EtBr were then added (final
concentration in scaffold: 1 mM). The plates was shaken by orbital agitation (16 Hz, 120 s),
and the fluorescence emission was measured during 1 s using a 1200 V voltage and a

bandwidth of 6 nm for excitation and 10 nm for emission.

Gel retardation assays. Gel retardation assays were carried out by Dr. Yannick BESSIN
(Glycochemistry & Molecular Recognition, IBMM, UMR 5247). The experiments were
performed with plasmid DNA were performed using 100 ng of 5.7 kilobase pair expression
vector pET-15b (Novagen), which were mixed with the appropriate amounts of ligand (in order
to reach the desired N/P ratio) in 0.5x TAE (20 mM Tris-acetate/0.5 mM EDTA, pH 8.0) or 0.5x
TBE (20 mM Tris-borate/0.5 mM EDTA, pH 8.0) buffer to obtain a final volume of 10 pL. 2 pL
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of Blue 6x loading dye (Fisher Scientific) was added, after which 12 pL was run on a 0.7%
agarose gel (50 V). DNA was visualized with SYBER Safe (Life Technologies) or SafeView
Plus™ Nucleic Acid Stain (Euromedex). The reference for the gel is GeneRuler 1 kb DNA
ladder (250 to 10 000 bp) from Fischer Scientific. Gel retardation assays with siRNA were
performed as follows: the cluster: sSiRNA complexes at a desired N/P were prepared in RNase
free water with 300 ng of eGFP siRNA. Electrophoresis was carried out on a 1% wt vol™
agarose gel in 1x TBE at 55 V for 1 h. The GelRed-stained siRNA was visualized on an

ultraviolet transilluminator with a camera.

Isothermal Titration Calorimetry. Isothermal titration calorimetry (ITC) experiments were
carried out by Dr. Virginie GERVAIS (IPBS, UMR 5247, CNRS, Université de Toulouse) on a
Microcal ITC200 instrument (Microcal), at 25°C. Calf thymus DNA (ctDNA) was suspended
into a Hepes buffer (100 mM Hepes, EDTA 10 uyM and NaCl 9.4 mM, pH 7.2). DNA
concentrations per nucleotide were determined by UV absorbance at 260 nm using the molar
absorption coefficient (6600 Mt cm™). The ligands were suspended in the same buffered
agueous solution. Experiments consisted of a series of 20 x 2 ul injections of ligand (200—
500 uM) into the ctDNA (20-50 uM) containing thermostatic cell (initial delay of 60 s, duration
of 4 s and spacing of 180 s). Control experiments were carried out to calculate the heats of
dilution for ligand titrated into buffer. The corrected binding isotherms were fitted for a single-
site binding model using non-linear least squares analysis to obtain values of equilibrium
binding constant (Ka), stoichiometry and enthalpy changes (AH) associated with DNA binding.

Origin 7.0 software was used for data acquisition and manipulation.

Transmission Electronic Microscopy. Transmission Electronic Microscopy assays were
performed on a JEOL 1200 EXII 120 kV instrument at the Laboratoire de Microscopie
électronique et analytique, ICGM — Université Montpellier. The compounds were fixed on a full
grid of carbon (300 mesh). The sample was then placed under electron flux. The resolution of

this technique allow the observation of systems measuring more than 1 nm.

Dynamic light scattering. Particle size measurements were carried out by Dr. Nadir
BETTACHE and Dr. Magali GARY-BOBO (IBMM, UMR 5247) on a Zetasizer Nano ZS
(Malvern, United Kingdom) with transparent ZEN0O040 disposable microcuvette cells (40 pL)
at 25°C. The cluster:siRNA complexes were prepared at a defined N/P ratio with a siRNA
concentration of 1 pM. Measurements were performed immediately after the complexes
formation and after 1 h incubation. Then, NaCl solution was added at a final concentration of

154 mM and measurement was repeated.
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D. Biological assays

Biological assays were performed by Dr. Nadir BETTACHE and Dr. Magali GARY-BOBO
(IBMM, UMR 5247).

siRNA assays. The MCF7-luc cell line derived from MCF7 human breast cancer cells by stable
transfection of firefly luciferase gene (PCDNA 3.1 CMV-Luc-SVNeo) were generously provided
by Dr P. Balaguer (ICM Montpellier, France). Selection of resistant clones was performed by
geneticin addition at 1 mg.mL™* until experiments. Cells were grown in phenol red-free
F12/Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS). The cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,. Cy3-labeled
non-coding siRNA was purchased from Eurogentec (Serring, Belgium). The siRNA targeting
sequence for luciferase (AACTTACGCTGAGTACTTCGA) was purchased from QIAGEN. The
sense sequence is CUUACGCUGAGUACUUCGA and the antisense sequence is
UCGAAGUACUCAGCGUAAG. The MTT (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, a yellow tetrazole) assay kit was purchased from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France). The cluster: siRNA complexes were prepared as follows:
the clusters cRAFT(Hyd)s (20 mM in filtered RNase-free water) were vortexed for 5 s,
ultrasonically mixed for 5 min, mixed with siRNA in order to reach the desired N/P, and

incubated at room temperature for 20 min.

Fluorescence microscopy. MCF7-luc cells were seeded at a density of 50 000 cells per well
and incubated for 24 h in a 8-well tissue culture chambers (Sarstedt, Germany) before
treatment. The cells were incubated with cRAFT(Args:)s-Cy3-labeled siRNA complexes at a
molar ratio of 25/1 (N/P = 9) in OptiMEM (Invitrogen) for 4 h. These cells were then fixed with
500 pl of cold 4% PFA for 30 min and washed twice with PBS. The nuclei were stained using
a DAPI solution (Sigma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France). Images were taken with an
inverted fluorescence microscope (Leica DMRB, Leica Microsystems GmbH, Germany) and

analyzed using ImageJ software.

Cell luciferase assay. MCF7-luc cells were seeded at a density of 5000 cells per well in 96-
well white opaque tissue culture plates in 150 yl complete culture medium and incubated for
24 h. The cells were then washed with PBS and incubated with various cluster: sSiRNA complex
formulations in OptiMEM at 37 °C for 4 h. Thereafter, 50 ul of 40% serum containing medium
was added. Two days after transfection, expression of luciferase was assessed by addition
into culture medium of luciferin (1072 M, final concentration) purchased from Promega (France).

Living cell luminescence was measured 10 min after by a multilabel plate reader (Wallac1420,
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PerkinElmer, USA) for 5 s. Values are expressed as percentage of luciferase activity compared

to non-treated wells (set as 100%).

Cytotoxicity assay. The cytotoxicity of cluster: sSiRNA complexes was determined by the MTT
assay. In brief, MCF7-luc cells were seeded at 5000 cells per well in clear, flat-bottomed, 96-
well plates (Costar) 24 h before treatment. After being washed, 150 yl of OptiMEM that
contained the cluster: siRNA complexes at different N/P ratios was added to the wells and
incubated for 4 h. Thereafter, 50 ul of 40% serum containing medium was added, and the
cytotoxicity of the relevant reagents was determined by the MTT assay after 48 h. The
absorbance at 540 nm was read on a plate reader (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific,
France). The results obtained from triplicate wells were averaged and normalized to the value

obtained from the non-treated cells.
II. Multivalent clusters for DNA recognition
A. Peptide scaffolds
1. Dipeptides

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl N-(tert-butoxycarbonyl)-O-(tert-butyl)-L-serinate 1.1 To a stirred
solution of Boc-L-Ser(tBu)-OH (5.0 g, 19.1 mmol) and N-hydroxysuccinimide (2.35 g, 20.5
\‘/ o] mmol) in EtOAc/1,4-dioxane (1/1, 180 mL) cooled on ice bath were
0 H\)?\op added dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (4.2 g, 20.5 mmol). After 3h30
L=°%

stirring at room temperature under argon, the reaction mixture was
)< filtered through a pad of celite with EtOAc and the collected filtrate was
concentrated in vacuo. The obtained oily residue was taken into EtOAc and washed with 1M
aqueous hydrochloride solution, 5 % agqueous NaHCOs solution (2x), water (2x) and brine (2x).
The organic phase was dried over NaSOy, filtered and concentrated in vacuo. 1 was obtained
as a white solid in quantitative yield (6.88 g, 19.2 mmol). LC-MS 1 tr: 4.47 min (Method D); *H
NMR (400 MHz, CDCls) 8 5.41 (d, 3J=9.0, 1H, CH-NH), 4.78 (d, 3J=9.0, 1H, CH-NH), 3.93-3.91
(m, 1H, CH-CH-H-0), 3.66-3.64 (m, 1H, CH-CH-H-0), 2.82 (s, 4H, CO-CH>-CH>-CO), 1.46 (s,
9H, CO-0O-C(CHj3)3), 1.20 (s, 9H, CH2-O-C(CHsa)s); HR-ESI-MS: calcd for [CisH26N207+H]*
359.17, found 359.66.
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N?-(((9H-fluoren-9-ylYmethoxy)carbonyl)-N®-(N-(tert-butoxycarbonyl)-O-(tert-butyl)-L-seryl)-L

lysine®® 2. A solution of 1 (6.8 g, 19.1 mmol) in CH.Cl, (67.5 mL) was added dropwise over 30

min to a stirred suspension of Fmoc-L-Lys-OH (9.3 g, 25.3
Q mmol) and DIEA (13.2 mL, 75.8 mmol) in CH2Cl, (109 mL). After
O. 0._0O o 3h30 stirring at room temperature under argon, the mixture was
Hn._J_ concentrated in vacuo. The remaining residue was solubilized
v~ TOH

\‘/ > in EtOAc and washed with 10 % aqueous citric acid solution
o) (2x), saturated aqueous NaHCOg3; solution (2x), water (2x), and

o
)(O)J\N NH brine (2x). The organic phase was dried over Na,SO, and
H 5 concentrated in vacuo to give 2 as a white solid in quantitative

yield. LC-MS 1 tg: 5.01 min (Method D); *H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.68 (d, 3J=7.5, 2H,
2(Ca-H)), 7.53 (m, 2H, 2(Ca-H)), 7.34-7.21 (m, 4H, 4(Ca-H)), 6.54 (s, 1H, NH), 5.60 (s, 1H,
NH), 5.42 (s, 1H, NH), 4.32-4.13 (m, 7H, CH-CH-CH_, CH-CH>-O, C4-CH-CH>, C5-CH-CHy),
3.69 (m, 1H, CH-CH-H-0O), 3.33-3.22 (m, 3H, CH-CH-H-O, CH-CH,-CH,), 1.84-1.32 (m,
4H+9H, CH-CH,-CH.-CH2, CH-CH>-CH,-CH,, CO-O-C(CHs3)3),1.09 (s, 9H, O-C(CHz)3); HR-
ESI-MS: calcd for [C33HasN3Os+H]" 612.32, found 612.69.

2. Cyclic peptide

IRAFT(Boc-Ser(OtBu)). 3.1 The 2-CTC resin was \‘/ \‘/
manually loaded with Fmoc-Gly-OH according to

e e
the general procedure yielding a loading of 0.31 )(//, NH . NH
mmol/g of resin. 3 was synthesized according to /]/i ;
the general procedure for linear and cyclic peptide o NH © 'EIH
H—K-A-K-P-G-K-A-K-P-G—OH
synthesis on 0.25 mmol. The linear peptide was NH  HN. O

(0)
purified by semi-preparative HPLC 2 in ; o
H.O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (0 — 40% — X
65% — 100% acetonitrile 0.1% TFA (10 min/25 \ko o 07
min/10 min)) to obtain 3 as a white solid (222.6 mg,
43%). LC-MS 1 tr: 4.90 min (Method D); HR-ESI-MS: calcd for [Co2H165N15027+2H]?* 978.10,
found 979.72.
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cRAFT(Boc-Ser(OtBu)), 4.1 3 was cyclized according to /é /% \\(
the general procedure for cyclisation of linear peptides. /k 0 0 o

o}
4 was obtained as a white solid (283.1 mg, quantitative gycHn ;(NHBoc 0w NHE
ocC
O O™ H
N

yield). LC-MS 1 tr: 5.70 min (Method D); HR-ESI-MS:
calcd for [C92H162N18026+2H]2+ 968.60, found 970.22.

(o}

{ /

cRAFT(Ser)..®! 4 was deprotected according to the general procedure for harsh conditions of
oH | OH N OH /OH deprotection. cRAFT(Ser)s was obtained as a white solid
;</NH2 N (100.6 mg, 71%). LC-MS 1 tg: 2.06 min (Method D); HR-

NH ESI-MS: calcd for [CssHosN1sO1s+2H]** 656.36, found

0
K K‘Jf 657.16. MALDI-ToF (HCCA): calcd for
/ \A/ \P
P//K\A/K\G/ 4 TFA [CseHosN1sO1s+Na]* 1333.72, found 1333.70.

cRAFT(ALD)4.! NalO4 (615.0 mg, 2.6 mmol) was added to a

solution of cRAFT(Ser)4 (341.0 mg, 0.260 mmol) in H.O mQ (10 £ é( 4( =0
mM). After 2 hours stirring, cRAFT(ALD)4 was then purified by NH NH
semi-preparative HPLC 2 in H,O/acetonitrile 0.1% TFA gradient G /K\A/;K\p

(0 — 40% — 65% — 100% acetonitrile 0.1% TFA (10 min/25 p//K\A/K\G/
min/15 min)) to obtain the cRAFT(ALD)4 as a white powder (182 mg, 59%). HPLC: tr: 2.10
min (Method A); LC-MS 2 tg: 1.65 min (Method J); MALDI-ToF (HCCA): calcd for
[Cs2H7sN14018+Na]" 1209.98, found 1209.57.

3. Linear peptide

N-Acetate IRAFT(Ser)4 5. The 2-CTC resin was manually loaded with Fmoc-Gly-OH according

to the general procedure yielding a loading of 0.31 mmol/g of resin. 5 was synthesized

HO//INHz HO//INHz according to the general procedure for linear and cyclic
o NH 07 NH peptide synthesis on 0.25 mmol. After the ligation of the
K-A-K-P-G-K-A-K-P-G OH last dipeptide 2, and Fmoc deprotection, N-ter was
HNT acetylated with 10 mL of a solution of acetic

iNHz H2N 0O anhydride/CH,Cl, (50/50) for 20 min. The acetylation

was repeated another time for 20 min. Then, resin was
cleaved according to the general procedure under harsh conditions described above. 5 was
obtained as a white solid (326 mg, 71%). LC-MS 2 tr: 1.65 min (Method H); HR-ESI-MS: calcd
for [CssH102N18020+H]* 1371.75, found 1371.30.
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IRAFT(ALD)4. NalO4 (403.0 mg, 1.8 mmol) was added to /I/i/o /I/i/o
a solution of 6 (326.0 mg, 0.18 mmol) in H,O MmQ (10 0P NH o ,;lH

mM). After 2 hours stirring, IRAFT(ALD). was then %R—A-g-p-e-}s(-A-K—p-G—OH
purified by semi-preparative HPLC 1 in H.O/acetonitrile ©  Ox,NH HN.__O

0.1% TFA gradient (0 — 25% — 100% acetonitrile, 0.1% T\o oj

TFA (25 min/10 min)) to obtain the IRAFT(ALD). as a white solid (104.0 mg, 47%). LC-MS 2
tr: 1.61 min (Method H); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [CssHs2N14O20+K]" 1285.58, found
1285.52.

B. Hydrazide building blocks
1. Solution approach

tert-butyl 2-((((9H-fluoren-9-ylYmethoxy)carbonyglycyDhydrazine-1-carboxylate 6. A solution

of HBTU (1.53 g, 4.04 mmol) in DMF (8.1 mL) were
added to a solution of Fmoc-Gly-OH (1 g, 3.36 mmol) in ;Q L0

DMF (16.8 mL). Then, a solution of DIEA (2.0 mL, 11.8 O O\H/N\)J\HN\H/O\k
mmol) in NMP (3.8 mL) was mixed to the solution before o o
adding tert-butyl carbazate (444 mg, 3.36 mmol). The reaction mixture was stirred for 1h30 at
room temperature before being concentrated in vacuo. The crude product was dissolved in
EtOAc and washed with saturated aqueous solution of NH4Cl (3x). The organic phase was
dried over Na,SO., filtered and concentrated in vacuo. Crude product was then purified by
flash chromatography (SiO., Petroleum ether/EtOAc 5/5) which gave 6 as a white solid (230
mg, 83%). LCMS 2 tg: 3.01 min (Method J); *H NMR (MeOD; 400 MHz) & 7.77 (d, 3J=7.4, 2H,
CaH), 7.64 (d, 3J=7.4, 2H, C4H), 7.37 (dd, 3J=7.4, 2H, C5H), 7.29 (dd, 3J=7.4, 2H, C4H), 4.33
(d, 3J=7.0, 2H, Fmoc-CHy), 4.19 (t, 3J=7.0, 1H, C4-CH-CH), 3.85 (s, 2H, CH,CO), 1.46 (s, 9H,
C(CHz3)3).); **C NMR (MeOD; 100 MHz) & 171.8, 158.9, 157.7, 145.2, 142.5, 128.7, 128.1,
126.2, 120.9, 82.0, 68.2, 43.5, 40.4, 28.5; HR-ESI-MS: calcd for [C22H2sN3Os+Na]* 434.1692,
found 434.1696.

(9H-fluoren-9-yl)methyl (2-hydrazinyl-2-oxoethyl)carbamate 7. 6 (217 mg, 0.527 mmol) was

deprotected according to the general procedure in harsh conditions. 7 was obtained as a white
Q solid (151.5 mg, 68%). LCMS 2 tr: 3.89 min (Method J); *H
. y O NMR (MeOD; 400 MHz) & 7.80 (d, %J=7.6, 2H, CaH), 7.66
O O\[(NJJ\N’NHZ (d, 2J=7.2, 2H, CaH), 7.41-7.38 (M, 2H, CaH), 7.33-7.29 (m,
TFA " 2H, CaH), 4.39 (d, J=6.9, 2H, Fmoc-CHy), 4.23 (d, 3J=6.9,
1H,Ca-CH-CHy), 3.88 (s, 2H, CH-CO); *C NMR (MeOD; 100 MHz) d 171.0, 159.1, 145.2,
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142.6, 128.8, 128.2, 126.2, 120.9, 68.3, 43.3; HR-ESI-MS: calcd for [Ci7H17N3Os+H]*
312.1348, found 312.1347.

2-aminoacetohydrazide GlyHyd. A solution of 7 (144.6 mg; 0.34 mmol) in 0
H,N

DMF/Piperidine 8/2 (4 mL) was stirred at room temperature for 1h. The -NHz

reaction mixture was then concentrated in vacuo and Et,O was added to

precipitate the desired compound. The mixture was centrifuged and the precipitate was then
dried. Precipitation was repeated three times. The crude product was dissolved in H.O 0.1%
TFA and freeze dried. Compound GlyHyd was obtained as a white solid (19.3 mg, 28%). *H
NMR (D-0; 400 MHz) & 3.88 (s, 2H, CH»-CO); **C NMR (CDsOD; 100 MHz) 5166.9, 162.4 (q,
3J(C,F)=85, 1C, F3C-C=0), 119.2 (q, 1J(C,F)=290, 1C, F3C), 40.3.

tert-butyl 2-(N2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-Nw-((2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3-
dihydrobenzofuran-5-yl)sulfonyl)-L-arginyl)hydrazine-1-carboxylate 8. A solution of HBTU
(136.5 mg, 0.36 mmol) in DMF (740 pL) was added

to a solution of Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH (200 mg, 0,31 O

ot 2
mmol) in DMF (1.5 mL). Then, a solution of DIEA O OTN\_)J\N/N\H/O\{/
:OH
0 o)

(188 pL, 1.08 mmol) in NMP (352 pL) was added to J/
the mixture. tert-butyl carbazate (41.0 mg, 0.31 HN
mmol) was then added and the reaction mixture was beHN/&NH

stirred for 4h at room temperature before being concentrated in vacuo. The crude product was
dissolved in EtOAc and washed with saturated agueous solution of NH4Cl (3x). The organic
phase was dried over Na,SOy, filtered and concentrated in vacuo. The crude product was then
purified by flash chromatography (SiO2, CH.CIl,/EtOAc 5/5) which gave 8 as a white solid
(230.6 mg, 97%). LCMS 2 tg: 4.78 min (Method J); *H NMR (MeOD; 400 MHz) & 7.78 (d,
3)=7.6, 2H, C4H), 7.66-7.63 (m, 2H, C4H), 7.37 (dd, 2J=7.4, 2H, C4H), 7.31-7.27 (m, 2H, C,H),
4.42-4.32 (m, 2H, Fmoc-CHy), 4.21 (t, 1H, C4-CH-CH,), 4.12 (dd, , 3J=8.4, 3J=9.2, 1H, CH-
CO), 3.23-3.13 (m, 2H, CH>-CH2-NH), 2.96 (s, 2H, CH2-C(CHs)2), 2.58 (s, 3H, C4-CHjs), 2.51
(s, 3H, Ca-CHj3), 2.06 (s, 3H, Ca-CHgs), 1.86-1.74 (m, 1H, CH-CH-H), 1.69-1.53 (m, 3H, CH-
CH-H, CH-CH>-CHy), 1.45 (s, 9H, C(CHz3)3), 1.42 (s, 6H, 2(C(CHs).)); *C NMR (D.0; 100 MHz)
0 159.9, 158.3, 157.5, 145.4, 145.1, 142.6, 139.4, 134.4, 133.5, 128.8, 128.2, 126.2, 126.0,
120.9, 118.4, 87.6, 67.9, 54.5, 50.8, 44.0, 31.7, 30.6, 28.7, 28.5, 19.6, 18.5, 18.4, 12.5; HR-
ESI-MS: calcd for [C3gHs0NeOsS+H]* 763.3492, found 763.3489.
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(9H-fluoren-9-yl)methyl (S)-(5-guanidino-1-hydrazinyl-1-oxopentan-2-yl)carbamate 9. 8 (95.0

mg, 0.124 mmol) was deprotected according to the general procedure in harsh conditions. 9

was obtained as a white solid (60.7 mg, 77%). LCMS 2 tr: 2.57

Q 4O min (Method J); *H NMR (MeOD; 400 MHz) & 7.80 (d, 3J=7.6,

O. O\[rN\;)J\H/NHz 2H, CaH), 7.67 (M, 2H, CaH), 7.39 (dd, 2J=7.4, 2H, C4H), 7.31

o - (dd, 3J=7.4, 2H, C4H), 4.44-4.35 (m, 2H, Fmoc-CH,), 4.24-

J/ 4.18 (m, 2H, C4-CH-CH,, CH-CO), 3.21 (t, 3J=6.6, 2H, CHy-

NH-C(NH)NHy), 1.94-1.85 (m, 1H, CH-CH-H), 1.79-1.58 (m,

3H, CH-CH-H, CH-CH,-CHy); *C NMR (MeOD; 100 MHz) &

173.1, 158.6, 145.1, 142.6, 128.8, 128.2, 126.1, 121.0, 68.1, 54.5, 41.8, 29.8, 26.1; HR-ESI-
MS: calcd for [C21H26NeO3+H]" 411.2145, found 411.2150.

HN 2TFA

H,N" SNH

(S)-1-(4-amino-5-hydrazinyl-5-oxopentyl)quanidine  L-ArgHyd. A HzN\)(J)\NzNHz
solution of 9 (60.7 mg, 0.95 mmol) in DMF/Piperidine (8/2) (9 mL) was S H
stirred at room temperature for 1h. The reaction mixture was
concentrated and Et,O was added to precipitate the desired compound. HN

The mixture was centrifuged and the precipitate was dried. The H2N° "NH
precipitation was repeated three times. Then, the crude product was freeze dried and L-
ArgHyd was obtained as a white solid (15.0 mg, 38%). *H NMR (D.0O; 400 MHz) & 3.71 (t,
3J=7.0, 1H, CH-CO), 3.14 (t, 3J=6.8, 2H, CH,-NH-C(NH)NH>), 1.82-1.74 (m, 2H, CH-CH,-CH,);
13C NMR (D.O/MeOD 1/1; 100 MHz) 5 169.9, 158.3, 53.1, 41.7, 29.4, 25.1; [a]p'®: +15.3 (H20,
c=1.0); HR-ESI-MS: calcd for [CsH1sNsO+H]* 189.1464, found 189.1466.

2. Solid phase synthesis

(S)-2-aminopropanehydrazide AlaHyd. AlaHyd was synthesized 0

according to the general procedure for the hydrazide peptide coupling HZN\_)J\N,NHZ
(21.2 mg, 67%). 'H NMR (D,O; 400 MHz) & 4.19 (q, 2J=7.0, 1H, H2N- o H o otRA
CH), 1.57 (d, 2J=7.0, 3H, CH-CHs); *3C NMR (D-O; 100 MHz) & 169.2, 163.1 (q, 3J(C,F)=35,
1C, FsC-C=0), 117.8 (q, 1J(C,F)=290, 1C, FsC-), 47.9, 16.2; [0]p2: +8.1 (H-0O, c=1.0); HR-ESI-
MS: calcd for [C3sHgNsO+H]* 104.0824, found 104.0822.

(S)-3-amino-4-hydrazinyl-4-oxobutanoic _acid AspHyd. AspHyd was o)

synthesized according to the general procedure for the hydrazide peptide HoN : ”’NHZ
, om 1 _ } O~

coupling (19.2 mg, 53%). *H NMR (D20; 400 MHz) & 4.43 (m, 1H, CH-CH>), Y JTEA

3.08 (M, 2H, CH-CH,-CO); *C NMR (D,0; 100 MHz) & 172.3, 167.3, 163.1
(g, 2J(C,F)=35, 1C, FsC-C=0),117.8 (g, 1J(C,F)=290, 1C, F5C-), 48.5, 34.6; [a]p2% +17.4 (H-O,
c=1.0); HR-ESI-MS: calcd for [CsHeNsOs+H]* 148.0722, found 148.0720.
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(S)-2,6-diaminohexanehydrazide LysHyd. LysHyd was synthesized

according to the general procedure for the hydrazide peptide coupling (37.1 H2N\)J\ -NH;
mg, 84%). 'H NMR (D20; 400 MHz) & 4.08 (t, 2J=7.0, 1H, H2N-CH), 2.99 (t, =W
2J=7.6, 2H, CH2-NH,), 1.94 (m, 2H, CH2-CH2-NH>), 1.70 (m, 2H, CH-CHy); 3TFA
13C NMR (D20; 100 MHz) & 168.2, 163.1 (q, 2J(C,F)=35, 1C, FsC-C=0), NH:

117.8 (g, *J(C,F)=290, 1C, FsC-), 51.8, 39.0, 30.1, 26.3, 21.2; [a]p®: +16.8 (H-0O, ¢=1.0); HR-
ESI-MS: calcd for [CsH1sN4O+H]* 161.1402, found 161.1402.

(S)-2-amino-3-(1H-imidazol-5-yl)propanehydrazide HisHyd. HisHyd

was synthesized according to the general procedure for the hydrazide HZN\.)J\N’NHZ
peptide coupling (26.1 mg, 68%).H NMR (D-0; 400 MHz) 5 8.72 (s, 1H, _
HN-CH=N), 7.46 (s, 1H, C=CH-N), 4.36 (t, 3J=7.0, 1H, CH-CH,); *C HN_/ 3TFA
NMR (D,0; 100 MHz) & 166.6, 163.1 (g, 2J(C,F)=35, 1C, FsC-C=0), 135.6, 125.4, 118.6, 117.8
(g, YJ(C,F)=290, 1C, F3C-), 50.9, 25.8; [a]p?®: +18.0 (H20, ¢=1.0); HR-ESI-MS: calcd for
[CeH11NsO+H]* 170.1042, found 170.1041.

0
(S)-1-(4-amino-5-hydrazinyl-5-oxopentyl)guanidine L-ArgHyd. L- HZN\_)J\N,NH2
ArgHyd was synthesized according to the general procedure for the J/ :
hydrazide peptide coupling (14.2 mg, 81%). The characterizations were HN 3TEA

in accordance to the one describe above in the solution approach section. HN™ SNH

2-aminoacetohydrazide GlyHyd. GlyHyd was synthesized according to the general procedure

for the hydrazide peptide coupling (60.6 mg, Quantitative yield) and

H,N _NH — . : , :
z \)J\ 2 characterization are in accordance to the one obtained with the solution
2TFA
approach.
(R)-1-(4-amino-5-hydrazinyl-5-oxopentyl)guanidine  D-ArgHyd.  D- 0
, , H,N _NH
ArgHyd was synthesized according to the general procedure for the 2 H 2

hydrazide peptide coupling (67.6 mg, 75%). *H NMR (D:0; 400 MHz) &

4.15 (t, 3J=6.6, 1H, CHCH,), 3.24 (t, 3J=6.8, 2H, CH,-NH), 2.02-1.95 (m, HN STFA
2H, CH-CHy), 1.73-1.65 (m, 2H, CH.CH:NH); 3C NMR (D,O; 100 MHz) H,N" “NH

0 168.1, 163.1 (q, 2J(C,F)=35, 1C, FsC-C=0), 156.9, 117.8 (q, *J(C,F)=290, 1C, Fs;C-), 51.6,
40.3, 27.8, 23.5; [a]p®®: -7.2 (H20, ¢=1.0); HR-ESI-MS: calcd for [CeH16NsO+H]" 189.1464,
found 189.1464.
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(2S,2'S)-N,N'-((S)-6-hydrazinyl-6-oxohexane-1,5-diyl)bis(2,6-diaminohexanamide) G-
LysHyd. Gi-LysHyd was synthesized according to the general procedure for the hydrazide
NH, O peptide coupling using Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH. The

HoN™ >N N v N’NH2 second coupling reaction was carried out with doubled

o ~ " guantities of reagents. Finally, the resin was cleaved

NH, STEA according to the harsh conditions described in general
HZN/\/\\\\'KH/NH procedure to afford G;-LysHyd as a white solid (230.8
o mg, 84%). *H NMR (MeOD; 400 MHz) & 4.40 (bs, 1H, CH-

CH>), 3.96(bs, 1H, CH-CHy), 3.85 (bs, 1H, CH-CH,), 3.25 (bs, 2H, CH,-NH), 2.95 (bs, 4H, CHo-
NH), 1.89-1.47 (m, 18H, 3CH-CHz-CHz,3CH-CH,-CH,, 3CH2-NH,); *C NMR (MeOD; 100
MHz) 6 170.2, 170.0, 54.3, 53.9, 53.6, 40.3, 40.3, 32.3, 32.1, 31.9, 29.8, 28.1, 28.0, 24.1, 22.9,
22.5; [a]p?®: +8.8 (H:0, ¢=1.0); HR-ESI-MS: calcd for [Ci1sH40NsOz+H]* 417.3302, found
417.3299.

(S)-2-amino-5-guanidino-N-((S)-5-quanidino-1-(((S)-5-guanidino-1-hydrazinyl-1-oxopentan-2-

yl)amino)-1-oxopentan-2-yl)pentanamide ArgsHyd. ArgsHyd was synthesized by SPPS on a

HZN\I//NH 0.1 mmol scale using the Fmoc hydrazine resin prepared
HN according to the general procedure for hydrazide peptide

synthesis. After SPPS, the product was cleaved from the

o) o)
HzN\_)J\N N AL -NH; resin in mild conditions described in the general
= H 5 = H procedure. The crude product was then purified by semi-
J/ J/ preparative HPLC 1 in H,O/acetonitrile 0.1% TFA
HN HN 5TFA _ "
/& /& gradient (20 — 70% — 100% acetonitrile, 0.1% TFA (45

min/10 min)) to afford a white solid after freeze-drying.
Final deprotection was carried out according to the general procedure for cleavage in harsh
conditions. ArgsHyd was freeze dried and obtained as a white solid (48.8 mg, 46%).*H NMR
(D20; 400 MHz) & 4.43-4.37 (m, 2H, 2CH-CHy), 4.12 (t, 3J=6.4, 1H, CH-CH.), 3.26-3.23 (m,
6H, 3CH2-NH), 1.99-1.80 (m, 6H, 3CH-CH), 1.76-1.61 (m, 6H, 3CHCH,CH>); *C NMR (D-0;
100 MHz) & 173.6, 171.6, 169.7, 156.9, 53.7, 52.6, 52.0, 40.6, 40.4, 28.1, 28.0, 27.9, 24.4,
23.5; [0]p®: -5.6 (H20, ¢=1.0); HR-ESI-MS: calcd for [CisH4oN14Oz+H]" 501.3486, found
501.3482.
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(S)-2,6-diamino-N-((S)-6-amino-1-(((S)-6-amino-1-hydrazinyl-1-oxohexan-2-yl)amino)-1-
oxohexan-2-yl)hexanamide LyssHyd. LyssHyd was synthesized by SPPS on a 0.1 mmol scale

NH, using the Fmoc hydrazine resin prepared according to the
general procedure for hydrazide peptide synthesis. After
SPPS, the product was cleaved from the resin in mild

HzN\_)J\N H ~~\-NH2 - conditions described in the general procedure. The crude

- "Ho S f product was then purified by semi-preparative HPLC 1 in
Kr stea  H2O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (20 — 40% — 100%
NH, NH, acetonitrile, 0.1% TFA (20 min/10 min)) to obtain a white solid

after freeze-drying. Final deprotection was carried out according to the general procedure for
cleavage in harsh conditions. LyssHyd was freeze dried and obtained as a white solid (49.3
mg, 52%). *H NMR (D20; 400 MHz) & 4.38-4.35 (m, 2H, 2CH-CH>), 4.07 (t, 3J=6.0, 1H, CH-
CHy), 3.05-3.04 (m, 6H, 3CH,-NHy), 1.95-1.72 (m, 12H, 3CH-CH2, 3CH,-CH,-NHy), 1.55-1.45
(m, 6H, CH-CH>-CHy>); *3C NMR (D.0O; 100 MHz) 5 173.6, 171.8, 169.7, 163.1 (q, 2J(C,F)=35,
1C, FsC-C=0), 117.8 (q, J(C,F)=290, 1C, FsC-), 53.7, 52.8, 52.2, 39.2, 39.0, 30.6, 30.5, 30.3,
26.4, 26.3, 22.1, 22.0, 21.3; [a]p?*: -11.6 (H20, ¢=1.0); HR-ESI-MS: calcd for [C1sH40NsOs+H]*
417.3302, found 417.3296.

C. Clusters

The clusters were self-assembled as described here.

A solution of hydrazide (200 mM) in MilliQ H20 (2 mM/aldehyde) was added to a 1 mM solution
of scaffold in AcO*Na buffer. The mixture was stirred overnight at room temperature. The
media were then directly analyzed by HLPC and MALDI-ToF or HR-ESI-MS spectrometer
without any further purification.

0
o /A ﬁ/
J 0T iy
N
NONG N

/

0 v CRAFT(AC).. HPLC tr: 2.59 min (Method A); MALDI-ToF
Nj\o;\z oi 0/ (HCCA): calcd for [CeoHaaN22O1s+Na]* 1433.71, found
oo nn W T M 143360,
G K~ K~p
P//K\A/K\G/

222



Chapitre 7 : Partie Expérimentale — Experimental Part

® o) ®
® NH2 NHZ H NYNHZ
NH
2 H2N NH HN NH2 NH
H,N” NH
. H3N® @ -
CRAFT(L-Arg)s. HPLC tr: 2.36 min (Method A); @ ‘—NHs = g
’ o /< OY\NHs
MALDI-ToF (HCCA): calcd for [CreH13sNasO1s+H]* NHOANT S L
0”7 "NH .

N N N
1868.07, found 1868.05. N l l o ﬁ)
J oA e

., © B
HaN© H3>\/ :\(NHs 20 P//K\A/K\G/ o
3 0 NH
T o, S
0™ NH N N l\\l cRAFT(Ala)s. MALDI-ToF (HCCA): calcd for
N
j\oj\ 077\,\“4o [CG4H106N26018+Na]+ 1549.82, found 1549.81.
o”>NH W NH
&
c}‘ch\A/ K~p
P//K\A/K\/ 4TFA
NHs :/(
OY\NH3
CRAFT(LyS)s. MALDI-ToF (HCCA): calcd for
[C76H134N30018+Na]* 1778.05, found 1777.99. ;z jz ﬁ)
NH NH
PEE I
Lk ok ETEA
NH ® N NH§/NH2 ):
3N
NH3 * e
OY\NH3
, NH cRAFT(His)s. MALDI-ToF (HCCA): calcd for
N\ /j\ o \ [C76H115N34018+Na]+ 1814.91, found 1813.92.
;\0 N,_? NHR)
07 NH SNH

/ /
P/K\A/K\G 8TFA
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: { _NH
CRAFT(Asp)s. MALDI-TOF (HCCA): calcd for  © EH N Nj\ N
[CesH107N26026+Na]* 1726.78, found 1725.76. j\oi 0 NHoﬁ)
oZ >NH M NH
&/K\A/ K—p
P//K\A/K\G/
®
HaN H3N® H3N®
H3N
i Oi HN/l OQ{)
N0 N
o EH NG N/j\ I\\l cRAFT(Gly)s. MALDI-ToF (HCCA): calcd for
\;\OJ\ (0] NHoﬁ) [CsoH98N26018+Na]+ 1493.76, found 1493.72.
oZ >NH NH NH
&/K\A/ K,
P//K\A/K\G/ ATFA
® @ ®
ST G G
2 2 HN
NH NH NH
HZN/mNH 2
HaN ®
cRAFT(Args)s. HPLC tr: 5.79 min (Method C); H® ® Ig\ng,o 5
MALDI-ToF (HCCA): calcd for O N, T s
<3 N
[CraaH231N70026+H]* 3116,82 found 3116.86. N j\ l\vk
j\oj\ O NHoﬁ)
o” >N NH NH
K K
c?g/ ~SAT TP
P//K\A/K\/ 16TFA
® ® ®
@ NH, NH; HZN\(NHQ
NH H,oN
)k2 2 NH HN NH2 NH
H,N~ “NH
®
HsN ®
H NG)K\ o NH3 ® CRAFT(D-Arq)s. MALDI-ToF (HCCA): calcd for
3 N (o)
;\ 0 NH HE\I o NHs [C76H134N33013+H]Jr 1868.07, found 1868.05.
O°NH N N NH
N ;Z l \
X 0
;\O N NH
07 NH NH
o K~ K~p
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©
®
NH,
@ NH,
NH3
®
NH3 ®
, ® NH; H3N®
H3N o (RN O @ NH3 O
HN @
HN NH
® 0 j NHa
H3N K
HN (,3 H NG
3 N ) NHy &~ @
@ ‘.. __NH B .
HaN y ° /\( N
HaN ) ,\i (0] N NH ®
0

|
j\ _PrrrrNH
4K K
P 16TFA

CRAFT(Gi-Lys)s. HPLC tr: 4.66 min (Method C); MALDI-ToF (HCCA): calcd for
[C124H231N46O26+Na]* 2803.82, found 2802.79.

CRAFT(LyS3s)s. HPLC tg: 2.94 min (Method C); o7 nn \Nﬁ

73 \ Q N
MALDI-ToF (HCCA) calcd for [C124H231N46026+Na]+ Nj\ J\ Oj\ o) !
(0]
2803.82, found 2802.76. o N BH NH
&
T A
P//K\A/K\G/ 16TFA
LY
l - Ne
®p §Z
- @)
;\ O \H HNTY
0 EH N, N/j\ ,\«NH cRAFT(Gir)s. HPLC tr: 6.83 min (Method C); MALDI-
j\oj\ 10 NHO ToF (HCCA)Z calcd for [C72H127|\|26018+4C|+N€-,1]Jr
e i oNH 1805.98, found 1805.86.
o Kt K~p
P//K\A/K\G/ 4Cl
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- H N'-benzylideneacetohydrazide A1l.Ac. HPLC tr: 6.26 min (Method C); HR-
g“ \(I)( ESI-MS: calcd for [CoHioN0+Na]* 185.0871, found 185.0870.

N'-(2-oxo-2-phenylethylidene)acetohydrazide A2.Ac. HPLC tr: 7.40 min IN
(Method C); HR-ESI-MS: calcd for [Ci0H10N2O2+Na]* 213.0821, found
213.0819.

A3.Ac. HPLC tr: 6.78 min (Method C); HR-ESI-MS: calcd for
H [C12H14N402+Na]+ 269.1195, found 269.1197.

N',N"-(1,3-phenylenebis(methanylylidene))di(aceto- o \/@V o
hydrazide) A4.Ac. HPLC tr: 6.92 min (Method C); HR-ESI-MS: )J\N/N\ =N. J\
H

N
H
calcd for [C12H14N4O2+Na]* 269.1195, found 269.1197.

o \N,N\n/ N',N"'-(1,4-phenylenebis(methanylylidene))di(aceto-hydrazide)
N X

“ “ N',N"'-(pentane-1,5-diylidene)di(acetohydrazide) A5.Ac. HR-ESI-
N N
\”/ |w \ﬂ/ MS: calcd for [CoH16N4O2+Na]* 235.1171, found 235.1169.

N',N"' N""-(benzene-1,3,5-trivltris(methanylylidene))tri(aceto-
hydrazide) A6.Ac. HPLC tr: 7.92 min (Method C); HR-ESI-MS:

caled for [CisH1sNsOs+Na]* 353.1519, found 353.1516. Pl | | 9
N N. A
N N
H H
- 0
)\ O \n  HN :
ONH N N O IRAFT(Ac)s. HPLC tr: 7.99 min (Method C); MALDI-
| N
Nj\ b Oﬁ) ToF (HCCA): calcd for [Ce2HesN22020+Na]* 1493.73,
0O 07 NH
o g\lH lg\lH é ,%,H found 1493.70.
Ac—K-A-K-P-G-K-A-K-P-G-OH
CRAFT(Ox).. The procedure was inspired from the literature.’n \p r\iO/ é)
O -
An aqueous solution of methoxyamine (1.6 pL, 8 mM) were ,{l\ b\ j\ Oﬁ)’\\l
added to a solution of cRAFT(ALD)4 (1 uL, 1 mM) at 100 mM in ;\SH NS NH Ly
o)
H20O mQ in an aqueous solution with 0.1% of TFA at pH 3.0 and ,i K5
, : . Gy A P
the mixture was stirred overnight at room temperature. The P//K\A/K\G/
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resulting cluster was analyzed by HPLC tg: 3.20 min (Method A); MALDI-ToF (HCCA): calcd
for [CssHooN1sO1s+Na]" 1325.67, found 1325.59.

lll. Iminosugar clusters for the inhibition of glycosidases
A. Peptide scaffolds
1. Aldehyde scaffolds

cRAFT(ALD), and IRAFT(ALD). were synthesized according to the procedures and
characterization described in the section Multivalent clusters for DNA recognition.

2. Maleimide scaffolds

These scaffolds were prepared according to the same procedure described for cRAFT(ALD)4

and IRAFT(ALD)s. However, the platforms were then functionalized with a maleimide group.

IRAFT(Lys(Boc))a 10. The 2-CTC resin was manually loaded with Fmoc-Gly-OH according to

the general procedure yielding a loading of 0.31 mmol/g of resin. 10 was synthesized according

)( )< to the general procedure for linear and cyclic peptide
0 synthesis on 0.25 mmol. The linear peptide was

07 N l;l purified by semi-preparative HPLC 1 in
TFA H_g_A_E;‘P_GI__IE_A_g_P_G_OH H.O/acetonitrile 0.1%TFA gradient (0 — 40% — 60%
5 \ol// — 100% acetonitrile 0.1% TFA (5 min/20 min/10 min))

\{/ \‘/ to obtain 10 as a white solid (215.4 mg, 38%). LC-MS

2 tr: 3.34 min (Method H); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [CesH112N14019+K]* 1403.82, found
1403.79.

CRAFT(Lys(Boc))s 11. 10 was cyclized according to the general )( /é /% Q(
procedure for cyclisation of linear peptides. 11 was engaged 04 %Nlﬁ/
without any further purification in the deprotection step. LC-MS o~ NH EIH 5 ,f

2 tr: 4.01 min (Method H); HR-ESI-MS: calcd for /G g p

K Ko 4
[CosH110N14016+Na] * 1385.81, found 1385.85. P TSAT TG

CRAFT(LysS)s. 11 (0.144 mmol) was deprotected according to

HoN HZI: NHZNH? the general procedure for cleavage under harsh conditions. The
G /K\A/gK\P crude product was then purified by semi-preparative HPLC 1 in
p//K\A/K\G/ 4 TFA H,O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (0 — 20% — 50%

acetonitrile 0.1% TFA (20 min/40 min)) to obtain cRAFT(LyS)s as a white solid (102.2 mg,
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50%). LC-MS 2 tg: 0.56 min (Method H); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [C44H78N14O10+Na]*
985.60, found 985.59.

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 3-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)propanoate 12.[ B-Alanine (1

g, 11.2 mmol) was added to a solution of maleic anhydride (1.1 g, 11.2 mmol) in DMF (20 ml)
0 0O O and the mixture was stirred for 2 h at room temperature. N-
[éNﬂo_N;j hydroxysuccinimide (1.61 g, 14.0 mmol) was added to the mixture
Y 4 followed by EDC-HCI (4.29 g, 22.4 mmol). The resulting mixture was
stirred overnight and concentrated in vacuo. The crude was solubilized
in CH.Cl, and washed with water (2x). The aqueous phase was extracted two times with
CH.Cl,. The organic phases were mixed and washed with saturated aqueous NaHCOs solution
and saturated aqueous NaCl solution. The organic phase was dried over Na:SO; and
concentrated in vacuo. The crude was purified by flash chromatography (SiO2, CH.Cl./acetone
9/1) which gave 12 as a white solid (2.10 g, 71 mmol). *H NMR (d8-DMSO; 400 MHz) & 7.04
(s, 2H, 2(C=CH), 3.74 (t, 3J=8.0, 2H, CO-CH>-CH,), 3.04 (t, 2H, CH>-N), 2.79 (s, 4H, CO-CH,-
CH>-CO); C NMR (d®*-DMSO; 100 MHz) 5 170.6, 170.0, 166.8, 134.7, 32.7, 29.0, 25.4.

CRAFTai(Mal)s. 12 (229.5 mg, 7.76 mmol) was added to a solution of cCRAFTaia(Lys)s (102

mg, 71.9 pmol) in a phosphate buffer 100mM pH _ 02(1 0410 A
oé[l N™ o N"SoN

7.2/acetonitrile solution (6/4) (13.6 mL). The mixture was

N (0]
o]
stirred overnight at room temperature and the product j\ j\ ofoﬁ/(
o]
07 “NH ’%“"

was purified by semi-preparative HPLC 1 in NH;JNH
H.O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (0 — 15% — 45% G /K\A/EE—K\P
— 100% acetonitrile 0.1% TFA (3 min/30 min/10 min)) P//K\A/K\G/

and freeze dried. cRAFTaa(Mal)s was obtained as a white solid (96 mg, 85 %). LC-MS 2 tg:
3.30 min (Method J); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [C72HesN1sO22+Na]"® 1589.71, found
1589.70.

IRAFT(LyS)s. The 2-CTC resin was manually loaded with Fmoc-Gly-OH according to the
general procedure yielding a loading of 0.31 mmol/g of resin. IRAFT(Lys)s was synthesized
%K_A_K_P_G_K_A_K_P_G_OH 4 TEA according to the general procedure for linear and
0o cyclic peptide synthesis on 0.25 mmol. After the
ligation of the last dipeptide 2, and Fmoc deprotection, N-ter was acetylated with 10 mL of a
solution of acetic anhydride/CH>Cl, (50/50) for 20 min. The acetylation was repeated another
time for 20 min. Then, resin was cleaved according to the general procedure under harsh
conditions described above. The crude product was then purified by semi-preparative HPLC 1

in H.O/acetonitrile 0.1%TFA gradient (0 — 20% — 50% acetonitrile 0.1% TFA (20 min/20 min))
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to obtain IRAFT(Lys)s as a white solid (443 mg, 80%). HPLC tr: 2.17 min (Method D); MALDI-
ToF (HCCA): calcd for [C46Hs2N14O12+H]* 1023.62, found 1023.62.

IRAFT(Mal)s. 12 (948.7 mg, 3.56 mmol) was added to a
solution of IRAFT(Lys)s (440 mg, 0.30 mmol) in a
phosphate buffer 100mM pH 7.2/acetonitrile solution (6/4) r

e

(56.3 mL). The mixture was stirred overnight at room

o)
- . o)
temperature and the product was purified by semi- E(-A—K—P—G—IZ-A—K—P—G OH
preparative HPLC 2 in H2O/acetonitrile 0.1% TFA gradient O o o
(0 - 10% — 40% — 100% acetonitrile 0.1% TFA (3 ’j/ ;/
min/30 min/10 min)) and freeze dried. cRAFT(Mal). was

obtained as a white solid (374 mg, 77 %). LC-MS 2 tr: 2.36 \V\Jé
min (Method J); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [C74H102N18024+Na]* 1649.73, found 1649.72.

B. Modified iminosugars

The iminosugar synthesis were carried out by Renaud ZELLI and Pr. Alberto MARRA
(Glycochemistry & Molecular Recognition, IBMM, UMR 5247).

(2R,3R,4R,5S5)-3,4,5-tris(benzyloxy)-2-((benzyloxy)methyl)-1-(but-3-en-1-yl)piperidine 13. To
a mixture of 2,3,4,6-tetra-benzyl-1-deoxy-nojirimycin® (200 mg, 0.38 mmol) and 3-buten-1-ol

OBn tosylate (104 mg, 0.46 mmol) was added sym-collidine (55 mg, 0.46
BnO N~ "X mmol). The resulting suspension was stirred at 120°C for 3h. The

BnO crude was purified by flash chromatography (SiO., toluene/Et,O 12/1

oen containing 0.5% of triethylamine) to give 13 as a colorless oil (175
mg, 79 %). *H NMR (CsDs, 400 MHz) & 7.40-7.35 (m, 2H, Ha), 7.32-7.22 (m, 6H, CHa), 7.20-
7.04 (m, 12H, CHa), 5.74 (dddd, 1H, J=6.8, 6.8, 10.2, 16.9 Hz, CH=CH.), 5.07 (d, 2H, J=11.5,
CH2-C4), 4.89 (d, 2H, J=11.5, CH>-C4) 5.04 (d, 2H, J=12.5, CH>-C4), 4.57 (d, 2H, J=12.5, CH,-
Ca), 5.03 (dddd, 1H, J=2.0, 2.0, 3.2, 16.9, CH=CHH), 5.00 (dddd, 1H, J = 0.9, 0.9, 1.6, 10.2
Hz, CH=CHH), 4.55 (d, 2H, J=12.0, CH-Ca), 4.51 (d, 2H, J=12.0, CH,-C4) 4.27 (d, 2H, J=12.5,
CH2-Ca), 4.24 (d, 2H, J=12.5, CH»-C4), 3.70 (dd, 1H, Jsga= 3.0, Jsaer= 10.5, H-6a), 3.69 (dd,
1H, J34=8.7, Jas= 9.4, H-4), 3.68 (ddd, 1H, Jieq2=4.8, J23=8.7, J1ax 2= 11.2, H-2), 3.61 (dd, 1H,
H-3), 3.58 (dd, 1H, Jsen=1.5, H-6b), 3.04 (dd, 1H, Jieqiax= 11.2, H-1eq), 2.88-2.79 (m, 1H, N-
CHH), 2.70-2.61 (m. 1H, N-CHH), 2.43 (ddd, 1H, H-5), 2.22 (dd, 1H, H-1ax), 2.17-2.09 (m, 2H,
CH>-CH=CHy); **C NMR (CDClI3, 100 MHz) & 140.0, 139.8, 139.5, 138.8, 137.2, 128.6-127.5
(20 x Ca4H), 115.6, 87.8, 79.5, 79.3, 75.4, 75.2, 73.3, 72.6, 67.9, 64.9, 54.8, 52.4, 30.0; [a]p*°:

-5.3 (c=1.1, CDCls); HR-ESI-MS: calcd for [CagH43sNO4+H]* 578.3270, found 578.3265.
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(2R,3R,4R,5S5)-2-(acetoxymethyl)-1-(but-3-en-1-yl)piperidine-3,4,5-triyl triacetate 14. To a
stirred, cooled (-60 °C) solution of 13 (410 mg, 0.71 mmol) in anhydrous CH.Cl; (13 mL) was
OAc slowly added to a 1 M solution of BCl; in CH.CI, (7.1 mL, 7.10

AcO NAQ/\ mmol). The solution was allowed to warm to -10 °C over 1 h, then
AcO 1
OAc

MeOH (1 mL) was slowly added and the solution was allowed to
warm to 0 °C over 30 min. Triethylamine (1 mL) was added dropwise
and the solution was concentrated. A suspension of the residue in pyridine (2 mL) and acetic
anhydride (4 mL) was stirred at room temperature for 24 h, and concentrated and then diluted
in EtOAc (100 mL) and H2O (100 mL). The layers were separated and the aqueous layer was
extracted with EtOAc (2 x 100 mL). The combined organic layers were dried (Na.SO4) and
concentrated. The crude was purified by flash chromatography (SiO2, EtOAc/cyclohexane 1/2
containing 1% of triethylamine) to give 18 as an amorphous solid (208 mg, 76%). *H NMR
(CDCls, 400 MHz) & 5.73 (dddd, J=6.8, 6.8, 10.2, 17.1, 1H, CH=CH>), 5.07 (dddd, 1H, J=1.3,
1.3, 3.0, 10.2, CH=CHH), 5.05-4.99 (m, 3H, CH=CHH, H-3, H-4), 4.98-4.91 (m, 1H, H-2), 4.16
(d, 2H, J=2.8, H-64, H-6p), 3.20 (dd, 1H, Jieq, 1ax=11.5, J1eq2=5.1 Hz, H-1eg), 2.82 (ddd, 1H,
J=6.5-9.5-13.9, N-CHH), 2.74 (dd, 1H, J23=J34=10.4, H-3), 2.74-2.65 (m, 2H, N-CHH, H-5),
2.38 (dd, 1H, J1ax2=10.2, H-14), 2.26-2.11 (m, 2H, NCH2-CH>), 2.07- 2.00 (4s, 12H, 4Ac); 3C
NMR (CDCls, 100 MHz) 6 170.9, 170.4, 170.0, 169.7 (4C), 135.5, 116.5, 74.6, 69.4, 69.3, 61.1,
59.6, 52.9, 29.2, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (4C); [0]p®: +11.9 (c = 1.1, CDCls); HR-ESI-MS: calcd
for [C1sH27NOg+H]* 386.1815, found 386.1815.

(2R,3R,4R,5S5)-2-(acetoxymethyl)-1-(4-(acetylthio)butyl)piperidine-3,4,5-triyl triacetate 15. To
a stirred solution of 14 (130 mg, 0.338 mmol) and DPAP (26 OAc

mg, 0.10 mmol) in MeOH (300 pL) was added thioacetic acid  Aco NAQ/VSAC
AcO 1

OAc
temperature for 45 min and then concentrated. The crude was purified by flash

(78 mg, 1.02 mmol). The solution was irradiated at room

chromatography (SiO,, EtOAc/cyclohexane 1/1.5 containing 0.5% of triethylamine) to give 15
(101 mg, 64%) as a syrup. *H NMR (CDCls;, 400 MHz) & 5.03-4.94 (m, 2H, H-3, H-4), 4.93-
4.85 (m, 1H, H-2), 4.09 (d, 2H, J56=2.6, H-6a4, H-6p), 3.12 (dd, 1H, Jieq2=5.1, Jieq1ax=11.5, H-
leg), 2.81 (t, 2H, J=6.7, CH2-S), 2.69 (m, 1H, CH2-N), 2.57 (ddd, 1H, J45= 8.9, H-5), 2.49 (m,
1H, CH2-N), 2.26 (s, 3H, SAc), 2.23 (dd, 1H, J1ax2=10.5, H-1a), 2.03-1.93 (m, 12H, 4 OAc),
1.56-1.32 (m, 4H, N-CH>-CH,, S-CH,,CHy); *C NMR (CDCls, 100 MHz) § 195.9, 170.9, 170.4,
170.1, 169.8 (4 C), 74.7, 69.4, 69.3, 61.6, 59.5, 52.8, 51.0, 30.7, 28.8, 27.2, 24.1, 21.11-20.6
(4 OAC); [0]p®: +5.8 (c = 1.2, CDCls); HR-ESI-MS: calcd for [C20H3:NOoS+H]* 462.1798, found
462.1800.
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(2R,3R,4R,5S5)-2-(hydroxymethyl)-1-(4-mercaptobutyl)piperidine-3,4,5-triol 16. A solution of
15 (101 mg, 0.216 mmol) in a 2M solution of NH3 in MeOH (3.0 mL) was kept at room
OH temperature under argon atmosphere for 14h and then

HOWSH concentrated in vacuo. To avoid disulfide reaction, 16 was
o

1
: engaged directly in next step without any further purification and

OH
analysis. *H NMR (D20, 400 MHz) § 3.86 (dd, 1H, Jsga = 2.2, Jsasb = 12.8 Hz, H-64) 3.79 (dd,

1H, Jsep = 2.6 Hz, H-65) 3.50 (ddd, 1H, Jieqz = 4.6, Jas = 9.5, Jiax2 = 11.1 Hz, H-2) 3.33 (dd,
1H, Js4 = Jas = 9.5 Hz, H-4) 3.21 (dd, 1H, H-3) 2.98 (dd, 1H, Jieqiax = 11.1 Hz, H-1eg) 2.77-
2.49 (M, 4H, N-CHa, S-CHy) 2.28 (dd, 1H, H-14) 2.22 (ddd, 1H, H-5) 1.68-1.47 (m, 4H,4 CH,)

(2R,3R,4R,5S5)-3,4,5-tris(benzyloxy)-2-((benzyloxy)methyl)-1-(oct-7-en-1-ylpiperidine 17. To
a mixture of tetra-benzyl-1-deoxy-nojirimycin® (200 mg, 0.38 mmol) and alkyl bromide (130

0OBn mg, 0.46 mmol) was added sym-collidine (55 mg, 0.46 mmol). The
BnO NA@/\ resulting suspension was stirred at 120°C for 3h. The crude was
B0 9B ’ purified by flash chromatography (SiO-, toluene/Et,O 6/1 containing
0.5% of triethylamine) to give 17 as a colorless oil (221 mg, 80 %). *H NMR (CDCls, 400 MHz)
0 7.42-7.37 (m, 2H, CHay), 7.33-7.24 (m,6H, CHar), 7.21-7.04 (m, 12H, CHa), 5.81(dddd, 1H,
J=6.5, 6.5, 10.1, 16.9, CH=CH,), 5.09 (d, 2H, J=11.4, CH>-C4), 4.91 (2d, 2H, J=11.4, CH-
Car), 5.07 (d, 2H, J=11.3, CH>-C4), 4.60 (d, 2H, J=11.3, CH>- C4), 5.06 (dddd, 1H, J=1.8, 1.8,
5.3, 10.9, CH=CHH), 5.02 (dddd, 1H, J=0.8, 0.8, 2.9, 10.1, CH=CHH), 4.59 (d, 2H, J=11.7,
CH»>-Ca), 4.54 (d, 2H, J=11.7, CH>-Ca), 4.31 (d, 2H, J=12.5, CH>-Ca), 4.27 (d, 2H, J=12.5,
CH»-Ca), 3.75 (dd, 1H, J34=8.6, J45=9.5, H-4), 3.74 (ddd, 1H, J1eq2=4.8, J2,3=8.6, J1ax2=11.2,
H-2), 3.72 (dd, 1H, J56.=2.8, Jea,eb=10.5, H-6a), 3.65 (dd, 1H, H-3), 3.62 (dd, 1H, Jse= 1.8, H-
6b), 3.12 (dd, 1H, Jieq1ax=11.2, H-1eq), 2.83-2.73 (m, 1H, N-CHH), 2.56-2.47 (m, 1H, N-CHH),
2.44 (ddd, 1H, H-5), 2.23 (dd, 1H, H-1ax), 2.04-1.96 (m, 2H, CH,-CH=CH>), 1.45-1.09 (m, 8H,
4(CHy)); 3C NMR (CDCls, 100 MHz) d 140.0, 139.8, 139.6, 139.2, 139.0, 128.6-127.5 (20
CaH), 114.6, 87.9, 79.6, 79.4, 75.4, 75.2, 73.3, 72.7, 68.0, 65.4, 55.0, 53.0, 34.2, 29.5, 29.4,
27.7, 25.5; [0]p®: -4.2 (c=1.1, CDCls); HR-ESI-MS: calcd for [C42Hs1NO4+H]* 634.3896, found

634.3896.

(2R,3R,4R,5S5)-2-(acetoxymethyl)-1-(oct-7-en-1-yl)piperidine-3,4,5- OAc
triyl triacetate 18. To a stirred, cooled (-60 °C) solution of 17 (180 mg, ACOM

Ac 5
0.28 mmol) in anhydrous CH.Cl, (5 mL) was slowly added a 1 M OAc

solution of BClz in CH»Cl, (2.8 mL, 2.8 mmol). The solution was allowed to warm to -10 °C over
1 h, then MeOH (0.8 mL) was slowly added and the solution was allowed to warm to 0 °C over
30 min. EtsN (0.8 mL) was added dropwise and the solution was concentrated. A suspension

of the residue in pyridine (1 mL) and acetic anhydride (2 mL) was stirred at room temperature
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for 24 h, and concentrated and then diluted in EtOAc (50 mL) and H.O (50 mL). The layers
were separated and the aqueous layer was extracted with EtOAc (2 x 50 mL). The combined
organic layers were dried (Na>SO.) and concentrated. The residue was eluted from a column
of silica gel with 1:2 EtOAc-cyclohexane + 1% triethylamine to give 18 (90 mg, 75%) as an
amorphous solid. *H NMR (CDCls;, 400 MHz) & 5.73 (dddd, 1H, J = 6.7, 6.7, 10.5, 17.1,
CH=CH,) 5.01 (dd, 1H, J34 = Ja5 = 9.3, H-4) 4.97 (dd, 1H, J»3 = 9.3, H-3) 4.93 (dddd, 1H, J =
1.6, 1.6, 3.5, 17.1, CH=CHH) 4.88 (ddd, 1H, Jieq2 = 5.1, J23 = 9.3, Jiax2 = 10.2, H-2) 4.70
(dddd, 1H, J =1.2, 1.2, 2.2, 10.5, CH=CHH) 4.09 (d, 2H, Js6 = 2.7, H-64, H-61) 3.12 (dd, 1H,
Jieg1ax = 11.5, H-1eq) 2.66 (M, 1H, N-CHy) 2.57 (dd, 1H, H-5) 2.49 (m, 1H, N-CH,) 2.26 (dd,
1H, H-14) 1.97-1.93 (m, 12H, 4 Ac), 1.45-1.11 (m, 12H, Cax); *3C NMR (CDCl3;, 100 MHz) &
170.9, 170.3, 169.9, 169.7 (4 x Cq), 138.9 (CH=CH>) 114.3 (CH=CH) 74.6 (C-4) 69.4 (C-3)
69.3 (C-2) 61.4 (C-5) 59.4 (C-6) 52.9 (C-1) 51.7 (N-CH>) 33.6, 28.9, 28.7, 26.9, 24.5, (5 x Cax)
20.8-20.6 (4 x Ac); [a]p?°= +7.8 (c = 1.3, CHCI3); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z calcd.for C2;H3zsNOs
[M+H]* 442.2441, found 442.2441

(2R,3R,4R,5S5)-2-(acetoxymethyl)-1-(8-(acetylthio)octyl)piperidine-3,4,5-triyl triacetate 19. To
a stirred solution of 18 (90 mg, 0.20 mmol) and DPAP (15 mg, 0.06 mmol) in CH2Cl, (200 pL)

OAc was added thioacetic acid (78 mg, 0.6 mmol). The solution was

ACQWSAC irradiated at room temperature for 45 min and then
0

Ac ° concentrated. The crude was purified by flash chromatography

OAc
(SiO2, EtOAc/cyclohexane 1/2  containing 0.5%  of

triethylamine) to give 19 as a syrup (70 mg, 70%). *H NMR (CDCls, 400 MHz) & 5.08 (dd, 1H,
J23=J34=9.1, H-3), 5.03 (dd, 1H, J45=8.9, H-4), 4.96 (ddd, 1H, J1eq2=4.9, J1ax2=11.5, H-2), 4.15
(d, 2H, J=1.3, H-6a, H-6b), 3.19 (dd, 1H, Jieq1ax=11.5, H-1eq), 2.85 (t, 2H, J=7.3, S-CHy), 2.77-
2.67 (m, 1H, N-CHH), 2.64 (ddd, 1H, H-5), 2.61-2.50 (m, 1H, N-CHH), 2.32 (dd, 1H, H-1ax),
2.31 (s, 3H, SAc), 2.07 (s, 3H, OAc), 2.02 (2s, 6H, 2 x OAc), 2.00 (s, 3H, OAc), 1.60-1.50 (m,
2H, CH2), 1.48-1.15 (m, 12H, 6 x CH>); 3C NMR (CDCls, 100 MHz) & 196.1, 171.0, 170.5,
170.1, 169.9 (4C), 74.9, 69.7, 69.6, 61.7, 59.7, 53.1, 51.9, 30.8, 29.6, 29.4, 29.2, 29.1, 28.8,
27.3 (6C), 24.8, 21.0, 20.9, 20.8, 20.8 (4 OAc); [a]p*®: +8.1 (c = 0.9, CDCls); HR-ESI-MS: calcd
for [C24H3oNOoS+H]* 518.2424, found 518.2424.

(2R,3R,4R,5S5)-2-(hydroxymethyl)-1-(8-mercaptooctyl)piperidine-3,4,5-triol 20. A solution of
2M NHs (3.0 mL) was added to 19 (70 mg, 0.14 mmol) under OH

argon. The resulting mixture was stirred overnight and then HOWSH
o]

concentrated in vacuo. To avoid disulfide reaction, 20 was
engaged directly in next step without any further purification and

analysis.
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2-(3-bromopropoxy)isoindoline-1,3-dione*® 21. To a 0 °C mixture of 1,3-dibromopropane (2.9

g, 14.4 mmol), triethylamine (607 mg, 6 mmol) and DMF (18 mL) was added dropwise to a

o) solution of N-hydroxyphtalimide (500 mg, 3 mmol) and DMF (18 mL).

_N
Br/\M:\O o EtOAc/cyclohexane 1/1) to give 21 as a white solid (710 mg, 83 %).
'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.85 (m, 2H, CHa), 7.76 (m, 2H, CHa), 4.37 (t, 2H, J=5.8, CH>-
0), 3.71 (t, 2H, J=6.5, CH»-Br), 2.31 (m, 2H, CH,-CH-0); 13C NMR (CDCls, 100 MHz) & 163.6,
134.6,128.8,123.6, 76.1, 31.5, 29.3; HR-ESI-MS: calcd for [C11H10NOsBr+H]* 283.9922, found
283.9926.

The crude was purified by flash chromatography (SiO»,

2.3,4,6-Tetra-O-benzyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-N-(3-phthalimidoxy-propyl)-D-glucitol 22. A

mixture of tetra-benzyl-1-deoxy-nojirimycin (200 mg, 0.38 mmol), bromide 21 (130 mg, 0.46

o mmol), and sym-collidine (55 mg, 0.46 mmol) was stirred

OBn N at 120 °C for 3 h, then cooled to room temperature and
B%On&wo/ 0 directly eluted from a column of silica gel with 6:1 toluene-
OBn Et,O (containing 0.5% of triethylamine) to give 21 (221

mg, 80%) as a colorless oil. *H NMR (CsDs, 400 MHZz) & 7.40-7.34 (m, 4H, CHa), 7.32-7.25 (m,
6H, CHa), 7.22-7.01 (m, 12H, CHy), 6.83-6.77 (m, 2H, CHa), 5.09 (d, 2H, J=10.7, CH>-C4),
4.88 (d, 2H, J=10.7, CH2-C4), 5.04 (d, 2H, J=10.6, CH>-C4), 4.61 (s, 2H, CH>-C4), 4.57 (d, 2H,
J=10.6, CH2-Ca), 4.33 (d, 2H, J= 10.6, CH2-Ca), 4.17 (t, 2H, J=5.9, O-CH), 3.75 (dd, 1H,
Js6a=3.2, Jea,6p=10.0, H-62), 3.71 (ddd, 1H, Jieq2=4.6, J23=8.6, J1ax2=10.1, H-2), 3.70 (dd, 1H,
J3.4= J45=8.9, H-4), 3.66 (dd, 1H, Jsb=1.9, H-6p), 3.61 (dd, 1H, H-3), 3.17 (dd, 1H, J1eq,1ax=10.1,
Hleq), 3.10-3.01 (m, 1H, N-CHH), 2.68-2.60 (m, 1H, N-CHH), 2.39 (ddd, 1H, H-5), 2.16 (dd,
1H, H-1a), 1.82-1.72 (m, 2H, CH2-CH.-N); 3C NMR (CDCls, 100 MHz) & 163.2 (2C), 140.1,
139.8, 139.7, 138.9, 133.8 (2 Car), 129.5 (2C), 128.7-127.3 (24 C4), 123.0 (2C4), 87.8, 79.5,
79.2,77.1,75.4, 75.2, 73.3, 72.6, 68.0, 65.6, 55.1, 49.1, 25.5; [a]p2: +2.7 (c=0.9, CDCl3); HR-
ESI-MS: calcd for [CasHasN2O7+H]™ 727.3383, found 727.3383.

2,3.4,6-Tetra-O-acetyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-N-(3-phthalimidoxypropyl)-D-glucitol (23(phta))

and N-{3- [N-acetyl-N-(2-methoxycarbonyl-

OAc 0 benzoyl)]-aminoxypropyl}-2,3,4,6-tetra-O-
ACO N/\Q/\O/N 23 (phta)  acetyl-1,5-dideoxy-1,5- imino-D-glucitol

AcO ! 0 (23(open)). To a stirred, cooled (-60 °C)
OA . .
¢ solution of 22 (148 mg, 0.20 mmol) in
0
on MeO anhydrous CHCl, (4 mL) was slowly added
C . .
NA@/\O/QC 23 (open) @ 1M solution of BClz in CH.Cl, (2.1 mL, 2.1
Aioco 1 o mmol). The solution was allowed to warm to
o}

233



Chapitre 7 : Partie Expérimentale — Experimental Part

-10 °C over 1 h, then MeOH (0.8 mL) was added dropwise and the solution was allowed to
warm to 0 °C over 30 min. EtsN (0.8 mL) was added dropwise and the solution was
concentrated. A suspension of the residue in pyridine (1 mL) and acetic anhydride (2 mL) was
stirred at room temperature for 24 h, then concentrated, diluted in H.O (50 mL), and extracted
with AcOEt (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried (Na>SO4) and concentrated.
The residue was eluted from a column of silica gel with 1:1 AcOEt-cyclohexane (containing
1% of EtsN) to give a ca. 2.1:1 mixture of 23(phta) and 23(open) (97 mg, 85%) as a white
foam that was used for the next step without further purification. 23(phta). *H NMR (C¢Ds, 400
MHz) & 7.32-7.25 (m, 2H, H-Ar) 6.84-6.76 (m, 2H, H-Ar) 5.34 (dd, 1H, J23 = J34= 8.9 Hz, H-3)
5.29 (dd, 1H, Jas= 8.9 Hz, H-4) 5.19 (ddd, 1H, Jieq2= 4.9, Jiax2 = 10.2 Hz, H-2) 4.31 (dd, 1H,
Js6a= 3.6, Jeasp = 12.9 Hz, H-6a) 4.19 (dd, 1H, Jse», = 2.0 Hz, H-6b) 4.02-3.92 (m, 2H, O-CHz)
3.06 (dd, 1H, Jieq1ax= 11.5 Hz, H-1eq) 2.87-2.78 (m, 1H, N-CHH) 2.58-2.48 (m, 1H, N-CHH)
2.29 (ddd, 1H, H-5) 2.02 (dd, 1H, H-1ax) 1.83, 1.78, 1.74, 1.68 (4s, 12H, 4Ac) 1.57-1.46 (m,
2H, N-CH>-CHy>). MS (ESI): m/z calcd for C2sH31N2011 [M+H]* 535.19, found 535.20; m/z calcd
for C2sH30N2NaO1; [M+Na]* 557.17, found 557.20. 23 (open) *H NMR (C¢Ds, 400 MHZz) & 7.90-
7.85 (m, 1H, H-Ar) 7.13-7.08 (m, 2H, H-Ar) 7.06-7.00 (m, 1H, H-Ar) 5.25-5.19 (m, 2H, H-3, H-
4) 5.08 (ddd, 1H, Jieq2 = 5.3, Jiax2 = J23= 10.2 Hz, H-2) 4.15 (dd, 1H, Js6a= 3,7, Jeasp= 12.9
Hz, H-6a) 4.08-3.91 (m, 1H, H-6b) 3.74-3.65 (bs, 2H, CH-0) 3.43 (s, 3H, OMe) 2.83 (dd, 1H,
Jieguiax = 10.2 Hz, H-1eq) 2.88-2.78 (m, 1H, N-CHH) 2.59-2.48 (m, 1H, N-CHH) 2.45 (s, 3H,
NAc) 2.20-2.12 (m, 1H, H-5) 1.88(dd, 1H, H-1ax) 1.81, 1.75, 1.72, 1.66 (4s, 12H, 4Ac) 1.57-
1.46 (m, 2H, N-CH,-CH2. MS (ESI): m/z calcd for C2sH37N2013 [M+H]* 609.23, found 609.25;
m/z calcd for CzsH3zsN2NaO13 [M+Na]® 631.21, found 631.25.

N-(3-Aminooxy-propyl)-1,5-dideoxy-1,5-imino-D-glucitol 1Ss. A OH

solution of 23(phta) and 23(open) (2.1:1 mixture, 92 mg, 0.16 HOWOH
HO

mmol) in a 2M solution of NH3z in methanol (3.4 mL) was kept at

room temperature under argon atmosphere for 14 h and then concentrated. The residue was
eluted from a column of silica gel with 7:3 CH»Cl>-EtOH and then EtOH to give ISs (35 mg,
93%) as an amorphous solid. *H NMR (CDCls, 400 MHz) & 3.90 (dd, 1H, Jea5=0.9, Jeab=13.3,
H-6a), 3.83 (dd, 1H, Jse=2.2, H-6b), 3.73 (t, 2H, J=6.0, CH»-O) 3.55 (ddd, 1H, Jiax»=11.4,
Jieq2=4.8, J25=9.2, H-2), 3.38 (dd, 1H, J34=J45=9.2, H-4), 3.26 (dd, 1H, H-3), 3.03 (dd, 1H,
Jieq1ax=11.4, H-1eq), 2.89-2.78 (m, 1H, N-CHH), 2.76-2.66 (m, 1H, N-CHH), 2.33 (dd, 1H, H-
lax), 2.29 (ddd, 1H, H-5), 1.86-1.72 (m, 2H, O-CH,-CH>); *C NMR (D20, 100 MHz) 5 78.2,
74.1, 69.9, 68.7, 65.0, 57.3, 55.1, 48.7, 22.1; [a]p®: -10.5 (c=1.1, H,0O); HR-ESI-MS: calcd for
[CoH20N20s+H]* 237.1450, found 237.1452.
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1-Bromo-9-phthalimidoxy-nonane 24.1% To a stirred, cooled (0 °C) solution of 1,9-
dibromononane (2.00 g, 6.99 mmol) and EtsN (620 pL, 4.44 mmol) in DMF (9.5 mL) was added

o dropwise a solution of N-hydroxyphthalimide (241 mg, 1.48 mmol) in
DMF (9.5 mL). The solution was stirred at room temperature for 12 h

Br/\$a/\0/N i
- o and then concentrated. The residue was eluted from a column of

silica gel with 2:1 CH.Cl,-cyclohexane to give 23 (409 mg, 75%) as a white solid. *H NMR
(CDCls, 400 MHz) & 7.83 (m, 2H, CHa), 7.74 (m, 2H, CHa), 4.19 (t, 2H, J=6.7, CH»-0), 3.40 (t,
2H, J=6.9, CH>-Br), 1.92-1.73 (m, 4H, 2(CH)), 1.55-1.19 (m, 10H, 5(CH,)); **C NMR (CDCls,
100 MHz) 6 163.7, 134.4, 128.9, 123.5, 78.6, 34.0, 32.8, 29.2, 29.1, 28.6, 28.1 (2C), 25.5; HR-
ESI-MS: calcd for [C17H22NOsBr+H]*" 368.0861, found 368.0862.

2.3,4,6-Tetra-O-benzyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-N-(3- ')
phthalimidoxy-nonyl)-D-glucitol 25. A mixture of tetra- oBn N
benzyl-1-deoxy-nojirimycin (200 mg, 0.38 mmol), bromide B%Ono NA@AO/
24 (168 mg, 0.46 mmol), and sym-collidine (55 mg, 0.46 OBn

mmol) was stirred at 120 °C for 3 h, then cooled to room temperature and directly eluted from
a column of silica gel with 6:1 toluene-Et>O (containing 0.5% of triethylamine) to give 25 (250
mg, 82%) as a colorless oil. *H NMR (C¢Ds, 400 MHz) § 7.42-7.37 (m, 2H, CHar), 7.35-7.26 (M,
8H, CHa), 7.21-7.06 (m, 12H, CHa), 6.82-6.76 (m, 2H, CHa), 5.09 (d, 2H, J=11.1, CH>-Ca),
5.07 (d, 2H, J=11.3, CH,-C4), 4.91 (d, 2H, J=11.1, CH>-C4), 4.62 (d, 2H, J=11.3, CH>-C4) 4.60
(d, 2H, J=11.1, CH»>-C4), 4.55 (d, 2H, J=11.1, CH,-Cy), 4.32 (s, 2H, CH>-C4), 4.05 (t, 2H,
J=6.5, O-CH), 3.77 (ddd, 1H, Jieq2=4.8, J23=8.9, J1ax2=11.0, H-2), 3.76 (dd, 1H, J34=8.9,
J45=9.0, H-4), 3.74 (dd, 1H, J562=3.2, Jeaep=10.2, H-6a), 3.66 (dd, 1H, H-3), 3.65 (dd, 1H,
Js560=2.0, H-6b), 3.16 (dd, 1H, Jieq1ax=11.0, H-1¢g), 2.88-2.78 (m, 1H, N-CHH), 2.60-2.51 (m,
1H, N-CHH), 2.47 (ddd, 1H, H-5), 2.25 (dd, 1H, H-14), 1.98-1.59 (m, 2H, CH>), 1.49-1.35 (m,
4H, 2(CHy)), 1.32-1.15 (m, 8H, 4(CHy>)); 13C NMR (C¢D¢, 100 MHZz) & 163.4 (2C), 140.0, 139.8,
139.6, 138.9, 133.8 (2C), 129.6 (2C), 128.8-127.3 (20C), 123.0 (2C), 87.9, 79.6, 79.4, 78.5,
75.4,75.2, 73.3, 72.7, 68.0, 65.4, 55.0, 53.0, 30.0, 29.9, 29.6, 28.6, 27.8, 26.1, 25.6; [a]p%: -
1.5 (c=1.2, CHCI3); HR-ESI-MS: calcd for [Cs1HssN2O7+H]* 811.4322, found 811.4324.
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2,3.4,6-Tetra-O-acetyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-N-(3-phthalimidoxynonyl)-D-glucitol (26(phta)),

N-{3-[Nacetyl-N-(2-methoxycarbonyl-benzoyl)]-aminoxynonyl}-2,3.4,6-tetra-O-acetyl-1,5-

dideoxy-1,5- imino-D-glucitol (26(open)) and 2,3.4,6-tetra-O-acetyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-N-

{3-[N-(2- methoxycarbonyl-benzoyl)]-aminoxynonyl}-D-glucitol (26(NH)). To a stirred, cooled (-
60 °C) solution of 25 (140 mg, 0.17 mmol) in

o]
OAc
NA@/\OE@ 26 (phta) anhydrous CH:Cl> (3.3 mL) was slowly
AcO , \ added a 1M solution of BCls in CH,Cl, (1.7
OAc

AcO
mL, 1.7 mmol). The solution as allowed to

warm to - 10 °C over 1 h, then MeOH (0.8

0
MeO . .
OAc Ac mL) was added dropwise and the solution
26 :
AcO N/\@/\O’N (open) \as allowed to warm to 0 °C over 30 min.
7
AcO o o Et;N (0.8 mL) was added dropwise and the

solution was concentrated. A suspension of

¢}
MeO the residue in pyridine (1 mL) and acetic
OAc
H 26 (NH)  anhydride (2 mL) was stirred at room
AO N/\@/\O/
?A\co 7 o temperature for 24 h, then concentrated,
OAc

diluted in H,O (50 mL), and extracted with
AcOEt (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried (NazSO,) and concentrated. The
residue was eluted from a column of silica gel with 2:1 cyclohexane-AcOEt (containing 1% of
EtsN) to give a ca. 3.7:2.0:1.0 mixture of 26(phta), 26(open), and 26(NH) (93 mg, 85%) as a
white foam that was used for the next step without further purification. *H NMR (CsDs, 400
MHz) & 7.88-7.43 (m, 0.29H, H Ar [open]) 7.81-7.77 (m, 0.14H, H-Ar [NH]) 7.63-7.29 (m,
1.14H, H-Ar [phta]) 7.08-7.77 (m, 0.29H, H-Ar [open]) 7.01-6.94 (m, 0.58H, H-Ar [open]) 6.92-
6.86 (m, 0.14H, H-Ar [NH]) 6.84-6.77 (m, 1.14H, H-Ar [phta]) 5.42-5.35 (m, 1H, H-3) 5.35-
.5.29 (m, 1H, H-4) 5.27-5.18 (m, 1H, H-2) 4.26-4.09 (m, 2.28H, H-6a, H-6b, CH2-O [NH]) 4.06
(t, 1.14H, J = 6.5 Hz, CH2-O [phta]) 3.88-3.78 (bs, 0.58H, CH2-O [open]) 3.58 (s, 0.42H, OMe
[NH]) 3.38 (s, 0.87H, OMe [open]) 3.16-3.08 (m, 1H, H-1eq) 2.59-2.42 (m, 1H, N-CHH) 2.46
(s, 0.87H, NAc [open]) 2.40-2.26 (m, 2H, N-CHH, H-5) 2.10-1.99 (m, 1H, H-1ax) 1.80-1.72
(4s, 9H, 3Ac) 1,66 (s, 3H, Ac) 1.68-1.58 (m, 1H, CHH-CH,-0) 1.48-0.95 (m, 13H, 6 CH2, CHH-
CH>-0). 26(phta). MS (ESI): m/z calcd for C31Ha3zN2O11 [M+H]* 619.29, found 619.25; m/z calcd
for Cs1HaoN2NaOi11 [M+Na]* 641.27, found 641.25. 26(open). MS (ESI): m/z calcd for
CaaHagN2013 [M+H]* 693.32, found 693.30; m/z calcd for CssHasN2NaO13 [M+Na]* 715.30, found
715.30. 26(NH). MS (ESI): m/z calcd for C32H47N2012 [M+H]* 651.31, found 651.35.
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N-(3-Aminooxy-nonyl)-1,5-dideoxy-1,5-imino-D-glucitol IS,. A solution of 26(phta), 26(open)
and 26(NH) 3.7:2.0:1.0 mixture, 50 mg, 0.078 mmol) in a 2M solution of NH3 in methanol (1.5
OH mL) was kept at room temperature under argon atmosphere for 14

HO NA@/\OH h and then concentrated. The residue was eluted from a column of

HO oH ! silica gel with CH,Cl,-EtOH (4:1 then 1:1) to give IS, (22 mg, 88%)
as an amorphous solid. *H NMR (D-0, 400 MHz) & 3.87 (dd, 1H, Jea5=2.1, Jeaer=12.0, H-6a),
3.81 (dd, 1H, Jse,=1.7, H-6b), 3.68 (t, 2H, J=6.5, CH>-0), 3.53 (ddd, 1H, J1ax2=11.4, J1eq2=4.7,
J23=8.9, H-2), 3.37 (dd, 1H, J34=J45=9.2, H-4), 3.24 (dd, 1H, H-3), 3.04 (dd, 1H, Jieq1ax=11.4,
H-1eq), 2.82-2.71 (m, 1H, N-CHH), 2.70-2.59 (m, 1H, N-CHH), 2.36 (dd, 1H, H-1ax), 2.32 (ddd,
1H, H-5), 1.58-1.50 (m, 2H, O-CH,-CHy), 1.50-1.40 (m, 2H, N-CH,-CH>), 1.34-1.18 (m, 10H,
5(CH)); *3C NMR (D20, 100 MHz) & 78.1, 76.4, 69.8, 68.6, 65.1, 57.2, 55.0, 52.2, 28.5, 28.4
(2C), 27.4, 26.6, 25.1, 22.7; [a]p**: -10.8 (c=0.5, MeOH); HR-ESI-MS: calcd for
[C1sH32N20Os+H]* 321.2389, found 321.2390.

C. Clusters
The iminosugar clusters were prepared according to the general procedure described below.

50 pL of a 100 mM solution (5.0 pmol) of RAFT(ALD)s in H,O were diluted in 4.550 mL of
H>0+0.1% TFA. 400 pL of a 100 mM solution (40.0 pumol) of iminosugar IS in H.O were then

added and the reaction mixture was stirred for 2 days at room temperature.

CRAFT(ISs)s. CcRAFT(ISs)a was prepared HO _ oH

according to the general procedure described s WOHHHO
above using cRAFT(ALD)4 and ISs. The crude Zl HO
3

was purified by semi-preparative HPLC 1 in HOJN N ,U 5 OH
H>O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (5 —20% <l7§o A N’

l
—100% acetonitrile, 0.1% TFA (60 min/10 min)) j\ NH j\ ﬁ)

to obtain cRAFT(ISs)4 as a white solid (5.9 mg,

NH ;
47%). LC-MS 2 tr: 1.47 min (Method J); MALDI- G /K\A/g K\P
ToF (HCCA): calcd for [CssHis0N22034+Na]* P//K\A/K\G/

2082.07, found 2082.04.
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HO . oH CRAFT(IS))s. cRAFT(IS)s was prepared

|_||—|Oo HOWOHH 0 o according to the general procedure described
HOZN\Z above using cRAFT(ALD), and IS,. The crude
OH

HOLN N 5 OH Wwas purified by semi-preparative HPLC 1 in
<L§o l Pﬂ A '\“/ H.O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (5 —50%
NGO Ny © —+100% acetonitrile, 0.1% TFA (45min/10min))
o;\NH %O NH ;NH to obtain the cRAFT(IS))s as a white solid (6 mg,

oi i p 47%). LC-MS 2 tr: 1.61 min (Method J); MALDI-
P//K\A/K\G/ ToF (HCCA): calcd for [Ci12H198N2203zs+H]*

2396.44, found 2396.49.

IRAFT(1Ss)s. IRAFT(1Ss)a was prepared

HO
. HO 0
according to the general procedure > OSH HB
: . OH N HO HO
described above using IRAFT(ALD)s and HO
ISs. The crude was purified by semi- (l*o 30 ) ga OH
3 ! .
preparative HPLC 1 in H;O/acetonitrile N N\ NP 3 '\\1
N
0.1% TFA gradient (5 —20% —100% ;\ OJ N Oﬁ)
_ . . NH NH
acetonitrile, 0.1% TFA (60 min/10 min)) © : SR N E‘H
e
to obtain the IRAFT(ISs)4 as a white solid Ac—K-A-K-P-G—K-A-K-P-G-OH

(4.1 mg, 40%). LC-MS 2 tg: 1.49 min (Method J); MALDI-ToF (HCCA): calcd for
[C90H154N22035+Na]+ 2142.09, found 2142.05.

IRAFT(IS)4. IRAFT(1S))4 was prepared according to the general procedure described above
using IRAFT(ALD), and IS,. The crude was purified by semi-preparative HPLC 1 in
H.O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (5

H
HoO HO —oH sl
OH —50% —100% acetonitrile, 0.1% TFA
OH HO HO HO

N
OH N 45 min/10 min)) to obtain IRAFT(IS
oty , rop| %\@OH ( ) (S):
90

( %0 ) 09 OH as a white solid (7.1 mg, 70%). LC-MS
0] i’ .
N AN S N 2 tg: 2.37 min (Method J); MALDI-ToF
N
;\ Oi N Oﬁ) (HCCA): calcd for [Ci114H202N22036+H]*
07 NH™  NHq NH
y NH 2478.47, found 2478.44.
e
Ac—K—-A—-K—P—G—K-A-K—P—G-OH
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IV. Functionalized a-PNAs
A. Modified amino acids

((Benzyloxy)carbonyl)-L-homoserine 27. The synthesis of this compound was adapted from

previously described report and the characterizations were conformed to the literature.!*
o Benzyl chloroformate (6.6 mL, 46.2 mmol) was added to a
©\/0\”/H\)J\OH suspension of L-homoserine (5 g, 42.0 mmol) in aqueous solution
o} K‘ of NaHCO3 (16.8 g in 260 mL of H,O). The mixture was stirred for
OH 20 hours at room temperature. The product was washed with Et,O
(3x). Then, the aqueous phase was cooled in an ice bath and acidified to pH 2.0 by adding 3N
HCI. The aqueous phase was extracted with EtOAc (3x) and the organic phase dried over
NaS0O., filtered and concentrated in vacuo (caution: the bath of the rotavapor was kept at
20°C and not heated to avoid the formation of the corresponding lactone). 27 was obtained as
a white solid (9.87 g, 93%) and engaged in the next step without any further purification. *H
NMR (CDCls; 400 MHz) & 12.53 (br s, 1H, COOH), 7.54 (d, 3J = 8.0; 1H, N-H), 7.39 (m, 5H,
CaH), 5.02 (s, 2H, Ca-CHy), 4.59 (br s, CH2-OH), 4.11 (m, 1H, CH-CH>), 3.48 (m, 2H, CH.-
OH), 1.89 (m, 1H, CH-CH-H), 1.73 (m, 1H, CH-CH-H); 3C NMR (CDCl3; 100 MHz) 5 174.2,
156.1, 136.95 128.3, 127.7, 127.7, 65.3, 57.1, 50.8, 33.7; HPLC tr: 2.39 min (Method H).

Benzyl((benzyloxy)carbonyl)-L-homoserinate  28.  The 0
H
synthesis of this compound was adapted from previously Q\/OTN\)J\ o

described report and the characterizations were conformed 0

i

to the literature.!* Benzyl bromide (2.6 mL, 22.3 mmol) was OH
added to a solution of 27 (5.37 g, 21.2 mmol) and DIEA (3.7 mL, 21.2 mmol) in dry DMF (34.8
mL). The solution was stirred for 8 h at room temperature and 0.1 eq of DIEA was added. After
12h stirring, EtOAc was added to the crude mixture and washed with H,O (1x), a saturated
solution of NaHCO3 (2x) and brine (1x). The organic phase was dried over Na>SOQ., filtered
and the solvent was removed under reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography (SIO., Cyclohexane/EtOAc 8/2 - 5/5) which gave
Benzyl((benzyloxy)carbonyl)-L-homoserinate 28 as a white solid (6.95 g, 96%). 'H NMR
(CDCls; 400 MHz) & 7.35 (m, 10 H; Cqa-H), 5.71 (d, 3J=8.0; 1H, N-H), 5.15 (m; 2H, CHy-
OCONH), 5.12 (m; 2H, CH>-OCOCH), 4.59 (m, 1H; C-H), 3.68 (m, 2H; CH>-OH), 2.42 (br s,
1H; O-H), 2.18 (m, 1H; CH-CH-H), 1.72 (m, 1H; CH-CH-H); 3C NMR (CDCls; 100 MHz) &
172.7, 156.2, 136.9, 136.0, 128.5, 128.4, 128.1, 127.9, 127.8, 127.8, 128.2, 65.9, 65.5, 56.9,
51.1, 33.7; [a]p*®: -0.3 (c=1.0, CHCI3); HPLC tr: 3.74 min (Method H).
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Benzyl N-((benzyloxy)carbonyl)-O-(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserinate 29. DIEA

(1.52 mL, 8.74 mmol) was added at 0°C to a solution of cyanuric chloride (1.29 g, 6.99 mmol)

o in dry THF (6 mL). Then, a solution of
H
©\/O\H/N\)J\O/\© Benzyl((benzyloxy)carbonyl)-L-homoserinate 28 (2 g, 5.82
.

o} mmol) in dry THF (6 mL) was added dropwise. The mixture

CIn Ny was stirred for 13 hours in an ice bath. The ice bath was then
NI )\1/ removed and the reaction mixture was further stirred for 12
E hours. The mixture was filtered on sintered glass filter and

washed with EtOAc before being dried under vacuum. The crude material was purified by flash
chromatography (SiO,, Petroleum ether/EtOAc 9/1 — 7/3) which gave Benzyl N-
((benzyloxy)carbonyl)-O-(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserinate 29 as a yellow solid
(2.21 g, 79%). *H NMR (CDCls; 400 MHz) & 7.38 (m, 10H, CaH), 5.54 (d, 3J=8.0, 1H, N-H),
5.19 (m, 2H, CH-OCONH), 5.16 (s, 2H, CH-OCOCH), 4.63 (m, 1H, CH-CH,), 4.56 (m, 2H,
CH,-OH), 2.45 (m, 1H, CH-CH-H), 2.27 (m, 1H, CH-CH-H); 3C NMR (CDCls; 100 MHz) &
172.6,171.4, 170.8, 155.9, 136.1, 135.0, 128.8, 128.7, 128.5, 128.4, 128.3, 67.9, 67.4, 66.3,
51.3, 31.5; HR-ESI-MS: calcd for [C22H19N4OsClo+H]* 491.0889, found 491.0893; HPLC tg:
4.87 min (Method H).

Benzyl N-((benzoxy)carbonyl)-O-(4,6-bis(butylamino)-1,3,5- @
triazin-2-y)-L-homoserinate 30. A mixture of n-butylamine

yoO
SN
(2.9 mL, 29.3 mmol) and DIEA (10.2 mL, 98.6 mmol) in dry \H \([)f ( /\©
(e}

THF (40 mL) was added to a solution of Benzyl N-

HN.__N
((benzyloxy)carbonyl)-O-(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)-L- WNI/ j\l/
homoserinate 29 (3.6 g, 7.33 mmol) in dry THF (320 mL). The I-m\l/
mixture was stirred under reflux for 20 h at room temperature.

The mixture was filtered on a sintered glass filter and washed H

with EtOAc. The filtrate was then dried under vacuum and the crude material was purified by
flash chromatography (SiO., Petroleum ether/EtOAc 5/5) which gave Benzyl N-
((benzoxy)carbonyl)-O-(4,6-bis(butylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserinate 30 as a yellow
oil (3.93 g, 95%). *H NMR (ds-DMSO; 400 MHz) d 7.89 (t, 3J=7.2, 1H, CH-N-H), 7.34 (m, 10H,
CaH), 7.18 (t, 3J=5.6, 1.2H, Ca-NH-CH>), 7.05 (t, 3J=5.6, 0.5H, Ca-NH-CH,), 6.97 (t, 3J=5.6,
0.3H, Ca-NH-CHy), 5.13 (m, 2H, CH-OCONH), 5.03 (m, 2H, CH-OCOCH), 4.22 (m, 3H, CH-
CHa, CH»>-0), 3.18 (m, 4H, HN-CH,), 2.14 (m, 1H, CH-CH-H), 1.96 (m, 1H, CH-CH-H), 1.43
(m, 4H, HN-CH2-CH), 1.26 (m, 4H, CH2-CH2-CHzs), 0.85 (m, 6H, CH2-CHzs); *C NMR (de-
DMSO; 100 MHz) & 172.1, 169.8, 166.7, 156.2, 136.8, 135.9, 128.5, 128.4, 128.1, 127.9,
127.8,66.2,65.6,61.9,51.2,31.3, 31.2, 30.1, 19.7, 19.6, 13.8, 13.7; [a]p*®: -3.0 (c=1.0, CHCls);
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HR-ESI-MS: calcd for [C3oH39NeOs+H]" 565.3138, found 565.3135; HPLC tr: 4.59 min (Method
H).
0O-(4,6-bis(butylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserine 31. 10% Pd/C (approximately 20 mg)

was added to a solution of Benzyl N-((benzoxy)carbonyl)-O-(4,6-bis(butylamino)-1,3,5-triazin-

0 2-yl)-L-homoserinate 30 (1.20 g, 2.1 mmol) in dry MeOH under H..

HZN\;)J\OH The mixture was stirred at room temperature for 20h and was then

\ (_ filtered on a pad of celite and washed with MeOH (6x350 mL). The
HN I NYO eluted fractions were concentrated in vacuo and gave O-(4,6-
NW¢N bis(butylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserinate 31 as a white

HN solid (686.7 mg, 96%). *H NMR (ds-DMSO/MeOD 1/1, 400MHz) &

H 4.30 (m, 2H, CH,-0), 3.45 (br s, 1H, NH,), 3.21 (m, 4H, NH-CH,),

2.22 (m, 1H, CH-CH-H), 1.99 (m, 1H, CH-CH-H), 1.42 (m, 4H, HN-
CH2-CHy), 1.26 (m, 4H, CH»-CH,-CHs), 0.85 (t, 3J=8.0, 6H, CH2-CHs); 3C NMR (ds-
DMSO/MeOD 1/1, 100 MHz) & 170.2, 51.0, 38.8, 30.4, 29.3, 18.7, 12.3; HR-ESI-MS: calcd for
[C1sH27NsOs+H]" 341.2301, found 341.2303; HPLC tr: 2.85 min (Method H).

N-(((9H-fluoren-9-ylYmethoxy)carbonyl)-O-(4,6-bis(butylamino)-
1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserine 32. A solution of N-(9-

Fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimide (537.4 mg, 2.08 mmol)
in 1,4-dioxane (1.6 mL) was added dropwise at 0°C to a suspension
of O-(4,6-bis(butylamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserinate 31 in
10% aqueous Na,COs3 (3.8 mL) and 1,4-dioxane (2.6 mL). After 14h
stirring at room temperature, EtOAc was added to the crude mixture HN. N

and the organic layer was washed with an aqueous solution of 5% N' _N
hydrochloric acid. The aqueous phase was extracted with EtOAc HN
(3x). The combined organic phase was washed with brine and dried

over Na,SOy, filtered and the solvent was removed under reduced H
pressure. The crude product was purified by flash chromatography (SiO2, CH2CIlL./EtOAc 5/5
— EtOAc — EtOAc/MeOH 95/5) which gave N-Fmoc-O-(4,6-bis(butylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl)-L-homoserinate 32 as a white solid (828.1 mg, 74%). *H NMR (de-DMSO; 400 MHz) 5 7.90
(d, 3J=8.0, 2H, C4H), 7.72 (d, 3J=8.0, 2H, CaH), 7.43 (M, 2H, Ca-CaH-CaH-CaH), 7.34 (m, 2H,
CH-Ca-CaH- CaH), 7.13 (t, 3J=5.6, 1.0H, Ca-NH-CH?), 7.00 (t, 3J=5.6, 0.5H, Ca-NH-CHy), 6.93
(t, 3J=5.6, 0.3H, Ca-NH-CH>), 4.29 (m, 5H, C4-CH-Ca, CH2-OCON, CH»-O), 4.11 (m, 1H, CH-
CH,), 3.20 (m, 4H, NH-CH,), 2.16 (m, 1H, CH-CH-H), 1.93 (m, 1H, CH-CH-H), 1.46 (m, 4H,
HN-CH,-CH,), 1.31 (m, 4H, CH»-CH,-CHj3), 0.89 (m, 6H, CH,-CHs); 1*C NMR (ds-DMSO; 100
MHz) 6 173.9, 172.8, 156.2, 143.8, 140.7, 127.7,127.1, 125.3, 120.1, 120.1, 65.7, 62.2, 51.0,
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46.7,31.3, 31.2, 30.2, 25.3, 19.6, 13.8, 13.7; [a]p*®: -5.0 (c=1.0, MeOH); HR-ESI-MS: calcd for
[C30H37NsOs+H]* 563.2982, found 563.2982; HPLC tr: 4.36 min (Method H).

N-tritylpentane-1,5-diamine 33. The procedure for the preparation of this compound was

adapted from the literature.? To a solution of 1,5-diaminopentane (20.44 g, 5 eq) in CH.Cl,
TrtHN _~_ ~_NH, (50 mL) is added dropwise, at 0°C, a solution of trityl chloride (11.15
g, 1 eq) in CHCl> (100 mL). The mixture is then stirred 24 h at room temperature. Then the
mixture is washed with a solution of Na>CO3 5% and brine, dried over Na>SO4 and evaporated
under vacuum. The crude mixture was purified by flash chromatography on silica gel
(CH2Cl,/MeOH/NH4OH 80/19/1) to afford 33 in 70% yield (9.65 g). The characterizations were
conformed to the data reported in the reference.

Benzyl N-((benzyloxy)carbonyl)-O-(4,6-bis((5-(tritylamino)pentyl)amino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-

homoserinate 34. To a solution of 29 (2.1 g, 1 eq.) in THF (180 mL) was slowly added a solution
of N-tritylpentane-1,5-diamine 34 (5.88 g, 4 eq) and
TrtHN @ DIEA (5.96 mL, 8 eq) in dry THF (20 mL). The
H . : .
O\H/N\_)J\O/\© mixture was stirred overnight under reflux, and then
0]

concentrated to dryness. The crude mixture was

purified by flash chromatography on silica gel

HNYNY
P (Petroleum Ether/EtOAc 1/1) to afford 34 in 87%
,DN/ yield (4.12 g). *H NMR (400 MHz, d°-DMSO0) & 7.51-

7.01 (m, 40H), 5.17-4.88 (m, 4H), 4.34-4.09 (m, 3H),

3.21-3.01 (m, 4H), 2.38-2.27 (m, 1H), 2.22-2.03 (m,

1H), 2.03-1.79 (m, 4H), 1.53-1.32 (m, 8H), 1.32-

1.10 (m, 4H); 3C NMR (101 MHz, d6-DMSO) &
171.97, 166.62, 156.13, 146.21, 136.74, 135.77, 128.31, 127.97, 127.81, 127.70, 127.58,
125.92, 70.32, 66.10, 65.56, 61.79, 51.17, 43.32, 43.23, 30.09, 29.79, 29.09, 24.31; ESI-MS:
calcd for [C7oH74NsOs+H]* 1107.59, found 1107.45; HPLC tgr: 4.53 min (Method H).

NHTrt
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0O-(4,6-bis((5-(tritylamino)pentyllamino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-homoserine 35. To a solution of

34 (2 g, 1.80 mmol) in MeOH/EtOAc 3/1 (57 mL) was carefully added, under argon, activated
HaoN palladium on charcoal (10% of Pd). After 3 vacuum-H- cycles,

o)
HZN\_)J\OH the mixture was left stirring overnight under a H> atmosphere.

The mixture is then filtered on a celite pad and evaporated to

HN. N o( afford the titled compound. The pad of celite was thoroughly
N' /\N washed with MeOH/EtOAc 1/1 in order to recover 35 in 97%
H\Nr yield (1.55 g). No further purification is needed. *H NMR (400

MHz, d°-DMSO) & 7.56-6.91 (m, 30H), 4.42-4.14 (m, 3H),

3.22-3.03 (M, 4H), 2.45-2.24 (m, 1H), 2.22-2.03 (m, 1H), 1.97-

1.80 (m, 4H), 1.53-1.31 (m, 8H), 1.31-1.17 (m, 4H); 13C NMR

(101 MHz, DMSO) & 166.55, 146.22, 143.73, 128.98, 128.31,
127.59, 126.21, 125.92, 70.32, 43.33, 29.85, 29.12, 24.36; HR-ESI-MS: calcd for
[CssHe2NsOs+H]* 883.5023, found 883.5023; HPLC tr: 3.56 min (Method H).

NH,

N-(((9H-fluoren-9-ylYmethoxy)carbonyl)-O-(4,6-bis((5-
(tritylamino)pentyl)amino)-1,3,5-triazin-2-yl)-L-

homoserine 36. To a solution of 35 (1.06 g, 1 eq.) in 1,4-
dioxane (5 mL) is added a solution of 10% aqueous
NazCOs (4.0 mL). The mixture is cooled down to 0°C,
and Fmoc-OSu (427.1 mg, 1.05 eq) in 1,4-dioxane (2.8
mL) is added dropwise. The mixture is then stirred for
20 hours at room temperature. The mixture is then
diluted with EtOAc, acidified by addition of HCI 0.1 N (to
pH~3). The aqueous phase was then extracted 3 times
with EtOAc. The organic phases are washed two times
with distilled water and one time with brine, dried over

Na,SO. and evaporated. The residue is then purified by

TrtHN

NHTrt

silica gel chromatography (EtOAc/MeOH, 0% to 15% MeOH) to afford the pure 36 in 72% yield
(960 mg). *H NMR (d®-DMSO, 400 MHz) & 7.91-7.82 (m, 2H), 7.68 (d, J=7.2, 2H), 7.44-7.09
(m, 38H), 4.33-4.08 (m, 5H), 3.98-3.87 (m, 1H), 3.21-3.05 (m, 4H), 2.43-2.28 (m, 1H), 2.21-
2.04 (m, 1H), 1.95-1.80 (m, 4H), 1.51-1.30 (m, 8H), 1.29-1.20 (m, 4H); *C NMR (CDClIs, 100
MHz) & 155.8, 146.1, 144.0, 141.3, 130.1, 128.7, 127.8, 127.6, 127.0, 126.3, 125.3, 119.9,
77.3, 71.0, 66.7, 47.3, 43.6, 40.9, 30.5, 29.7, 29.5, 29.3, 24.7; HR-ESI-MS: calcd for
[C7oH72NgOs+H]* 1105.5704, found 1105.5695; HPLC tr: 4.35 min (Method H).
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B. a-PNAs

The synthesis were performed by Dr. Arnaud Gilles (Glycochemistry & Molecular Recognition,
IBMM, UMR 5247).

Ala-Triaz. The peptide was synthesized according to the o

general procedure for the peptide coupling described above HzN/l%/H\_)LN . OH
and was purified by semi-preparative HPLC 1 in o -~ H 7§
H.Olacetonitrile  0.1% TFA gradient ((20% —100% o " d

|
N__N__O
H
acetonitrile, 0.1% TFA (40 min)) Flow: 20 mL/min) to obtain \Nf T
~
Ala-Triaz as a white solid (3 mg, 10%). HPLC tr: 3.89 min Y
(Method H); ESI-MS: calcd for [Cs7H100N22011+H]" 1269.79, H™ “nBu

found 1269.50; MALDI-ToF (HCCA) : calc for [Cs7H100N22011+H]* 1269.80, found 1269.93;
calcd for [Cs7H100N22011+Na]* 1291.78, found 1291.90.

Triaz-Triaz. The peptide was synthesized according nBu\N,H nBu\N,H

to the general procedure for the peptide coupling N)\N N)\N
procedure described above and was purified by PN N
semi-preparative HPLC 1 in H,O/acetonitrile 0.1% ¢ N 'r',\lBu ¢ N E‘Bu
TFA gradient ((50% —100% acetonitrile, 0.1% TFA H\)(J)\ oH

(35 min)) Flow: 20 mL/min) to obtain Triaz-Triaz as H2N H ”

a white solid (15 mg, 28%). HPLC (Method A): tr= nBu © ( ©

5.78 min; ESI-MS: [CiosH184N42015+2H]**  calcd o | N\Y °

1137.74, found 1138.05; MALDI-ToF (HCCA) : calcd N\f N

for [CiosH18aNs2O1s+H]* 2274.50, found 2274.38; H-N~By

calcd for [CiosH184N42015+Na]™ 2296.48, found 2296.35.
V. Peptide-based cages
A. Peptide scaffolds
1. Serine and Aldehyde scaffolds

CRAFT(Ser)s and cRAFT(ALD)s synthesis and characterizations were described in the

Multivalent clusters for DNA recognition section.
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2. Maleimide scaffolds

The synthesis and characterizations of the maleimide scaffold cRAFTaa(Mal). and
CRAFTa(LYS)s were described in the section Iminosugar clusters for the inhibition of

glycosidases.

IRAFTarg(Lys(Boc))s 37. The 2-CTC resin was manually loaded with Fmoc-Gly-OH according

to the general procedure yielding a loading of 0.31 mmol/g of resin. 36 was synthesized
according to the general procedure for linear and cyclic
)\ Pbf ob OJ< peptide synthesis on 0.25 mmol. The linear peptide was
0 H; H o) purified by semi-preparative HPLC 1 in H>O/acetonitrile
P-G—OH 0.1% TFA gradient (0 — 40% — 60% — 80%
acetonitrile 0.1% TFA (5 min/25 min/35 min)) to obtain
\%O O\{/ 37 as a white solid (270.0 mg, 50%). LC-MS 2 tg: 4.57
min  (Method H); HR-ESI-MS:  caled  for

[CosH158N20025S,+2H]?* 1028.75, found 1028.55.

CRAFTAq(LYys(Boc))s 38. 37 was cyclized according to the )(o

general procedure for cyclisation of linear peptides. 38 was

obtained as a white solid (244.6 mg, 92%). LC-MS 2 tr: 5.34

min (Method H); HR-ESI-MS: calcd for

[CosHissN20024S2+2H]2 1019.55, found 1019.80. P S bor
P

CRAFTArg(LYS)s. 38 (244.6 mg, 0.12 mmol) was deprotected according the general procedure

HN N|—|2NH2 of deprotection of the peptides. cRAFTarg(LYyS)s was obtained
|2< gKfﬁ as a white solid (190.0 mg, Quantitative yield). HPLC 1 tr: 3.10
Gy RS : :
min (Method A), tr: 23.7 min (Method B).

H,oN

/
P//K\R/K\G 6 TFA

CRAFTarg(Mal)s. 12 (383 mg, 1.44 mmol) was added

ESS = 0O
- O:(l Olﬂ/l N
to a solution of cRAFTarg(LYS)4 (190 mg, 0.12 mmol) OJ\_N‘\A\O N™ o N o\\‘NQ

in a phosphate buffer 100mM pH 7.2/DMF solution i o O
(55/45) (24 mL). The mixture was stirred overnight at o) 0 NH
o o” >NH NH NH
room temperature and the product was purified by 3
. . : . — Ko K

semi-preparative HPLC 1 in H,O/acetonitrile 0.1% G R P

. o £ Ko _Kai d 2TFA
TFA gradient (0 — 25% — 100% acetonitrile 0.1% P R

TFA (30 min/40 min)) and freeze dried. cRAFTarg(Mal)s was obtained as a white powder (188.7
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mg, 80 %). LC-MS 2 tg: 2.09 min (Method J); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [C7gH112N2402+H]*
1737.84, found 1737.82.

3. Cysteine scaffold

IRAFT(Cys(Trt))s 39. The 2-CTC resin was manually loaded with Fmoc-Gly-OH according to

the general procedure yielding a loading of 0.31 mmol/g of resin. 39 was synthesized according

STrt STrt to the general procedure for linear and cyclic peptide
H—é-A-C—P-G-C-A-é—P—G—OH synthesis on 0.25 mmol. The linear peptide was purified
STrt STrt by semi-preparative HPLC 1 in H.O/acetonitrile 0.1% TFA
gradient (50 — 50% — 70% — 100% acetonitrile 0.1% TFA (5 min/10 min/30 min)) to obtain

39 as a white solid (72.0 mg, 40%). HPLC tr: 6.59 min (Method D).

cRAFT(Cys(Trt))s 40. 39 was cyclized according to the general
trtS

Str% Strt gyt

procedure for cyclisation of linear peptides. 40 was engaged without
Gy C~a—5C~p
any further purification in the deprotection step. HPLC tg: 7.38 min / /

PO — O
(Method D).

CRAFT(Cys).. 40 (20.0 mg, 0.01 mmol) was deprotected according to general procedure for
cleavage under harsh conditions. cRAFT(Cys)s was then purified by semi-preparative HPLC
HS SH gy 1 in H2O/acetonitrile 0.1% TFA gradient (0 — 40% — 65% — 100%
HS
is% é 503-{ acetonitrile 0.1% TFA (10 min/25 min/15 min)). cRAFT(Cys)s was
— M T~ pN— ~
/G A /P obtained as a white solid (8.0 mg, 93%). HPLC tgr: 2.34 min (Method
J); MALDI-ToF (HCCA)Z calcd for |:C32H50N1001084+N8.]Jr 885.26,
found 885.20.

B. Bifunctional spacers
1. Hydrazide-oxime spacers

2 5-dioxopyrrolidin-1-yl 2-(((tert-butoxycarbonyl)amino)oxy)acetate 41113 N-

hydroxysuccinimide (734.4 mg, 6.38 mmol) was added to a solution of N-Boc-aminoxyacetic
o acid (1 g, 5.23 mmol) in DMF (20.2 mL). Then, a solution of EDC-

)(j\ /O\)OJ\ /p HCI (1.22 g, 6.38 mmol) in DMF (58 mL) was added and the
© ” © o mixture was stirred overnight at room temperature. The mixture
was then concentrated in vacuo and the residue was solubilized

in EtOAc and washed with water, saturated aqueous NH4CI solution and saturated aqueous
NaCl solution. The organic phase was dried over Na.SO4 and concentrated in vacuo to give
41 as a white solid (1.35 g, 90%). LC-MS 1: tg= 3.30 min (Method D); *H NMR (400 MHz,
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CDCls) 8 7.74 (s, 1H, NH), 4.77 (s, 2H, O-CHy), 2.87 (s, 4H, 2(CO-CHy)), 1.48 (s, 9H, C(CHs)x);
13C NMR (100 MHz, CDCls) & 168.8, 165.2, 156.3, 82.8, 71.0, 28.3, 25.7.

2-(aminooxy)-N-(2-hydrazinyl-2-oxoethyl)acetamide 42. After 2-CTC resin functionalization

based on the general procedure for the preparation of the Fmoc-hydrazine resin. Then, the

Fmoc-Gly-OH was coupled to the resin according to the
HaN OWNJJ\ -NHy 2TFA general procedure for the hydrazide peptide coupling. The
H functionalized resin was then suspended in a solution of
DIEA (125.4 pL, 0.72 mmol) in CH2CI; (1.7 mL) and a solution of 41 (103.8 mg, 0.36 mmol) in
CHCI, (1.7 mL) was added. After overnight stirring at room temperature, the resin was filtered
and TNBS test was performed to give a complete functionalization of the amine group. The
resin was filtered and washed with DMSO (3x), CHCl; (2x), isopropanol (1x), CH.Cl. (2x) and
Et,O (3x) before drying in vacuo. The resin was suspended in a solution of deprotection
according to the general procedure for cleavage under harsh conditions. The crude product
was dissolved in HO and freeze dried to give 42 as a white solid (34.6 mg, 49%). *H NMR
(400 MHz, D;0) & 4.71 (s, 2H, O-CHy), 4.12 (s, 2H, CH2-NH); *C NMR (100 MHz, MeOD) &
169.9, 169.3, 163.2 (q, 2J(C,F)=35, 1C, F;C-C=0), 117.8 (q, %J(C,F)=290, 1C, FsC-), 71.9,
40.4; HR-ESI-MS: calcd for [C4H10N4Os+H]*" 163.0831, found 163.0881.

tert-butyl  (R)-(2-((1-hydrazinyl-1-oxo0-5-(3-((2,2,4,6,7-pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-
vDsulfonyl)guanidino)pentan-2-yl)amino)-2-oxoethoxy)carbamate 43. After 2-CTC resin

o functionalization based on the general procedure for the

preparation of the Fmoc-hydrazine resin. Then, the Fmoc-

\i/ OW Gly-OH was coupled to the resin according to the general
procedure for the hydrazide peptide coupling. The

functionalized resin was then suspended in a solution of

PbfHN NH DIEA (111 pL, 0.64 mmol) in CH,Cl, (1.5 mL) and a

solution of 41 (92.2 mg, 0.32 mmol) in CH>Cl, (1.5 mL) was added. After overnight stirring at
room temperature, the resin was filtered and TNBS test was performed to give a complete
functionalization of the amine group of the arginine. The resin was filtered and washed with
DMSO (3x), CH2Cl> (2x), isopropanol (1x), CH>Cl, (2x) and Et.O (3x) before drying in vacuo.
The resin was cleaved under mild conditions according to the general procedure described
above. The protected amino acid was purified by semi-preparative HPLC 1 in H.O/acetonitrile
0.1%TFA gradient (5% — 50% — 100% acetonitrile 0.1% TFA (45 min/10 min)) to give, after
freeze drying, 43 as a white solid (20.3 mg, 17%). LC-MS 2 tr: 3.35 min (Method J); *H NMR
(400 MHz, MeOD) 6 4.51 (m, 1H, NH-CH), 4.30 (m, 2H, NH-O-CH,), 3.26-3.12 (m, 1H, CH»-
NH), 3.00 (s, 2H, Ca-CH2-C(CHa)2), 2.58 (s, 3H, C4-CHs), 2.52 (s, 3H, Ca-CHs), 2.08 (s, 3H,
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Car-CHs), 1.89-1.86 (m, 1H, CH-CH-H), 1.80-1.77 (m, 1H, CH-CH-H), 1.61-1.60 (m, 2H, CHo-
CH2-NH), 1.46 (s, 15H, C(CHa)s, 2(C(CHs)2)); *C NMR (100 MHz, MeOD) & 171.9, 160.0,
139.5, 133.6, 126.1, 118.5, 87.7, 83.3, 76.4, 44.0, 29.9, 28.7, 28.5, 19.6, 18.4, 12.5; HR-ESI-
MS: calcd for [CasHasN;0sS+H]* 614.2972, found 614.2975.

(R)-2-(aminooxy)-N-(5-guanidino-1-hydrazinyl-1-oxopentan-2- y O
ylhacetamide 44. 43 (16.2 mg, 22.3 umol) was suspended in a H2N\O/\H/N u/NHZ
solution of deprotection according to the general procedure for O

cleavage under harsh conditions. 44 was obtained as a white solid HN 3TEA
(21 mg, Quantitative yield). *H NMR (400 MHz, D,0) & 4.65 (s, 2H, N SNH

O-CHy), 4.45-4.41 (m, 1H, CH-CH,), 3.19 (t, 3J=6.8, 2H, CHz-NH),
1.93-1.75 (M, 2H, CH-CH,-CH,), 1.70-1.1.57 (m, 2H, CH-CH2-CHy); [a]o2% -1.61 (H20, c=1,0);
HR-ESI-MS: calcd for [CeH1oN-Os+H]* 262.1628, found 262.1626.

2. Thiol-hydrazide spacers

2-mercaptoacetohydrazide 45. The procedure was inspired from the literature.** Hydrazine

monohydrate (229.6 pL, 4.71 mmol) was added to a solution of methyl thioglycolate (421.2 pL,

') 4.71 mmol) in EtOH (9.4 mL) and the mixture was stirred at room

HSQJ\N/NHz temperature for one day. The mixture was then concentrated in vacuo to

H afford 45 as a yellow solid (498.8 mg, 100%). *H NMR (400 MHz, d®-DMSO)

0 9.15 (s, 1H, SH), 4.17 (br s, 2H, CO-NH-NHz2), 3.40 (br s, 2H, CO-NH-NH>), 3.03 (s, 2H, CH2-
SH); 3C NMR (100 MHz, d5-DMSO) & 169.1, 25.3.

(R)-2-amino-3-mercaptopropanehydrazide 46. The procedure was inspired from the

literature. Hydrazine monohydrate (142.0 pL, 2.91 mmol) was added to a solution of L-
cysteine methyl ester hydrochloride (500 mg, 2.91 mmol) in EtOH (5.8 mL).
H2NJJ\ -NHz2 - Then, triethylamine (812 pL, 5.83 mmol) was added and the mixture was

H
HS™ stirred overnight at room temperature. The mixture was then concentrated
in vacuo to afford 46 as a yellow solid (540.0 mg, 79%). *H NMR (400 MHz, d®-DMSQO) & 9.52

(br s, 1H, SH), 3.60 (t, 3J=6.0, 1H, CH-CH,), 2.78 (d, 3J=6.0, 2H, CH-CH,).
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C. Cages

cRAFT(Mal-45).. 45 (3.5 mg, 33.2 umol) was

added to a solution of cRAFT(Mal)4 (472.5 L
of a solution at 13.5 mM in DMF/DMSO 66/33,
6.38 umol) in a 100 mM phosphate buffer at

pH 7.2 (1.28 mL) and the mixture was stirred

for two days at room temperature. Then, the

mixture was directly purified by semi-

preparative HPLC 1 in H,O/acetonitrile 0.1%
TFA gradient ((0% — 15% — 30% — 100% acetonitrile, 0.1% TFA (10 min/50 min/10 min))
Flow: 20 mL/min) to obtain cRAFT(Mal-45)4 as a white solid (6.8 mg, 43%). HPLC 1 tr: 2.46
min (Method D); MALDI-ToF (HCCA): calcd for [CooH122N26026S4+K]* 2029.79, found 2029.81.

NHz  NH,
HN HN
0 0
HoN
'NH S S NH

ey

G/K\A/K\ ~-p

/

K\A/K\G

cRAFT(Mal-46)4. 46 (3.5 mg, 12.9 pumol) was added to a solution of cRAFT(Mal)s (99.5 pL of
a solution at 25 mM in DMF, 2.49 umol) in a 100 mM phosphate buffer at pH 7.2 (398 uL) and

HN

H, Nf
g(;? j\ j\ L(oo
NH (0] NH
G/K\A/K\ \P

2129.90, found 2129.84.

’
-

/
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the mixture was stirred for one day at room
Then,
directly purified by semi-preparative HPLC
1 in HxO/acetonitrile 0.1% TFA gradient
((0% — 10% — 20% — 100% acetonitrile,
0.1% TFA (10 min/40 min/10 min)) Flow:
20 mL/min) to obtain cRAFT(Mal-46), as a
white solid (3.8 mg, 50%). HPLC 1 tg:
16.17 min (Method C); MALDI-ToF
(HCCA): calcd for [CgaH134N30026Ss+Na]*

temperature. the mixture was
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Cage(Ala). A 100 mM solution of cRAFT(ALD)s (42.1 pL, 4.21 pmol) in H>O was diluted in
DMF (403.9 pL) to afford a final concentration in scaffold of 5 mM. A solution at 13.5 mM of

cRAFT(Mal)s (311.8 pL, 4.21 pmol) in
DMSO/DMF (33/66) was added to the
mixture. Then, 45 (1.8 mg, 16.8 umol) was
added and the mixture was stirred for three
days at room temperature. The crude was
then purified by semi-preparative HPLC 1 in
H.O-TEAA/acetonitrile gradient (20% —
40% to obtain
Cage(Ala) as a white solid (1.3 mg, 10%).
HPLC tg: 13.25 min (Method E); MALDI-

acetonitrile (40 min))

ToF (HCCA): calcd for
[Clng192N4oO4oS4+N8.]+ 3128.31, found
3128.37.

/G\K’A\K//P

HN\(O HN
H

W NH
HN N ):o
N’ N
O O
/ \
HN-N S NH
o
oa> ﬁ;
d S
NH 07 “NH
IVI““"K\ KL /
A G

Cage(Arg). A 100 mM solution of cRAFT(ALD)4 (42.1 pL , 4.21 pmol) in H>O was diluted in
DMF (435 pL) to afford a final concentration in scaffold of 5 mM. A solution at 15 mM of

G\K/A\K/P

P\
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cRAFTarg(Mal)s (280.7 pL, 4.21 pmol) in
DMSO/DMF (25/75) was added to the
mixture. Then, 45 (1.8 mg, 16.8 umol) was
added and the mixture was stirred for three
days at room temperature. The crude was
then purified by semi-preparative HPLC 1
in H,O-TEAA/acetonitrile gradient (15% —
35% acetonitrile (40 min)) to obtain
Cage(Arg) as a white solid (4.6 mg, 33%).
HPLC tr: 12.30 min (Method E); MALDI-

ToF (HCCA): calcd for
[C138H206N4604054+H]+ 3176.44, found
3176.36.
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Conclusion

Ce travail d’ingénierie et d’auto-assemblage de systemes biomoléculaires multivalents a

permis de générer de nouvelles constructions destinées a la reconnaissance d’acides

nucléiques, la vectorisation de siARN et a l'inhibition enzymatique.

¢ Des plate-formes fonctionnalisées, basées sur des chéassis a-PNA, ont été préparées

pour la reconnaissance d'oligonucléotides (Figure 1A).

e La génération de clusters d’'iminosucres, par ligations sans métaux sur des plate-

formes peptidigues, a abouti a la découverte de puissants inhibiteurs d'o-

mannosidases (Figure 1B).

e Des clusters dynamiques ont été générés avec succés par une approche d'auto-
assemblage in situ basée sur des ligations réversibles de type click, pour la
complexation d'oligonucléotides. Le relargage des oligonucléotides en présence d’un
stimulus chimique a méme été observé. Par le biais d’'un criblage de I'architecture et
de la nature des ligands, des vecteurs de transfection ont été identifiés (Figure 1C).

o Enfin, ces ligations click, réversibles ou non, ont été engagées dans la construction

de cages peptidiques avec la création de deux nouveaux systemes (Figure 1D).
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Abréviations

Abreéviations
A : L-Alanine
AA : Acide aminé
ADN : Acide désoxyribonucléique
AFM : Microscopie a Force Atomique
ARN : Acide ribonucléique
Bn : Benzyle
BnBr : Bromure de benzyle
Boc: tert-butoxycarbonyl

BOP : (Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphatebp : base
pair (paire de base)

BuNA : Butyl Nucleic Acid

Cbz : Carboxybenzyl

Cbz-ClI : Chloroformate de benzyle

CDClIs : Chloroforme deutéré

CD30D : Methanol deutére

CHCI; : Dichlorométhane

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-éne
DCC : Dicyclohexyl carbodiimide

DCU : Dicyclohexylurée

DIEA : Diisopropyléthylamine

DHAP : 2,5-Dihydroxyacetophenone

DMF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

d6-DMSO : Diméthylsulfoxide deutéré

DPAP : 2,2-dimethoxy-2-phenylacetophenone
EDC-HCI : N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride
EDTA : Acide éthyléne diamine tétraacétique
eq : équivalent

Et,O : Diethyl ether

EtBr : Bromure d’éthidium

Fmoc : 9-fluorenylmethoxycarbonyl
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Abréviations

G : Glycine
Gly : Glycine
GNA : Glycerol Nucleic Acid

HATU : 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid
hexafluorophosphate

HBTU : N,N,N',N-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate
HCCA : a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid

i-PrOH : Isopropanol

ICGM : Institut Charles Gerhart Montpellier

ITC : Isothermal Titration Calorimetry (Calorimétrie de Titration Isotherme)

K : L-Lysine

Ka : Constante d’association

kb : kilobase

MALDI-ToF :

MEB : Microscopie Electronique a Balayage

MeOH : Méthanol

MET : Microscopie Electronique a Transmission

nBu : n-Butyl

NMP : N-méthyl-2-pyrrolidone

P : L-Proline

Pbf : 2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl

PDI : Indice de polydispersité

PNA : Peptide d'Acides Nucléiques

PyBOP : (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate
R : L-Arginine

Résine 2CTC : Résine de chlorure de 2-chlorotrityl

TBDMS-CI : tert-butyldiméthylsilane

TEAA : Triethylammonium acetate

TEM : Transmission Electronic Microscopy (Microscope Electronique a Transmission)
TFA : Acide trifluoroacétique

THF : Tétrahydrofurane

TIS : Triisopropylsilane

Tm : Température de demi-dénaturation
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Abréviations

TNBS : Acide trinitrobenzenesulfonique
Trt : Trityl

V : Volt

Z:Cbhz
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I a Nature est une source d'inspiration inépuisable. Elle a su développer des
méthodes complexes pour permettre |'évolution et aboutir aux systemes vivants

actuels par des processus d'auto-assemblage des constituants de la matiére.

La question qui se pose alors porte sur les moyens utilisés par la Nature pour
favoriser cet auto-assemblage et atteindre cette complexité. Comment ces constituants sont-
ils capables de se reconnaitre entre eux, de s'agréger ou encore de communiquer au sein du

milieu aqueux?

L'une des approches que le monde du vivant utlise pour permettre une
reconnaissance efficace et fiable, repose sur des interactions par le biais de multiples points
d'accroche. Pour répondre a cette question, 'Homme tente aujourd'hui de reproduire de
maniere synthétique cette approche multivalente, mise en ceuvre par la Nature pour

permettre de mieux comprendre ces phénoménes de reconnaissance.

Ce projet de thése repose sur le développement de nouvelles méthodologies par le
biais de l'ingénierie et de l'auto-assemblage pour la génération de systémes biomoléculaires
multivalents appliqués a la reconnaissance d'oligonucléotides, la vectorisation de siARN et
I'inhibition enzymatique.

Existe-t-il un réel effet de l'architecture et de la valence de ces systémes sur la
l'interaction avec la cible biologique? Et si oui, peut-on moduler cette reconnaissance? Peut-
on contrdler et guider I'assemblage des éléments vers la génération sélective de certains

systemes dynamiques?






