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AS : variation d’entropie
Ac : acétyle

AcOETt: acétate d’éthyle

ADME : administration distribution

métabolisation élimination

ADN : acide désoxyribonucléique
AHL : N-acyl-homosérine lactone
Anh : anhydre

AprA : protéase alcaline

APTS : acide para-toluenesulfonique
ARN : acide ribonucléique

Asc : ascorbate

ATP : adénosine triphosphate

BMT : 5-(benzylthio)-1H-tétrazole

BOP : (benzotriazol-1-
yloxy)tris(diméthylamino)phosphonium

hexafluorophosphate
Bz : benzoyle

CCM : chromatographie sur couche

mince

CH2Cl: : dichlorométhane
CH3CN: acétonitrile

Cne : cyanoéthyle

CPA : common polysaccharide antigen

CuAAC : copper (I) catalyzed alkyne-

azide cycloaddition

Cup : chaperon usher pathway

Cy3 : cyanine 3

DAPI : 4’,6-diamino-2-phénylindole
DFT : density functional theory
DIEA : N,N-Diisopropyléthylamine
DMAP : 4-diméthylaminopyridine
DMF : diméthylformamide

DMTT : diméthoxytrityle

DPAP : 2,2-diméthoxy-2-

phénylacétophénone

DPBS : dulbecco’s phosphate buffered

saline
E. Coli : Escherichia coli

EDC : 1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)carbodiimide
EDTA : éthylenediamine tétraacétique
ELLA : enzyme linked lectin assay
Ent : entérobactine

ESI : electrospray ionisation

ETA : exotoxine A

EtOH : éthanol

H20 : eau
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HPLC : high pressure liquid
chromatography

HRMS : high resolution mass

spectrometry
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I1QS : integrated quorum sensing
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MMTTr : 4-monométhoxytrityle
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PCH : pyochéline
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quinolone
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0S : quorum sensing
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ROS : reactive oxygen species
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SPR : surface plasmon resonance
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t.a. : température ambiante
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TEAACc : acétate de tri¢thylammonium
TBDT : TonB dependant transporter
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Introduction générale

Le phénomene de multirésistance aux antibiotiques et la difficulté a prévenir les
infectieux nosocomiales font partie des enjeux majeurs de santé publique du XXI° siecle.
Parmi les bactéries ayant trées rapidement développées cette capacité, Pseudomonas

aeruginosa (PA) fait I’objet d’études intenses du point de vue biologique et thérapeutique.

Diverses stratégies de lutte contre les infections de PA ont été imaginées, chacune a
pris pour cible des protéines ou des molécules clés impliquées dans la virulence. Souhaitant
contribuer a la lutte des infections dues a PA, la stratégie qui a été développée au sein du
laboratoire a fait naitre le projet « Glycomime ». Celui-ci se base sur I’inhibition de la
formation du biofilm, de 1'adhésion et de 'internalisation en ciblant les lectines solubles de

la bactérie.

Habituellement localisées au sein de la bactérie, celles-ci sont constamment retrouvées
dans la composition du biofilm et jouent des rdles importants dans 1’adhésion et la
virulence de la bactérie. PA compte deux lectines solubles, LecA et LecB, toutes deux sont
des protéines tétramériques calcium dépendantes qui interagissent avec des résidus
saccharidiques bien définis (galactose et fucose respectivement). Afin d’établir des
interactions efficaces avec ces protéines, le choix de la multivalence a été sélectionné.
Ainsi au cours du projet « Glycomime » une bibliotheque de glycoclusters visant ces deux
lectines a été réalisée. D’autres parts, comme chez la majorité des €tres vivants, PA a besoin
de fer pour se développer, pour cela elle a développé un systeéme d’approvisionnement en
fer extrémement spécifique et contr6lé qui utilise des petites molécules nommées
sidérophores. Dans le but d’augmenter [’activité antibactérienne des glycoclusters
« leads » obtenus au cours des études précédentes, le ciblage des lectines LecA et LecB
intra-bactériennes a été envisagé par I’¢laboration d’une stratégie de « Cheval de Troie ».
Celle-ci envisage la conjugaison des glycoclusters « leads » avec des pseudo-sidérophores
reconnaissables par la bactérie. Ainsi, les objectifs de cette thése ont été 1’élaboration des
conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores et [I’évaluation de leur activité

antimicrobienne envers PA.

Dans une premiere partie, nous décrirons la bactérie PA du point de vue biologique
ainsi que son mode d’infection afin d’expliquer le choix de la stratégie antimicrobienne

qui a été mise en avant. Un état des lieux du projet « Glycomime » sera présenté ; il en sera
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de méme pour les derniers ligands des lectines solubles et des conjugués antibiotiques

pseudo-sidérophores décrits dans la littérature.

Dans une seconde partie, nous détaillerons la synthese sur support solide des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores marqués par la cyanine 3. Ces derniers différeront par
le motif saccharidique et pseudo-sidérophore. Nous discuterons également des résultats de
criblage de ces composés sur les différentes souches de la bactérie dans le but de déterminer

leur capacité a traverser la paroi bactérienne via le transport du fer par les sidérophores.

Dans une troisieme partie, nous exposerons les stratégies de synthese a grande échelle
en solution des conjugués présentant les meilleures propriétés. De maniere similaire nous

discuteront des résultats biologiques obtenus avec ces composés.

Enfin dans une derniére partie, nous discuterons de la valorisation d’une réaction

secondaire observée au cours des étapes de synthese des conjugués.
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Chapitre 1 : Pseudomonas
aeruginosa : contexte biologique et
stratégies thérapeutiques
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Chapitre 1: Pseudomonas aeruginosa: contexte biologique et stratégies

thérapeutiques

l. Pseudomonas aeruginosa
A. Généralités

a) Historique et découverte

Pseudomonas aeruginosa (PA) est une bactérie du genre Pseudomonas, également
connue sous le nom de bacille pyocyanique ou bacillus pyocyaneus. Elle tire son nom
Pseudomonas du grec « pseudo » : ressemblance avec un « monas » : corps unicellulaire
possédant un flagelle. Avec I’émergence de la microbiologie, le terme « monas » fut utilisé
pour désigner un germe. Quant a aeruginosa, il vient du latin « vert de gris » pour désigner
la coloration particuliere de la bactérie, qui ressemble énormément a celle obtenue lors de
la corrosion du cuivre. Cette couleur est issue de la sécrétion, par la bactérie de nombreux
pigments, dont la pyocyanine (Figure 1, gauche) qui est une toxine possédant une

coloration bleue-verte (Figure 1, droite).

Figure 1 : Structure de la pyocyanine (gauche) et culture de PA sur le milieu cétrimide agar (droite)

Ce fat courant 1850 que Charles-Emmanuel Sédillot, médecin militaire et chirurgien
francais d’époque, observa pour la premiere fois ce microbe et fit le lien entre les infections
des plaies chirurgicales et la formation d’un écoulement bleu-vert présent sur les

pansements. !
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Il faudra attendre 1882, pour que la bactérie soit isolée et caractérisée par le pharmacien et

médecin militaire francais Carle Gessard au cours de ces études doctorales en médecine .’

Une bactérie ubiquitaire et omniprésente

PA est une bactérie appartenant a la famille des Pseudomonadaceace, qui est capable
de se développer dans des milieux environnementaux tres variés. Les travaux menés en
1973 par Van Hartingsveldt et Stouthamer, ont montré que PA avait la capacité de se
développer dans des systémes aussi bien aérobie qu’anaérobie selon la source d’azote
présente dans le milieu.® Cette bactérie est retrouvée sur des organismes vivants tel que les

6

plantes, 4les animaux > et I’Homme :® mais également sur des surfaces inertes comme les

sols ou les milieux humides.!

De part ces propriétés spectaculaires et son caractere saprophyte et parasitaire, PA fait
I’objet d’une grande vigilance dans le milieu hospitalier, car elle est omniprésente sur les
dispositifs médicaux allant du respirateur aux cathéters en passant par les systemes de
climatisation, de plomberie etc... et est véhiculé par I’intermédiaire des personnels

médicaux, des visiteurs et autres.

Génome

Le bagage génétique de PA est composé d’un chromosome circulaire double brin et

d’un nombre variable de plasmide selon les souches.

Ce génome est I’un des génomes bactériens les plus grands avec 6,3 millions de paires de
bases (Mpb) codant pour 5570 genes (soit 89 % du génome, Figure 2).” Grice aux outils
de génomique, 22 génomes bactériens ont pu étre comparés a celui de PA et ont permis
d’¢établir une phylogénie entre PA et Escherichia coli (E. Coli) mais également de mettre

en évidence I’importante complexité de ce génome.?
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P. aeruginosa

6,264,403 bp

Figure 2 : Génome de PA 7 Les cercles multicolores représentent le chromosome double brin, les génes
sont représentés par des couleurs différentes selon leur fonction (la correspondance couleur-fonction peut
étre retrouvée dans la base de donnée www.pseudomonas.com), les fleches rouges désignent les points de

départ et le sens de la transcription, les fleches vertes désignent les régions inversées a la suite de
recombinaison, les fleches bleues indiquent la positions de régions comportant des bactériophages, le

cercle ainsi que les barres jaunes représentent la teneur en guanine et cytidine.

Cette complexité est mise en évidence par la présence de nombreux fragments d’ADN
exogenes mettant ainsi en évidence la grande plasticité du génome de PA (Regions of

Genome Plasticity RGPs).

Aujourd’hui, les fonctions de seulement 54,2 % des genes de PA ont été identifiées. Plus
de 500 genes codent pour des facteurs de régulation de 1’expression des genes et 372 pour
la synthése d’enzymes impliquées dans la biosynthese de lipopolysaccharides, la synthese
de facteurs de virulence tel que les exoenzymes, les systemes protéiques permettant leur

excrétion, les protéines impliquées dans la motilité et I’adhésion.

Il a été décrit récemment dans la littérature que bien que le génome de PA soit conservé
entre les différentes souches, les phénotypes eux varient,” ce qui une fois de plus montre

la grande adaptabilité de la bactérie vis-a-vis de son milieu.
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Structure

PA est un bacille a Gram négatif a flagellation monotriche polaire (Figure 3, gauche).
La particularité de ces bactéries est caractérisée par la présence d’une double paroi

bactérienne mis en évidence par le test de Gram (Figure 3, droite).

Figure 3 : Photographie de PA en microscopie électronique a balayage (gauche, photo prise du site du

Centers for Disease Control and Prevention) et du test de Gram (droite, © Institut Pasteur/J.-F. Vieu)

L’enveloppe d’une bactérie Gram négative peut étre divisée en trois parties (Figure 4) :

e La membrane externe composée d’une bi-couche phospholipidique dans laquelle
sont enchassés des protéines, des porines et des lipopolysaccharides
e Le périplasme dans le lequel se trouve une fine couche de peptidoglycane

e Lamembrane interne composée €¢galement d’une bi-couche lipidique permettant de

délimiter le périplasme du cytoplasme

E Milieu
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©
©
&
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Figure 4 : Structure de la double paroi bactérienne
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La structure de cette enveloppe permet une protection renforcée de la bactérie face aux
agents antibiotiques, cette protection est d’autant plus augmentée lors de la formation
d’un biofilm (Faible diffusion des antibiotiques dans la matrice du biofilm et

ralentissement du métabolisme des bactéries qui y sont présentes, Figure 5).

Figure 5 : Photographie de microscopie électronique a balayage du biofilm de PA dans une sonde

endotrachéale (gauche),'’ et Photographie de biofilm de PA dans un cathéter sanguin (droite) en rouge
sont colorés les globules rouges, en jaune la bactérie et en bleu le biofilm ( © Institut Pasteur/A.
Chauhan, JM Ghigo, C. Beloin. Photo réalisée par Laboratoire de Biologie Cellulaire - Microscopie

Electronique, Faculté de Médecine de Tours. Colorisation JM Panaud)

B. PA et les infections nosocomiales

a) Données actuelles

Bien que PA ne présente pas de dangers majeurs chez les personnes saines (capable
de se défendre efficacement de ce pathogene), cette bactérie devient un pathogene sévere
voire mortel lorsqu’elle se développe chez des personnes immunodéprimées comme les
personnes atteintes du VIH ou encore de la mucoviscidose ou sous chimiothérapie. Elle
est multirésistante aux traitements thérapeutiques actuels et est impliquée dans diverses

infections nosocomiales.

Les infections nosocomiales sont I’ensemble des infections contractées a la suite d’une
hospitalisation, elles se déclarent généralement 48 h aprés 1’admission. Les personnes
directement concernées sont donc les patients ayant subis des interventions chirurgicales,
les grands briilés, les patients du service obstétrique, de gériatrie, de réanimation et
psychiatrique. D’autre part, il faut savoir que dans la majorité des cas ces infections sont

dues aux bactéries portées par le patient.
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Dans un communiqué de presse datant de février 2017, 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) cite la liste des bactéries pour lesquelles il est urgent d’avoir de nouveaux
antibiotiques. En téte de liste, PA est classé au seuil priorité 1 : critique au coté des
pathogenes Acinetobacter baumannii et des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae.
C’est pourquoi elle représente une menace particuliere pour les hopitaux et les maisons de

retraite imposant des dispositifs médicaux tels que les respirateurs ou les cathéters.

Afin de suivre aux mieux I’émergence de la multirésistance aux antibiotiques et de mieux
prévenir les risques qui y sont liés, en France depuis 1996, I’Institut national de Veille
Sanitaire (InVS) lance des enquétes nationales de prévalence des infections nosocomiales
et des traitements anti-infectieux tous les cinq ans dans les établissements de santé. La
derniere en date (Mai-Juin 2017) a impliqué 403 établissements soit 80 988 patients et a
démontré qu’un patient sur vingt a présenté au moins une infection nosocomiale et qu’un
patient sur sept a recu un traitement antibiotique. Dans 50 % des cas les bactéries E. coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et PA ont été responsables de ces infections,
PA représentant 6,3 % des cas. On estime que les infections nosocomiales sont le troisieme

risque de déces liés aux soins.

A ces enjeux majeurs de santé publique, une question économique est également mise en
avant. En effet, des travaux menés en collaboration par une équipe de chercheurs de
I’université de Versailles Saint Quentin-en-Yveline, de I’Inserm et de 1’Institut Pasteur ont
estimé le surcolit annuel des infections a bactérie résistante en France a 290 millions

d’euros pour les années 2015 et 2016.!1-12

Les infections causées par PA peuvent engendrer deux types d’infections : les
infections aigiies et les infections chroniques, et selon la pathogénicité de la bactérie divers

facteurs de virulence sont mis en jeu.

Afin de se développer et de garantir sa survie, PA a a sa disposition un arsenal de
facteurs pathogenes extracellulaires et membranaires (Figure 6). Dans le cas d’adhésion
sur I’épithélium, la bactérie est capable de moduler et de perturber le développement de
celle-ci et a terme provoquer la Iésion tissulaire. L’expression de ces facteurs de virulence
est soumise a régulation par divers phosphorelais et dépendante de la densité cellulaire via

le Quorum sensing.
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Figure 6 : Schéma de PA avec ses principaux facteurs de virulence ! et tableau récapitulatifs de leurs

roles
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Le mécanisme de développement d’un biofilm par PA peut étre divisé en 5 phases (Figure

7):

e Phase d’adhésion réversible de la bactérie sur la surface
e Phase d’adhésion irréversible de la bactérie sur la surface
e Phase de développement en micro-colonie

e Phase de formation et de maturation du biofilm

e Phase de dispersion de 1’agent pathogéne

Figure 7 : Mécanisme d’infection de PA '3

On parle de bactéries planctoniques lorsque les microorganimes sont en suspension dans
le milieu (phase I et phase V au sommet du biofilm), et de bactéries sessiles lorsque celles-

ci sont fixées sur une surface (phase II-V).

Tout au long de cette partie, nous décrirons les différentes phases du développement de PA

lors de I’infection et les facteurs de virulence qui y sont impliqués.

Phase d’adhésion et motilité de la bactérie

Le flagelle

PA possede un seul flagelle polaire qui est responsable de la motilit¢ de type
« swimming » et « swarming » de la bactérie.'* Il est constitué de trois parties : un filament
constitué de polymere de flagelline FIiC agencé en fibre et coiffé par plusieurs monomeres
de FliD, le tous connecté au corps basal (LPMS ring) présent dans 1’enveloppe de la

bactérie via un crochet FIgE (Figure 8).
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Figure 8 : Structure du flagelle '’

La force motrice du flagelle est souvent fournie a I’aide de pompes a protons dont 1’énergie
est transmise a un moteur constitué de deux complexes protéiques différents (MotAB et

MotCD), ces derniers jouant des roles distincts dans la motilité de PA.

L’utilisation d’une seule des deux protéines permet a la bactérie de nager dans les liquides
(motilité de type swimming) alors que I’activation de ces deux systémes est nécessaire dans
le cas ou elle doit se déplacer sur des surfaces plus visqueuses (motilité de type

swarming).'*

La motilité de type « swimming » permet a la bactérie planctonique de nager dans les
fluides comme 1’eau et les liquides biologiques, permettant ainsi la dissémination du

pathogene.

Quant au mouvement de type « swarming », il est caractérisé par un mouvement rapide et
coordonnée d’un groupe de bactéries dans un milieu plus visqueux et sur les surfaces.'¢ Ce
mode de déplacement est rencontré durant les phases de colonisation rapide de la bactérie
et au cours de la maturation du biofilm.!” Cette motilité est souvent associée a la production
et la sécrétion de biosurfactants tel que les rhamnolipides afin de limiter les phénomenes

de friction et de faciliter ’avancée du pathogéne.!'® 18

D’autre part, le flagelle de PA est capable d’interagir avec les récepteurs de reconnaissance
de forme (interactions FliC-TLRS) qui active la réponse immunitaire et induit de séveres
inflammations tissulaires.!® Afin d’éviter I’activation de ce systéme et d’échapper a celui-
ci, PA a développé un phénotype capable de se démunir de ce composant, celui-ci est
notamment retrouvé dans le cas des infections chroniques chez les patients atteints de la
mucoviscidose.?® Par ailleurs, le flagelle contribue également a 1’adhésion de la bactérie a
la mucine par I’intermédiaire de la protéine FliD et joue un rdle primaire dans la

colonisation des voies respiratoires. !
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Pili de type |V et rhamnolipide

Les pili de type IV sont des protéines appartenant a la famille des adhésines qui
permettent a la bactérie de se fixer aux tissues cellulaires en reconnaissant les
glycosphingolipides exposés a la surface des cellules épithéliales (asialo GM1 et asialo
GM?2). L’interaction avec asialo GM1 permet I’internalisation de la bactérie dans la cellule

hote et I’activation de la réponse inflammatoire.

D’autre part, les pili de type IV permettent a la bactérie de réaliser un type de mobilité
particuliere qui est le mouvement de type « twitching ». Celui-ci permet a la bactérie de
« marcher » en réalisant des mouvement séquentiels d’éloignement et de rapprochement
de ces adhésines.?? Cette motilité est notamment sollicitée durant les phases de formation

de microcolonies et de maturation du biofilm.!”

Protéine Cup ou fimbriae

Les fimbriae également appelées protéines Cup (Chaperon/usher pathway) sont des
adhésines impliquées dans la fixation de la bactérie sur les surfaces abiotiques et dans la
formation du biofilm.?® Chez PA, il existe trois systémes Cup : CupA, CupB, et CupC et

leur emploi permet une structuration des bactéries en fibres au cours de la colonisation.

Des études récentes ont permis de mettre en avant une relation entre 1’expression des
protéines Cup et I’expression d’enzymes impliquées dans la syntheése de la paerucumarin.
Cette coumarine active 1’expression des génes cup et favorise le développement du

biofilm.?*

Lipopolysaccharide (LPS)

Le lipopolysaccharide est le constituant le plus abondant de la membrane externe de
PA, il est composé de trois domaines : le lipide A (domaine hydrophobe) et de deux parties

oligosaccharidiques (domaine hydrophile : le core et I’antigene O).

Le lipide A, également nommé endotoxine, est un glycophospholipide directement ancré
dans la membrane. Lorsque la bactérie est en contact des cellules, le lipide A est capable

d’activer la réponse immunitaire.>’
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A ce lipide, un cceur oligosaccharidique, hautement phosphorylé, y est li¢ par
I’intermédiaire de 1’acide 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonique (Kdo), puis s’ajoute une

deuxiéme région polysaccharidique aussi nommée antigéne O.2¢

Chez PA, il existe deux formes de LPS : LPS A et LPS B. Le phénotype de la bactérie est
caractérisé par la présence ou par ’absence de I’antigéne O (phénotype lisse et rugueux
respectivement). Le phénotype lisse est généralement retrouvé dans le cas des infections
aigilies alors que le phénotype rugueux est plus souvent rencontré au cours des infections
chroniques. De plus, la bactérie est capable de changer d’un phénotype a ’autre pour
pouvoir passer du profil bactérie planctonique au profil bactérie sessile afin de mieux

s’adapter a son environnement.

L’antigéne O est une séquence saccharidique constituée d’unités osidiques (supérieurs a 8
sucres) répétées. Le phénotype de la bactérie est gouverné par I’expression de cet antigene
qui existe sous deux formes différentes. L’antigeéne O peut étre composé soit de la chaine
A (nommé antigene polysaccharidique commun (CPA)) qui est un homopolymere de D-
rhamnose (agencé en unité trisaccharidique) ; soit de la chaine B correspondant a un
hétéropolymere osidique composé d’unités de trois a cinq sucres différents, la nature du

sucre varie et dépend des génes exprimés par la bactérie.?’

A ce jour, 20 sérotypes ont été identifiés pour PA,?® et I’expression de 1’une ou 1’autre des

formes a un impact direct sur les propriétés infectieuses de la bactérie.?*°

Lors des étapes de maturation du biofilm, les LPS libres issus de la lyse bactérienne
contribuent a la protection des bactéries face aux agents antibiotiques et a la virulence des

autres bactéries présentes dans le milieu.’!2

D’autre part, il a récemment ét¢ montré que les LPS pouvaient interagir avec d’autres
protéines constituantes de la membrane externe pour renforcer I’imperméabilité de la
membrane bactérienne et ainsi augmenter la résistance de ce pathogene face au traitement

thérapeutique souscrit.?

Mise en place du quorum sensing et colonisation de I’hote

Le quorum-sensing

Le quorum-sensing (QS) correspond au principal mode de communication bactérien

« cellule-cellule », il est gouverné par la synthese et la diffusion de molécules
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autoinductrices. C’est un mécanisme extrémement controlé puisque plus de 300 geénes sont

sous son contrdle.>*

Chez PA, 3 principaux systemes du QS sont décrits dans la littérature : le systeéme
LasR/Lasl (ou LaslIR) et le systtme RhIR/RhII (ou RhIIR) qui sont dépendants de la
formation de N-acyl-homosérine lactone (AHL) ¥3-3¢ et le signal Pseudomonas quinolone

dépendant de la formation d’alkyl-quinolines (PQS et HHQ).?’

Dans le cas des systeme QS LasR/Lasl et RhIR/RhlI, les molécules produites sont des N-
acyl-homosérine lactones propre a chaque systeme (3-oxo-C12-HSL et C4-HSL
respectivement) synthétisées par des AHL-synthases distinctes (LasI et RhII
respectivement). Dans I’environnement, la bactérie détecte la concentration de AHL
environnantes ce qui lui donne une information sur la densité cellulaire afin de mieux
s’adapter a son milieu. Une fois une concentration seuil dépassée, les AHL se lient a des
régulateurs transcriptionnels (LasR et RhIR) et induisent la transcription des genes
impliqués dans la virulence.*® Afin de consolider ce réseau, ces systémes sont étroitement
liés avec le systeme dit « signal Pseudomonas quinolone » (PQS) responsable de la
syntheése de quinolones spécifiques (2-heptyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone (PQS) et ses
dérivés HHQ et HAQ) qui agissent comme un signal supplémentaire pour favoriser
I’expression de ces systémes QS AHL dépendant.’® Entre autres, 1’activation de la
régulation de la production d’autres facteurs de virulence tel que 1’élastase, les
rhamnolipides, les lectines LecA, ou encore la pyocyanine, le PQS est également impliqué

dans la régulation des protéines liées au maintien de I’homéostasie du fer.*°

En 2013, J. Lee et ces collaborateurs ont découvert un quatrieme systeme QS controlé par
le QS Las dépendant qu’ils ont nommé Integrated Quorum sensing (IQS). Ce systeme est
tres actif en cas de manque de phosphate et est tres fortement 1ié a la pathogénicité de la
bactérie. La molécule clé de ce systeme est le 2-(2-hydroxyphényle)-thiazole-4-
carbaldéhyde, une fois synthétisée son action se traduit par une augmentation drastique de
la mortalité des hotes. Aujourd’hui des études supplémentaires sont encore nécessaires afin

de mieux comprendre ce nouveau réseau de communication.*!*2

En plus des molécules diffusives propres a chaque systeme QS, s’ajoute également la
minutieuse régulation des génes d’intérét via de petits ARN nommés SARN.*3*> Ces SARN
sont généralement des oligonucléotides compris entre 50 a 300 nucléotides qui agissent

comme activateurs ou répresseurs post-transcriptionnel de certains genes. Deux
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mécanismes sont employés au niveau post-transcriptionnel par les SARN : par appariement
de 6 a 12 nucléotides avec I’ARM messager (ARNm, mécanisme antisense) ou en se liant

aux protéines de liaison a I’ARN bloquant ainsi le site de reconnaissance de I’ AR Nm.**47

Aujourd’hui encore, de nombreuses études sont menées sur différentes souches de PA
issues de laboratoires et/ou de patients afin de comprendre le fonctionnement des différents

é49

réseaux QS,* le lien entre le QS et la pathogénicit et 1’¢laboration de nouvelles

stratégies thérapeutiques.>%->!

Exotoxine A

L’exotoxine A (ETA) est la toxine la plus dangereuse sécrétée par PA. Elle est
synthétisée sous forme de pro-toxine inactive dans le milieu extracellulaire puis est
internalisée par endocytose dans les cellules hotes. Cette protéine est structurée en trois
domaines : le domaine I qui interagit avec les récepteurs de la cellule hote induisant
I’endocytose, le domaine II qui induit un ciblage transmembranaire de la protéine et le
domaine III qui posséde une activité ADN ribosyltransférase.>> Une fois cette protéine

internalisée, elle bloque la synthése protéique de la cellule induisant sa mort par nécrose .’

Protéases

Durant les infections causées par PA trois grandes familles de protéines protéolytiques

sont retrouvées : les élastases, les protéases alcalines et les protéases IV

Les élastases sont des métalloenzymes a zinc responsable de la dégradation de 1’élastine °*
et de la déstructuration de la matrice extracellulaire entrainant la dégradation des tissus.>-
6 PA posséde deux élastases, LasA et LasB, qui agissent de maniére synergique au cours

des stades d’invasion et de colonisation des tissus.>’

Les protéases alcalines (AprA) sont des métalloprotéases a zinc dépendantes du calcium
capables de dégrader la fibrine et les cytokines.’3>° Elles agissent en concert avec les
élastases afin de diminuer I’immunogénicité de la bactérie en dégradant les résidus de
flagelles éparpillés dans le milieu extracellulaire avant leurs interactions avec les

récepteurs TLR.!%: ¢

N

Les protéase IV sont des endoprotéases a sérine responsables de la dégradation de

I’¢lastine. Outre leurs roles dans la déstructuration des tissues, les protéases IV sont
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également capables de dégrader les protéines immunogenes, les surfactants pulmonaires

61-62 ) 63-64

et les protéines de stockage du fer de 1’hote (transferrine et lactoferrine

Pyocyanine

Comme nous avons pu le voir au début de ce chapitre, les cultures de PA ont la
particularité d’avoir une couleur bleue-verte, celle-ci est due a la sécrétion par la bactérie
de la pyocyanine. Cette molécule est un agent oxydant qui permet a la bactérie de se
protéger de 1’action des macrophages et des neutrophiles en contribuant a la formation des
espéces réactives de ’oxygeéne (ROS) responsable du stress oxydant.® Les ROS peuvent
altérer I’intégrité de la cellule hote a différents plans : dégradation de I’ADN induisant la
nécrose cellulaire, altération de la membrane cellulaire en interférant dans la synthese des

acides gras et altération de la synthese protéique.

Systémes de sécrétion

Afin de garantir la sécrétion et la diffusion des différentes toxines décrites
ultérieurement, PA a a sa disposition une collection de systemes de sécrétion adaptés a
chaque type de toxine. Ces systemes sont classés en six grandes familles nommées systeme
de sécrétion de type I a type VI ou T1SS a T6SS (Figure 9). Selon la machinerie de
sécrétion utilisée, PA peut soit envoyer directement la toxine du cytoplasme bactérien vers
le cytoplasme de la cellule hote (mécanisme de sécrétion a une étape), soit emmagasiner

celle-ci dans le périplasme avant de la sécréter dans I’environnement (mécanisme de

sécrétion 2 deux étapes).5°
Systéme de sécrétiona
une étape .
\ Cellule héte
o Membrane cellulaire
Systeme de sécrétiona
deux étapes
\ \
|
T5a8S T5bSS
A ' ‘ - . " '~ Membrane externe
Pseudomonas \ Y
aeruginosa " da -
l . . . a - Membrane interne
[ass | Il EE == .

Figure 9 : Les systémes de sécrétion de PA, schéma modifié de S. Wagner et al.”’
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Dans les systemes employant un mécanisme a deux étapes, nous avons le T2SS et le T5SS.
Dans ce mécanisme de sécrétion, la toxine est d’abord transloquée au niveau du périplasme
apres reconnaissance et clivage d’un peptide signal par les complexes protéiques présents
dans la membrane interne, puis est sécrétée dans le milieu extracellulaire via le systeme de
sécrétion spécifique. Il existe deux machineries protéiques capables de réaliser ce passage
du cytoplasme bactérien au périplasme : les complexes Sec et Tat. Parmi les facteurs de
virulence libérés par ces complexes protéiques, nous retrouvons 1’¢lastases, les lipases, les

phosphatases alcalines, la phospholipase C et certaines adhésines fimbriales (Tableau 1).

En parallele de ces systemes protéiques, les systemes de sécrétion T1SS, T3SS et T6SS
permettent a la bactérie d’envoyer directement ces toxines dans le milieu extracellulaire
(T1SS) ou a I’intérieur de la cellule hote (T3SS, T6SS) en perforant la membrane cellulaire
de celle-ci. Ce mécanisme d’action permet a la bactérie a la fois d’échapper au systéme

immunitaire de 1’hote et de provoquer sa dégradation.

Parmi les toxines libérées via T3SS et T6SS, les exoenzymes (ExoS, T, U, Y) et les
effecteurs de T6SS (PIdA et PldB) jouent un rdle important dans 1’internalisation de la

bactérie dans la cellule hote.!

Mécanisme de sécrétion Systeme de sécrétion Toxines sécrétés

Deux étapes

Une étape

Tableau 1 : Mode de sécrétion des facteurs de virulence et les systemes associés

Phase de formation et de maturation du biofilm

Une fois le QS bien établi et I’empilement de fibres bactériens suffisantes, PA se lance
dans la formation d’une matrice qui lui permet de proliférer librement en se protégeant des
agents du systéme immunitaire de 1’hote et de 1’action des antibiotiques, la rendant ainsi
extrémement résistante. Cette ensemble (bactéries plus matrice) appelée biofilm est un
mucus caractéristique d’une architecture en champignon spécifique du type d’infection.

Un gradient d’oxygeéne et de nutriment y est créé et permet aux colonies de bactéries de
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s’approvisionner tout en étant protégées. Ainsi, a la base du biofilm nous avons une activité
de bactéries en quasi-anaérobie dont la croissance est ralentie et plus on se rapproche du
niveau du « chapeau » (en haut du biofilm), plus nous avons un mélange de bactéries en
aérobie et de cellules lysées. Comme nous avons pu le voir plus haut, PA est capable de
développer différents modes de motilités via les adhésines Cup, les pilis de type IV et le
flagelle, ces protéines sont notamment sollicitées lors du développement du biofilm afin

de proliférer.'’

Concernant la composition de la matrice du biofilm, nous retrouvons essentiellement des
polysaccharides (alginate, Pel et Psl), mais également de I’ADN extracellulaire, des
protéines (lectines), des petites molécules (sidérophores, facteurs de quorum sensing) et
des sels. L’ensemble de ces composés permettent le maintien de la structure et la

communication bactérie-bactérie ou cellule-bactérie au sein du biofilm.%’

Polysaccharide

L’alginate est un exopolysaccharide (EPS) constituant 50 a 90 % de la masse du
biofilm. Il s’agit d’un polymere saccharidique (B-1,4) composé d’acide L-guluronique et
de D-mannuronique. Ce polysaccaride est synthétisé des les premiers stades de
développement du biofilm par la bactérie. Sa synthese est effectuée au niveau de la
membrane bactérienne, le polymere formé se retrouve dans le milieu extracellulaire puis

est clivé de la membrane pour former la base du biofilm. %3¢

D’autres polysaccharides constituent la matrice du biofilm, notamment de Psl
constitués de D-mannose, L-rhamnose, et de D-glucose et de Pel essentiellement constitué
de glucose. Contrairement a 1’alginate, la synthése de ces deux polysaccharides reste
encore un théme peu connu et fait 1’objet de recherches approfondies.®® Néanmoins leurs
roles dans le maintien des interactions intercellulaires et dans la maturation du biofilm sont

bien établis.”°

ADN extracellulaire (eDNA)

Sous le controle du QS, de I’ADN extracellulaire est retrouvé dans la matrice du
biofilm. Celui-ci provient de 1’autolyse des bactéries qui y sont présentes au cours des
stades avancés du développement du biofilm.** 7!’ Cet ADN est composé d’un mélange

d’ADN chromosomial bactérien et de plasmides. Au cours de sa prolifération dans le
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biofilm, la bactérie est capable de récupérer une partie de cet ADN pour modifier son

génome.”> 74

La concentration d’ADN dans le milieu varie au cours du temps et selon la localisation
dans le biofilm,’! et constitue un élément indispensable au début du développement du
biofilm jusqu’a sa maturation.!” 7> D’autre part, celui-ci contribue également a I’activation

de la réponse immunitaire chez les patients.”6"’

Lectines solubles

Les lectines sont des protéines appartenant a la famille des adhésines généralement
synthétisées par les plantes et les bactéries. Chez PA, deux lectines solubles dépendantes
du calcium ont été décrites dans la littérature : LecA et LecB.”®7° LecA permet notamment
d’établir des interactions bactérie-cellule ou bactérie-bactérie par reconnaissance de sucres
bien spécifiques. Ces protéines sont essentiellement localisées dans le cytoplasme de PA,
avec une prédominance de LecA,®® mais sont également retrouvées dans le biofilm au

81

niveau des membranes bactériennes.®” Le mécanisme expliquant leur localisation

extracellulaire demeure encore a ce jour un mystere a résoudre.

La présence de ces lectines dans le milieu extracellulaire permettrait a la bactérie

82 et d’augmenter la virulence des infections.®’ La

d’augmenter sa capacité d’adhésion
régulation de ces protéines est gérée par le systeme QS plus précisément par le systeme

Rhll et PQS que nous avons présenté plus haut.34-%

D’autre part, la dissémination du pathogéne est fortement favorisée par la présence de
LecA dans le milieu car celle-ci est capable d’interagir avec les glycosphingolipides

exprimés a la surface des érythrocytes.5°

LecA (anciennement nommé PA-IL) est la premiere lectine purifiée par chromatographie
d’affinité. C’est une protéine tétramérique de 51 kDa composée de quatre sous-unités
identiques de 121 acides aminés chacune.®’” Chaque sous unité forme une structure
secondaire en sandwich- B avec la présence d’un calcium au niveau du site de
reconnaissance (Figure 10).%8 Cette lectine interagit spécifiquement avec le D-galactose et
ces dérivés. La constante d’association (K,) obtenue pour le D-galactose (K, = 3,4 x 10*
M) a été calculée a partir du test d’inhibition de I’hémagglutination. Bien que le ligand
naturel de LecA soit le D-galactose, d’autres dérivés de ce sucre ont également été étudiés

et ont montré que les composés phényl-f-D-galactosides et un dérivé thiogalactoside
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permettaient une inhibition de I’hémagglutination de 100 % (o-nitrophényl-B-D-
galactoside a 0,4 mM et phényl-B-D-thiogalactoside a 0,06 mM) comparé a 60 % pour le
ligand naturel (0,5 mM).?° Ces résultats ont pu étre expliqués plus tard par Kadam et al.
grace a des études cristallographiques qui ont mis en évidence une interaction CH-m entre

le noyau aromatique du galactoside et I’histidine 50 de LecA.%°

Figure 10 : Structure cristallographique de LecA en présence du D-galactose ¢

Des études réalisées par B. Lanne et al. et S. Kirkeby et al. ont pu démontrer que la nature
du sucre voisin du galactose était importante dans le phénomene de reconnaissance entre
LecA et les glycosphingolipides présents a la surface des cellules °' ce qui influence la

pathogénicité de la bactérie.”?

LecB (anciennement nommée PA-IIL) est la deuxieme lectine soluble produite par PA lors
de ces infections. C’est une protéine tétramérique qui nécessite deux atomes de calcium
par site de reconnaissance. Elle est constituée de quatre sous-unités de 11,7 kDa soit 114

acides aminés chacune °3

organisé en feuillets B-antiparalleles.”* Présente au niveau
cytoplasmique et sur la membrane extracellulaire, elle est également impliquée dans la
formation du biofilm.”> Contrairement a4 LecA, LecB peut interagir avec deux sucres : le
L-fucose (K, = 1,5 x 10° M!) et le D-mannose (K, = 3,1 x 10> M!) %S et présente une forte

affinité pour les oligosaccharides de la série Lewis.”*
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Figure 11 : Structure cristallographique de LecB en présence de L-fucose **

Des études menées par Sonawane et al. et plus récemment par Passos da Silva et al. ont
permis de mettre en évidence 1’action synergique de LecB avec d’autres facteurs de
virulence tel que la protéase 1V, les pilis et I’exopolysaccharide Psl.”’® Ces actions
synergiques sont notamment bénéfiques pour le maintien de la structure du biofilm mais

également dans la virulence.”’

Pyoverdine et pyochéline

Afin de s’approvisionner en fer, PA synthétise deux molécules chélatantes du fer
appartenant a la famille des sidérophores : la pyoverdine (PVD) !%° et 1a pyochéline (PCH)

101 (Figure 12), la pyoverdine étant le sidérophore le plus sollicité en cas de carence de

fer 102

O _NH N OH 1{(2)\;/0
HO HO_ B dn 1 \2 5
NH N %j’
H/gOHO\N s—/% s
OHNVN OH O)\H
| Pyochéline (PCH)
HO . OH

Pyoverdine (PVD)

Figure 12 : Structure chimique de la pyoverdine (gauche) et de la pyochéline (droite)

La structure de la pyoverdine peut étre divisée en trois parties : une ossature peptidique

sur laquelle est liée un chromophore de type quinoline qui lui confere des propriétés
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spectrales bien définies en présence ou en absence de fer (teinte jaune-verte et
fluorescence) et un fragment comportant deux fonctions acides hydroxamiques (Figure 12,
gauche). En présence de Fer III (Fe (III)), la molécule adopte une géométrie octaédrique
qui fait intervenir dans la sphere de coordination la fonction catéchol et les deux fonctions
hydroxamates pour obtenir une steechiométrie 1:1 et un K, de 103! M! qui diminue a 10°
M lorsque le Fe (III) est réduit en Fe (II).!°* Le complexe est reconnu dans un premier
temps par deux transporteurs bien spécifiques, présents sur la membrane externe de PA, le
transporteur Fpva et FpvB, grice a la reconnaissance de la partie peptidique de la molécule
et du chromophore.!?*1% Une fois le complexe introduit dans 1’espace périplasmique, la
PVD est dissociée du Fe (III) apres une étape de réduction du Fe (III) en Fe (II) et est
renvoyés dans le milieu extracellulaire.!?” Le Fe (II) est quant a lui pris en charge par des
protéines périplasmiques qui sont reconnues par des transporteurs de type ATPase (ABC
transporteur) de la membrane interne pour transloquer le Fer (II) dans le cytoplasme '8
(Figure 13, gauche). Dans la littérature, différentes structures de la pyoverdine ont été
décrites pour le genre Pseudomonas, celles-ci different au niveau de la structure (linéaire
ou cyclique), de la nature et du nombre d’acides aminés et constituent un critére de

classification du genre Pseudomonas.'®

recycling : 2 \
TN re re" Fe

FpvA ¢"FPVB Outer membrane [ FptA
verdine FpVF :
A vl T &N Periplasm

1 4 F Fpv
:]‘ : FpvD ! i ‘ Inner membrane
FpVE Cytoplasm

PvdRT-OpmQ TonB

JeN TonB
Fe

)

I
I
i

roverdine Fe /‘r ne-Fe ' Pyoche_lin—Fe
! =
i
i

FptX

Figure 13 : Schéma du mécanisme d’internalisation du fer via la pyoverdine (gauche) et via la pyochéline

(droite) '1°

La pyochéline est quant a elle une molécule beaucoup plus petite que la pyoverdine,
elle résulte de la condensation du salicylate et de deux molécules de cystéines, formant
ainsi les noyaux thiazolidine et thiazoline. Le noyaux thiazolidine est fonctionnalisé par

un groupement acide carboxylique et la thiazoline par un groupement phénol (Figure 12,
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droite). La spheére de coordination formée autour du Fe (III) adopte une structure
octaédrique asymétrique dans laquelle est impliquée deux molécules de PCH pour un
atome de Fe (III). Autour du Fe (III), nous retrouvons la tétra-coordination des atomes
d’azote, du phénol et de I’oxygeéne de 1’acide carboxylique de la premi¢re PCH et la
coordination du duo phénol-N1 ou acide caboxylique-N2 de la deuxieme PCH.!!! La
molécule chélate le Fe (III) avec une valeur de K, 1,37.10° M™! ''2 puis est reconnue dans
un premier temps par le transporteur extra-membranaire FptA pour étre introduite dans le
périplasme puis dans un second temps par la perméase de la membrane interne FptX pour

étre transloquée dans le cytoplasme '3 (Figure 13, droite).

Entre autres leurs roles dans le maintien de ’homéostasie du fer chez la bactérie, les
sidérophores contribuent également a I’homéostasie d’autres métaux essentiels tel que le
sodium, le magnésium ou le calcium, et a I’épuration des métaux toxiques dans la bactérie,

permettant ainsi d’empécher que celle-ci ne s’empoisonne. '

Il est a noter également que la biosynthese de ces sidérophores est un processus hautement
organisé qui est pris en charge par un ensemble de complexes protéiques, nommé
sidérosome. Ce complexe est localisé au niveau de la membrane interne de PA et selon la
nature du sidérophore a synthétiser le nombre et la nature des protéines impliquées dans ce

complexe varient.!!4

Au cours des infections liées a PA, les sidérophores jouent un rdle clé dans la course au fer

115 116-117

avec les cellules avoisinantes et contribuent au mécanisme de virulence.

Généralités

Chez les bactéries et comme dans la majorité des organismes vivants, 1’élément fer
tient un réle angulaire dans le développement et la survie de 1’organisme di a son potentiel
redox remarquable ( Fe?* === Fe’" = Fe*" ) et a sa capacité a coordiner et a activer
I’oxygene. Sur Terre en milieu en aérobie, cet élément est retrouvé sous la forme
d’hydroxyde de fer (III) Fe(OH)s, cependant sa faible solubilité (constante de solubilité
1073%)!18 Je rend difficilement biodisponible dans 1’environnement (concentration dans les
milieux aqueux 107'® M).!'° D’autre part, chez les organismes hotes, le fer est également

faiblement disponible pour la bactérie car cet élément est stocké dans diverses
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macromolécules comme 1’héme et la ferritine chez I’Homme (entre 10 M et 102* M dans
les fluides biologiques) alors que la bactérie a besoin d’une concentration ferrique
intracellulaire de 1’ordre du micromolaire pour proliférer (besoins en fer par génération 103

M a 10° M).'"?

Afin d’outre passer ce probléme de biodisponibilité, les bactéries ont développé deux

120

principales stratégies d’acquisition du fer qui sont : la synthese de sidérophores et

’appropriation de I’héme.!?!

Synthése des sidérophores et transport actif

La premicere stratégie, qui est également développée chez les champignons, repose sur
la synthese de composés organiques a faible poids moléculaire, compris entre 150 et 2000
Da, appelés sidérophores. Ces molécules ont la capacité de capturer le Fe(Ill) avec une
grande affinité et de le rapporter au microorganisme.!'® 2 Chez PA, deux sidérophores

sont synthétisés et sécrété€s pour le maintien du taux de fer (voir plus haut).

Aujourd’hui plus de 500 sidérophores ont été répertoriés '2°

et classés dans trois grandes
familles chimiques, par ordre d’affinité décroissante pour le Fe (III) nous avons :!?? les

catécholates, les hydroxamates et les a-hydroxy-carboxylates (Figure 14).

Selon le microorganisme, ces molécules peuvent tre cycliques ou linéaires ; présenter une
structure bi-, tri-, tétra-ou hexadente et impliquer des atomes variés dans la coordination
du Fe (II) (oxygene, azote). Dans la Nature, c’est 1’architecture hexadente qui est

prédominante car elle posséde le plus grand pouvoir chélatant.!!8
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Figure 14 : Exemples de structures de sidérophores naturels

Le complexe ferrisidérophore est reconnu par un transporteur spécifique localisé sur la
membrane externe nommé TonB Dependent Transporters (TBDT). Dans le but de contrdler
minutieusement son homéostasie ferrique, la bactérie a mis en place un systeme de
transport actif et trés spécifique pour chaque sidérophore, c’est pourquoi il existe dans la

Nature autant de transporteurs membranaires que de sidérophores.!??

Ces TBDTs sont classés dans deux familles selon leur structuration. De maniere générale
les TBDTs possédent une structure composée de deux domaines : un tonneau 3 organisé
en 22 feuillets antiparalleles enchassés a travers la membrane externe et d’un domaine
globulaire composé de 4 feuillets B entourés de boucle et d’hélices qui forme un
« bouchon » au niveau de la lumiére du tonneau (cas du TBDT FptA, Figure 15 gauche).!'??
Dans le cas de la deuxieme famille de TBDT, un domaine de signalisation est présent dans
I’espace périplasmique en plus (cas du TBDT FpvA, Figure 15 droite), ce domaine permet
I’activation de genes impliquant la synthese des sidérophores et des TBDTs. Une fois le

complexe ferrisidérophore reconnu au niveau extracellulaire (site de reconnaissance

constitué par des résidus d’acides aminés du tonneau et du « bouchon »), un changement
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conformationnel est effectué et permet de déplacer le domaine globulaire dégageant ainsi

la lumiére du tonneau.'?

FptA FpvA
+ +
complexe ferripyochéline complexe ferripyoverdine

- Tonneau P

| Domaine de

Domaine signalisation

(B) globulaire

Figure 15 : Structures des transporteurs FptA (gauche) et FpvA (droite) A) vue de face, B) vue du dessus
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Le complexe est ensuite transporté dans 1’espace périplasmique pour étre pris en charge
par une protéine périplasmique (Periplasmic Binding Protein PBP). Ce mécanisme
d’internalisation est dépendant de 1’énergie fournie par le complexe protéique TonB
localisé au niveau de la membrane interne. Cette machinerie est généralement constituée
des protéines ExbB, ExbD et TonB.!?* Le complexe PBP-sidérophore-Fe est ensuite
reconnu par un récepteur localisé dans la membrane interne (transporteur ABC ou

perméase) pour €tre envoyé dans le cytoplasme (Figure 16).

Le fer peut €tre dissocié du sidérophore via deux mécanismes : soit par réduction du Fe(III)
en Fe(Il), soit par modification chimique du sidérophore. Selon la bactérie cette réaction
peut étre réalisée dans le périplasme ou dans le cytoplasme.'?> Comme nous 1’avons décrit
plus haut, dans le cas de la pyoverdine, la réduction du fer est réalisée au niveau du

périplasme.
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Figure 16 : Schéma des mécanismes de récupération du fer chez les bactéries Gram négatives '?!

Appropriation de ’heme

En parallele de la stratégie sidérophore, les bactéries ont également développé une
stratégie visant a récupérer le fer stocké dans les hémoprotéines (Figure 16). Pour cela,
deux stratégies ont été développées par PA impliquant deux systemes hemophores : Phu et

Has 126

Dans le mécanisme Phu, I’héme est directement transporté via le transporteur PhuR dans
le périplasme. Ce mécanisme d’internalisation est similaire au systéme TonB décrit pour
les sidérophores. Dans le périplasme, 1’héme est pris en charge par une protéine
périplasmique (PhuT) puis envoyé dans le cytoplasme via un ABC transporteur (PhuUV)
localisé sur la membrane interne. Une fois dans le cytoplasme, c’est la protéine
cytoplasmique PhuS qui réceptionne 1’héme. Cette protéine transfére I’héme a une héme

oxygénase entrainant la libération du fer et la formation de biliverdine.!?!- 127-128

Dans le systeme Has, la protéine hemophore HasAp est synthétisée puis sécrétée dans le
milieu extracellulaire via le systéme de sécrétion de type I. La protéine se lie a I’héme puis
le complexe est reconnu par le récepteur HasR. L’héme est donc transféré dans le
périplasme ol il est pris en charge par une protéine périplasmique.'? Puis comme dans le
systeme Phu, le complexe est reconnu par un récepteur de la membrane interne (HasDEF),

I’héme est envoyé dans le cytoplasme ot il est dégradé pour libérer le fer.!
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Au cours de ces infections, PA est capable de choisir la stratégie de captage de fer
appropriée a son milieu pour proliférer, ce qui une fois de plus montre sa grande capacité

d’adaptation.'3!

Les sidérophores exogenes

En plus des stratégies décrites précédemment, PA a également la possibilité d’utiliser

plus d’une dizaine de xénosidérophores. Parmi ces sidérophores exogeénes, nous avons

132 125,133

I’entérobactine et le ferrichrome.

Entérobactine

L’entérobactine (Ent) est une molécule cyclique issue de la condensation de 3 sérines
et de 3 acides 2,3-hydroxybenzoiques (Figure 14). Cette molécule est classée dans la

famille des sidérophores catécholates et est naturellement synthétisée par [’espéce

134-135 136

Enterobacteriaceace dont E Coli, Klebsiella pneumonia et Salmonella

typhimurium.'>’

OH

OH

Enterobactine
Escherichia Coli

Comme pour la pyoverdine chez PA, Ent est sécrétée dans le milieu extracellulaire par E
Coli pour chélater le fer avec une trés grande affinité (K, > 10*> M1).138 Le complexe est
reconnu par un transporteur via le systtme TonB (FepA chez E Coli,'*° PfeA et PirA chez

PA '49-141) ce qui lui permet de traverser la membrane externe de la bactérie.

Chez PA, des études sont encore en cours pour élucider le mécanisme du transport du

complexe Ent-Fe, néanmoins des travaux récents '*

ont permis de mettre en évidence
I’hydrolyse du complexe Ent-Fe dans le périplasme contrairement a ce qui est décrit chez
E Coli ou cette réaction est effectuée dans le cytoplasme par I’estérase Fes.!** Dans ces

mémes travaux, la question du passage du fer dans le cytoplasme de PA n’a pas pu étre
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résolue, cependant deux mécanismes sont en cours de réflexion. Le premier mécanisme
repose sur 1) ’hydrolyse de Ent par I’estérase PfeE et maintien des 3 fragments N-(2,3-
DiHydroBenzoyl) Sérine (DHBS) dans la sphere de coordination du fer, 2) le passage dans
le cytoplasme via un transporteur, puis 3) la réduction du fer entrainant la dissociation des
fragments ; le deuxieme mécanisme débute de la méme maniere et propose I’inversion de

I’étape de réduction avec 1’étape de transport a travers la membrane interne (Figure 17).
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Figure 17 : Mécanisme proposé pour l’internalisation du complexe Ent-Fe chez PA 1%
Ferrichrome

Le ferrichrome, également appelé desferrichrome, est un sidérophore appartenant a la
catégorie des hydroxamates, sa structure est composée d’un hexapeptide cyclique auquel
trois N-Acyl-N-Hydroxy-L-ornithines y sont fonctionnalisées. C’est une molécule
d’origine fungique naturellement synthétisée par le genre Aspergillus, Penicillium et

Ustilago, qui chélate le Fe (III) avec une importante affinité (K. = 10%° M. 144

Desferrichrome
Aspergilus

Chez PA, la reconnaissance du complexe ferrichrome est garantie par deux transporteurs

TBDT : FiuA et FoxA."** Arrivé dans 1’espace périplasmique, le complexe ferrichrome-
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Fer traverse la membrane interne via le transporteur FiuB pour se retrouver dans le
cytoplasme. Dans ce compartiment, le fer est réduit par une réductase non encore
caractérisée et le sidérophore est acétylé par la N-acétyltransférase FiuC pour étre recyclé

vers le milieu extracellulaire !*° (Figure 18).

Acetylated
Desferrichrome

recycling Ferrichrome

£ £

e
FiuA iFoxA
£
FiuB I

ﬁe TonB
|
~

+ Fe
Desferrichrome

FiuC

NI

+ Fe
Acetylated desferrichrome

Figure 18 : Mécanisme proposé pour ['internalisation du complexe ferrichrome chez PA 119

C. PA une bactérie multirésistante

Dans un communiqué lancé par L. B. Rice en 2008,'** le terme de ESKAPE Bug est
apparu. Il désigne le top 6 des bactéries qui échappent (« escape » en anglais) aux
traitements antibiotiques actuels, cette liste est composée de : Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter species. Certaines d’entre elles sont méme multirésistantes et
nécessitent un besoin urgent d’approfondir les études sur leurs modes de fonctionnement
et d’¢laborer de nouveaux agents antimicrobiens. D’autre part, due a I’augmentation de ce
phénomene de multirésistance (Multi Drug Resistance MDR), de nombreux organismes
comme la société américaine des maladies infectieuses (IDSA) au Etats-Unis et ’OMS,
essayent de mettre en place des programmes favorisant la recherche et le développement
dans le domaine infectieux.'*® Cependant malgré de nombreux efforts trés peu de

molécules potentielles réussissent a passer 1’ensemble des phases cliniques.!*’
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Chez PA, 3 grands mécanismes de résistance peuvent étre distingués : la résistance

intrinseque, la résistance acquise et la résistance due aux phénomeénes d’adaptations.

La premiere résistance intrinseque engendrée par PA est due a la faible perméabilité
de sa paroi. D’autre part, en plus de posséder une double paroi, celle-ci a développé trois
mécanismes  d’inactivation/élimination des  antibiotiques ce qui  augmente
considérablement sa résistance. Parmi ces mécanismes, il existe ’utilisation d’enzymes
périplasmiques capables de dégrader les B-lactame (B-lactamase),'*® la présence d’enzymes
149

capables de modifier la structure des aminoglycosides

efflux.'°

et la synthese de pompes a

Les B-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes périplasmiques réparties dans quatre familles (A,
B, C et D) selon leur composition en acide aminée.!>! Dans le processus de résistance, elles
contribuent a la dégradation des antibiotiques de type B-lactames en hydrolysant la liaison
amide cyclique (lactame) que I’on retrouve notamment dans les antibiotiques de type
pénicilline, les carbapénemes, les céphalosporines et les monobactames (Figure 19), ce qui

a pour conséquence I’inactivation de 1’agent antibiotique.!>!"152
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Penicilline Céphalosporine Carbapéneme Monobactame

Figure 19 : Structure générale des antibiotiques

Dans les infections chroniques engendrées par PA, la bactérie exprime énormément les B-
lactamases de classe C, appelées également céphalosporinases, dont I’AmpC lactamase.
Cette enzyme est fortement exprimée a cause de 1’activation du géne chromosomiale AmpC
par certaines PB-lactames dont les céfoxitines, les imipenemes et les céphalosporines de
troisiéme génération.'>!: 153 Ce géne est conservé dans I’ensemble Pseudomonas mais est
également retrouvé chez le genre Enterobacteriaceae." '>* D’autre part, ces enzymes

présentent une tres faible sensibilité aux inhibiteurs de lactamases classiquement utilisés

49



Pseudomonas aeruginosa : Contexte biologique et stratégies thérapeutiques

(acide clavulinique, sulbactam et tazobactam) ce qui engendre 1’échec de certaines

stratégies de traitements. >3

Les aminoglycosides transférases

Afin de limiter 1’action des antibiotiques du type aminoglycoside, la bactérie a
développé une stratégie visant a modifier la structure de 1’antibiotique en ajoutant un
groupement chimique sur les hydroxyles libres (-OH) ou les amines primaires (-NH2)
présents sur la molécule thérapeutique (Figure 20), entrainant ainsi leur inactivation '
(Figure 20). Les enzymes chargées de cette mission sont classées en 3 familles : les
acétyltransférase (AAC) qui permettent 1’acétylation des fonctions amines primaires, les
nucléotidyltransférase (ANT) qui ajoutent une adénine monophosphate sur les fonctions

hydroxyles et les phosphotransférases qui catalysent la phosphorylation des fonctions

alcools.!°

AAC
ANT
APH

AMP

AMP: Adénosine MonoPhosphate

Figure 20 : Structure de ['aminoglycoside Kanamycine B généralement utilisé dans les infections de PA et

les positions susceptible d’étre modifiées '*°

Les pompes a efflux

Les pompes a efflux sont des protéines transmembranaires permettant 1’épuration de
toxines vers le milieu extracellulaire. Ces protéines sont généralement classées dans 5
familles : la famille des RND (Resistance Nodulation Division), la famille des MFS (Major
Facilitator Super-family), la famille des ABC (ATP-Binding Casette), la famille des SMR
(Small Multidrug Resistance) et la famille des MATE (Multidrug And Toxic compound

Extrusion).!7-158
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Chez PA, les pompes a efflux fortement activées sont les complexes RND MexAB-OprM
et MexXY-OprM.'” Celles-ci favorisent 1’élimination des antibiotiques de type
fluoroquinolone, tétracycline et chloramphenicol mais également des P-lactames et des

aminoglycosides. !>’ 10

Ces systemes sont composés de trois protéines qui agissent en synergie pour éliminer les

molécules toxiques.'6!

La résistance acquise est un processus impliquant la modification de I’information
génétique par des mutations ou par 1’acquisition de geénes résistants via un transfert

horizontal (Figure 21).

La mutation génétique est un processus qui apparait naturellement lorsque 1’organisme est
soumis a un stress. Au cours d’un traitement sous antibiotique (stress), un groupe restreint
de bactéries peut subir ces changements génétiques ; les bactéries sensibles a 1’antibiotique
disparaissent et laissent place au regne des bactéries ayant développées la ou les
mutations.'®® Ces mutations affectent généralement le mécanisme de synthése des PB-
lactamases ou des pompes a efflux mais influent également sur la modification des acides

aminés des sites actifs des enzymes ciblées par les antibiotiques et autres.

Le transfert horizontal de gene est le mode de dissémination des genes résistants le plus
puissant que possede la bactérie. Ce mode d’échange peut se faire selon trois méthodes :
par incorporation d’un nouveau fragment ADN par échange entre une bactérie en phase de
multiplication et une bactérie lysée (transformation), par incorporation d’un nouveau
fragment d’ADN via I’action d’un phage (transduction) ou par échange de plasmides entre

deux bactéries (conjugaison).
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Figure 21 : Les différents modes de transferts horizontaux de génes schéma repris de Pang et al. 1%

Cette facilité a intégrer de nouveaux fragments d’ADN est due a la présence de nombreux

intégrons, ce qui confére au génome de PA une trés grande plasticité.!04-163

c) Effet d’adaptation

Au cours de certains traitements antibiotiques utilisés a faible concentration, la
bactérie est capable de développer, a long terme, ce qu’on appelle une résistance due a
I’adaptation au traitement.! Cette résistance peut étre également observée lorsque 1’agent
pathogéne est soumis a des concentrations croissantes en antiobiotique.!®® C’est un
phénomene réversible qui n’est pas forcément dii & des mutations mais qui est la réponse

de la variation de I’expression des génes stimulés par I’environnement. !¢’

Deux mécanismes sont responsables de 1’émergence de ce phénomene, le premier
mécanisme met en jeu un mécanisme rapide et transitoire qui permet des changements
phénotypiques faibles entrainant la formation de colonies au phénotype hétérogene. Lors
de traitement a long terme c’est plutdt un mécanisme lent et stable qui est mis en place,
impliquant souvent des changements irréversibles conférant a la bactérie une résistance

permanente et spécifique a I’ antibiotique.'¢’

Chez PA, la formation du biofilm est un trés bon exemple de résistance par effet
d’adaptation,'®® qui est responsable de la hausse de la résistance aux antibiotiques d’un

facteur 10 a 1000.'%°
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Dans le cadre de la lutte contre la multirésistance de PA, divers axes de recherche ont

1. 13

été développés. Dans une revue réalisée par S. Wagner et a et plus récemment par Pang

163 on peut notamment distinguer quatre stratégies : la premiére s’intéresse a

et al.
I’¢laboration de nouveaux agents antibiotiques agissant avec des modes d’action variés
(inhibition de la synthese protéique, inhibition de la synthese de la paroi bactérienne,
inhibition des topoisomerases, inhibition de la chaine respiratoire, substitution du fer par
du gallium, peptide antimicrobien, PNA antisens, tétracycline), la deuxieme cible les
facteurs de virulence (systeme de sécrétion, protéases, adhésines), la troisieme vise a
interférer dans le quorum-sensing (bloquer la biosynthese des molécules auto-inductrices,
interférer dans leur reconnaissance avec leurs récepteurs) et la derniere touche au

développement de molécules adjuvantes (inhibiteur des pompes a efflux, modulateur de la

réponse immunitaire) permettant ainsi une action synergie des molécules thérapeutiques.

Dans cette partie nous allons essentiellement nous intéresser sur les dernieres avancées
concernant les molécules interagissant avec les lectines solubles de PA (LecA et LecB) et

celles qui exploitent le transport du fer.

A. La multivalence, les lectines prises pour cibles

Afin de maximiser 1’inhibition d’une protéine, les chimistes médicinaux cherchent
constamment a synthétiser de petites molécules inhibitrices ayant une affinité¢ de 1’ordre
du nanomolaire, bien que la Nature choisit tres souvent des substrats possédant des affinités
faibles pour leurs partenaires protéiques. Les interactions misent en jeu durant les
phénomenes de reconnaissance substrat-protéine sont classées parmi les interactions dites
« faibles » car elles sont réversibles et thermodynamiquement de basse énergie. Dans le
terme d’interactions faibles on englobe trés souvent les liaisons hydrogeéne, 1’effet
hydrophobe et les interactions ioniques. Celles-ci sont notamment présentes au cours des
interactions sucres-lectines comme chez LecA et LecB,? °* % mais également dans la

reconnaissance des sidérophores par leur transporteur. 23
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Une autre manicre d’interférer dans le mécanisme d’une protéine est de créer un
compétiteur puissant vis-a-vis du substrat naturel, pour se faire le choix de la multivalence
s’impose. Nous avons noté précédemment que pour pouvoir jouer leur réle de facteur de
virulence, les lectines interagissaient avec des sucres bien spécifiques simultanément grace
a ses 4 sous-unités. LecA interagit avec le D-galactose et LecB avec le L-fucose et D-

mannose avec des K, respectifs de 3,4 x 10* M!, 1,5 x 10° M et 3,1 x 10> M1.3%-%

La multivalence est définie comme étant la capacité d’un ligand multivalent a établir
plusieurs liaisons avec son récepteur multivalent (Figure 22 cas B et C) en comparaison
avec I’interaction monovalente qui elle ne permet qu’une seule interaction (Figure 22 cas
A). La multivalence permet d’augmenter fortement 1’affinit¢é d’un ligand pour son
récepteur grace a I’effet « cluster » qui en émane. On parle d’effet « cluster » lorsque
I’affinité du ligand (Figure 22 cas C) pour son récepteur est supérieure a la somme des

affinités issues des interactions monovalentes (Figure 22 cas B).

e = &

3-8 £k

Figure 22 : Représentation de l’interaction monovalente A), de plusieurs interactions monovalentes B) et

B)

de [’interaction multivalente C)

En thermodynamique, l’effet « cluster » est contrdlé par deux parametres que sont
I’enthalpie et 1’entropie. L’enthalpie peut étre traduit comme étant la contribution
énergétique a former I’interaction ligand-récepteur (liaisons hydrogene, effet hydrophobe,
interactions ioniques etc.) celle-ci est importante lors de 1’étape de reconnaissance.
L’entropie constitue la part de « désordre » du systeme. On entend par désordre, le degré
de liberté du systéme, plus ce degré de liberté est élevé plus I’entropie est grande. Dans un
systéeme multivalent lorsqu’un des ligands multivalents interagit avec son site de

reconnaissance, le colit entropique pour que les autres ligands interagissent avec leur site
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d’interaction diminue ce qui a pour effet d’augmenter 1’affinité pour le récepteur. Ainsi un
ligand multivalent aura toujours un cofit entropique moindre comparé au systeme multi-
monovalent. L’enjeu étant de trouver un ligand multivalent avec une préorganisation

optimale pour le récepteur pour diminuer encore plus le cofit entropique.

Dans le cadre de ce projet, afin de tirer parti de cet effet « cluster », les lectines ont été

choisies comme récepteur multivalent et les glycoclusters comme ligands.

Au cours de ces dernieres décennies, plusieurs topologies de clusters ont été imaginées
pour interagir avec les lectines LecA et LecB dans le but de diminuer la formation du

biofilm. Un état de I’art a été réalisé en 2015 par Cecioni et al. '"°

concernant les ligands
des lectines LecA et LecB publiés jusqu’a 2014, c’est pourquoi dans la suite de cette
discussion, nous présenterons seulement les ligands rapportés dans la littérature aux cours

des cinq dernieres années.

La synthese de ligands pour les lectines a trés souvent eu pour objectif la diminution
de la formation du biofilm. Afin d’obtenir le ligand le plus affin, différentes structures
monovalentes et multivalentes ont été imaginées (Figure 23 et Figure 24). On peut
néanmoins souligner que certains de ces ligands ont également servi a d’autres applications

tel que I’imagerie.!”!

Le composé 1 est un ligand monovalent qui a été développé dans un premier temps pour
rechercher de nouvelle interaction dans le site de reconnaissance de LecA. La recherche
de nouvelles interactions avec les acides aminés environnant a souvent permis d’augmenter
’affinité des ligands pour LecA.!”? Dans ce cas, I’acide aminé recherché pour établir une
nouvelle interaction a été la cystéine 62. L’évaluation du composé 1 et de son énantiomere
a permis de montrer I’importante activité de 1 (ICso = 64 uM). D’autre part, il a été montré
que le ligand était li¢ a la lectine grace a I’ouverture de 1’époxyde par attaque nucléophile
de la cystéine 62. Afin de valoriser cette réaction avec I’époxyde, la molécule 1 a été
dérivatisée pour obtenir la molécule 2 afin de développer un marqueur fluorescent capable
de marquer spécifiquement les lectines LecA présentes dans le biofilm et de permettre leur

visualisation.

De leur c6té les équipes de Pieters et de Reymond ont développé des ligands divalents

pour tirer parti de la multivalence. Les études comparatives réalisées entre le ligand 3 de
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Pieters et le glycopeptide 4 de Reymond ont montré que le composé 3 possédait une valeur
de Ky trois fois plus petite que celle du composé 4 (28 nM et 83 nM respectivement).!”® Si
I’on se penche sur les valeurs d’entropies obtenues pour chacun de ces composés (-TAS(4)
= 19,3 kcal/mol ; -TAS(3) = 1,3 kcal/mol) on observe une hausse de celle-ci dans le cas du
ligand 4, ce qui suggere une importante réorganisation du systeme lors de la reconnaissance
due 2 la grande flexibilité du ligand 4, d’ou la plus haute valeur de K4 pour celui-ci. A
travers ces résultats intéressants, s’est donc posée la question de I’influence de la
«rigidité » du ligand dans I’optimisation des interactions avec LecA. Les travaux de
recherches menés par I’équipe de Pieters ont abouti a la conclusion que I’affinité du ligand

ne dépendait pas seulement de la rigidité mais également de la solvatation du ligand.'”*

En effet, le cceur phényle du ligand S et butyle du ligand 6 ont permis d’obtenir un Kq de
13 nM comparé au ligand au cceur glucose 3 qui a un Kq de 28 nM. Bien que les valeurs
d’affinités des ligands 5 et 6 soient identiques, les valeurs thermodynamiques démontrent
une entropie défavorable pour 5 due a la différence de solvatation des composés. En

conclusion de ces différents résultats, le ligand divalent 6 semble étre un trés bon candidat.

Cette méme étude a également été réalisée sur des ligands présentant le groupement
phényle a c6té du galactose, et ont montré une baisse de 1’affinité par rapport aux composés
S et 6 (Kaq =35-94 nM). Ces observations ont été corrélées avec la forte augmentation du
colt entropique, ce qui montre que méme si les composés présentent le groupement
phényle pour bénéficier de la stabilisation grice a la liaison CH-n entre ’histidine 50 et
I’aglycone phényle, il semblerait que ce gain soit écrasé par le surcofit entropique engendré
par le réarrangement de la protéine vis-a-vis de ces composés. Par ailleurs, des études
antérieures, ont mis en évidence que les jonctions triazoles pouvaient étre substituées par

des fonctions thio-urées sans modification de la valeur de Kg4.!”>
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Figure 23 : Structures des ligands mono- et divalents de LecA apparues dans la littérature depuis 2015

Bien des architectures ont été imaginées pour optimiser les interactions avec LecA,
parmi les dernieres apparues dans la littérature, nous avons 1’hélice a proline. Des études
réalisées par nos confréres taiwanais '’® ont abouti a I’obtention des différents composés 7
avec des constantes de dissociation autour d’une centaine de nanomolaire (Kq = 136, 174,

278 et 180 nM). Ce qui est intéressant de relever dans cette étude, c’est que le composé
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indolique 7d établit une interaction supplémentaire avec la proline 51 qui est favorisée
grace a la rotation du noyau indole. Entre autres, ces propriétés structurales, il est a noter
¢galement que I’hélice a proline est trés résistante aux enzymes protéolytiques présentes

dans le sérum ce qui fait de cet architecture un trés bon candidat médicament.

En s’inspirant des travaux réalisés par 1’équipe de Pieters, la synthése et le criblage de
glycodendrimeéres au cceur rigide et souple ont été réalisés par Angeli et al.!”” Ce criblage
a permis d’évaluer I’affinit¢ des composés au cceur rigide 8 et au cceur souple 9.
Globalement, tous les glycodendrimeres ont montré une affinité augmentée par rapport au
ligand monovalent sauf pour les glycodendrimeres portant le lien triéthyleneglycole (8e,
9e¢) et méthylénepyridine (8f, 9f), cela démontre bien I’importance du noyau aromatique
dans le gain d’affinité. En comparant les affinités obtenues pour les glycodendrimeres au
ceeur souple (Ka =32 a 62 nM) et rigide (Kq =22 a 75 nM), il semble que le cceur souple
soit légérement plus favorable que le cceur phényle sauf exception pour les
glycodendrimeres portant le phényle-propyle (8k, 9k) ou le squelette de la lysine (81, 91)
ou la tendance a été inversée (Kq cceur souple 38 nM et 32 nM, cceur rigide 33 nM et 22
nM respectivement). En conclusion de cette étude, ce sont les glycodendrimeres portant le
galactoside phényle-lysine (81, 91) qui ont obtenu les meilleurs affinités (22 nM et 32 nM
respectivement) pour LecA avec une nette préférence pour le cceur rigide (K¢ = 22 nM).
Des études de docking ont permis d’expliquer ce gain d’affinité par 1’établissement d’une
interaction électrostatique entre I’ammonium de la lysine et le carboxylate de 1’acide

aspartique 47.
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L’accent qui a surtout €té apporté ces cinq dernieres années dans la synthése de ligands
de LecA, a concerné la synthése et I’optimisation de ligands tétravalent issues de leurs
homologues divalents. Parmi ces composés on peut relever le ligand tétravalent 10 de
Reymond qui a montré une nette amélioration du Ky par rapport a I’homologue divalent 4
(tétra 2.5 nM et di 83 nM respectivement) accompagné d’une inhibition totale de la
formation du biofilm & 20 uM (contre 150 uM pour le composé divalent).'”® Le ligand 11
de Pieters !7® a quant a lui montré une diminution de la formation du biofilm de 46 % 2 28
UM (50 % inhibition biofilm a 150 uM pour le divalent) malgré la hausse du Kq par rapport
au ligand divalent (di 12 nM, et tétra 59 nM). Au travers de ces résultats, nous pouvons
conclure que les ligands tétravalents ont un pouvoir de multivalence plus important que les
ligands divalents qui est démontré par la steechiométrie 4 lectines pour un ligand. De plus,
un phénomene d’agrégation de ces ligands avec les lectines a été observé ce qui a pour

effet la déstructuration du biofilm voire méme 1’inhibition totale de sa formation.

Les travaux réalisés par le consortium francais (équipe J-J. Vasseur, S. Vidal, E.

Souterand, G. Vergoten) 7%

ont permis I’optimisation des glycoclusters a cceur mannoside
12. La modulation du lien aromatique L2 du galactoside a une impacte directe sur ’affinité
vis-a-vis de LecA. En effet, si ’on compare les valeurs de Kq obtenues pour la série
triéthyleneglycole avec le lien L, phényle positionné en ortho (304 nM), méta (52 nM) et
para (39 nM), il semblerait que I’orientation para soit optimale (Cette tendance est
retrouvée quelques soit le lien L1). Concernant cette fois-ci la nature du noyau aromatique,
huit noyaux aromatiques ont été incorporés a la structure (phényle, furanyle, thiophényl,
pyridyle, tyrosyle) et c’est le composé ayant le lien L; triéthyleéneglycole et L> tyrosine
CO:H (K4 19 nM) qui a montré la meilleure affinité au cours de ce criblage. Ce score peut
étre justifié grace a la formation d’une interaction ionique entre le carboxylate de la
tyrosine et I’histidine 50. D’autre part, toujours dans le but d’établir des interactions
supplémentaires avec LecA, ces équipes de recherche ont synthétisé une bibliotheque de

glycoclusters a ceeur mannoside possédant cette fois-ci un lien supplémentaire au niveau

des jonctions phosphates, cependant aucune amélioration de I’affinité n’a été observée.'%°

Par ailleurs, ce méme consortium a évalué 1’affinité des glycodendrimeres 13 et 14 par
rapport a leurs homologues divalents respectifs 8 et 9.!”7 Au cours de ce criblage, les
glycodendrimeres tétravalents au cceur souple ont vu leurs affinités pour LecA augmenter
par rapport a leurs homologues divalents, le meilleur glycodendrimere étant celui portant

le galactoside phényle-lysine. Concernant les composés au cceur rigide, les affinités des
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molécules tétravalentes n’ont pas énormément ¢té modifiées par rapport aux composés 8.
Dans cette série, seul les glycodendrimeres portant le galactoside triéthyleneglycole et
galactoside méta-pyridine ont pu obtenir une amélioration de leurs affinités, néanmoins
celles-ci restent inférieurs aux affinités obtenues pour les glycodendrimeres portant des

aglycones aromatiques.

Dans le but d’accroitre I’action anti-biofilm, certains groupes de recherche comme
celui de S. Vidal '8! et J.L. Reymond '®? en collaboration avec A. Imberty se sont aventurés
dans la construction et 1’évaluation de ligands multivalents possédant plus de 4 résidus
galactosides a partir de dendrimere ou de pillar[5]aréne. Cependant les résultats obtenus
pour ces composés n’ont pas €té probant, car il semblerait que les ligands possédant plus
de 4 résidus galactose ne permettent pas d’obtenir des affinités plus grandes, voire méme

dans certains cas induisent la perte de I’activité anti-biofilm.

Tout comme pour LecA, LecB a également été la cible de ligands a visée anti-biofilm.
Nous avons pu voir au début de ce chapitre que LecB interagissait spécifiquement avec le
L-fucose et de D-mannose avec une affinité beaucoup plus importante que celle observée
pour le D-galactose avec LecA. Cette grande affinité peut étre expliquée par la présence de
deux cations calcium au sein du site de reconnaissance ce qui a pour effet d’augmenter le
réseau de liaisons hydrogene avec le ligand et in fine la hausse de I’affinité. D’autre part,
des études cristallographiques de LecB avec le D-mannose ont permis de mettre en
évidence 1’établissement d’une liaison hydrogene entre 1’hydroxyle 6 du mannose et la
sérine 23 de la lectine.!®? Ayant cette information en main, certains groupes de recherche
se sont intéressés a la synthese de ligands mannosides dans le but d’augmenter son affinité

pour la lectine.

Dans I’optique d’élaborer des ligands mannosides puissants, les récents travaux de R.
Sommer se sont concentrés sur I’amélioration des ligands amide 15 et sulfonamide 16.'3%
186 LLa premiére optimisation a concerner le rétablissement de la liaison hydrogéne entre
I’hydroxyle 6 et la sérine 23. Pour cela deux séries de molécules ont été synthétisées :
amide 17 et sulfonamide 18. Un mélange des deux configurations des composés a été
obtenu puis leurs ICso calculées. Dans 1’ensemble, ce sont les composés de configuration

S 17 et 18 qui ont obtenu les meilleures valeurs d’ICso, avec des valeurs deux fois plus
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basses pour la série sulfonamide (ICso ~100 uM) comparée a la série amide (ICso ~200
uM). Bien que ces valeurs soient a 1’échelle du micromolaire celles-ci n’ont pas été
améliorées par rapport aux composés de référence amide 135 et sulfonamide 16 (37 uM et
3,4 uM respectivement) ce qui amene a conclure que la liaison hydrogene hydroxyle 6 -

sérine ne joue pas un rdle crucial dans la reconnaissance.

Les études de relation structure-activité du mannoside 15 ont permis d’obtenir des
composés avec des valeurs d’ICso comprises entre 27 et 73 uM. Parmi ces mannosides, le
composé cinnamide 19 a été identifié comme étant le meilleur avec une valeur d’ICso
améliorée en comparaison avec celle du mannoside 15 : 19,9 uM et 37 uM respectivement.
Des études de résonnance plasmonique de surface (SPR) et de résonance magnétique
nucléaire (RMN) ont montré que 15 et 19 interagissaient avec LecB selon le méme mode
de reconnaissance. D’autre part, les valeurs de K4 obtenues pour le ligand 19 (par ITC 11
uM et SPR 8 uM) ainsi que sa demi-vie (8,9 min) ont permis de montrer le potentiel de ce
composé a devenir un bon agent thérapeutique. Au vu de ces résultats encourageants et
dans 1’optique de développer ce mannoside comme futur médicament, I’équipe de R.
Sommer, en collaboration avec 1’équipe de A. Imberty, a réalisé des études comparatives
entre différents composés mannosides de la série amide et sulfonamide ainsi que leurs
homologues fucosides!®®. Dans la liste des composés a tester, les molécules 15, 16 et 19
ont été choisis. Par ailleurs, le composé mannoside portant le groupement benzamide et le
mannoside sulphonamide thiopheéne ainsi que leurs homologues fucosides ont également
été synthétisés et étudiés. De maniere générale, les valeurs de Kq obtenues chez deux
souches distinctes de PA, ont confirmé le gain d’affinité des composés sulfonamides
(mannoside 16 - 2 uM, fucoside 2 — 0,34 uM) comparé a leurs homologues amides
(mannoside 20-100 uM, fucoside 4-2 uM). Les études ADME menées avec les dérivés
fucosides sulfonamides 20 et 21 ont montré leur potentiel a étre développés en tant que

médicaments administrables par voie orale.
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Figure 25 : Structures des ligands tétra- et multivalents de LecA apparues dans la littérature depuis 2015

En parallele de ces résultats trés encourageants pour les ligands monovalents, d’autres

équipes de recherche se sont concentrées sur la synthése et I’étude de ligands multivalents.

Le criblage de 156 oligosaccharides naturels et 55 glycoclusters de topologies diff érentes

sur LecB ont montré une fois de plus la grande affinité de la lectine pour les sucres de la

série Lewis (a et x).'% Les glycoclusters utilisés pour cette étude ont présenté soit un cceur

pentose (arabinose, xylose et ribose) pour construire les clusters trivalents, soit un coeur

hexose (galactose, glucose et mannoses) afin d’ obtenir les clusters tétravalents. Concernant

I’influence de la topologie des glycoclusters sur 1’interaction avec LecB, se sont les

glycoclusters tétravalents qui ont obtenus les meilleures affinités pour LecB, ce qui

confirme une fois de plus I’importance de la multivalence dans I’interaction glycocluster-

LecB. La longueur des bras du glycocluster a également été évaluée, cependant aucune

corrélation directe n’a pu étre établie entre les composés. Au terme de ce criblage, le

composé 22 semble étre le glycocluster de choix pour cibler LecB.

Les pillar[5]arénes de 1’équipe de Vidal ont permis d’obtenir des ligands multivalents

exposant 10 et 20 fucosides.!'8! Le pillar[5]arénes arborant 20 résidus fucosides a donné la

meilleure valeur de Kq (par ELLA 150 nM) et d’ICso (6 nM) avec une steechiométrie

cluster:lectine de 1:10.
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Par ailleurs, la construction de glycodendrimeres par auto-assemblage de fucosides ou
mannosides comportant un noyau photosensible a également été réalisée pour construire
des ligands multivalents.!®® La mise en solution des monomeéres amphiphiles 23 et 24 induit
la formation de micelles cylindriques de rayons variables selon la décoration du noyau
phényle. Grace a ces structures entre 130 et 800 résidus ont été exposés a la surface de la
micelle, cependant seul les micelles de mannoside ont montré une nette diminution de

I’ICso (1-3 uM) par rapport a leur molécule de référence (a-ManOMe, 88 uM).

En conclusion, ces cinq dernieres années tres peu de ligands multivalents ont montré
de grande capacité a se lier a LecB. Un criblage d’une bibliothéque d’oligosaccharides a
permis d’identifier les meilleurs ligands de LecB afin de construire les glycoclusters au
ceeur osidique adéquats. Avec des valeur d’ICs faible (< 2 uM), les fucosides monovalents

apparaissent comme de bons candidats.

B. Le projet Glycomime

Initialement cong¢u en 2008 pour développer des systemes miniaturisés de détection
d’interactions sucre-lectine, le projet « Glycomime » a pu profiter de 1’essor d’un
consortium pluridisciplinaire pour concevoir et évaluer une multitude de molécules
« sucrées » multivalentes. Le ciblage des lectines LecA et LecB a permis de contribuer a
la lutte contre le développement des infections de PA et a abouti a un candidat (ou lead)

potentiel aprés 6 ans d’études (Figure 26).

Les 6 premicres années d’études de ce projet ont surtout concerné la mise au point de
la méthodologie de synthese de plusieurs plateformes osidiques aux topologies variées et
a leur évaluation sur différentes lectines. Grace a la robustesse de la syntheése des
oligonucléotides et a 1’effervescence de la chimie click et de la chimie combinatoire, de
nombreux glycooligonucléotides ont pu voir le jour. C’est notamment au cours de ces
premieres années de travaux que les deux lectines solubles de PA, LecA et LecB, ont été

sélectionnées comme cibles de choix pour ce projet. '8’

Dans la continuité de ces travaux, la deuxieéme partie de ce projet s’est tournée vers la
synthese de glycooligonucléotides inédits sur support solide et de leurs évaluations sur

puce a ADN avec les lectines LecA et LecB. D’autre part, apres criblage des différents
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clusters, la synthese en solution des meilleurs composés a été développée et optimisée. Les
produits finaux ont ensuite fait 1’objet d’étude sur bactérie pour évaluer leur capacité a
inhiber la formation du biofilm de PA. A ce stade, deux glycoclusters « leads » ont pu étre
identifiés.

Naturellement, la synthése a grande échelle d’un des « lead » a été réalisée pour
évaluer in vivo sur un modele murin son activité et sa toxicité. Au terme de ces travaux,
des résultats trés encourageants ont été obtenus et ont poussé les porteurs du projet a
pousser d’avantage les études sur ces « leads » en ¢laborant une nouvelle stratégie d’action
pour ces molécules. Celle-ci a notamment reposé sur la stratégie du « Cheval de Troie » en
exploitant la voie du transport du fer de PA. Les travaux de these présentés dans ce

manuscrit s’inscrivent dans cette derniere phase de développement des molécules « lead ».

Equipe « Oligonucléotides modifiés » du
Département des Analogues et Constituant des

Equipe « Oligonucléotides
Acides Nucléiques de Montpellier (J-J. VASSEUR)

modifiés » du Département des
Analogues et Constituant des

Acides Nucléiques de Equipe « Glycochimie et Reconnaissance
Montpellier (J-J. VASSEUR) Moléculaire » (A. MARRA)
CHU de Lille Département Unité de Glycobiologie Structurelle et Fonctionnelle
Anesthésiologie et réanimation de Lille (J-M. LACROIX)

Equipe « Oligonucléotides modifiés » du chirurgicale (E. KIPNIS)

Département des Analogues et Constituant des
Acides Nucléiques de Montpellier (J-J. VASSEUR)

Unité de Glycobiologie Structurelle et [ K Elaboration de la
Fonctionnelle de Lille (J-M. LACROIX) \ stratégie du « Cheval
~~ Synthése a grande de Troie » des
échelle du « lead » et « lead » et études sur
) \ tests in vivo chez la bactéries
Institut des Nanotechnologie de I'Ecole . 2 ) souris
Centrale de Lyon (Y. CHEVOLOT) Synthése en solution des
« hits » et études sur
Laboratoire de Glycochimie de I'institut de @ bactéries
Chimie et Biochimie Moléculaires et $
Supramoléculaire de Lyon (S. VIDAL) Criblage sur puce a
ADN, calcul des
Equipe « Oligonucléotides modifiés » du afﬁnité‘s etdes
paramétres

Département des Analogues et Constituant des

Acides Nucléiques de Montpellier (J-). VASSEUR) @
Synthése de
bibliothéques de
glycooligonucléotides

thermodynamiques

Figure 26 : Evolution du projet « Glycomime »

b) Glycocluster |¢™ génération

Les premieres phases de développement du projet Glycomime se sont focalisées sur la
mise au point de la méthode de syntheése d’une bibliothéque de composés multivalents aux

190-193 ainsi que la mise au point de la technique de criblage de ces

topologies tres variées,
composés vis-a-vis des lectines.!**1%% Les ligands ciblant les lectines solubles de PA

obtenus ont pu étre classés en 3 catégories architecturales (Figure 27) :
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» Architecture en peigne
> Architecture en antenne

» Architecture en couronne cceur calix[4]aréne ou ceeur osidique

Les architectures en peignes et en antennes ont permis de construire des glycoclusters
linéaires exposant les résidus osidiques de maniere uni- ou bidirectionnelle alors que les
architectures en couronne ont permis d’obtenir des structures occupant plus largement

I’espace.

Des composés portant les architectures en peigne exposant 2 a 4 voire 5 résidus osidiques
ont été construits pour cibler LecA et LecB. Les architecture en antenne ont présenté 4 a

10 résidus pour cibler LecA ou LecB.!%3: 195 197-201

Les architectures en couronnes ont abouti a des topologies exposant 4 (29, 31 et 32) ou 8

(30, 33 et 34) voire méme 16 résidus osidiques (Figure 27).2

Une fois les clusters synthétisés, 1’affinité de ces composés marqués a la cyanine 3 (Cy3,
Aémission = 532 nm) a été évaluée en présence de la lectine marquée par I’Alexa 647 (LecA
ou LecB, Asmission = 635 nm) de maniere qualitative et ou quantitative (ICso et Ka).
L’¢évaluation qualitative est réalisée par mesure de la fluorescence directement sur micro
puce ADN a 635 nm et la quantification de ’affinités est réalisée par mesure de la valeur
d’ICso et de Kq. La valeur ICso correspond a la valeur a laquelle 50 % de I’interaction du
cluster avec la lectine a été déplacée par un ligand compétiteur, celle-ci a été obtenue par
ajout croissant du ligand concurrent. Ainsi, plus la concentration du ligand concurrent est
¢levée plus I’interaction du cluster avec la lectine est forte donc plus 1’affinité du cluster
pour celle-ci est importante. La valeur du Kq est déterminée grace aux courbes de saturation
en augmentant la concentration en lectine nécessaire pour obtenir le plateau du maximum

de fluorescence a 635 nm.!%

En se basant sur cette méthodologie, les études réalisées sur les ligands en « peigne »
ciblant LecA (25, Figure 27), ont montré que la nature de I’espaceur L; influait peu sur
I’affinité du composé pour la lectine. D’autre part, lorsque la valence augmente (de 1 a 5)

’affinité augmente également griace a I’effet « cluster ».'"’

Par ailleurs, cette affinité est diminuée de moitié pour le galactocluster en « antenne » 27
par rapport au composé 25b et est nulle pour les composés en architecture couronne

calix[4]arene (29 et 30). Ces mauvais résultats sont expliqués par la rigidité des composés
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(liaison directe du galactose au lien triazole) ainsi que par la concentration ponctuelle de

résidus galactosides induisant probablement une géne stérique vis-a-vis de la lectine.

Les études comparatives réalisées entre la série galactocluster en couronne a coeur mannose
31 et les composés en peigne galactosides (25 n = 3 et 25°, Figure 27) ont démontré que
’architecture au cceur mannose était beaucoup mieux reconnue par LecA. '’ D’autre part,
cette reconnaissance est fortement influencée par la nature de 1’espaceur Lz, les meilleurs
résultats étant obtenus pour le composé 3le qui présente un aglycone aromatique, par
ailleurs, ce gain d’affinité est observé quelques soit la topologie. Afin d’évaluer le gain
d’affinité en fonction du nombre de résidus galactoside, 1’octa-galactocluster 33 a été
¢valué puis I’affinité comparée a celle obtenue pour son homologue tétravalent (31e).

Cependant aucun gain d’affinité par résidu n’a été observé pour la lectine.

Concernant les ligands linéaires de LecB (Figure 27), contrairement a ce qui a été observé
pour LecA, c’est le ligand ayant la topologie en « antenne » (28) qui a obtenu la meilleur
affinit€ (ICso Fucose = 15 uM) comparé au composé au topologie en « peigne » (ICso Fucose =

2 -8 uM).

Pour les fucoclusters en couronne a cceur mannose 32, la longueur du bras reliant la
plateforme mannose au fucose influe sur 1’affinité du cluster pour LecB, ce sont les
fucoclusters avec un aglycone triéthyleéneglycole entre le fucose et le triazole 32b et 32¢
qui sont les plus affins (ICso =11 uM et 14 uM respectivement) pour la lectine. D’autre
part, on peut remarquer que cette affinité est 1égerement en faveur du fucocluster 32¢ et
est quasi égale a celle obtenue pour le composé en antenne 28. Enfin, de méme que pour
le galactocluster 33, le fucocluster 34 ne voit pas son affinité par résidu améliorée lorsque

le nombre de résidus fucosides double.'*?
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Figure 27 : Ligands de LecA et LecB de premiere génération obtenus au cours du projet « Glycomime
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En conclusion de ces premiers travaux de recherche, différents clusters aux topologies
variées ont été synthétisés puis évalués en présence des lectines LecA ou LecB. Concernant
les topologies linéaires, les résultats ont montré que la topologie en « peigne » était en
faveur des interactions avec LecA alors que la topologie en « antenne » semblait étre plus
adéquate a ’interaction avec LecB. D’autre part les topologies en couronne a cceur
mannose ont montré une plus grande affinité pour les lectines que les topologies linéaires,
il semblerait donc que ces derniers soient plus appropriés pour la reconnaissance des deux

lectines solubles de PA.'%3 197

En parall¢le de ces travaux de synthése et 1’évaluation qualitative de ces composés, le
consortium a pu également mettre au point une technique de mesure des Kq et ICso des
différents glycoclusters directement sur les puces 3 ADN.!”® Grace a cette technique qui
demande peu de quantité de produit et a la robustesse des méthodes de synthese en LEGO®
qui ont été développées, des criblages rapides et efficaces ont pu étre réalisés afin d’évaluer

rapidement plusieurs centaines de composés.

Comme nous avons pu le voir au-dessus, il semblerait que la topologie en couronne au
ceeur osidique soit optimale pour avoir une bonne interaction avec les lectines, de plus
celle-ci est tres sensible a la nature des bras espaceurs situés entre le cceur osidique et les
sucres terminaux. Afin de déterminer la structure adéquate a chaque lectine, des études de

structure-activités ont été réalisées sur les glycoclusters.

Plusieurs parametres ont été évalué dont :

La nature du cceur osidique (pentose, hexose et mannitol)!'®7- 203-204

La distance entre le sucre terminal et le cceur '’

La nature de I’espaceur lié au sucre terminal 2%

YV V V V

L’ajout d’un bras portant une fonction chimique supplémentaire (voir plus haut

ligands de LecA, Angeli et al.)?%¢

Lors de I’étude des galactoclusters a cceur pentose 35aG0 et 35bG0 (Figure 28), les valeurs
de K4 obtenues pour ces composés varient entre 49 et 78 nM, le meilleur K4 (49 nM) a été
obtenu pour le galactocluster au cceur xylose portant les bras diéthyleneglycoles (xylose

35aG0). De maniere globale, le bras diéthyléneglycole a trés souvent contribué a
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I’amélioration de I’affinité. Cependant, cette observation n’a pas été obtenue pour les

composés au cceur mannitol ou le lien court propyle a été plus favorable (36bG0).

Pour les ligands de LecB (35aF0, 35bF0), les valeurs de K4 obtenues ont été beaucoup
plus variées allant de 56 a 95 nM. Contrairement a ce qui a été observé pour les
galactoclusters, les clusters au bras propyle ont été mieux reconnu que les clusters au bras
long (diéthyleneglycole). Ce sont les fucoclusters au cceur ribose (ribose 35bF0) et xylose
(xylose 35bF0) qui ont obtenu les meilleurs Kq (56 et 62 nM respectivement). Pour les
composés linéaires (mannitol) la longueur du bras n’a eu aucun effet sur I’affinité des
composés pour LecB, cependant une nette différence d’affinité¢ a été observée entre les
clusters linéaires (91-95 nM) et pentoses 35 (56-93 nM). Cela démontre bien que la
topologie du cluster est un facteur trés important pour obtenir un ligand d’une grande

affinité pour la lectine.

Globalement, le passage du ligand a cceur pentose a hexose augmente 1’affinité des clusters
pour les lectines grace a 1’effet cluster, ce qui font de ces glycoclusters les meilleurs

composés multivalents.

Selon la lectine, I’amélioration de 1’affinité est fonction du coeur hexose et de la distance
du sucre terminal par rapport au cceur. Dans le cas des ligands de LecA, les clusters 37 a
coeur mannose (ICso = 24 - 4218 uM) ont présenté de meilleures affinités comparées aux
autres composés (cceur galactose ICso = 532 - 662 uM et cceur glucose ICso = 775 - 805
uM). Dans le cas des ligands de LecB, c’est plutdt la plateforme galactose qui a été
favorable lorsque les clusters sont conjugués a des oligosaccharides naturels 2% et la

plateforme mannose lorsque le fucocluster porte le sucre fucoside synthétique F0.'*?

Quelques soit la série de composé (galactocluster ou fucocluster) 1’augmentation de la

longueur du bras L2 améliore I’affinité des composés pour la lectine.
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Figure 28 : Ligands de LecA et LecB de seconde génération obtenus au cours du projet « Glycomime

Concernant cette fois-ci la nature de [’aglycone, comme il 1’a déja été montré
précédemment, la présence d’un noyau aromatique améliore considérablement 1’affinité du
cluster pour la lectine LecA.”® Les galactoclusters aromatique & cceur mannose portant des

bras di, tri, et tétraéthyleneglycole se démarquent avec des valeurs de Kq de 83, 28 et 11

nM respectivement.

Afin d’étudier ’influence du noyau aromatique sur ’affinité pour LecA, une série de
galactoclusters portant différents noyaux aromatiques a été synthétisée puis évaluée sur
puce a ADN. Les résultats ont montré une nette préférence pour le noyau naphtyle suivi du
biphényle puis du phényle et en dernier choix le benzyle.??® L’utilisation de la thymine

comme noyau aromatique engendre la perte de [D’interaction galactocluster LecA
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probablement due a des génes stériques dans le site de reconnaissance de la lectine.!” Les
dérivés thiogalactosides donnent des résultats équivalents aux galactosides et la longueur
optimale du bras doit contenir entre 21 et 24 atomes : les aromatiques étendus préferent
des bras plus court (diéthyleneglycole) alors que les aromatiques simple comme le phényle

préferent le lien triéthyleneglycole.

D’autres part, de nombreux autres aromatiques ont également été incorporés dans la
structure et ont montré des résultats tout aussi intéressants notamment lorsque le noyau
aromatique porte un acide carboxylique libre (tyrosine Kq 19 nM voir plus haut ligands de

LecA).!”?

Du c6té des ligands de LecB, étant donné la grande affinité que possede la lectine pour
le fucose la nature des bras n’a pas d’influence sur le gain d’affinité. D’autre part, du fait
de la structure tridimentionnelle de LecB avec des sites de reconnaissance assez éloignés
les uns des autres, il est assez difficile d’obtenir des interactions avec un effet cluster

important.

En conclusion de cette phase de développement du projet « Glycomime », la synthese en
solution des galactoclusters 37eG6, 37gG6, 37gG3 et des fucoclusters 37eF1, 37gF1 a été
développés et optimisés pour réaliser différentes mesures de Kq et ICso (HIA, ELLA, ITC,

SPR) afin de valider les résultats obtenus sur puce 3 ADN,207-208

OH

IIN{N : 38 o—/\\IN]\
Q 0 HO;)%/ _/—o/_/
Q" Jon

Figure 29 : Glycoclusters « leads » du projet Glycomime
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A partir de ces résultats deux glycoclusters « leads » ont été repérés : le galactocluster 38
avec un Kq de 157 nM et le fucocluster 39 avec un Kq de 133 nM. Des études sur biofilm
ont été réalisées avec le composé 38 et ont montré une inhibition de la formation du biofilm

de 40 % deés 5 uM.>%

Figure 30 : Photographie de microscopie a balayage de I’étude du galactocluster sur biofilm apres 24 h,

A) souche sauvage PAOI sans galactocluster, D) souche sauvage PAOI en présence de 10 uM de 38

Au vu de ces résultats trés encourageants sur 1’étude du biofilm, les acteurs du consortium
ont choisi d’entamer des études in vivo chez la souris avec le galactocluster lead 38 afin

d’évaluer son action chez le vivant dans le cas d’infection aigiie.

L’étude chez le modele murin a été réalisée chez des souris méales agés de 8 semaines
et s’est divisée en deux axes. Le premier axe a permis de collecter des données sur le plan
morphologique et clinique global et le deuxieme axe s’est concentré sur ’aspect de

virulence de 1’infection.

Au cours de la premiere étude, 6 groupes de souris saines ont été utilisés. Deux de ces
groupes ont été traités avec des concentrations en galactocluster 38 différentes (500 uM
ou 5SmM) et trois de ces groupes ont été infectés par PA en présence de solution saline 500
UM ou 5 mM du galatocluster 38. Leur mortalité a été suivie sur 96 h (4 jours). De plus,
des données physiologiques ont été relevées toutes les 24 h tels que la perte de poids, la

température et 1’état de la fourrure permettant le calcul d’un score clinique durant les 96 h.

Lorsque les souris ont été traitées avec seulement le composé 38, aucune perte de poids ni
mortalité brusque n’ont été observé. Grace a ces résultats, nous avons pu en déduire
qu’aucune toxicité n’est liée a ce composé quelques soit le dosage utilisé dans cette étude

(Figure 31).
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D’autre part, les résultats de cette étude ont montré que la totalité des souris sont décédées
apres 72 h d’incubation lorsqu’elles n’ont pas été traitées avec le galactocluster. Chez les
souris traitées avec 500 uM de 38, nous avons un taux de survie de 27 % au bout de 96 h
et 54 % dans le cas des souris traitées avec 5 mM du composé (Figure 31 A)). De plus,
apreés 24 h d’infection, la perte de poids s’est stabilisée chez les souris infectées traitées
avec 5 mM de 38. Puis a partir de 72 h, ces souris ont récupérées du poids (Figure 31 B)).
En corrélation avec ces données, le score clinique a évolué au cours du temps. Dans
I’ensemble des expériences, ce score augmente au cours des premicres 24 h puis est
diminué dans le cas des souris infectées et traitée avec le composé 38. Le score le plus bas
a été obtenu par les souris traitées avec 5 mM de 38 (Figure 31 C)). Ces résultats nous ont
indiqué que grace au traitement avec 38, les souris ont été capables de se débarrasser de

I’agent pathogeéne ce qui a abouti a leur guérison.
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Figure 31 : A) Etude de la mortalité et B) Etude de la perte de poids des souris aprés infection par PA en
présence ou en absence du galactocluster 38 (MMO004-4) et C) graphique du score clinique obtenu pour

les différentes expériences

Afin de compléter ces données macroscopiques, des études de I1€sions et
d’inflammations pulmonaires ont été menées. Parallelement, 1’étude de la dissémination
de la bactérie chez 1I’hote a également été entreprise. Comme précédemment, les souris ont
été organisées en 6 groupes d’études: 3 groupes de souris saines traitées avec le

galactocluster 38 seul et 3 groupes ont été infectées par PA en présence (500 uM et S mM)
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ou en absence du composé 38. Aprés 24 h d’incubation, les souris ont été sacrifiées et leurs

poumons et rates récupérés pour étre étudiés.

e poids des souris a été relevé pour vérifier les résultats obtenus au cours de la premiere
L ds d té rel fier 1 Itats obt de 1

phase de cette étude. L’évaluation des 1ésions pulmonaires a été réalisée par mesure de la
perméabilité des alvéoles et ’inflammation a été déduite par numération des bactéries

retrouvées dans la solution de lavage bronchoalvéolaire.

En concordance avec les résultats précédents, I’administration du composé 38 n’a induit
aucune perte de poids ni altération de la perméabilité des voies respiratoires ce qui nous a

permis d’affirmer la non toxicité de ce composé chez I’animal aux dosages utilisés.

En adéquation avec 1I’étude précédente, la perte de poids et le score clinique le plus faible

ont été obtenu avec le groupe de souris traité avec S mM de 38 (Figure 32 A) et B)).

La mesure de la perméabilité alvéolaire a permis de mettre en évidence la baisse de celle-
ci lorsque les souris ont été traitées avec le galactocluster. Ces résultats sont en adéquation
avec la baisse du nombre de bactéries retrouvées dans les filtrats de lavage
bronchoalvéolaire (Figure 32 C) et D)). Les meilleurs résultats ont été obtenus pour le

groupe de souris traité avec 5 mM de 38.

L’ensemble de ces résultats traduisent la baisse des 1ésions pulmonaires lorsque les souris
infectées sont traitées avec le galactocluster, ces résultats sont significatifs pour une

concentration de 5 mM en galactocluster.
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Figure 32 : A) Mesure de la perte de poids des souris apres 24 h d’infection, B) Mesure du score clinique
des souris, C) Mesure de la perméabilité alvéolaire, D) Numération des bactéries retrouvées dans la

solution de lavage bronchoalvéolaire.
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D’autre part, la clairance bactérienne a été évaluée par mesure de la charge bactérienne
présente dans les broyats pulmonaires, et la dissémination bactérienne extra-pulmonaire a
quant a elle était mesurée dans la rate. La charge bactérienne la plus élevée a été retrouvée
dans le groupe de souris infecté non traité avec le galactocluster. Celle-ci a diminué
légerement lorsque les souris ont été traitées avec 500 uM du galactocluster mais a été
significativement diminuée a S mM de 38 (Figure 33 A)). Des résultats similaires ont été

retrouvés dans 1’é¢tude de la dissémination extra-pulmonaire dans la rate (Figure 33 B)).

1.0:107 5 Do 1,007 5
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5 ] R PAO1 =2 ]
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Figure 33 : Mesure de la charge bactérienne dans les poumons A) et la rate B)

En conclusion de ces études in vivo, le traitement des souris infectées par PA avec le
galactocluster a montré une baisse de la mortalité suivis par une faible perte de poids, une
baisse des 1€sions pulmonaires et une diminution de la dissémination bactérienne. Un effet
dose-réponse a été observé. D’autre part grace aux études menées chez les souris saines, la

non toxicité du composé 38 a été validée.

Au vu de ces résultats trés prometteurs, le galactocluster 38 se présente comme un candidat

potentiel pour étre développé comme agent anti-infectieux.
C. La stratégie du Cheval de Troie

a) Principe

Dans le but d’augmenter 1’activité antibactérienne de ces glycoclusters, les porteurs du
projet Glycomime ont décidé d’introduire une nouvelle stratégie dans le mode d’action de

ces composés, cette tactique repose notamment sur la ruse du « Cheval de Troie ».

En chimie médicinale, on appelle stratégie de « cheval de Troie », une ruse visant a
utiliser un mécanisme d’internalisation classiquement employé par un organisme pour

introduire une molécule médicinale en son sein afin d’augmenter son action thérapeutique.
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De tout temps, I’Homme s’est inspiré de la Nature pour concevoir des molécules et
des stratégies thérapeutiques pour tenter d’apporter des solutions médicales aux problemes
de santé rencontrés au cours des siecles et la stratégie du « Cheval de Troie » en fait

pleinement partie.

En effet, il existe dans la Nature des microorganismes qui utilisent depuis toujours ce
systeme pour se défendre des invasions bactériennes. Pour cela ces microorganismes
synthétisent des conjugués antibiotique-sidérophores en utilisant la partie sidérophore
comme leurre dans le but d’introduire 1’agent antibiotique a I’intérieur de la bactérie via la
voie du transport du fer. Ces conjugués antibiotique-sidérophores nommées sidéromycines,
sont classées dans cinq familles selon la nature du sidérophore, la cible de I’antibiotique et
la nature du micoorganisme producteur. Parmi ces molécules nous avons les albomycines
qui sont les premieres sidéromycines qui ont été caractérisées, mais €galement les
ferrimycines, les danomycines, les salmycines et certaines microcines. L’évaluation de ces
conjugués a permis de mettre en évidence 1’efficacité antimicrobienne de ces molécules,
en effet puisque la concentration inhibitrice minimale de sidéromycines nécessaire pour
obtenir une réponse thérapeutique est €gale a deux fois moins la concentration inhibitrice

de I’antibiotique seul, ce qui fait de ces composés de meilleurs agents anti-infectieux.?

La structure globale de ces molécules est composée d’un analogue sidérophore et d’une
molécule antibiotique liée par un linker. A titre d’exemple, I’albomycine est une molécule
naturellement synthétisée par le genre Streptomyces, elle est le résultat de la conjugaison
d’un analogue du ferrichrome (bleu) et d’un noyau thioribosyle pyridine (molécule
antibiotique rouge) liés par un lien amide (Figure 34 gauche). De méme pour la microcine
E492 qui est une sidéromycine naturellement synthétisé par K. pneumoniae ou le peptide
antibiotique est 1i¢ a une entérobactine lin€aire grace a un lien de type B-D-glucosidique

(Figure 34 droite).
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Figure 34 : Exemple de structure de sidéromycines : albomycines et micromines E492

Donc pour obtenir un conjugué sidérophore, celui-ci doit comporter une molécule
thérapeutique, un lien espaceur et un (pseudo)sidérophore (Figure 35). Le choix de ces

différents éléments doit étre judicieusement réfléchie afin d’obtenir de bon candidat

thérapeutique.?!’
Nature du
sidérophore
(pseudo) - Molécule
sidérophore Linker \ Thérapeutique |
o 4 \ > 4 Molécule

thérapeutique

Figure 35 : Schéma de conception d’un conjugué antibiotique-(pseudo)sidérophore

Au début de ce chapitre nous avons constaté que les lectines étaient des protéines
principalement intracellulaires. Celles-ci sont retrouvées dans le milieu extracellulaire
durant les phases de développement du biofilm et sont impliquées dans la virulence de PA.
Dans le but d’augmenter le pouvoir anti-infectieux des glycoclusters, une stratégie visant
a cibler les lectines intracellulaires a été envisagée comme poursuite d’étude. Afin de
pouvoir introduire les glycoclusters dans la bactérie, il nous est nécessaire d’user de leurre

pour contourner la faible perméabilité de la paroi de PA.

D’autre part, nous avons pu constater que le fer jouait un rdle angulaire dans la survie

de la bactérie et que pour cela elle a mis en place un transport actif tres spécifique. Ce
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transport implique notamment la syntheése de sidérophores au fort pouvoir chélatant pour

le fer.

Dues a la forte demande en fer des bactéries et a la spécificité de son transport, la
conjugaison des glycoclusters « leads » 38 et 39 a été envisagée avec des structures pseudo-
sidérophores pour jouer le role de leurre et ainsi espérer introduire la molécule anti-

infectieuse dans la bactérie.

Aujourd’hui, I’utilisation des sidérophores comme molécules thérapeutiques a déja été

211-212

envisagée pour de nombreux domaines, notamment dans les thérapies de traitement

du cancer,’!? les traitements des maladies induisant de forts taux de fer,?'*!> le traitement

16 217

des infections bactériennes,!'% 12° 1a malaria 2!® mais également en imagerie médicale
et la théranostique.?!® En paralléle des applications médicales, I’usage des sidérophores est
¢galement fortement retrouvé dans le domaine de [’agriculture et de I’écologie-

environnement, comme biosenseur, agent de bioremédiation et agent de biocontrole.?!’

Dans le cadre de la lutte contre les infections bactériennes, les molécules classiquement
utilisées pour la stratégie de « Cheval de Troie » sont généralement des antibiotiques

conjugués avec des sidérophores naturels ou des (pseudo)sidérophores synthétiques.??°

Afin de cibler PA, la stratégie de « Cheval de Troie » utilisée a trés souvent fait appel aux
sidérophores endogenes de la bactérie (PVD et PCH) ou aux xénosidérophores qu’elle
reconnait (Ent, ferrichrome) ou 2 des mimes de ces derniers.??’ Plusieurs classes de
molécules thérapeutiques ont déja été conjuguées a ces sidérophores tel que les B-
lactames,??! les fluoroquinolones,??? les macrolides,*** les oxazolidinones,??* les peptides

antimicrobiens,?? les glycopeptides 22°

etc..., Mais celle qui est le plus étudié¢ est la
conjugaison de molécule de type B-lactames ou fluoroquinolones.??” Dans la suite de cet
exposé, une présentation non exhaustive des différents conjugués antibiotique-

(pseudo)sidérophores ciblant PA sera réalisée.

Les conjugués antibiotique-PVD

Trés souvent, la premiére idée qui vient a 1’esprit lorsque 1’on souhaite développer un
conjugué antibiotique-sidérophore pour PA c¢’est d’utiliser en premier lieu les sidérophores

endogenes de la bactérie comme leurre. Pour cela différentes méthodes de synthese de ces
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conjugués ont été élaborées et ont souvent fait appel a des méthodes de synthese hémi-

synthétique.

En effet, lorsque 1’on observe la structure des sidérophores de PA, on observe énormément
de centres asymétriques aux stéréochimies bien définis qui sont souvent difficile a obtenir
au cours de stratégies de synthese en chimie organique. Dans le cas de la pyoverdine des
fragments hémi-synthétiques ont pu étre utilisés a partir de culture de PA, ceux-ci ont été
ensuite conjugués avec des antibiotiques en une seule étape de synthése.??%22% Ainsi a partir
de cette méthode, sept conjugués antibiotiques-PVD ont pu étre obtenus et leurs activités

évaluées chez différentes souches de PA (Figure 36).

Les conjugués Ampicilline-PVD 40 et 41 synthétisés par Kinzel et al.,**® ont pu
montrer de trés bonnes activités envers des souches de PA résistantes a I’ampicilline. Les
valeurs de concentration inhibitrice minimales relevées pour ces conjugués ont été de 0,04
pg/mL pour le conjugué Ampicilline-PVD 40 et 0,67 pg/mL pour le conjugué Ampicilline-
PVD 41. L’internalisation de ces composés par le transporteur de la PVD a été vérifiée et
I’activité expliquée par le largage de I’antibiotique dans le périplasme lieu ol se trouve
leurs cibles biologiques (enzymes impliquées dans la synthése de la paroi bactérienne). ??8
Dans une deuxiéme approche, afin d’obtenir des conjugués plus résistants a 1’hydrolyse
enzymatique la méme équipe a entrepris la synthese du conjugué céphalexine-PVD 42
(Figure 36), ou les deux composantes sont liées par un noyau pyrimidine.?*° L’étude
biologique de ce composé n’a cependant révélé aucune activité antibiotique. L’absence
d’activité a été expliquée par I’incapacité de 1’antibiotique a atteindre sa cible car celui-ci
est recyclé dans le milieu extracellulaire apres internalisation du fer comme un simple
sidérophore. D’une certaine manicre, cette observation nous indique I’importance de la
séparation des entit€és PVD et antibiotique lorsque le complexe est introduit dans la

bactérie.?*"
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Figure 36 : Structure des conjugués antibiotique-PVD décrit dans la littérature

Afin d’obtenir des conjugués antibiotique-PVD aux mécanismes d’action antibiotique

h 2% ont abouti a 1’obtentions des

variés, les travaux de syntheses de I’équipe de Abdalla
conjugués fluoroquinolone-PVD 43, 44, 45 et 46 (norfloxamine et benzonaphtyridone dans
ce cas). Les fluoroquinolones sont des antibiotiques qui inhibent I’activité de I’ADN gyrase
induisant la mort de la bactérie. Deux types de lien ont été sélectionnés pour conjuguer
I’antibiotique a la PVD : un lien succinyle pour obtenir un conjugué stable aux conditions
physiologiques et un lien méthyléne dioxy qui s’hydrolyse in vivo. Les résultats d’études
d’inhibition de la gyrase ont cependant révélé une baisse de 1’activité de ces composés par
rapport a ’antibiotique seul. Cette perte d’activité est surement due a la géne stérique
engendrée par la fonctionnalisation de la fluoroquinolone. D’autre part, les résultats des
études de microbiologie chez PA ont montré aucun gain d’activité voire méme le contraire
quelques soit la nature de la jonction.??* En corrélation avec les résultats obtenus pour le

conjugué P lactames-PVD 42, les conjugués fluoroquinolones n’ont pas pu atteindre leur

cible biologique cytoplasmique entrainant une non-activité de ces composés. Ces
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observations soulignent I’importance de la nature du sidérophore pour la bonne

vectorisation de I’antibiotique.

De part ces observations et résultats décevant, le choix de la pyoverdine comme agent
vecteur pour cibler des protéines cytoplasmiques, ne semble pas étre trés judicieux.
L’utilisation de conjugués antibiotiques-PVD n’est pertinente que si la cible biologique est
périplasmique et que le lien unissant le sidérophore et 1’ antibiotique est facilement clivé
dans cet espace. D’autre part, rappelons-le, il existe différente famille de PVD et toutes les
souches de PA n’expriment pas et n’utilisent pas toutes les variantes de ce sidérophore ce
qui limite le spectre d’action des conjugués. Face a ces contraintes, la PCH (pyochéline)
semble é€tre une alternative pour construire des conjugués antibiotique-sidérophores

endogenes.

Les conjugués antibiotique-PCH

La premiere génération de conjugué antibiotique-PCH a pu voir le jours grace
I’¢laboration de la synthése stéréo-controlée de la PCH développée par 1’équipe de
Abdallah en 2000.23" Au début de ces travaux, la PCH a été arbitrairement fonctionnalisée
au niveau de la position C5 pour aboutir a la formation des composés intermédiaires 47 et

48 (Figure 37).2%?

Ces composés ont ensuite été conjugués a la norfloxacine par un lien hydrolysable
(méthylene dioxy-) 49a ou non (succinyle) 50b puis évalués sur des souches de PA.>* Les
études de microbiologie menées sur la souche de PA PAOI ont montré une activité

inhibitrice de la part des conjugués 49b et 50b a 10 uM.

Courant de la méme année I’équipe de Vederas a réussi la synthése du conjugué peptide
lantibiotique-PCH 51 (gallidermine dans ce cas), cependant 1’évaluation de ce composés

n’a donné aucun résultat prometteur.?

Voyant que la fonctionnalisation en position C5 perturbait la reconnaissance du
sidérophore pour son transporteur, 1’équipe de Schalk s’est focalisée sur Ila
fonctionnalisation en position N3” (Figure 37).%** Des études de microscopie utilisant le
dérivé 52 fonctionnalisé par un fluorophore sur cette position ont pu démontrer que la
modification de [’amine n’altérait pas la reconnaissance du sidérophore par son
transporteur.”®> Ainsi, la synthése de plusieurs conjugués fluoroquinolone-PCH a pu étre

réalisée a partir de ce synthon.?** Au cours des études de microbiologie, seul les conjugués
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53b ciprofloxacine et norfloxacine possédant un lien hydrolysable ont présenté une activité
antibactérienne, toute fois leur concentration d’inhibition reste supérieur a celle de

I’antibiotique libre.
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Figure 37 : Structure des conjugués antibiotique-PCH apparu dans la littérature

D’autres part, des travaux plus récents réalisés par cette méme équipe, ont abouti a la
synthese de trois conjugués oxazolidinone-PCH 54, présentant des espaceurs différents,
ciblant I’inhibition de la synthése protéique.?** Malheureusement, ces derniers ont montré
aucune activité. Les auteurs de ces travaux expliquent cette absence d’activité par la faible
solubilité¢ de leurs composés et I’instabilité¢ de la liaison amide dans le milieu bactérien

empéchant ainsi la bonne délivrance de 1’agent thérapeutique.?**

En conclusion, plusieurs points essentiels ont pu étre relevés pour concevoir des
molécules « Cheval de Troie » : la connaissance de la localisation des cibles biologiques
détermine le choix du sidérophore a utiliser afin de mieux vectoriser I’agent antibiotique
dans la bactérie ; la connaissance du devenir du sidérophore une fois le conjugué internalisé
permet d’envisager la synthése de conjugués possédant des liens potentiellement clivables

dans le but de libérer I’agent thérapeutique et la compréhension du mode d’interaction des
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différentes composantes du conjugués avec leurs cibles afin de prévoir leur efficacité de

reconnaissance.

Conjugués antibiotique-(pseudo)sidérophores décrit dans la littérature

En parallele de la synthése des composés « Cheval de Troie » comportant des
sidérophores endogeénes de PA, d’autres équipes de recherche se sont penchées sur la
synthese de conjugués alliant des xénosidérophores de la bactérie ou des composés
synthétiques pseudo-sidérophores dont leur structure est apparentée aux molécules

naturelles.

Facile d’accés par voie synthétique c’est 1’archétype entérobactine qui a été trés
souvent sollicité pour 1’élaboration de ces conjugués (Figure 38).2%° A ce titre, on peut
relever les excellents résultats de microbiologie obtenus pour les composés 55 et 56.22! En
effet, ces deux conjugués tri-catécholate-aminopenicilline ont montré une activité
antibactérienne sur une collection de souche de PA avec des valeurs de concentrations
minimales pour obtenir 90 % d’inhibition (MICoo) comprises entre 0,05 et 0,39 uM
(meilleure que les aminopenicillines seuls, MICqo > 200 uM). De plus, dans ces mé€mes
travaux, les auteurs ont montré que 1’activité de leurs conjugués pouvait étre augmentée

lorsque le taux de fer dans le milieu était diminué.??!

S’inspirant de ce méme squelette tri-catécholate de nombreux groupes de recherche se sont
lancer dans la conjugaison d’autres familles d’antibiotiques. Dans les études menées par
Fardeau et al.?*’, la ciprofloxacine a été choisie comme agent antibiotique pour étre
conjugué au bloc tri-catéchol. Les composés 57, 58 et 59 ont été préparés et testés sur deux
souches de PA (une résistante et une susceptible aux antibiotiques). Afin de facilité la
libération de la ciprofloxamine, un linker comportant une fonction ester a été utilisé pour
construire 57.2%7 Les résultats de cette étude, ont montré que les composés 57a, 57¢ avaient
une activité seulement sur la souche susceptible aux antibiotiques avec des valeurs MIC
respectives de 8 ug/mL et 64 pg/mL dans le milieu appauvri en fer. Lorsque 1 uM de
chlorure de fer (FeCl3) est ajoutée dans ce méme milieu les valeurs MIC diminuent de
moitié. Seul le conjugué mono catéchol 59 a montré une activité inhibitrice chez les deux
souches de PA. Cependant cette activité n’était visible que dans les milieux appauvris en

fer. D’autre part, les valeurs MIC obtenues pour ce composé (dans le milieu appauvri en
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fer 32 pg/mL chez la souche sensible aux antibiotiques et 64 ug/mL chez la souche
résistante) ont €té largement supérieures a celles employées pour la ciprofloxacine seul
(dans le milieu appauvri en fer 0,25 pg/mL chez la souche sensible aux antibiotiques et 16
pg/mL chez la souche résistante). Résultat le plus étonnant, bien que nous ayons constaté
qu’un lien hydrolysable était nécessaire lorsque la cible biologique était cytoplasmique,
I’utilisation du lien ester n’a pas augmenté 1’activité du composé 57. Les auteurs expliquent
I’absence d’activit¢ par [’hydrolyse précoce du lien dans le milieu extracellulaire

engendrant la perte de I’antibiotique dans ce milieu.

Face a cette problématique, quelques travaux de recherche ont porté 1’attention sur
1’élaboration de « linkers intelligents ». On peut citer notamment les travaux du groupe de
Nolan qui ont développé des linkers (acyloxy)alkyle ester (60).22? Dans leurs études de
2015, I’équipe a évalué la sensibilité enzymatique de ce lien en modulant [’apport stérique
du groupement alkyle R’.?*? Les résultats ont montré que plus le groupement alkyle était
important plus la cinétique de libération de 1’antibiotique était lente. Face a ces résultats,
il semblerait que le groupement alkyle joue un rdle protecteur en diminuant I’électrophilie
du carbonyle de I’ester limitant sa réactivité face aux estérases, ainsi grace a ce linker il

serait possible de moduler la cinétique de libération des antibiotiques.
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Figure 38 : Exemple de structure de conjugués antibiotique-(pseudo)Ent décris dans la littérature
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Plus récemment, Miller et ses co-équipiers ont mis au point une stratégie de libération de
I’antibiotique des plus atypique mettant en jeu un antibiotique comme linker suicide pour
tromper les enzymes de la bactérie et ainsi libérer le véritable agent thérapeutique (Figure
39).2% Grace a cette méthode, le conjugué 61 développé a partir de cette stratégie a donné
d’excellent résultat d’activité face aux souches de PA (0,2 - 0,4 uM) et E.Coli ( < 0,025
uM).

Pseudo-sidérophore Oxazolidinone
Céphalosporine
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Figure 39 : Mécanisme de libération de [’oxazolidinone proposé par Liu et al.**®

Jusqu’a présent nous avons présenté essentiellement des conjugués comportant trois motifs
catéchols, or il semblerait que PA soit également capable d’utiliser des pseudo-
sidérophores comportant seulement deux ou un motif catéchol. Afin d’illustrer ce propos,
nous avons I’exemple des composés présentés ci-dessous qui posseéde un squelette di-
catéchol ou encore les composés imaginés par Heinisch et al construit a partir
d’échafaudage (pseudo)peptidique (Figure 40).23°24 Les études de relation structure-
activité ont permis de construire les deux meilleurs conjugués di-catéchols 62, 63, et mixtes
64, 65 de la série (deux motifs catéchols et un motif hydroxamate). Les études de
microbiologie ont démontré que 1’ensemble de ces conjugués inhibait un large spectre de
bactérie dont PA. Chez PA, les valeurs de MIC obtenues pour ces composés ont été
comprises entre 0,005 et 0,2 mg/L pour les conjugués di-catéchol 62 (< 0.005 - 0.5 mg/L),
63 (0.01 - 0.16 mg/L) et < 0,05 et 0,4 mg/L pour les conjugués mixtes 64 (0.01 - 0.2 mg/L),
65 (< 0.05 - 0.4 mg/L). De plus des études réalisées chez le modele murin ont permis de

montrer 1’efficacité des conjugués 62 et 63 in vivo.
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Figure 40 : Structure des conjugués Ampicilline di catéchol et conjugués mixtes Ampicilline (di-catéchol-

mono-hydroxamate) de Heinisch et al 3°%0

Conjugués  antibiotique-(pseudo)sidérophores  développés par les  Industries

Pharmaceutigues

Parmi les nombreux conjugués qui existent aujourd’hui, nous pouvons citer les
conjugués P-lactames pseudo-sidérophore développés par les grands groupes
pharmaceutiques qui ont tres souvent présenté un seul motif chélateur : BAL 30072
(Basilea Pharmaceutica),?*! MC-1 (Pfizer)*** et Cefiderocol (Shionogi & Co)*¥ (Figure
41).
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Figure 41 : Structure des conjugués antibiotique pseudo-sidérophores développé par les industries

Pharmaceutiques

BAL 30072 est un conjugué B-lactame sidérophore développé par la compagnie Basilea
Pharmaceutica International Ltd. C’est un antibiotique constitué¢ d’un monocycle B-lactame
lié a un noyau sulfactame. Le groupement pyridone est un isostére du motif catéchol et est
reconnu comme sidérophore par les récepteurs PirA et PiuA.?** Ce composé présente un
tres large spectre antibactérien qui inclue méme certaines souches multirésistantes dont
PA. Face a cette bactérie, BAL30072 présente le MICqo (8 ug/mL) le plus bas comparé a

une panoplie d’antibiotiques habituellement prescrit comme la ceftazidine (32 pug/mL) ou
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le méropéneme (> 32 pug/mL). D’autre part, il a présenté une grande stabilité face aux -

lactamases.>*

MC-1 est un conjugué monocarbame-sidérophore synthétisé par le groupe pharmaceutique
Pfizer Global Research and Development. Cette molécule est un homologue structural de
BAL30072. Face a PA cette molécule posséde un MICqo de 0,5 pg/mL.%*? Bien que ce
composé soit actuellement en phase clinique, le groupe continue d’élaborer des

homologues de celui-ci 4 la recherche d’une activité encore plus importante.?**

Cefiderocol (anciennement nommée S-649266) est une molécule antibiotique récemment
¢laborée par le groupe japonais Shionogi & Co. Elle est constituée d’un noyau
céphalosporine conjugué a un motif catéchol jouant le role de sidérophore. Elle possede un
large spectre d’action comprenant les souches virulentes de PA (MICo = 1 pg/mL comparé
au méropénéme >16 ug/mL).?*3 Aujourd’hui encore cette molécule fait I’objet d’évaluation

246

de son activité sur diverses souches cliniques in vitro =*° et fait ’objet d’études en phase

clinique.?’

Face a I’espoir émanant de ces conjugués qui ont réussi a se retrouver en phases cliniques,
d’autres Big Pharma se sont mises a designer des conjugués apparentés aux leads actuels
(Figure 42). A ce titre, on peut évoquer les résultats in vitro encourageants observés pour
la molécule développée par LegoChem Biosciences (LCB10-0200).>*® De son coté,

AstraZeneca a élaboré des molécules apparentées 8 MC-1 de Pfizer (SMC-3176).2%
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Figure 42 : Structure des conjugués antibiotique-sidérophores développés par les Big Pharma LegoChem

Biosciences et AstraZeneca

L’engouement apporté par les grandes entreprises pharmaceutiques sur ces molécules
montre que le concept est assez mature pour étre envisagé comme complément ou
alternative aux antibiotiques traditionnels. Néanmoins, il est a rappeler que la bactérie est
un organisme vivant qui a été capable durant des millions d’année de s’adapter a son milieu
quel que soit le stress auquel elle a été exposée. La preuve en est, les études récentes

réalisées sur les leads des Big Pharma ont déja révélé ’apparition de résistances.?° Il est
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donc important de ne pas s’endormir sur ses lauriers et de minutieusement évaluer et
étudier la nature de ces résistances afin de mieux anticiper ’inactivation de cette nouvelle

classe d’antibiotique.

En conclusion de cette partie, 1’élaboration de conjugués antibiotique-sidérophores
peut étre réalisée a partir de sidérophores naturels (endogene, exogene) ou synthétiques.
La conception de ces molécules passe par 1’étude du choix du sidérophore, de la cible
thérapeutique et de la nature du lien qui uni ces deux entités. Dans 1’ensemble, les études
de microbiologies obtenues sur les conjugués antibiotique-sidérophores ont donné des
résultats mitigés. Une réflexion plus poussée doit étre réalisée sur la relation structure-
activité entre le fragment sidérophore et son transporteur, mais également sur la

connaissance exacte du mécanisme d’action des antibiotiques avec leur cible biologique.

Au-dela de ces constatations, au travers de ce chapitre nous avons pu montrer que le
concept de « Cheval de Troie » avec des conjugués antibiotique-(pseudo)sidérophores était
possible. En effet, trois de ces molécules antibiotique-sidérophores sont actuellement en
phase clinique et représentent un espoir pour contre balancer la tendance actuelle de

résistance.
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Chapitre II : Synthese des
conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores sur support solide
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Chapitre I1 : Synthése des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur

support solide

Dans ce chapitre, il sera question de la synthese des conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores sur support solide et de 1’étude de I’influence des motifs sidérophores et de
leur nombre sur leur interaction avec la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Cette étude a
été menée sur différentes souches de la bactérie : la souche sauvage (PAO1), deux mutants
du transport du fer (fpva et exbB1) et le mutant des lectines LecA (lecA) et LecB (4dlecB).
Afin de visualiser et quantifier le taux de marquage des bactéries par les conjugués, ces

derniers ont été attachés a un fluorophore.

Afin de réaliser la synthese de ces conjugués, deux stratégies ont été envisagées : la
stratégie phosphoramidite et la stratégie click CuAAC. La premiere privilégie quasi
exclusivement |’assemblage des différents synthons a 1’aide de la chimie des
phosphoramidites. Par cette stratégie, la syntheése des conjugués a pu étre envisagée
directement et entierement sur le support. Quant a la deuxieme, elle a alterné conjugaison
par la chimie des phosphoramidites et réaction de cycloaddition entre un azoture et un
alcyne vrai catalysée par le cuivre (CuAAC : Copper (I) catalyzed Azide Alkyne
Cycloaddition). La réaction de CuAAC, réalisée en solution, a permis de construire dans

une derniere étape les conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores.

Pour chacune de ces stratégies, nous décrirons dans un premier temps, la synthese des
différents blocs de construction ainsi que leur assemblage pour former les divers conjugués
d’intéréts.

La formation de 1’ensemble des briques élémentaires a pu é&tre caractérisée par
spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN 'H, '3C, 3!P) et par spectrométrie
de masse haute résolution (HMRS ESI). Parmi ces synthons, la synthése d’un certain

nombre d’entre eux ont déja été mise au point au commencement du projet Glycomime. '**

193, 199, 251-254
Puis dans un deuxieme temps, nous exposerons et discuterons des résultats de
microbiologie concernant les études du marquage de la bactérie et de ses mutants vis-a-vis

des divers conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores synthétisés.
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Comme nous avons pu le voir précédemment, de nombreuses études ont pu étre menées
dans le cadre du projet Glycomime afin d’améliorer 1’affinité des glycoclusters vis-a-vis
des lectines LecA et LecB. A ce jour deux glycoclusters ont été désignées comme « lead »
compte tenu des résultats obtenus concernant 1’étude d’affinité réalisée sur puces a ADN
ainsi que ceux obtenus aux cours des études d’inhibition de la formation du biofilm et du

taux d’infection (Figure 43).193: 197. 208
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Figure 43 : Structure du galactocluster et du fucocluster « lead »

Dans le but d’augmenter ’action anti-infectieux de ces glycoclusters, il a été imaginé
d’ajouter aux glycoclusters « leads » un motif reconnaissable par le transporteur TBDT de
la bactérie, que sont les sidérophores, pour pouvoir introduire ces derniers a I’intérieur du
pathogene. Une fois les conjugués a I’intérieur de la bactérie, ils pourront interagir avec
les lectines qui y sont localisé€es et ainsi diminuer la virulence des infections. En effet, étant
donné les résultats obtenus chez la souris avec le galactocluster décrit précédemment, nous

espérons améliorer encore plus cette activité antibactérienne en ciblant plus de lectines.

La structure des conjugués synthétisés peut se diviser en quatre parties (Figure 44) :
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v Une plateforme,

v Une partie glycocluster a cceur mannose possédant soit des résidus galactosides
dans le cas ou I’on cible LecA, soit des résidus fucosides pour le cas ou I’on cible
LecB,

v Une partie pseudo-sidérophore présentant des motifs chélateurs,

v" Un chromophore pour visualiser, par microscopie de fluorescence, le devenir du

complexe final.
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1 Conjugué mono-chélateur
2 Conjugué di-chélateur

3 Conjugué tri-chélateur

Figure 44 : Structure générale des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores synthétisés sur support

solide

La plateforme est constituée du résidu du support solide et d’un lien L2 permettant

I’ancrage de la partie sidérophore.

La structure du glycocluster reste identique aux glycoclusters « leads » avec un lien L1
différent selon le glycoside conjugué : cet aglycone est constitué d’un groupement
phénylacétamide dans le cas du galactoside et d’un lien triéthyléneglycole dans le cas du

fucoside.

Afin d’¢étudier I’influence du nombre de motif chélateur de nos conjugués sur I’interaction
vis-a-vis de la bactérie, la partie pseudo-sidérophore est constituée d’un a trois motifs

chélateurs.

Dans le cadre de ce projet, c’est la cyanine 3 (Cy3, Figure 45) qui a été choisie comme
chromophore, celle-ci nous permettra de localiser les conjugués et de quantifier le taux de

marquage des bactéries par microscopie de fluorescence.
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N(iPr),

CneO—P\

Figure 45 : Structure de la cyanine 3 phosphoramidite commerciale

Afin de construire ces macromolécules deux stratégies de synthese ont été développées, la
premiere repose sur 1’assemblage automatisé sur support solide via les phosphoramidites

et la deuxieme alterne la chimie « click » CuAAC et la chimie des phosphoramidites.
A. La chimie des phosphoramidites

La chimie des phosphoramidites a été initialement développée au début des années 80
pour la synthése automatisée sur support solide des oligonucléotides.?>>2¢ Avec cette
méthodologie de synthéese, la construction des oligonucléotides met en jeu un nucléoside
fonctionnalisé en position 3’ par un phosphoramidite et protégé en position 5 par un
groupement acidolabile diméthoxytrityle (DMTr). De plus, I’amine des nucléobases est
protégée par des groupements basolabiles (benzoyle (Bz) pour 1’adénine et la cytosine, et

isobutyryle (iBu) pour la guanine) et le phosphore par un groupement cyanoéthyle (Cne).

Grace a ces synthons et a un support solide fonctionnalisé par un nucléoside protégé, la
syntheése de 1’oligonucléotide se déroule selon une succession d’étapes répétitives de la

position 3’ vers la position 5’ (Schéma 1).
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Schéma 1 : Cycle d’élongation des oligonucléotides par la méthode au phosphoramidite

La premiére étape du cycle consiste a libérer I’hydroxyle en 5’ du nucléoside en traitant le
support par une solution d’acide trichloroacétique (TCA 3% dans CH2Cly). La fonction
alcool ainsi libérée est alors disponible pour I’étape de couplage avec le phosphoramidite
du nucléoside suivant. Cette étape est réalisée en présence d’un activateur : généralement
le tétrazole ou un de ses dérivés permettant la formation d'un lien phosphite triester entre

les deux nucléosides (Schéma 2).
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Schéma 2 : Mécanisme du couplage d'un phosphoramidite activé par du tétrazole

S’ensuit une étape de coiffage, qui consiste a bloquer les fonctions hydroxyles n’ayant pas
réagi lors du couplage, pour cela, un mélange essentiellement constitu¢ d’anhydride
acétique (CapA/CapB) est généralement utilisé. Dans un quatrieme temps, le phosphore
(IIT) est oxydé en phosphore (V) en présence d’une solution d’iode et d’eau dans le THF.
Ces quatre étapes sont alors répétées autant que nécessaire jusqu’a l'obtention de la
séquence oligonucléotidique souhaitée. Dans un dernier temps, la séquence est décrochée
du support par un traitement généralement ammoniacal permettant également 1'hydrolyse
les groupements protecteurs des nucléobases et la conversion du phosphate triester en

phosphate diester par B-élimination de la protection cyanoéthyle.

Aujourd’hui on peut trouver sur le marché un grand nombre de phosphoramidites de
nucléosides modifiés, cependant il n’est pas rare de synthétiser des synthons
phosphoramidites comprenant une ou plusieurs modification(s) exotique(s) que l’on
souhaite intégrer a la séquence. Pour les obtenir une réaction de phosphitylation est réalisée

a partir de leurs précurseurs présentant une fonction alcool (Schéma 3).

CneO___N(iPr
DIEA anh p- NP

h Y.
A O R

Y
o-

.'N
CneO\P,N(iPr)z \r 7

¥ -
H’é\R Cl

Schéma 3 : Mécanisme de la réaction de phosphitylation
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Cette réaction est menée dans un milieu anhydre en présence d’une base tel que la
diisopropyléthylamine (DIEA) et de la cyanoethyl-N,N-
diisopropylchlorophosphoramidite.

La réaction débute par une substitution nucléophile de I’atome de chlore suivi du piégeage
de I’acide chloridrique par la diisopropyléthylamine pour former le phosphoramidite
souhaité et le chlorure de diisopropyléthylammonium. Ce qu’il est important de souligner
concernant ces composés, c’est qu’ils sont instables en milieu acide, de ce fait leur
purification par chromatographie sur gel de silice est réalisée en présence de triéthylamine

ou de pyridine afin de neutraliser 1’acidité de la silice.
B. La cycloaddition 1,3 dipolaire Azoture Alcyne catalysée au cuivre (l)

La cycloaddition entre un azoture et un alcyne a ét€¢ découverte en 1893 par Arthur

Michael et exploitée plus tard par Rolf Huisgen en 1963 .7

Connu sous le nom de cycloaddition de Huisgen, cette réaction correspond a une
cycloaddition péricyclique concertée entre un alcyne et un azoture sous des conditions de
températures €levées et des temps de réaction longs. Les produits résultant de cette
condensation sont deux régioisomeres du cycle 1,2,3-triazole formé : le produit 1,4 et le

produit 1,5, obtenu en ratio équimolaire (Figure 46).

1
-+ Haute température R\N 4 ']l/\>iR
R—=—=—H + N=N=N-R' - SR+ AL
Nz N
1 b
R
produit 1,4 produit 1,5

Figure 46 : Cycloaddition 1,3 dipolaire entre un alcyne vrai et un azoture

En raison de la dangerosité des produits azotures, de la forte demande en énergie et de la
faible régiosélectivité de cette réaction, son utilisation a été tres rare au cours du siecle
précedent. Ce n’est qu’apres 2002, grace aux travaux menés indépendamment par les
équipes de Morten Mendal au Danemark >°® et de Karl Barry Sharpless aux Etats-Unis >

que cette réaction a été remise au gofit du jour.

En effet, ces deux équipes ont montré que la réaction de Huisgen lorsqu’elle est catalysée
par le cuivre (I), est extrémement rapide et conduit exclusivement a la formation du
régioisomére 1,4. Depuis, cette réaction nommée CycloAddition Alcyne Azoture Catalysée

par le Cuivre (I) ou CuAAC, est exploitée dans de nombres domaines et est connue comme
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étant la réaction de « click chemistry » de référence, notion décrite par Karl Barry

Sharpless en 2001.260

Concernant le mécanisme de cette cycloaddition, de nombreuses études ont été menées afin
de comprendre cette régiosélectivité et ont abouti a plusieurs propositions

mécanistiques.?6!

Les premieres études ont essentiellement porté sur des études théoriques menées par des
calculs DFT. Parmi ces travaux, nous noterons que ceux réalisés par 1’équipe de Sharpless,
Fokin et Finn ont mis en premier en avant un mécanisme basé sur la formation d’un état
de transition binucléaire. A la suite de quoi de nombreuses autres équipes se sont penchées
sur la caractérisation des intermédiaires réactionnels impliqués dans le cycle catalytique.
Le mécanisme proposé a ce jour débute par une réaction acido-basique entre le cuivre et le
proton de la molécule d’alcyne suivi par la coordination d’un deuxiéme atome de cuivre
pour former 1’état de transition ET 1.2°? L’approche de la molécule azoture permet la
formation de I’intermédiaire ET 2.2°> Le carbone lié au cuivre (I) subit I’attaque du
deuxieme atome de cuivre qui est oxydé en cuivre (III), I’intermédiaire est rapidement
réarrangé pour former le métallacycle ET 3.26* Ce dernier est ensuite réduit en cuivre (I)
apres une réaction d’élimination réductrice induisant la contraction du métallacycle ET 3
en triazolide ET 4.2 Pour boucler le cycle catalytique, 1’intermédiaire ET 4 déprotone

une molécule d’alcyne pour aboutir a I’isomere 1,4 triazole (Schéma 4).
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Schéma 4 : Mécanisme accepté de nos jours pour la cycloaddition CuAAC
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C. Stratégie de synthese

Dans le cadre de ce projet, la synthese des conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores a employé une stratégie de synthese convergente dite de « chimie LEGO® »
qui alonguement servi a la synthese des glycoclusters au sein du laboratoire. Cette synthese
repose sur I’assemblage de briques de construction simples, préalablement synthétisées,

pour aboutir a des molécules aux degrés de complexité élevés.

Pour I’ensemble des conjugués, quelques soit la stratégie de conjugaison des pseudo-
sidérophores envisagée (phosphoramidite ou click), la synthese des conjugués a débuté par
la construction du glycocluster. Pour cela, le cceur mannose a été conjugué a un support
solide constitué d’une plateforme 1, les bras du glycocluster ont ensuite été introduits a

I’aide de la chimie des phosphoramidites.

Lors de la stratégie phosphoramidite une plateforme 2 poly-lévulinyle a été ajoutée a la
structure pour permettre la construction de la partie pseudo-sidérophore ainsi que la
conjugaison du fluorophore. Les groupements 1évulinyles ont été sélectivement enlevés par
un traitement a I'hydrazine, puis les différents glycosides ont été introduits par une réaction
de CuAAC sur support. Dans une derniere étape, les différents motifs chélateurs ont été
introduits par la chimie des phosphoramidites puis les conjugués ont été déprotégés et

clivés du support par un traitement basique (Schéma 5).
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Schéma 5 : Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores par la stratégie phosphoramidite

Lors de la stratégie « click», la conjugaison des glycosides a été réalisée avant
I’introduction de la seconde plateforme. Dans cette voie de synthése, ¢’est une plateforme
3 poly-alcyne qui a été ajoutée a la structure pour permettre la construction de la partie
pseudo-sidérophore. Apres introduction du fluorophore, les intermédiaires ont ¢&té
déprotégés et décrochés du support par un traitement ammoniacal puis purifiés. Pour
terminer, la conjugaison des différents motifs chélateurs a été réalisée par une réaction de
CuAAC en solution, puis les groupements protecteurs restant ont €té €liminés par un

traitement basique (Schéma 6).
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Schéma 6 : Synthése des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores par la stratégie « click »

A. Le support solide

Afin de synthétiser les conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores de maniere
supportée, le support solide classiquement utilisé au sein du laboratoire pour la synthese

des glycoclusters a été préalablement préparé.?>>

A partir des billes de verre greffée par des longues chaines alkylamines LCAA-CPG, (Long
Chain AlkylAmine Controlled Pore Glass), nous avons introduit un lien succinyle pour
obtenir le support acide carboxylique 66 (Schéma 7). En parallele, le composé 67 a été
obtenu apres une réaction de substitution nucléophile a partir de son dérivé bromé
commercial.'”> Dans I’acétonitrile anhydre, I’atome de brome a été substitué par la fonction
azoture par traitement avec 1'azoture de tétraméthyle guanidinium (TMGN3). Le composé

azoture 67 a été ensuite couplé au support 66 pour obtenir le support solide azoture 68. Ce

103



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

couplage a été réalisé dans la pyridine anhydre et a nécessité ’utilisation du 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) comme agent de couplage, en présence de la

triéthylamine anhydre et de la diméthylaminopyridine (DMAP) pour accélérer la réaction.
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Schéma 7 : Synthese du support solide 68

Afin de contrdler le taux de fonctionnalisation du support, un échantillon de celui-ci a été
traité par de I’acide para-toluénesulfonique (APTS) pour libérer le cation diméthoxytrityle.
L’absorption de ce cation a été ensuite mesurée par un spectrometre UV -visible a 498 nm.
Les taux de fonctionnalisation généralement obtenus sont de 1’ordre de 36 pmol/g. Dans la
suite de cette étude, ce support nous a permis de construire le glycocluster au niveau de la
fonction azoture en introduisant la plateforme mannose alcyne apres une réaction de
« click » CuAAC. Alors que la synthese de la partie pseudo-sidérophore et 1’introduction
de la cyanine 3 ont été réalisées du coté de 1’alcool protégé par le groupement 4,4’-

diméthoxytrityle (DMTr).
B. La plateforme mannose

Comme nous avons pu le voir plus haut, le coeur des glycoclusters qui font 1’objet de
cette étude est le mannose. Pour pouvoir introduire cette plateforme par réaction « click »
CuAAC, nous avons préparé le synthon mannoside portant une fonction alcyne en position
anomérique en s’appuyant sur les travaux réalisés par Hasegawa et al.?%® Sa synthése a
débuté par une réaction de glycosylation du D-mannose peracétylé avec 1’alcool

propargylique. Avec I’assistance du groupement acétyle adjacent et en présence de 1’acide
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de Lewis BF3.Et20 en condition anhydre, nous avons obtenu sélectivement I’anomere o 69

avec 66 % de rendement apres purification (Schéma 8).
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Schéma 8 : Synthese de la plateforme mannoside alcyne et mécanisme de la glycosylation avec formation

de [’acétoxonium

Le composé 69 a ensuite €té traité par une solution ammoniacale (NH4OH) pour libérer les

fonctions hydroxyles du sucre.

La réaction de « click » CuAAC a été testée entre le composé 70 et le support 68. Dans un
premier temps, un hexathymidylate a été synthétisé sur le support 68. Un échantillon du Ts
supporté a été déprotégé et analysé par HPLC-C18 et spectrométrie de masse MALDI-TOF
(Figure 47, Chromatogramme et spectre MALDI en noir). Le composé a un temps de
rétention de 14,6 min avec une masse correspondant au Te-azide (m/z de 2069,42 trouvée
pour 2069,48 calculée). Dans un deuxieme temps la réaction de « click » a été effectuée
sur support. La source de cuivre utilisée est un mélange de sulfate de cuivre (CuSOg4) et
d'ascorbate de sodium (Asc. Na) permettant la formation in situ de Cu (I). Le mélange a
été agité durant 1 heure puis le support a été traité avec de I’ammoniaque pendant 1 heure.
Apres évaporation, le brut de syntheése a été analysé par HPLC-C18 et spectrométrie de
masse MALDI-TOF. (Figure 47). L’analyse HPLC du brut de syntheése a montré la
formation d’un composé ayant un temps de rétention de 11,56 min et une masse de 2287,16

correspond au produit de click (2287,69 calculée), des adduits cuivre ont également €té

105



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

détectés (Chromatogramme et spectre MALDI orange). Grace a ces résultats nous avons
pu vérifier la totale incorporation du mannoside propargyle 70 sur le support 68 par
« click » CuAAC.
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Figure 47 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 30 % CH3;CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection

C. Les phosphoramidites

a) Bras diéthyléneglycole

Comme pour le projet Glycomime, au cours de ce projet, les bras propargyle-
diéthyleneglycoles des glycoclusters ont été introduits sur la plateforme mannoside en
utilisant la chimie des phosphoramidites, c¢’est pourquoi nous avons construit ce synthon
sous forme de phosphoramidite.!®* La fonction alcyne permet la conjugaison des différents
glycosides azotures d’intéréts. Pour commencer, le diéthyleneglycole a été mono-alkylé a
I’aide du bromure de propargyle en présence d’hydrure de sodium dans le tétrahydrofurane
anhydre pour former le composé 71 avec 40 % de rendement. Il est a noter que malgré
I’utilisation d’exces de diéthyléneglycole (2 équivalents) et 1’ajout lent de bromure de
propargyle, le produit de di-alkylation reste le produit majoritaire d’ou le faible rendement
de la réaction. Par la suite, une réaction de phosphitylation a été réalisée en condition
anhydre entre 71 et le composé 72 pour former le phosphoramidite propargyle-

diéthyleneglycole 73 avec 87 % de rendement (Schéma 9).
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Schéma 9 : Synthése du phosphoramidite propargyle-diéthyleneglycole 73

Phosphoramidites poly-lévulinyles

Dans le cadre de la synthese des conjugués par la stratégie phosphoramidite, il a été
nécessaire de synthétiser des plateformes poly-hydroxylées dans le but d’introduire les
phosphoramidites des pseudo-sidérophores. D’autre part, pour rester dans une optique de
synthese convergente, les fonctions hydroxyles de ces plateformes ont dii €tre protégées
par des groupements protecteurs orthogonaux par rapport aux autres fonctions hydroxyles
déja présentes. Le groupement protecteur qui a €té choisi ici, est un motif basolabile
particulier : le groupement 1évulinyle (Lev). En effet, car celui-ci peut étre sélectivement
retiré par un traitement avec de I'hydrazine dans un mélange acide acétique/pyridine sans
pour autant éliminer les protections cyanoéthyle des phosphates triesters déja présentes sur

les molécules.

Afin de construire ces plateformes poly-hydroxylées, nous nous sommes inspirés des

267 8

brevets déposés par I’équipe de Chunlin Tao %¢7 et de Kim Byeang Hyean.?¢

Le trihydroxyméthyle éthane (THME) a été mono-protégé par un groupement
diméthoxytrityle pour former ’intermédiaire 74 (Schéma 10). Ce dernier a été ensuite
engagé dans une réaction d’estérification avec 1’acide 1évulinique pour obtenir le composé
75 avec 77 % de rendement. La fonction hydroxyle restante a été phosphitylée pour
finalement aboutir a la formation du phosphoramidite mono-1évulinyle 76 avec 70 % de

rendement apres purification et 29 % de rendement global.
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Schéma 10 : Syntheése des plateformes phosphoramidites poly-lévulinyles

108



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

Les homologues phosphoramidites di- et tri-lévulinyle ont été construits a partir du
pentaérythritol commercial. Tout comme pour le phosphoramidite mono-lévulinyle 76,
nous avons réalisé une premiere étape de monoprotection par le chlorure de
diméthoxytrityle puis s’en est suivi une étape de bis-estérification avec I’acide Iévulinique.
Bien que I’acide 1évulinique ait été introduit avec seulement 2 équivalents et due a la
I’importante réactivité des fonctions alcools primaires, le produit de tri-estérification a été
formé au cours de la réaction, ce qui explique le rendement de 46 %. Ensuite,
I’intermédiaire 78 a fait 1’objet d’une réaction de phosphitylation pour aboutir a la
formation du phosphoramidite di-lévulinyle 79 avec 10 % de rendement global. D'autre
part, le composé 77 a été tri-estérifié pour donner le produit 80, qui a été ensuite traité par
une solution d’acide benzeéne sulfonique (BSA) pour libérer la fonction hydroxyle. Une
derniere étape de phosphitylation a conduit au phosphoramidite tri-lIévulinyle 82 avec un

rendement global de 10 %.

Phosphoramidites poly-alcynes

La stratégie « click » CuAAC a nécessité la synthese de plateformes poly-alcynes pour

introduire les motifs chélateurs a partir d'un motif chélateur azoture.

La synthese de la plateforme mono-alcyne a débuté a partir de I’intermédiaire THME
diméthoxytritylé 74, qui a été mono-alkylé par le bromure de propargyle en présence
d’hydrure de sodium puis phosphitylé pour former le phosphoramidite mono-alcyne 85
avec un rendement global de 59 % sur les deux étapes (Schéma 11)."°! Quant aux
phosphoramidites di- et tri-alcyne, ils ont été construits a partir du pentaérythritol
diméthoxytritylé 77.19% 2% Comme précédemment, 77 a été di- ou tri-alkylé par le bromure
de propargyle, pour former les composés 85 et 87 avec 89 % et 85 % de rendement
respectivement. L’intermédiaire 85 a été phosphitylé pour aboutir au phosphoramidite di-
alcyne 86 avec un rendement global de 76 % sur les deux étapes. Le composé 87 a été
d’abord traité en milieu acide pour éliminer le groupement diméthoxytrityle. La fonction
hydroxyle libérée a été ensuite mis en jeu dans la réaction de phosphitylation pour former
le phosphoramidite tri-alcyne 89 avec 63 % de rendement et 47 % de rendement global sur

les trois étapes.
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Schéma 11 : Synthese des plateformes phosphoramidites mono-, di- et tri-alcynes

D. Les sucres azotures

Comme nous I’avons vu dans 1’introduction, les lectines LecA et LecB reconnaissent
des résidus osidiques bien spécifiques : le D-galactose et le L-fucose respectivement. De
ce fait, les glycoclusters synthétis€s pour ce projet ont été conjugués soit avec le
galactosides 92 pour interagir avec LecA, soit avec le fucosides 95 pour interagir avec

LecB.

110



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

Le galactoside 92 possede un résidu galactose fonctionnalisé en position anomérique
par un phénylacétamide azoture (Schéma 12). Ce résidu est reconnu spécifiquement par
LecA et le groupement aromatique favorise d’autant plus cette interaction en établissant
des interactions hydrophobes de type CH-m avec l'histidine 51 présente dans le site de

reconnaissance.90

Ce galactoside a été obtenu en trois étapes a partir du para-nitrophényl-peracétyl-
galactoside 90 en s’appuyant sur la synthése développée par Cecioni et al..?>? La premiére
étape a consisté en la réduction de la fonction nitro en fonction amine qui dans une seconde
étape a réagi avec le bromure de bromoacétyle pour obtenir le galactoside bromé 91 avec
94 % de rendement. Dans une derniere étape, I’atome de brome a été substitué par la
fonction azoture a I’aide du TMGN3 en milieu anhydre pour finalement former le

galactoside 92 avec un rendement global de 74 % (Schéma 12).

OAcOAc OAcOAC

OAcOAc
AcO o 2Clz anh ; t.a; AcO o 3 AcO o,
’ OAc 2) O NEt h= : OAc CH4CN anh ) OAe
; 3 an 3 an
o) . C - i [o}
Br)J\/Br J«’ MW ; 80 °C ; 15 min Jk,
N B N,

NO, CH,Cl, anh r 80 % N
90 0°CAta;2h 91 H 92 N

94 %

Schéma 12 : Schéma de synthese du galactoside 92

Le fucoside 95 possede quant a lui un résidu fucose fonctionnalisé en position

anomérique par un lien azido-triéthyleneglycole (Schéma 13).

Plusieurs méthodes de synthese ont été développées par 1’équipe du Dr Sébastien Vidal
pour former ce fucoside.”®* La meilleure méthode développée s’est réalisée par
I’enchainement de trois étapes de synthése sans purification intermédiaire. La premiere
étape a été la réaction de glycosylation entre le fucose et le chlorure de triéthyleneglycole
en utilisant les réactifs de Appel (CBrs PPhs) 2 en chauffant a 65 °C pendant 4 heures,
suivi de ’acétylation des fonctions hydroxyles du sucre puis substitution de I’atome de
chlore par la fonction azoture. Le rendement de glycosylation était de 59 % avec un rapport
a/B 66/34 pour obtenir finalement le fucoside-EG3-N3 triacétylé 95 avec un rendement de

39 % apres purification sur gel de silice.

111



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

Dans le cadre de ce projet, il a été nécessaire d’utiliser une grande quantité de ce fucoside,
c’est pourquoi en s’appuyant sur les travaux de 1’équipe du Dr Sébastien Vidal, nous avons
légerement modifié la synthése au sein du laboratoire (Schéma 13). Nous avons préféré
utiliser le triéthyleneglycole mono-tosyle car le chlorure de triéthyleneglycole commercial
n'est pas toujours de bonne qualité et conduit parfois a de mauvais rendements. Ainsi, la
glycosylation du L-fucose avec le triéthyleneglycole, préalablement mono-tosylé a été
réalisé avec les réactifs de Appel en chauffant 4 65 °C pendant 4 heures. A ce stade, le brut
a été filtré sur une colonne de gel de silice afin d’¢éliminer 1’excés de tosyl-
triéthyleneglycole 93 et le mélange des deux anomeres o et B a été traité par 1’anhydride
acétique. Grace au groupement tosyle, le suivi de la purification des deux anomeres a pu
étre réalisé¢ sur gel de silice fine en appliquant un gradient isocratique composé d’un
mélange d’éther de pétrole, de dichlorométhane et d’acétone (7:1.2:1.2, v/v/v). Le fucoside
tosyl-triéthyleneglycole a été obtenu avec 70 % de rendement en portion a/f 85/15 calculé
par spectroscopie RMN. Apres acétylation 1'anomere a 94 a été obtenu avec 52 % de
rendement apres purification. Dans une derniere étape, la groupement tosyle a été
substituée par la fonction azoture apportée par le TMGN3 pour former le fucoside 95 avec
91 % de rendement et 47 % de rendement global a partir du fucose. L'utilisation d'un
groupement tosyle a la place d'un chloro a conduit a une meilleure glycosylation (70 % vs
59 %) et a une plus grande quantité d'anomere a (85 % vs 66 %). Ainsi le fucoside EG3

azoture triacétylé a été obtenu avec un meilleur rendement (59 % vs 39 %).
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Schéma 13 : Schéma de synthése du fucoside 95

E. Lessidérophores

Comme nous avons pu le mentionner dans la premiére partie de ce manuscrit, les
microorganismes s’approvisionnent en minéraux essentiels et en particulier en fer grace a

la synthese de sidérophores. 1l en existe plusieurs et certains possedent un pouvoir chélatant
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variable selon la nature et le nombre d’atomes impliqués dans la sphére de coordination du

métal.

Nous avons pu constater également que les motifs catéchol, hydroxamate et acide
carboxylique sont tres largement utilisés chez les bactéries et les champignons pour
s’approvisionner en fer. Parmi ces motifs, ce sont les molécules portant des structures
catéchols et/ou hydroxamates qui possedent un tres fort pouvoir chélatant vis-a-vis des
métaux. C’est pourquoi, dans le cadre de cette étude, nous avons choisi ces deux motifs

(catéchol et hydroxamate) pour construire la partie pseudo-sidérophores de nos conjugués.

Selon la stratégie utilisée pour 1’assemblage des conjugués, deux motifs catéchols et deux
motifs hydroxamates ont été synthétisés : 1’un sous forme de phosphoramidite pour étre
utilisé dans la stratégie phosphoramidite et 1’autre possédant une fonction azoture pour étre

utilisé dans la stratégie « click » CuAAC.

2,3-diisobutyryl catécholamide propyle/hexyle phosphoramidite

La synthese du phosphoramidite a débuté a partir de 1’acide 2,3-dihydroxybenzoique
commercial (Schéma 14). Une étape de protection des fonctions phénoliques a été réalisée
en suivant la méthode développée par Albrecht et al,’’° en employant I’anhydride
isobutyrique en présence d’acide sulfurique pour obtenir I’intermédiaire diisobutyryle 96
avec 76 % de rendement. La fonction acide a été ensuite activée en milieu anhydre par le
N-hydroxysuccinimide et le N-(3-Diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodiimide (EDC). En
parallele, le 3-aminopropanol a été protégé par un groupement tert-butyldiméthylsilyle
(TBDMS)?"! et a été ensuite introduit dans le mélange contenant 1’intermédiaire activé 97
pour former le composé amide 99 avec un rendement de 83 %. Le groupement silylé a été
retiré par un traitement NEt3.3HF pour obtenir la molécule 100 avec 96 % de rendement.
La fonction hydroxyle ainsi libérée a été alors mis en jeu dans une réaction de
phosphitylation pour aboutir au phosphoramidite catéchol protégé 101. En raison de la
délicate purification de ce phosphoramidite, le composé 101 a été obtenu avec un

rendement de 34 % apres purification et un rendement global de 12 %.
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Schéma 14 : Synthése du 2,3-diisobutyryl catécholamide propyle phosphoramidite 101

D’autre part, nous nous sommes €¢galement concentrés sur la synthése du composé 105, qui
est I’homologue du phosphoramidite 101 avec un lien hexyle a la place du propyle. La
synthese de ce nouveau phosphoramidite a suivi exactement le méme schéma de synthese
mais en utilisant le 6-aminohexanol préalablement silylé >’> (Schéma 15). Le composé
phosphoramidite hexyle catéchol 105 a été obtenu avec un rendement global de 14 %.
Comparée a la synthese du phosphoramidite 101, des déprotections partielles des fonctions
hydroxyles du noyau catéchol ont été relevées durant 1’étape de couplage avec I’amine 102,
le sous-produit résultant étant I’amide isobutyrique issue de 102.
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Schéma 15 : Synthese du 2,3-diisobutyryl catécholamide hexyle phosphoramidite 105
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2,3-diacéto catécholamide propylazoture

Dans le cadre de la stratégie « click », les motifs chélateurs sont introduits apres une
réaction de CuAAC sur les plateformes poly-alcynes décrites plus haut. Pour cela, nous

avons synthétisé un synthon catéchol portant une fonction azoture.

Sa synthése a débuté par une réaction de condensation entre 1’acide 2,3-
dihydroxybenzoique et I’aminopropylazoture 2> 106 (Schéma 16). L’acide a été dans un
premier temps activé par le BOP en milieu anhydre en présence de la DIEA puis
I’aminopropylazoture 106 a été ajouté pour former 1’intermédiaire catéchol 107 avec 50 %
de rendement apres purification. Les fonctions phénoliques de 107 ont ensuite été
protégées par des groupements acétyles pour aboutir au composé final 108 avec 54 % de
rendement et 27 % de rendement global. Au cours de cette synthese un certain nombre de
difficultés ont ¢été rencontrées notamment au cours de 1’étape de couplage avec
I'aminopropylazoture 106. En effet, le BOP a permis d’activer la fonction acide de la
molécule, mais celui-ci a également réagi avec les fonctions phénoliques du catéchol pour
former des sous-produits inactifs. De plus, les groupements acétyles se sont avérés
relativement instables. Afin d’améliorer la synthese de 108, les étapes de protection et de
couplage ont été inversées mais n’ont pas permis I’amélioration du rendement globale de
la syntheése. Néanmoins, les quantités obtenues au terme de ces syntheses ont été largement

suffisantes pour pouvoir réaliser la synthese des différents conjugués sur support solide.

Br” " NH,

NaNj

H,O .
go°c24n| 100%

106 J\
0“0 o

O O
OH O
o OH O Ng " NH, ‘o )J\OJJ\ o o
oOH — 5 NN, *r H/\/\Ns
BOP ; DIEA anh H Pyridine anh ;ta.;2h

CH,CI; anh
ta.;3h 54 %
107 108

50 %

Schéma 16 : Synthese du 2,3-diacétyl catécholamide propylazoture

I a été rapporté dans la littérature que les molécules portant des fonctions
hydroxamates étaient spécifique de la chélation du Fe**. C’est pourquoi dans ce projet,

nous nous sommes également intéressés a la syntheése de conjugués portant des fonctions

115



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

hydroxamates et ainsi apporter une spécificité de chélation a la structure des pseudo-
sidérophores. De la méme maniere que pour le motif catéchol, le motif hydroxamate a été

préparé sous forme phosphoramidite et azoture.

Phosphoramidite hydroxamate

En s’inspirant de la méthode de protection des N-hydroxyamides développée par
Zhihui Zhang et al.,>’* la synthése du synthon phosphoramidite a débuté par une réaction
de protection du N-acétyl-hydroxyamine (Schéma 17). Cette réaction a eu lieu dans un
milieu biphasique entre la N-acétyl-hydroxyamine soluble dans une solution alcaline et
I’anhydride benzoique soluble dans le CH2Clz pour former I’intermédiaire benzoylé 109
avec 94 % de rendement. Tres peu de méthodes d’alkylation de la fonction hydroxamique
ont été décrites dans la littérature, parmi celles répertoriées nous avons retenu 1’alkylation
par le bromure d’allyle en présence de K.CO3 dans le DMF.?” En se référant a cette étude,
nous avons pu obtenir le composé allylé 110 avec 42 % de rendement. En tirant parti de
I’expertise de la réaction de thiol-éne développé au sein de I’équipe du Pr Marra,
I’intermédiaire 110 a été ensuite impliqué dans une réaction de thiol-ene avec le
mercaptoéthanol sous irradiation UV-A (365 nm), en présence de diméthylphényle
acétophénone (DPAP) dans le CH>Cl,. (Un rappel sur la réaction de thiol-eéne sera présenté
dans le chapitre III) L’intermédiaire 111 a été alors obtenu avec 91 % de rendement apres
purification. Dans une derniere étape, une réaction de phosphitylation a été réalisée a partir
du composé 111 pour obtenir le phosphoramidite d’intérét 112 avec 75 % de rendement et

27 % de rendement global.
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Schéma 17 : Syntheése N-acétyl-N-benzoate-N-propylethioéthyl phosphoramidite
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Hydroxamate azoture

Tout comme pour le phosphoramidite 112, [’homologue azoture du synthon
hydroxamate a été obtenu a partir de la N-acétyl-hydroxyamine commercial (Schéma 18).
Pour commencer, une réaction de protection de la fonction hydroxyle a été réalisée en
milieu hétérogéne avec 1I’anhydride acétique pour former le composé acétylé¢ 113 avec 75
% de rendement. En s’inspirant de la méthode d’alkylation développée précédemment pour
le phosphoramidite 112, I’atome d’azote a été, dans un deuxieme temps, alkylé par le 1,4-
dibromobutane. Diverses bases (K>COs3, NEts:, NaH, Cs2CO3) ont été utilisées afin
d’obtenir le meilleur rendement d’alkylation, cependant seule la méthode employant un
exces de 1,4-dibromobutane (10 équivalent) en présence de Cs>CO3 dans le DMF sous
assistance micro-onde a 100 °C a pu aboutir a la formation de 1’intermédiaire bromobutyle
114. Donc a cause de la faible réactivité de 1’atome d’azote, laissant place a la formation
de produits secondaires indésirables et de la difficulté de la purification, le composé 114 a
¢té obtenu avec 35 % de rendement. Puis pour terminer, I’atome de brome a été substitué
par la fonction azoture du TMGN3 sous assistance micro-onde a 60 °C. Ainsi le N-acétyl-

N-acétate-N-butylazide 115 a été obtenu avec 60 % de rendement et 16 % de rendement

global.
o o o o
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Schéma 18 : Synthese N-acétyl-N-acétate-N-butylazide

A. Stratégie phosphoramidite

Avant de réaliser I’assemblage des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores, nous
avons évalué la réactivité des nouveaux composés phosphoramidites. Pour cela, ils ont été

incorporés sur un hexathymidylate (Ts) modéele. La synthese de 1’oligomere modifié a été

réalisée a I’aide d’un synthétiseur automatisé d’oligonucléotides suivant le cycle classique
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de synthese via les phosphoramidites décrite plus haut. Les phosphoramidites ont été dilués
dans 1’acétonitrile anhydre pour obtenir des solutions a 0,1 M et des temps de couplage de
30 secondes ont été appliqués pour ’incorporation du phosphoramidite de la thymidine et
des temps variables pour les nouveaux phosphoramidites. Une fois la synthese finie, une
analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF a été effectuée directement sur le support
solide en utilisant la THAP comme matrice. Dans un deuxi¢me temps, le support a été
traité par une solution alcaline (NH4OH) pour cliver la séquence du support et permettre
I’élimination des groupements protecteurs. Le brut a été ensuite analysé par HPLC-C18 et

spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Parmi les plateformes poly-lévulinyles, il a fallu évaluer les composés 79 et 82
(Schéma 19). Pour ces nouveaux phosphoramidites un temps de couplage de 60 secondes
a été appliqué.

T T
Synthese Phase Solide o SPS

o
DMTrO -B— avec —0 —
avech pmTro HO g o Ho e LevO o- H o- H o
Cne' OCne Cne
N NH
5 o

R =DMTr
Lev

Schéma 19 : Evaluation des phosphoramidites poly-lévulinyles

L’analyse du tir sur support permet de visualiser rapidement la séquence qui a été
synthétisée sur le support sans pour cela la déprotéger et la décrocher du support.2’%2"7 Le
dépot sur la plaque du MALDI est effectué comme un dépot classique en mélangeant
quelques billes de support avec la matrice adéquate, ici la THAP. La puissance du laser
permet la coupure de la liaison triester du phosphate pour libérer a chaque fois une
séquence avec un phosphate diester en position 3’. La nucléobase liée au support n’est pas

décrochée par la puissance du laser car celle-ci est liée par une fonction ester (Figure 48).
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Figure 48 : Principe de [’analyse MALDI-TOF du tir sur support

Ici, des hexathymidylates portant soit le phosphoramidite 79, soit le phosphoramidite 82

ont été synthétisés puis analysés en réalisant un tir sur support.

Si I’on se réfere aux valeurs m/z calculées (Tableau 2), les masses qui ont été obtenues lors
de I’analyse du tir sur support (Figure 49) montrent des valeurs de masses m/z équivalentes
: 2552,45 (pour I’oligomeére portant 79) et 2348,14 (pour I’oligomére portant 82). Des
fragmentations sont également observées, celles-ci sont dues a la rupture de chaque liaison
phosphotriester par le laser, laissant ainsi un phosphate diester en 3’ de chaque fragment.
Les masses des séquences portant des avortons de synthése n’ont pas été détectées, nous
avons donc pu conclure que 1’incorporation des phosphoramidtes 79 et 82 était totale avec
un temps de couplage de 60 secondes. Grace a cette méthode d’analyse, nous avons pu
controler I’incorporation du phosphoramidite d’intérét et valider le protocole de couplage

de ces derniers.

Séquence clivée du support par le laser m/z calculées m/z obtenues
Négative Négative
1 5> 79TTT TT-PO(OCne)O" 3’ 2553,05 2552,45
2 5> 82TTT TT-PO(OCne)O" 3’ 2348,78 2348,14

Tableau 2: Masses m/z des séquences clivées du support 79-Ts (1) et 82-Ts(2) lors du tir sur support
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Figure 49 : Analyse MALDI-TOF en mode négatif du support 79-Ts (gauche) et 82-Ts (droite)

b) Evaluation des phosphoramidites catéchols

Tout comme pour les tests d’incorporation des phosphoramidites poly 1évulinyles, des
Ts modifiés incorporant les phosphoramidites 101 et 105 en 5’ ont été synthétisés (Schéma
20). Afin d’assurer le maximum d’incorporation de ce phosphoramidite exotique, un temps
de couplage de 60 secondes a été appliqué. Nous avons dans un premier temps évalué
I’incorporation du phosphoramidite 101 et 105 seul sur le modele hexathymidylate, puis
dans un second temps nous avons cherché a simuler la construction des conjugués di- et

tri-catéchols sur ce méme modele (Schéma 20).
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Schéma 20 : Evaluation des phosphoramidites catéchols 101 et 105

Evaluation du phosphoramidite catéchol propyle 101

Concernant la synthése de I’hexathymidylate portant le

I’analyse par MALDI-TOF de l'oligonucléotide supporté a été réalisée mais n’a pas pu
confirmer 1’incorporation du phosphoramidite 101. En effet, la masse de 1'ion détecté a
2280,24 est de 10,5 Da supérieure a celle attendue pour le fragment 101Tspcne (Tableau
3, Figure 50). Bien que la précision des ions détectés par tir sur support soit généralement
inférieure a celle des produits solubles cette différence est trop importante pour confirmer

la formation du composé attendu. Néanmoins, nous avons tout de méme traité le support

par une solution ammoniacale et analysé le brut par HPLC-C18 et

MALDI-TOF.

phosphoramidite 101,

spectrométrie de masse
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Séquence m/z calculées m/z obtenues A m/z
Négative Négative
Tir sur support
5’ 101TTT TT-PO(OCne)O" 3’ 2269,73 2280,24 10,51
Apres déprotection et clivage du support

5’ Cat(OH),proTTT TTT 3’ 2035,38 2041,99 6,61

Tableau 3 : Masses m/z de la séquence clivée du support 101-Tslors du tir sur support et apres

clivage/déprotection
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Figure 50 : Analyse MALDI-TOF en mode négatif du support 101-Ts

Les analyses HPLC ont montré la présence de trois produits majoritaires, par ordre
d’¢élution, nous avons un premier composé a 11,9 min avec un m/z de 1901,55, un deuxieme
a 12,8 min avec un m/z de 2071,86 et enfin a 13,3 min avec un m/z de 2041,99 (Figure 52).
La masse théorique m/z attendue pour la séquence 5’ 101-T¢ 3’ est de 2035,38, on pourrait
penser que le dernier composé correspond a la séquence attendue avec un écart de masse
de 6 dii a une mauvaise ionisation du composé. D’autre part les composés €lués a 12,8 min
et 13,3 min présentent un spectre UV possédant une absorption a 264 nm caractéristique
de I’hexathymidylate et également une absorption a environ 310 nm (Figure 51), ce qui

pourrait nous indiquer 1’ajout du motif catéchol.
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Figure 51 : Spectre UV du composé a 13,3 min

Cependant I’ensemble de ces données ne nous a pas permis de valider avec certitude la
bonne incorporation du composé 101. D’autre part, si I’on compare les chromatogrammes
de déprotection apres 1 heure de traitement (noir) et celui obtenu apres une nuit de
traitement (orange), nous avons remarqué une importante modification de la séquence. Ces
résultats nous ont indiqué la forte sensibilité du motif catéchol vis-a-vis du traitement

ammoniacal (Figure 52).
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Figure 52 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection (1 h ou 14 h)

Pour remédier a ce probleme de sensibilité au traitement de déprotection, une deuxieéme
synthése de 1’oligomere modifié a €té réalisée cette fois-ci sur un support solide ne
nécessitant pas un traitement basique fort tel que I’ammoniaque. Le support solide qui a

été utilisé pour cette nouvelle synthése posseéde la structure de I’acide hydroquinone-O, O -
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diacétique « Q-linker » (Figure 53). Le groupement hydroquinone a permis de fragiliser
fortement la liaison ester entre le support et la base et de ce fait nous a permis d’utiliser
une méthode de déprotection/clivage plus douce utilisant une solution de K»,CO3 dans le

méthanol.?’8

0
) /©/o\)1\ o Nucléoside®
oY

Figure 53 : Structure du support « Q-linker » utilisée en synthése d’oligonucléotides sur support solide

La synthese avec le support « Q-linker » a utilisé le méme cycle de couplage que pour la
synthese avec le support succinyle. En fin de synthese le support a été traité durant 1 a2 h
avec une solution méthanolique de K>CO3 a 50 mM. Le brut a été ensuite analysé par
HPLC-CI18 et par spectrométrie de masse MALDI-TOF en mode négatif. Des difficultés
d’analyse ont été observées au cours de I’analyse de masse, celles-ci étant dues a la forte
salinité de 1’échantillon de ce fait, la masse m/z obtenue (2037,66) était supérieure de 2 par
rapport a la masse théorique (2035,4) Néanmoins, le spectre UV du composé majoritaire
montre la présence du motif catéchol, ce qui nous permet d’affirmer la bonne incorporation

du phosphoramidite 101.

Il est a noter également que des 1 heure de traitement une 1égere dégradation a été observée

(Figure 54).
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Figure 54 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection de la synthése sur support « Q-

linker »
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Afin de simuler la construction des conjugués di- et tri-catéchols, nous avons dans un
deuxiéme temps réalisé la synthése de la séquence I’hexathymidylate incorporant a la fois
les phosphoramidites di- ou tri-lévuliniques 79 ou 82 puis le catéchol 101 pour obtenir les
homologues di-catéchol et tri-catéchol. Le support « Q-linker » a été utilisé pour réaliser
ces syntheses et les phosphoramidites 79 et 82 ont été introduit avec un temps de couplage
de 60 secondes. Apres cela, les groupements l1évulinyles ont été éliminés apres un
traitement a [’hydrazine dans un mélange pyridine/acide acétique durant 30 minutes. Le
support a été ensuite rincé avec de la pyridine et de 1’acétonitrile puis finalement séché
avant d’étre réinstallé sur le synthétiseur automatique. Le phosphoramidite monocatéchol
101 a alors été incorporé avec un double couplage de 180 secondes. Dans le cas de la
synthese de la séquence portant deux fois le phosphoramidite 101 le groupement DMTr a
été éliminé apres un traitement au TCA. Le support solide a ensuite été traité durant 1 heure

avec une solution de K2CO3 méthanolique a 50 mM.

Les résultats de 1’analyse MALDI-TOF ont montré I’obtention des oligonucléotides di- et
tricatéchols voulus (Tableau 5 et Figure 55). Cependant un certain nombre de produits de
dégradation ont été détectés. On notera notamment la perte du fragment catéchol (perte
137) dans la séquence portant deux fois ce motif. Pour la séquence portant trois motif's

catéchols, des pertes m/z d’environ 150 et 140 ont également été observés (Figure 55).

Séquence m/z calculées m/z obtenues A m/z
Négative Négative
1 5’(Cat(OH)sprop).pentaerythritol TTT TTT 3° 2506,684 2505,5 1
2 5’ (Cat(OH).prop)spentaerythritol TTT TTT 3° 2779,866 2781,88 2

Tableau 4 : Masses m/z des Ts di- et tri-catéchols apres déprotection et clivage du support
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Figure 55 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 9% CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3;CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection I h au K2CO3 50 mM du Ts di-

catéchol (gauche) et tri-catéchol (droite)

Ne comprenant pas 1’origine de ces dégradations, nous avons émis 1’hypothése que les
problemes de stabilité de ce motif étaient slirement dus au lien propyle trop court ce qui
pouvait induire des réarrangements de la structure, nous menant a la dégradation de la

séquence Ts modifiée.

Evaluation du phosphoramidite catéchol hexyle 105

Tout comme pour son prédécesseur, I’incorporation du phosphoramidite catéchol
hexyle 105 a été évaluée sur un Ts. Le support « Q-linker » a été utilis€ pour pouvoir

appliquer une déprotection douce.
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L’analyse MALDI-TOF du tir sur support a montré la formation d’une séquence de masse
m/z 2319,79 supérieure a la masse théorique calculée (m/z : 2311,81) avec un écart de 8
(Figure 56). Cependant, nous avons pu observer uniquement les différentes coupures des
liaisons phosphotriesters dues au laser, de ce fait nous avons pu confirmer la totale

incorporation du phosphoramidite 105.
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Figure 56 : Analyse MALDI-TOF en mode négatif du support « Q-linker » 105-Ts

Le clivage/déprotection de I'oligonucléotide monocatéchol a été réalisé avec une solution
50 mM K>CO3; méthanol et un suivi de la stabilité a été réalisé toutes les heures durant 4
h. Les bruts ont été ensuite analysés par HPLC-C18 et spectrométrie de masse MALDI-
TOF en mode négatif apres dessalage. Les analyses HPLC ont montré que méme apres un
temps long, 1'oligonucléotide modifié est tres peu dégradé. De plus, en comparant la masse
théorique calculée (2077,46) et la masse observée (2077,86) nous avons pu confirmer la

bonne incorporation du phosphoramidite 105 (Figure 57).
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Figure 57 : Chromatogramme HPLC CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection avec K;CO3 50 mM MeOH

Nous avons ensuite synthétisé les hexathymidylates présentant les motifs di et tri-hexyle
catéchols en combinant les phosphoramidites 79/105 et 82/105 respectivement. Les
protocoles d’incorporation des différents phosphoramidites et les traitements de

déprotection sont restés les mémes.

Lorsque I’on compare la valeur des masses calculées avec celles obtenues lors de I’analyse
sur support solide, nous avons observé une bonne double (Tableau 5 entrée 1) et triple
(Tableau 5 entrée 2) incorporation du phosphoramidite 105 (Figure 58). D’autre part, nous
avons constaté que la séquence portant trois catéchols avait des difficultés a s’ioniser
(Figure 58).
Séquence m/z calculées m/z obtenues
Négative Négative

Tir sur support

1 5’ (105);pentaerythritol TTT TT-PO(OCne)O" 3’ 3373,88 3373,76

2 5’ (105)s;pentaerythritol TTT TT-PO(OCne)O" 3’ 3580,01 3579,38
Déprotection et clivage du support

3 5’ (Cat(OH)zhex)spentaerythritol TTT TTT 3° 2590,83 2591,63

4 5’ (Cat(OH)zhex)spentaerythritol TTT TTT 3° 2906,09 2906,03

Tableau 5 : Masses m/z des séquences Tg di et tri-catéchols avant et apres déprotection et clivage du

support
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Figure 58 : Analyse MALDI-TOF en mode négatif sur support solide du dicatéchol-hexyle-Ts (gauche) et

du tricatéchol-hexyle-Ts (droite)

Les analyses HPLC ont été réalisées apres déprotection et ont montré que plus le temps de

déprotection était long plus la résolution du chromatogramme HPLC était faible (Figure

59 et Figure 60). D’autre part, nous avons remarqué la formation de composés de

dégradation des 1 heure de traitement K>COs; méthanolique. Parmi ces produits de

dégradation, nous avons relevé un produit avec une perte m/z d’environ 182 dans les deux

séquences et un autre avec une perte de 150 dans le cas de la séquence tri-catéchol (Figure

60). Un sous-produit portant un cyanoéthyle a également été détecté dans les deux

séquences.
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Figure 59 : Chromatogramme HPLC CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection avec K2CO3 50 mM méthanol
du dicatéchol-hexyle-Ts
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Figure 60 : Chromatogramme HPLC CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3;CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection avec KxCO3 50 mM méthanol

du tricatéchol-hexyle-Ts

Afin d'étudier l'influence de la concentration en K»>CO3, sur la dégradation des

constructions di- et tri-catéchol-T¢ nous avons réalisé d’autres déprotection a des
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concentrations en K>CO3 de 10 mM et 25 mM dans le méthanol. D’autres solutions
alcalines ont également été étudiées tel que le mélange NEt3/MeOH/H20 (1:5:1 v/v/v) ou
encore la n-butylamine/MeOH/H>0 (1:2:1, v/v/v). Nous avons noté que la déprotection et
le clivage du support solide étaient beaucoup plus lente que celles obtenues avec une
solution de K,CO3 a 50 mM et d’autre part nous avons observé les mémes produits de

dégradation obtenus précédemment quelle que soit la solution alcaline utilisée.

L’analyse de I’ensemble de ces résultats nous a montré que les motifs catéchols étaient peu
stables face au traitement basique de déprotection et de ce fait leur utilisation ne pouvait

pas étre envisagée lors de 1’assemblage des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores.

Comme nous 1’avons effectué pour les phosphoramidites précédents, 1’incorporation
et la stabilité du composé phosphoramidite hydroxamate 112 (Schéma 21) ont également
été évaluées sur un modele Te. Le support thymidine succinyle a été utilisé et des temps de
couplage de 30 et 60 secondes ont été appliqués pour 1’incorporation des phosphoramidites

de la thymidine et du phosphoramidite 112 respectivement.
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Schéma 21 : Schéma d’évaluation du phosphoramidite 112

L’analyse HPLC du brut de déprotection (Figure 19), a indiqué la présence de trois
produits. Par ordre d’élution, nous avons obtenu les composés a 11, 21 min, 11,88 min et
13,3 min avec des masses m/z (négatif) de 1841,41, 1894,94 et 2017,07 respectivement.
Le dernier pic s’est avéré étre la séquence portant le motif hydroxamate déprotégé. Le
produit élué a 11,21 min a été identifié comme étant la séquences 5’ phosphate du T et

celui ¢lué¢ a 11,88 min a la séquence 5’-phosphate Ts possédant encore un groupement
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cyanoéthyle, celui-ci a été rapidement éliminé apres un court traitement ammoniacal a 55
°C (Figure 61).
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Figure 61 : Chromatogramme HPLC CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et analyse MALDI-TOF du brut de déprotection du monohydroxamate-Tg.

Afin de comprendre la formation de cette séquence phosphorylée en 5°, nous avons réalisé
une recherche bibliographique portant sur les molécules qui permettent de libérer un 5°-

phosphate.

Ainsi les travaux de I’équipe de Beaucage >’° concernant la synthése de prodrogue portant
un groupement thermolabile sur les phosphates triesters nous ont permis d'expliquer nos
résultats. Ainsi, la perte du motif hydroxamate se fait par un mécanisme d’élimination
mettant en jeu la formation du cycle thiirane 116 et la formation du 5'-phosphate T apres

¢limination de I’acrylonitrile (Schéma 22).
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Schéma 22 : Mécanisme proposé pour la formation du Ts 5 ’-phosphate

Il est important de noter que 1’élimination n’a été possible qu’en présence d’un phosphate
triester comme a pu le démontrer Beaucage. Ainsi en se basant sur les travaux de ce dernier
et en exploitant les résultats obtenus avec le phosphoramidite 112, nous avons pu élaborer
la synthese de produits phosphorylants en 5 et 3° d’une séquence oligonucléotidique (a
partir de phosphoramidites et d'un support solide). Ces travaux présentés dans le chapitre

IV ont donné lieu a une publication dans I’European Journal of Organic Chemistry. 2%

Devant ces résultats peu encourageants avec l'utilisation de dérivés phosphoramidites
portant le motif catéchol ou hydroxamate, nous ne nous sommes pas attardés a la synthese

de nouveaux phosphoramidites.

Au cours de cette étude, nous avons pu évaluer ’incorporation et la stabilité des
phosphoramidites di- et tri-lévulinyles (79 et 82) ainsi que des phosphoramidites portant
le motif catéchol (101 et 105) ou le motif hydroxamate (112). Bien que I’incorporation
efficace de tous les phosphoramidites ait été validée, la déprotection ammoniacale des

plateformes portant un motif catéchol ou hydroxamate s’est avérée difficile et décevante.

Concernant les phosphoramidites catéchols avec un bras propyle 101 ou hexyle 105, leurs
incorporations ont été vérifiées et confirmées sur des modeles hexathymidylates simples
ou portant en plus un phosphoramidite poly-1évulinyle (79 ou 82). Avec cette méthodologie
de synthese, nous avons pu simuler la construction des conjugués mono-, di- et tri-
catéchols. L’utilisation du support succinyle nous a contraint a appliquer un traitement
ammoniacal pour la déprotection, ce qui a mené a la dégradation partielle des différentes

constructions. Afin de palier a ce probleme, le support « Q-linker » a été utilisé et une

étude de stabilité a été menée avec différentes conditions basiques douces. Cependant quel
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que soit le traitement utilisé des dégradations ont été observées. Ces résultats nous ont

permis de mettre en avant la forte fragilité du motif catéchol face a des conditions basiques.

Quant au phosphoramidite hydroxamate 112, il s’est avéré étre un trés bon groupe partant

du fait de son lien thioéthyle, conduisant a I'hexathymidylate mod¢le 5’ -phosphate.

Face a ces soucis de stabilités structurales vis-a-vis des conditions de déprotection, les
composés 101, 105 et 112 n’ont pu étre envisagé dans la synthése des conjugués sur support

et de surcroit la stratégie phosphoramidite n’a pu étre réalisée.

En parallele de cette stratégie, une deuxieme méthodologie de synthese des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores a été développée, il s’agit de la stratégie « click »

CuAAC.

B. Stratégie « click » CUAAC

Dans le cadre de la stratégie « click » CuAAC, la synthese des conjugués a été réalisée
en deux temps. En premier lieu, nous avons construit sur support solide les glycoclusters
fonctionnalisés par les différents phosphoramidites mono-, di-, et tri-alcynes (84, 86 et 89)
qui ont été décrits plus haut. Puis les intermédiaires ont été déprotégés et décrochés du
support par un traitement ammoniacal. Dans un deuxieme temps, les motifs chélateurs
constituant la partie pseudo-sidérophore, ont été introduit en solution. Les groupements
protecteurs restant ont ensuite €té déprotégés grice a un traitement basique doux

(NEt;/MeOH/H:0, 1 :5 :1, v/v/v). Ainsi, nous avons pu nous affranchir des problemes de

stabilité observés précédemment.

Evaluation du composé catéchol azoture 108

Avant la construction des conjugués d’intéréts, 1’incorporation du composé catéchol
propylazoture 108 a été évaluée sur un modele T7 portant un phosphoramidite pentynyle
en 5’ (Schéma 23). Grace a ce motif, nous avons pu établir le protocole de la réaction de
click CuAAC en solution. La source de cuivre utilisée dans le milieu réactionnel a été le
cuivre zéro (Cu®) qui au cours de la réaction a été oxydé en cuivre (I), catalyseur de la
CuAAC. Le mélange a été ensuite agité durant 1 heure puis I’avancement de la réaction a

été suivi par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
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Schéma 23 : Schéma global d’évaluation du composé 108 en solution

L’analyse par spectrométrie de masse a confirmé la formation du produit de conjugaison,
des adduits 41 et cuivre ont été relevé mais aucune dégradation n’a été observée (Figure

62).
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Figure 62 : Analyse MALDI-TOF du brut de click Tr-propyl-triazole-propyl-catéchol

Evaluation du composé hydroxamate azoture 115

De méme, la conjugaison du synthon hydroxamate azoture 115 a été évaluée sur un
modele T7 portant une fonction pentynyle. L'azoture 115 a été introduit en suivant les
mémes conditions de conjugaison que celles employées pour le catéchol azoture (Figure
63).
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Figure 63 : Schéma global d’évaluation du composé 115 en solution
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L’analyse MALDI-TOF a montré la formation du produit de click, nous avons également
observé des masses correspondant a la perte d’un groupement acétyle ainsi qu’un adduit

sodium ou cuivre (Figure 64).
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Figure 64 : Analyse MALDI-TOF du brut de click T;-hydroxamate

Ainsi, I’ensemble des synthons sidérophores azotures ont pu étre conjugués a un
oligomere de thymidine grice a la cycloaddition 1,3 dipolaire catalysé par le cuivre (I).
Cette évaluation nous a permis de mettre au point le protocole de « click » optimal en

solution qui a été appliqué lors de la syntheése des différents conjugués d’intéréts.

Ainsi, les différents conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores ont pu €tre synthétisés

en suivant les divers protocoles de conjugaison mis en place.

En plus des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores, deux glycoclusters contrdles

(galactocluster et fucocluster) ne portant aucun motif chélateur ont été synthétisés.

Pour chaque glycocluster, la synthese a débuté par la conjugaison de la plateforme
propargyle mannoside 70 sur le support solide azoture 68 (Schéma 24). Afin d’obtenir le
maximum de support fonctionnalisé, 70 a été ajouté en large exces (6 équivalents) en
présence du mélange CuSOu4/AscNa et du ligand du cuivre THPTA décrit pour accélérer la

cycloaddition (Figure 65).28!
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\\\\OH

Figure 65 : Structure du tri(3-hydroxypropyltriazolylméthyl)amine (THPTA)

Le support solide a été ensuite rincé plusieurs fois afin d’¢liminer les réactifs en excés puis
séché avant d’étre installé sur le synthétiseur automatisé d’oligonucléotides. Dans un
second temps, le phosphoramidite diéthyleneglycole propargyle 73 a été introduit sur la
plateforme mannoside. Pour garantir I’incorporation maximale de ce phosphoramidite,
celui-ci a été introduit en réalisant un triple couplage de 180 secondes chacun. A I’issue de

cette étape, ’intermédiaire 118 a été dérivatisé pour obtenir (Schéma 24) :

> soit le composé témoin fucocluster ©Y3F0,

> soit le composé témoin galactocluster ©Y3G0,

Afin d’obtenir le fucocluster ©3F0, 118 a été d’abord fonctionnalisé par le
phosphoramidite de la cyanine 3 (Cy3). A la fin du cycle de couplage, une étape de
traitement au TCA a été réalisée afin d’éliminer le groupement monométhoxytrityle
(MMTr) présent sur le phosphoramidite Cy3. Pour finir, une étape de « click » CuAAC a
été effectuée sur le support 119 avec le fucoside azoture 95, suivi par 1’étape de
déprotection/décrochage du support en milieu ammoniacal. Le brut de déprotection a
ensuite été purifié par HPLC-C18 préparative puis ©3F0 a été quantifié par un
spectrophotometre UV-Visible a la longueur d’onde d’absorption de la Cy3 (A = 550 nm,

rendement 2 %).

Concernant 1’intermédiaire 120, celui-ci a été obtenu apres incorporation du
phosphoramidite monolévulynyle 76, suivi par le phosphoramidite de la Cy3. Le
groupement 1évulinyle a ensuite été sélectivement ¢liminé par un traitement a 1’hydrazine
pour obtenir 120. A partir de cet intermédiaire préalablement traité au TCA pour éliminer
le groupement MMTT, le galactocluster témoin €¥3G0 a été obtenue aprés une réaction de

CuAAC avec le galactoside azoture 92 puis déprotection/décrochage du support en milieu
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ammoniacal. Le brut a ensuite été purifié par HPLC-C18 préparative puis “¥3GO0 a été

quantifié par spectroscopie UV -visible a 550 nm (rendement 15 %).

D’autre part, comme nous le verrons plus loin, I’intermédiaire 120 a également servi a la

synthese des composés tri-chélateurs.
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Schéma 24 : Synthése des Cy3-glycoclusters témoins “3G0 et “3F0
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La construction des conjugués mono- et di-chélateurs a débuté a partir de la plateforme
mannoside portant les bras diéthyleneglycoles 118 auquel les différents glycosides ont été

conjugués sur support (Schéma 25).
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Schéma 25 : Synthese des intermédiaires galactocluster 121 et fucocluster 122

Avant de conjuguer les phosphoramidites alcynes, un échantillon de chaque intermédiaire
a été traité par de I’ammoniaque et analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF pour
confirmer la bonne incorporation de chaque glycoside (Figure 66). Dans chaque cas, le
spectre de masse MALDI-TOF a montré les ions correspondants aux glycoclusters attendus
121 et 122 avec et sans groupement DMTr enlevé partiellement par ’acidité de la matrice

et I’énergie du laser.
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Figure 66 : Analyse MALDI-TOF du controle de la « click » des glycosides 92 (gauche) et 95 (droite)

Le galactocluster (121) et le fucocluster (122) ont été ensuite fonctionnalisés soit par le
phosphoramidite mono-alcyne 84 pour construire les composés mono-alcynes (123, 124),
soit par le phosphoramidite di-alcyne 86 pour construire les homologues di-alcynes (125,
126) (Schéma 26). Une fois la Cy3 incorporée, le support a été traité par du TCA pour
retirer le groupement MMTr, puis par de I’ammoniaque pour déprotéger et décrocher la
molécule du support. Le brut a ét€é ensuite purifié par HPLC-C18 préparative et les
composés ont été caractérisés par spectrométrie de masse MALDI-TOF et quantifiés par
spectroscopie UV-visible a 550 nm. Ainsi les composés galactocluster mono-alcyne (127)
et fucocluster mono-alcyne (128) ont été obtenus avec 11 % et 2 % de rendement
respectivement ; et les composés di-alcynes (129) et (130) ont été obtenus quant a eux avec

12 % et 2 % de rendement.

140



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

1) TCA ; CH,Cl, anh
) BMT ; CH3CN anh

JI

OCne

(iPr),N” \ /j/\

DMTrO

123

1) TCA ; CH,Cl, anh
2) BMT ; CH4CN anh

Phosphoramidite Cy;

|

127

128

5) NH4OH ; t.a.

3) 1,/H,0 ; THF/Pyridine
4) TCA ; CH,Cl, anh

; nuit

121 ou 122

1) TCA ; CH,Cl; anh

2) BMT ; CH3CN anh

OCne

3) Io/H,0 ; THF/Pyridine
3) Io/H,0 ; THF/Pyridine

PN /jﬁ

JI

o)
0\\ ,OCne
o~ \o
0
or f2\6 0/\\\
O’Z O ODMTr
R'O’ - N~N
" il
o}
R'=
OAc 0Ac
0
Acogﬁ,o <0 125
2 NN o)
i ~""P.
H&N\/)\,O\/\O CneO
@70’\,0\/\
OAS 0~\_ 0.5 126
AcO OAc N\)\/O\/\ON PT/

1) TCA ; CH,Cl, anh
2) BMT ; CH5CN anh

Phosphoramidite Cy;

R" =
OH OoH
=y
HO o) (o] 1
Z Z o [o]
N=N 0.4
i A~""P.
NN oo™~ P
O™\_o
/&07 — N=N o
HO OH OH 0’\/“\%\/0\/\0/\/0.?-7, 1
o

3) I/H50 ; THF/Pyridine
4) TCA ; CH,Cl, anh

5) NH4OH ; t.a. ; nuit

29

30

Schéma 26 : Synthese des glycoclusters intermédiaires mono- et di-alcynes marqués a la Cy3
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Les composés 127, 128, 129 et 130 ont été conjugués avec le motif chélateur azoture,
catéchol 108 ou hydroxamate 115, en présence de THPTA et de Cu® (Schéma 27). Le suivi
par HPLC-C18 a montré la conversion totale en conjugués protégés (Figure 67). En
observant les chromatogrammes HPLC ainsi que les spectres de masse obtenus, nous avons

remarqué la perte partielle de groupements acétyles dans certains cas.
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Figure 67 : Chromatogramme HPLC-CI8 (gradient : 16 % CH3CN 50 mM TEAAc - 48 % CH3CN 50 mM

TEAAc -20 min) a 550 nm avant et apres conjugaison du composé 108 (orange) et 115 (vert)

Les bruts réactionnels ont été centrifugés et les surnageants traités par une solution
d’éthylénediaminetétraacétique (EDTA) saturée afin de piéger le cuivre soluble. Les
glycoclusters-sidérophores ont été ensuite purifiés par chromatographie d’exclusion

stérique.

Dans une derniere étape, les différents composés ont été déprotégés par un mélange
NEt:/MeOH/H20 a température ambiante durant 2 heures pour finalement obtenir les
conjugués Cy3-galactoclusters mono- et di-catéchols ©3G1C et ©¥3G2C (rendement
respectif 78 % et 69 %) et les Cy3-fucoclusters mono- et di-catéchols ©¥3F1C et ©3F2C

(rendement respectif 70 % et 96 %) ainsi que les Cy3-galactoclusters mono- et di-
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hydroxamates ¢Y3G1H et ©¥*G2H (rendement respectif 79 % et 45 %) et les Cy3-
fucoclusters mono- et di-hydroxamates “¥3F1H et ©*F2H (rendement respectif 81 % et 62

%) (Schéma 27).
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Schéma 27 : Synthese des Cy3-glycoclusters pseudo sidérophores mono- et di-chélateurs
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D’autre part, bien que les analyses MALDI-TOF des produits déprotégés aient confirmé
I’obtention des conjugués d’intéréts, les analyses HPLC des conjugués di-catéchols ont

présenté une tres mauvaise résolution comparées aux autres conjugués, il semblerait donc

que cette méthode d’analyse ne soit pas adaptée pour ces derniers (Figure 68).
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Figure 68 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 16 % CH3CN 50 mM TEAAc - 48 % CH3;CN 50 mM

TEAAc -20 min) & 550 nm et spectre de MALDI-TOF des conjugués di-catéchols “3G2C (haut) et ¥3F2C
(bas)
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La synthese des conjugués glycoclusters présentant trois motifs chélateurs a débuté a
partir de I’intermédiaire 120 sur lequel les glycosides azoture 92 et 95 ont été conjugués

dans un premier temps par CuAAC (Schéma 28).
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Schéma 28 : Synthese des intermédiaires 131 et 132

La conjugaison des glycosides a été vérifiée en réalisant la déprotection puis 1’analyse
MALDI-TOF d’un aliquote (Figure 69). Les analyses de masse ont montré la formation de
composés de masse m/z 3665,35 dans le cas de 131 et 3533,13 dans le cas de 132. Ces
valeurs m/z correspondent exactement aux valeurs théoriques calculées et nous ont permis

de valider la conjugaison de quatre glycosides sur chaque structure.
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Figure 69 : Analyse MALDI-TOF du suivi de la conjugaison du galactoside 92 (gauche) et du fucoside 95
(droite)

Les supports solides 131 et 132 ont été a nouveau installés sur le synthétiseur automatisé
pour I’incorporation du phosphoramidite tri-alcyne 89, puis les différentes structures ont
été déprotégées et décrochées du support par un traitement ammoniacal (Schéma 30). Les
intermédiaires 133 et 134 ont alors été purifiés par HPLC-C18 préparative (10 % de

rendement) et caractérisés par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
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Schéma 29 : Synthese des glycoclusters intermédiaires tri-alcynes marqués a la Cy3
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Ces intermédiaires tri-alcynes ont ensuite été conjugués avec le chélateur azoture (catéchol
108 ou hydroxamate 115) en utilisant le méme protocole de click en solution décrite plus
haut pour obtenir le Cy3-galactocluster tri-catéchol ©@3G3C (rendement 88 %) et le Cy3-
fucocluster tri-catéchol ©¥3F3C (rendement 80 %) ainsi que le Cy3-galactocluster tri-
hydroxamate “¥3G3H (rendement 74 %) et le Cy3-fucocluster tri-hydroxamate “¥*F3H
(rendement 76 %) (Schéma 30).
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Schéma 30 : Synthese des conjugués Cy3-glycoclusters pseudo sidérophores tri-chélateurs

Tout comme leurs homologues mono- et di-conjugués, la conjugaison des motifs chélateurs

(catéchol et hydroxamate) a été suivie par HPLC-C18 (Figure 70). Nous avons noté que
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les protections acétyles étaient peu stables et de ce fait rapidement éliminées dans certains

cas.
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Figure 70 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 16 % CH3CN 50 mM TEAAc - 48 % CH3;CN 50 mM

TEAAc -20 min) a 550 nm avant et apres conjugaison du composé 108 (orange) et 115 (vert)

D’autres part, tous comme pour leurs homologues di-catéchols, les conjugués tri-catéchols
ont présenté des chromatogramme HPLC de trés mauvaise résolution bien que 1’obtention

de ces composés aient été confirmée par analyse MALDI-TOF (Figure 71).
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Figure 71 : Chromatogramme HPLC-CI8 (gradient : 16 % CH3CN 50 mM TEAAc - 48 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) & 550 nm et spectre de MALDI-TOF des conjugués tri-catéchols ©3G3C (gauche) et
G3F3C (droite)
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Etant donné que les sidérophores synthétisés par Pseudomonas aeruginosa possedent

différents motifs chélateurs, nous nous sommes intéressés a la synthese de conjugués

possédant a la fois un motif catéchol et un motif hydroxamate.

Ces conjugués ont été obtenus a partir des intermédiaires Cy3-glycoclusters di-alcyne 129

et 130 (Schéma 31). Chacun de ces composés a été mis en réaction avec un mélange

108/115 (catéchol/hydroxamate) en présence de THPTA et de Cu’. Les proportions

108/115 2:1 ont été appliquées car lors des conjugaisons précédentes nous avons remarqué

que le motif hydroxamate azoture réagissait deux fois vite que le composé catéchol azoture.
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Schéma 31 : Syntheése des conjugués Cy3-glycoclusters pseudo-sidérophores mixtes

Apres 2 heures de réaction a température ambiante, le brut a été analysé par spectrométrie

de masse MALDI-TOF (Figure 72). Les analyses ont montré la formation d’un mélange

comportant a la fois les conjugués mixtes mais également les conjugués di-catéchols et di-

hydroxamates.
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Figure 72 : Chromatogramme HPLC-CI8 (gradient : 16 % CH3CN 50 mM TEAAc - 48 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) et analyse MALDI-TOF du Cy3-galactocluster mixte (haut) et Cy3-fucocluster mixte

(bas) avant déprotection

Ces bruts ont été purifiés par chromatographie d’exclusion stérique avant d’étre
complétement déprotégés puis analysés par spectrométrie de masse. Nous avons remarqué
qu’une fois déprotégés la sensibilité de détection du mélange de composé était différente
a celle obtenue avant déprotection. En effet, si on suppose que les glycoclusters s’ionisent
tous de la méme maniere, dans le cas du composé galactocluster mixte, le spectre de masse
MALDI-TOF obtenu apres déprotection a montré la formation majoritaire du composé
mixte (Figure 73). La mé&me réaction réalisée avec le composé fucocluster a conduit a la
formation majoritaire du composé di-catéchol (Figure 73) bien que cette répartition n’ait

pas été observée au stade protégé (Figure 72).
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Figure 73 : Analyse MALDI-TOF du Cy3-galactocluster mixte (gauche) et Cy3-fucocluster mixte (droite)

apres déprotection.

Néanmoins, le mélange de produit a été testé tel quel sur les souches bactériennes, et leur
efficacité a traverser la paroi bactérienne a été évaluée en comparaison avec les résultats

obtenus avec les composés di-catéchols et di-hydroxamates.

IV. Etude du marquage de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des

conjugués Cy3-glycoclusters pseudo-sidérophores

A. Etude de fluorescence des conjugués

a) Conjugués Cy3-glycoclusters catéchols

Conjugués Cy3-galactoclusters catéchols

Avant d’effectuer les études de microbiologie, le spectre de fluorescence des différents
conjugués d’intérét a été réalisé afin de mesurer leur émission de fluorescence. En effet, il
est connu que le catéchol conduit a des inhibitions de fluorescence.?®? L’analyse a été
réalisée avec une solution aqueuse a 5 uM de chaque conjugué. La solution a été excitée a
550 nm qui est la longueur d’onde d’excitation de la cyanine 3 pour donner un maximum

d’émission de fluorescence (Figure 74).
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Au travers de cette étude, nous avons remarqué une tres forte différence d’émission de
fluorescence entre les conjugués Cy3-galactoclusters-catéchols. En effet, lorsque 1’on
compare le spectre du Cy3-galactocluster témoin ©3GO0 (orange) avec celui du Cy3-
galactocluster mono-catéchol ©3G1C (vert) nous avons observé une €émission de
fluorescence identique. Cette méme comparaison réalisée avec le Cy3-galactocluster di-
catéchol a mis en évidence une tres forte baisse de la fluorescence de ce dernier (rouge).
Cette baisse de fluorescence a été encore plus accrue dans le cas du Cy3-galactocluster tri-

catéchol (marron).

Conjugués Cy3-galactoclusters catéchols (5 uM)

2,5

1,5

(1-10)/10

0,5

0 Ay

500 550 600 650 700 750 800

-0,5
Longueur d'onde A (nm)

——(y3-G0 ——Cy3-GIC ——Cy3-G2C ——Cy3-G3C

Figure 74 : Spectre d’émission de fluorescence des conjugués Cy3-galactoclusters-catéchols

Afin d’expliquer cette forte diminution d’émission de fluorescence, nous avons supposé
un phénomene de quenching di a des interactions n-n entre les phényles du galactocluster,
les motifs catéchols et les noyaux indoles de la Cy3. D’autre part, il est décrit dans la
littérature que les sidérophores tri-catéchols complexant le Fe (III) possedent une longueur
d’onde d’absorption maximale comprise entre 338 et 522 nm et entre 446 nm et 511 nm

pour les sidérophores mono-catéchols.?%3

Conjugués Cy3-fucoclusters catéchols

De la méme maniere, les spectres de fluorescence des conjugués Cy3-fucoclusters

catéchols ont été mesurés (Figure 75). La baisse de fluorescence des conjugués a également
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été observée, mais avec un effet moindre. Dans ce cas, nous avons noté une diminution de
I’intensité de fluorescence proportionnelle au nombre de motif catéchols. L’intensité de la
fluorescence du conjugué Cy3-fucolcuster tri-catéchol est la plus basse, néanmoins cette
fluorescence n’a pas été drastiquement diminuée comme dans le cas du Cy3-galactocluster
tri-catéchol. Nous avons supposé que dans le cas des Cy3-fucoclusters-catéchols les
interactions n-m entre les catéchols et les indoles de la Cy3 sont plus faible donnant moins
de quenching de fluorescence. Cette observation confirme que les aromatiques des
galactosides, cités plus haut, interagissent avec les catéchols et les indoles de la Cy3

conduisant a une forte diminution de la fluorescence de la cyanine 3.

Conjugués Cy3-fucoclusters catéchols (5 uM)
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Figure 75 : Spectre d’émission de fluorescence des conjugués Cy3-fucoclusters catéchols
b) Conjugués Cy3-glycoclusters hydroxamates et mixtes

Conjugués Cy3-galactoclusters hydroxamates et mixte

La mesure des spectres de fluorescence des conjugués Cy3-galactoclusters
hydroxamates a montré qu’ils possédaient une émission de fluorescence légérement
supérieure au Cy3-galactocluster témoin €¥3G0 (Figure 76). En effet, les conjugués Cy3-
galactoclusters mono- (vert) et di-hydroxamates (bleu) ont donné une fluorescence
identique alors que le conjugué tri-hydroxamate (marron) a donné une fluorescence

légerement plus faible. Le spectre de fluorescence du conjugué Cy3-galactocluster mixte
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(vert foncé) a été identique au Cy3-galactocluster témoin ¥3G0. Ces résultats confirment
que la diminution importante de 1’intensité des Cy3-galactoclusters-catéchols et
partiellement des Cy3-fucoclusters catéchols est due a des interactions entre les différents

noyaux aromatiques des clusters et de la Cy3.

Conjugués Cy3-galactoclusters hydroxamates et
mixte (5 uM)
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Figure 76 : Spectre d’émission de fluorescence des conjugués Cy3-galactoclusters hydroxamates et mixte

Conjugués Cy3-fucoclusters hydroxamates et mixte

Dans le cas des conjugués Cy3-fucoclusters hydroxamates, I’intensité de fluorescence
observée pour les conjugués fucoclusters mono-hydroxamate (bleu clair) et di-
hydroxamate (vert) a été identique au Cy3-fucocluster témoin ¢¥3F0 (bleu) (Figure 77).
Quant aux autres composés, le conjugué tri-hydroxamate a donné une intensité de
fluorescence légerement supérieure a I’ensemble des composés et le fucocluster mixte
(marron) le plus faible taux de fluorescence. Cette plus faible fluorescence a pu étre

expliquée par la présence majoritaire du composé di-catéchol dans le mélange.
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Conjugués Cy3-fucoclusters hydroxamates et mixte
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Figure 77 : Spectre d’émission de fluorescence des conjugués Cy3-fucoclusters hydroxamates et mixte

En conclusion, au cours de cette €tude nous avons déterminé les intensités de
fluorescence relatives de I’ensemble des conjugués Cy3-glycclusters pseudo-sidérophores
synthétisés. Cette mesure nous a permis de mettre en évidence des variations de
fluorescence selon les conjugués. Ces variations sont dues a la présence ou pas de motifs
phényles dans la structure du conjugué conduisant a un quenching par interactions n-m avec
la Cy3. De ce fait, lors des études de marquage de la bactérie PA en présence des différents

conjugués, des facteurs de corrections ont été appliqués.

B. Marquage de PA par des conjugués Cy3-glycoclusters catéchols

Au cours de cette partie, nous exposons les résultats du taux de marquage de la bactérie
Pseudomonas aeruginosa (PA) et de ces mutants traités en présence des divers
glycoclusters pseudo-sidérophores. La souche PAOI1 a été choisie pour représenter la
souche dite sauvage de la bactérie PA. Afin de mettre en évidence 1’internalisation des
conjugués dans la bactérie via la voie des sidérophores, les souches mutantes exbB1 et fpva
ont été choisies. Le mutant exbBI correspond au mutant de PA n’exprimant pas la protéine
exbB1 essentielle au transfert de 1’énergie pour la translocation du complexe sidérophore-
fer. Le mutant fpva correspond au mutant de la bactérie qui n’exprime pas le transporteur

spécifique de la pyoverdine, ce dernier nous a permis d’évaluer spécifiquement les
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conjugués catéchols. Les mutants n’exprimant pas les lectines LecA et LecB, lecA et AlecB
respectivement, ont également été sélectionnés afin de mesurer les interactions non-

spécifiques des différents conjugués vis-a-vis de la bactérie.

L’ensemble des travaux a été réalisé€ sous la direction du Pr Jean-Marie LACROIX et
du Dr Olivier VIDAL au sein de 'unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle

(UGSF) de I'université Lille.

Lors de ces études, les bactéries, mises en suspension dans une solution saline tamponnée
au phosphate de Dulbecco (DPBS), ont ét¢ marquées par le 4°,6-diamidino-2-phénylindole
(DAPI) afin de les localiser. Puis, les différentes souches de PA ont été traitées avec chaque
conjugué. Apres 1 heure d’incubation, les solutions de bactéries ont été centrifugées et le
surnageant retiré. Le résidu bactérien a été lavé cinq fois afin d’éliminer I’excés de
conjugués non lié aux lectines. Le culot bactérien est remis en suspension dans le tampon

pour revenir a la concentration initiale.

Les expériences ont été réalisées en triplicata selon le schéma de la plaque 1 et 2 (Figure
78), afin de confirmer la répétabilité de I’expérience et la fiabilité des résultats. L’ensemble

des mesures de fluorescence a été€ obtenu grace a un lecteur de plaque 96 puits (Clariostar).

Plaque 1

A B D G H I J K L

1 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di
2 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di gb
3
3 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di %
4 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di E

5 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di
0
6 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di bgb
7 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di g
8 Blanc | Bactérie | T | T | T | T | Mono Mono Mono Di Di Di 3
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Plaque 2

A B C D E F | G H I J K L
1 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - -
2 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - - gn
3 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - - —2
4 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - - E:
5 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - ,
6 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - - %J
7 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - - 7?’
8 | Blanc | Bactérie Tri Tri Tri - - - - - - - E*

Figure 78 : Répartition des échantillons sur les plaques 96 puits pour |’étude d une souche de PA. Blanc
= tampon DPBS, Bactérie = bactéries non traitées avec les clusters, T= bactéries traitées avec le cluster
témoin, Mono = bactéries traitées avec le conjugué mono-chélateur, Di = bactéries traitées avec le

conjugué di-chélateur et Tri = bactéries traitées avec le conjugués tri-chélateur

Les mesures de fluorescence réalisées sur les lignes « avant lavage » ont permis de calculer
les facteurs de correction de fluorescence des conjugués mono-, di- et tri-chélateurs par
rapport aux valeurs relevées pour les conjugués témoins. Les valeurs mesurées sur les
lignes « apres lavage » ont quant a elles permis de calculer le taux de marquage des

bactéries avec les conjugués.

Afin de visualiser les fluorescences spécifiques des conjugués, des mesures de blanc ont
été réalisées sur les bactéries seules (colonne B) et le tampon (colonne A). Ces valeurs ont
ensuite été soustraites aux fluorescences obtenues pour les différentes expériences

d’incubation.

Les fluorescences spécifiques dues au marquage des bactéries ont été obtenues en réalisant
le rapport entre les valeurs de fluorescence corrigées Cy3 apres lavage et la valeur de
fluorescence DAPI aprés lavage. A partir de ces valeurs, une moyenne de fluorescence a
été calculée pour chaque expérience, ainsi qu’un écart-type et le rapport entre ces deux

valeurs que I’on a nommé CV.

Le taux de marquage a été ensuite obtenue en réalisant le rapport de la moyenne de
fluorescence spécifique de I’expérience sur la moyenne de fluorescence spécifique obtenue
pour le composé témoin multiplié par 100. Par défaut, 1’expérience mené avec le composé

témoin a été noté 100.
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Les incertitudes de I’expérience ont été calculées a partir de la valeur CV et des taux de

marquage :
Incertitude = (CV x taux de marquage) / taux de marquage du témoin

Ainsi a partir des valeurs du taux de marquage et des incertitudes, des histogrammes ont

été construits pour les différentes expériences.

Dans les histogrammes suivants, les barres violettes représentent les expériences menées
chez la souche sauvage (WT : Wild Type), les barres vertes et bleues représentent les
études réalisées chez les mutants du transporteur fpva et de la protéine exbBl
respectivement, et les barres rouges correspondent aux €tudes faites chez les mutants des
lectines LecA ou LecB selon les conjugués Cy3-glycoclusters pseudo-sidérophores
étudiés. Chaque étude a été réalisée en simultané sur I’ensembles des composés de la méme
série (série Cy3-galactocluster catéchol, série Cy3-galactocluster hydroxamate, série Cy3-
fucocluster catéchol et série Cy3-fucocluster hydroxamate) sur les différentes souches
présentées précédemment afin de pouvoir comparer les résultats du taux de marquage entre

cux.

Les premieres études réalisées ont été menées avec les Cy3-galactoclusters catéchols.
Puisque cette série de molécules possede le motif catéchol les mutants fpva (mutant du
transporteur de la pyoverdine) et exbBIl (mutant du complexe TonB impliqué dans la
transduction du signal énergétique nécessaire a la translocation du complexe
ferrisidérophore) ont été sélectionnés, d’autre part comme ces molécules ciblent LecA le

mutant lecA a été choisi pour visualiser I’effet non-spécifique.

Si on compare les valeurs du taux de marquage des bactéries dites « sauvage » (WT,
barres violettes) obtenues aprés traitement avec le composé témoin ©¥3G0 et les conjugués
possédant le motif catéchol ©3G1C, ©¥3G2C et Y3G3C, on observe une augmentation du
taux de marquage d'environ 6 fois pour les conjugués mono- et di-catéchol et de 20 fois
pour le conjugué tri-catéchol. (Figure 79). La hausse du taux de marquage du conjugué
tri-catéchol est tout a fait en adéquation avec ce qu’il se passe dans la nature, puisque les
sidérophores naturels possedent en majorité trois motifs chélateurs donc il est normal qu’il
soit mieux reconnu. Bien que les conjugués mono- et di-catéchols ne possédent qu’un et

deux motifs chélateurs respectivement, ces derniers ont été tout de méme reconnus par le
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microorganisme. A travers ces observations, I’augmentation du taux de marquage a pu étre
traduit par I’augmentation de I’interaction avec les lectines. Etant donné que I’expérience
réalisée avec le composé témoin ©Y*G0 montre la quantité de lectine membranaire, nous
estimons que I’augmentation du taux de marquage provient de l’interaction avec les

lectines LecA également présentes dans la bactérie.
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Figure 79 : Etude du taux de marquage de PA et ses mutants vis-a-vis des conjugués Cy3-galactoclusters

catéchols

L’étude réalisée chez le mutant lecA (Figure 79, barres rouges) a montré une baisse
importante du taux de marquage pour I’ensemble des composés. Puisque cette souche
n’exprime pas la lectine LecA, le marquage mesuré, dans le cas ou le mutant a été traité
avec le composé témoin, a été interprété comme étant les résultats des interactions non-
spécifiques du galactocluster vis-a-vis de la bactérie. Dans le cas ou le mutant lecA a été
traité avec les conjugués mono- et di-catéchols, le taux de marquage a été légerement
supérieur d'un facteur a peine significatif par rapport a2 ©¥3G0. Par contre pour le Cy3-
galactocluster tri-catéchol ©*G3C une augmentation de 59 fois a été observée (Figure 79).
Ce gain de taux de marquage peut étre expliqué par des interactions non-spécifiques avec
la membrane, ou par un effet « cheval de Troie » grace au sidérophore qui conduit a de

l'internalisation du conjugué par transport du fer, ou un mixte des deux phénomenes.

Cette méme étude conduite chez les mutants fpva et exbBI (Figure 79, barres vertes et
bleues) ont permis de confirmer I’internalisation des conjugués via la voie des

sidérophores. En effet, lorsque 1’on compare les taux de marquage des bactéries sauvages

160



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

(barres violettes) et mutantes fpva ou exbBl (barres vertes et bleues) traitées avec les
différents conjugués, nous remarquons une baisse importante du taux de marquage pour
les mutants. Ce taux de marquage a été divisé par environ 2 dans le cas des Cy3-
galactoclusters mono- et di-catéchols, et divisé par 1,5 pour le Cy3-galactocluster tri-
catéchol. Ces taux de marquage sont restés tout de méme supérieurs a la valeur obtenue
pour le composé témoin. Cela peut s’expliquer par les interactions non-spécifiques qui ont
été évaluées avec 1’é¢tude chez le mutant de LecA mais également par ’utilisation de la
bactérie d’autres voies de reconnaissance des sidérophores dans le cadre du transport du

fer.

Comme nous avons pu le réaliser dans le cas des galactoclusters-catéchols, les
différentes souches de la bactérie de PA ont été traitées avec les divers conjugués Cy3-
fucoclusters catéchols ©3F1C, €¥3F2C et ©¥3F3C ainsi que le composé Cy3-fucocluster
témoin ©¥3F0. Puisque dans le cas des fucoclusters nous ciblons les interactions des
conjugués avec la lectine LecB, c’est le mutant AlecB qui a été choisi pour évaluer les

interactions non-spécifiques.

Les résultats obtenus au cours de cette étude donnent les mémes tendances que celles
observées avec la série Cy3-galactocluster catéchol (Figure 80). Nous avons observé une
augmentation du taux de marquage de la souche sauvage lorsque le fucocluster possede le
motif catéchol (Figure 80, barres violettes). En comparaison avec la valeur obtenue pour
le Cy3-fucocluster témoin ©¥3F0, ce marquage a été augmenté de 2,5 et 2,8 fois pour les

composés mono- et di-catéchol respectivement et de 16 fois pour le conjugué tri-catéchol.

Les interactions non-spécifiques des conjugués Cy3-fucoclusters catéchols ont été
déterminées lors de 1’étude sur le mutant de la lectine LecB (Figure 80, barres rouges).
Comme nous avons pu I’expliquer pour les conjugués Cy3-galactoclusters catéchols le taux
de marquage supplémentaire obtenu pour les conjugués Cy3-fucoclusters catéchols peut
s’expliquer par les interactions non-spécifiques des composés vis-a-vis de la bactérie et/ou
’utilisation et la circulation des conjugués par la bactérie pour son approvisionnement en

fer.
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Figure 80 : Etude du taux de marquage de PA et de ses mutants vis-a-vis des conjugués Cy3-fucoclusters

catéchols

La méme étude menée chez les mutants fpva et exbBI a montré une baisse de moitié¢ du
taux de marquage de la bactérie excepté pour I’expérience impliquant le conjugué Cy3-
fucocluster tri-catéchol qui est resté égale au taux de marquage relevé chez la souche
sauvage. Cette non modification du taux de marquage est peut-étre due a la prise en charge
du conjugué par un autre transporteur que la protéine Fpva. D’autre part, ce qui est
intéressant de noter pour cette étude, c’est la formation de zone d’agrégation sur certains
lots lorsque le mutant fpva était traité avec le composé “¥3F3C, d’ou la grande valeur
d’incertitude. Néanmoins ce taux de marquage est diminué¢ dans 1’étude menée avec le
mutant exbB1, ce qui nous a conforté sur I’hypothése du passage du Cy3-fucocluster tri-

catéchol via la voie du transport du fer impliquant le complexe protéique TonB (TonB-

ExbB-ExbD) (Figure 80).

En conclusion, I’étude des conjugués Cy3-glycoclusters catéchols menée sur la souche
sauvage et les souches mutantes fpva, exbB1, nous a permis de confirmer 1’internalisation
des conjugués Cy3-glycoclusters catéchols dans la bactérie, ce résultat s’est traduit par une
augmentation du taux de marquage de celle-ci. Selon la série des glycoclusters utilisés, des

études de marquage ont également été réalisées avec le mutant de la lectine LecA ou LecB
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montrant peu d’interactions non-spécifiques des différentes molécules vis-a-vis de la

bactérie.

C. Marquage de PA par des conjugués Cy3-glycoclusters hydroxamates

Dans le but d’étudier 1'apport de sidérophores de type hydroxamate sur l'interaction
avec PA, des études de marquage menées chez la souche sauvage de PA ainsi que chez les
mutants exbBl1, lecA et AlecB ont été réalisées avec les différents Cy3-glycoclusters
hydroxamates (®Y3G1H, ©3G2H, ©3G3H, ©F1H, ©3F2H, et ©3F3H) et les Cy3-
glycoclusters mixtes catéchol-hydroxamate (“Y*G mixte et ©*F mixte). L’évaluation des
interactions non-spécifiques a été obtenue grace a 1’étude menée sur les mutants lecA et
AlecB n’exprimant pas les lectines LecA et LecB, et I’étude réalisée chez le mutant exbB1
a permis d’évaluer I’internalisation des conjugués Cy3-glycoclusters hydroxamates via le
transport des sidérophores. Contrairement aux €tudes décrites précédemment, le mutant
fpva n’a pas été sélectionné pour cette étude car ce transporteur a besoin de reconnaitre le

motif catéchol pour pouvoir internaliser le complexe ferrisidérophore.!%

Les résultats de marquage ont montré une augmentation du taux de marquage chez la
souche sauvage (Figure 81, barres violettes) lorsque la bactérie a été traitée avec les
conjugués Cy3-galactoclusters hydroxamates ou le Cy3-galactocluster mixte. Comparé au
composé témoin €3G0, ce marquage a été 3 fois plus important pour le Cy3-galactocluster
mono-hydroxamate et plus de 5 fois pour les conjugués di- et tri-hydroxamates. Quant au

conjugué mixte, le marquage a été 4 fois plus élevé comparé au témoin ¢¥3GO.

En comparaison avec les résultats obtenus dans le cas de la série Cy3-galactocluster
catéchol, le conjugué Cy3-galactocluster tri-hydroxamates ne s’est pas démarqué du
conjugué di-hydroxamate. On observe une augmentation du taux de marquage d'environ 2
fois entre le mono- et le di-hydroxamates alors que pour les mono- et di-catéchols un
marquage similaire a été€ obtenu. Concernant le conjugué mixte contenant un motif catéchol
et un motif hydroxamate, on observe un taux de marquage inférieur d'environ 20 % par
rapport au di-catéchols et di-hydroxamates. Cependant dans la mesure ou il y a dans le
mixte environ un quart de di-catéchol ©¥3G2C et un quart de di-hydroxamate ©*G2H tous
deux présentant des valeurs de marquage d'environ 500, il semblerait que le double motif

catéchol-hydroxamate conduise a une structure moins performante. Ainsi on peut imaginer
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une complexation moins efficace du fer ou une perturbation de [’interaction du

galactocluster avec LecA.
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Figure 81 : Etude du taux de marquage de PA et de ses mutants vis-a-vis des conjugués Cy3-

galactoclusters hydroxamates

Afin de mesurer les interactions non-spécifiques des molécules, une étude a été réalisée
avec les différents composés sur la souche mutante /ecA (barres rouges). Nous avons
observé un taux de marquage tres important par rapport a celui observé pour les conjugués
Cy3-galactoclusters catéchols. Cette étude a mis en évidence un phénomeéne important

d'interaction non-spécifiques des conjugués Cy3-galatoclusters hydroxamates avec PA.

L’étude menée sur la souche exbBI a montré des résultats similaires a ceux observés chez
la souche sauvage (barres bleues). Dans la mesure ou d’importantes interactions non-
spécifiques ont été relevées chez le mutant lecA, il est difficile de mesurer la contribution
réelle du motif hydroxamate sur [’internalisation des conjugués via la voie des

sidérophores.

De ce fait, aucune confirmation d’internalisation n’a pu étre émise sur ses composés
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b) Conjugués Cy3-fucoclusters hydroxamates et Cy3-fucocluster mixte

L’étude du taux de marquage des bactéries de la souche sauvage a montré une
augmentation du taux de marquage lorsque la souche a été traitée avec les conjugués Cy3-
fucoclusters hydroxamates. En comparaison avec I’étude menée avec les conjugués Cy3-
galactoclusters hydroxamates, les conjugués Cy3- fucoclusters di- et tri-hydroxamates ont
obtenu les taux de marquage les plus importants par rapport au composé témoin ¥3F0
(Figure 82, barres violettes). Ce marquage a été 2 fois et 4 fois plus important pour le Cy3-
fucocluster mono-hydroxamate et le Cy3-fucocluster mixte respectivement, il a été 12 fois
et 10 fois plus élevé pour les conjugués di- et tri-hydroxamates respectivement.

3500
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(%)

Figure 82 : Etude du taux de marquage de PA et ses mutants vis-a-vis des conjugués Cy3-fucoclusters

hydroxamates

Les travaux réalisés sur la souche mutante A/ecB ont montré des interactions non-
spécifiques tres importantes de ces conjugués (Figure 82 barres rouges). En comparaison
avec I’étude menée sur la souche sauvage (barres violettes), les valeurs du taux de
marquage ont été beaucoup plus élevées chez le mutant AlecB. Cette observation a été
assez surprenante. Il apparait que les motifs hydroxamates conduisent a des interactions
fortes avec ce mutant. Il aurait été intéressant d’étudier I’interaction avec les Cy3-

glucoclusters hydroxamates non reconnus par les lectines de PA, pour confirmer cette
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interaction des hydroxamates. Mais le travail de synthese €tait trop important pour

confirmer que le motif hydroxamate n’est pas un bon candidat.

L’¢étude a été complétée avec les expériences réalisées sur la souche mutante exbB1 (Figure
82, barres bleues). Lors de cette étude, les taux de marquage ont été tres faiblement
impactés par la défaillance du complexe TonB pour les conjugués Cy3-fucoclusters mono-
et di-hydroxamates, ce qui nous a mené a soupgonner la non-spécificité de ces composés
vis-a-vis du transport du fer impliquant la protéine exbB1. Une diminution du taux de
marquage de moitié a été observée sur la souche exbB] traité avec le Cy3-fucocluster tri-

hydroxamate et le Cy3-fucocluster mixte.

Bien que les résultats obtenus pour les conjugués tri-hydroxamates et mixte sur la
souche sauvage et mutante exbBI ont été encourageants, les études réalisées sur la souche
mutante 4/ecB ne nous ont pas permis de valider la spécificité de ces composés vis-a-vis
de la lectine LecB. Les résultats n’ont pas permis de montrer que les hydroxamates
conjugués avec le glycocluster, permettent une amélioration de leur transport dans les

bactéries.

D. Conclusion

En conclusion de ces travaux, des études de marquage de la bactérie PA ont été

réalisées sur la souche sauvage PAOI1 et les souches mutantes fpva, exbB1, lecA et AlecB.

Dans le cas des conjugués Cy3-glycoclusters catéchols, les résultats obtenus chez la souche
sauvage ont permis de mettre en avant un gain de marquage de la bactérie qui a été traduit
par I’interaction des glycoclusters avec des lectines situées a 1’intérieur de la bactérie.
L’internalisation des conjugués a ¢té confirmé grace aux études réalisées sur les souches

possédant une défaillance au niveau du mécanisme du transport des sidérophores.

Ces mémes études menées avec les conjugués Cy3-glycoclusters hydroxamates ont
également montré une augmentation du marquage des bactéries par rapport aux composés
témoins. Cependant dues a d’importantes interactions non-spécifiques, la confirmation de

I’internalisation des conjugués hydroxamates n’a pas pu étre réalisée.

De par ces résultats, seule la translocation des conjugués Cy3-glycoclusters catéchols

via la voie des sidérophores a pu €tre validée. Il semblerait que les conjugués tri-catéchols
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soit les meilleurs candidats pour étre synthétisés a plus grande échelle afin d’évaluer leur

activité anti-infectieuse.

Dans ce chapitre, nous avons présenté deux stratégies de synthese des conjugués Cy3-
glycoclusters pseudo-sidérophore sur support solide : la stratégie « phosphoramidite » et
la stratégie « click CuAAC». Ces protocoles de syntheése ont reposé sur le concept de la
chimie «click » et de la chimie des phosphoramidites. Pour cela, des synthons
phosphoramidites, alcynes et azotures ont été synthétisés puis assemblés un a un tel des
LEGO® pour aboutir aux différents conjugués d’intéréts. Avant leur utilisation dans la
synthese des conjugués, la réactivité et la stabilité des différents synthons ont été évaluées

sur des oligomeres de thymidine.

La premiere méthodologie, dite « stratégie phosphoramidite » a reposé sur I’assemblage
du bloc pseudo-sidérophore a I’aide de la chimie des phosphoramidites, et la deuxieme

nommeée « stratégie click CuAAC » a employé la réaction de « click » CuAAC.

A I’issue de 1’évaluations des différents synthons, c’est la stratégie « click CUAAC » qui a
été choisi pour obtenir les différents conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores

d’intéréts.

Au terme de ces syntheses, deux composés témoins (Cy3-galactocluster et Cy3-
fucocluster) ont été obtenus, ainsi que quatorze conjugués Cy3-glycoclusters pseudo-
sidérophores. Ces composés ont pu étre divisés en cinq séries : Cy3-galactocluster
catéchol, Cy3-fucocluster catéchol, Cy3-galactocluster hydroxamate, Cy3-fucocluster
hydroxamate et les conjugués mixtes possédant a la fois un motif catéchol et motif

hydroxamate (Cy3-galactocluster mixte et Cy3-fucocluster mixte).

Avant de réaliser les études de microbiologie, la fluorescence des composés a été mesurée
en réalisant un spectre de fluorescence entre 500 et 800 nm. Ces travaux ont permis de
mettre en évidence des différences d'émission de fluorescence selon les composés, celles-

ci ont été prises en compte lors de 1'étude de microbiologie.

Les études de microbiologie ont été réalisées sur différente souches de la bactérie PA :
sauvage PAO1, mutant fpva (mutant qui n’exprime pas le transporteur de la PVD), mutant

exbBl (mutant n’exprimant pas la protéine ExbB1 du complexe TonB nécessaire a la

167



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

transduction du signal d’internalisation), mutant lecA (mutant n’exprimant pas la lectine

LecA) et mutant 4lecB (mutant n’exprimant pas la lectine LecB).

Ces études réalisées avec les conjugués Cy3-glycoclusters catéchols ont montré que ces

molécules étaient internalisées via la voie des sidérophores.

Contrairement a ces derniers, les conjugués Cy3-glycoclusters hydroxamates ont montré
d’importantes interactions non-spécifiques avec la bactérie rendant ainsi difficile
I’interprétation des résultats de marquage qui n’ont pas permis de montrer une

internalisation via la voie des sidérophores.

Au terme de ces résultats de microbiologie, seuls les conjugués tri-catéchols se sont
démarqués des autres composés c’est pourquoi nous avons décidé de les synthétiser a plus
grande échelle afin d’évaluer leurs propriétés anti-infectieuses. D’autre part, dans le but
d’¢étudier la contribution du motif tri-catéchol sur 1’activités biologique, les conjugués
mono-catéchols ont également été synthétisés puis évalués au méme titre que les conjugués

tri-catéchols.

All reagents for synthesis were commercial and used without purification. Dry solvents
and reagents CH3CN, pyridine, DIEA and NEt3 were distilled over CaH> and CH2Cl> was
distilled over P»>Os, others solvents were commercial and used without distillation.
Sensitive reactions were performed under argon atmosphere. Reactions under microwaves
were achieved on Monowave 300 Anton Paar. UV reactions were activated with UV-A
lamp (Amax = 365 nm, 4 x 15 W tubes). The progression of reactions was monitored by
analytical thin-layer chromatography (TLC) using silica gel 60 F2s4 precoated plates. TLC
plates were analysed by UV light (A = 254 nm) and revealed by treatment with KMnQOy,
Ninhydrine in EtOH, 10 % H2SO4 in EtOH/H20 (1:1, v/v), phosphomolybdic acid 20 wt%
solution in EtOH or molibdenum blue according to Dittmer and Lester followed by heating.
Products were purified on silica gel column chromatography with silica gel Si 60 (40-63
um) or silica gel flash chromatography (35 — 45 um). Reverse phase purification was
executed with Cig flash chromatography (35 — 45 um). Reverse phase C1s HPLC analyses
were performed with Dionex Ultimate 3000 instrument equipped with an automatic
injector and a photometer DAD 3000 with Nucleodur® 100 A, 3 mm C18ec, 75 mm DI 4.6
mm, Macherey-Nagel column (flow 1 mL/min using linear gradient of CH3CN in 0.05 M
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aqueous TEAAc pH 7). NMR analyses were performed at 298 K using a 200 MHz, 400
MHz, 500 MHz or 600 MHz spectrometer (Bruker) using deuterated solvent. Observed
multiplicities are labelled with following abbreviation: s (singulet), d (doublet), dd
(doublet doublet), t (triplet), tt (triplet triplet), q (quadruplet), p (quintuplet), m (multiplet).
Shifts (0) were referenced relative to deuterated solvent and expressed in part per million
(ppm), coupling constants were expressed in hertz (Hz). High resolution (HR-ESI-QTOF)
mass spectra were achieved with Q-Tof Micromass spectrometer. MALDI-TOF analysis
were performed on a Shimadzu Assurance equipped with 337 nm nitrogen laser. Spectra
were recorded, in negative or positive mode, using THAP with 10 % of ammonium citrate
as a matrix in water/CH3CN (1:1, v/v). Liquid samples were mixed with the matrix as 1:5

v/v ratio and 1 pL was deposited on the stainless-steel plate for drying.

DMTr-pentaerythritol dilevulinyl phosphoramidite 79:
DMTr-pentaerythritol dilevulinyl 78 (1.8 mmol, 798 mg) was co-evaporated twice with
anhydrous CH3CN and solubilized in anhydrous CH>Cl, (10 mL). Anhydrous DIEA (2.2
mmol, 388 uL) was added and mixture was dried over molecular sieve (4 A) for 1 h.
Cyanoethyl-N,N-diisopropyl phosphoramidite chloride (2 mmol, 470.5 pL) was added
dropwise at 0 °C, and mixture was stirred for 3 h at room temperature. H>O (1 mL) was
added and after 5 min, organic layer was washed with a NaHCO3 saturated solution.
Aqueous layer was extracted twice with CH2Cl». Organic layer was dried over Na2SO4 and
solvent was evaporated under vacuum. Yellow residue was purified by flash
chromatography (Cyclohexane/AcOEt/10 % NEts3, 1:1, v/v 10 % NEt3) to afford the
compound 79 (transparent oil, 902 mg, 60 %).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.38 (d, J = 7.5 Hz, 4H, H-22), 7.27 (d, J = 8.8 Hz, 4H, H-
17),7.26 (d, J=7.5 Hz, 2H, H-23), 7.19 (t, J/ = 7.3 Hz, 1H, H-24), 6.81 (d, J = 8.8 Hz, 4H,
H-18), 4.21 — 4.06 (m, 4H, H-3), 3.78 (s, 6H, H-20), 3.74 — 3.61 (m, 3H, H-9, H-12), 3.57
(dd, J =10.1, 4.8 Hz, 1H, H-9°), 3.55 — 3.43 (m, 2H, H-10), 3.14 (s, 2H, H-1), 2.68 (t, J =
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6.8 Hz, 4H, H-6), 2.55 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-13), 2.47 (t, J = 6.6 Hz, 4H, H-5), 2.16 (s, 8H,
H-8), 1.26 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-Isobutyl H-11), 1.09 (d, J = 6.8
Hz, 4H, H-Isobutyl H-11").

BC NMR (126 MHz, CDCl3) 8 206.59 (C=0 ketone, C-7), 172.46 (C=0 ester, C-4), 158.52
(C=C aromatic, C-19), 144.79 (C=C aromatic, C-21), 135.85 (C=C aromatic, C-16), 130.27
(C=CH aromatic, C-17), 128.24 (C=CH aromatic, C-22), 127.89 (C=CH aromatic, C-23),
126.88 (C=CH aromatic, C-24), 117.85 (C-14), 113.12 (C=CH aromatic, C-18), 86.04 (C-
15), 63.20 (C-3), 62.01 (C-9), 60.75 (C-1), 58.36 (C-12), 55.33 (C-20), 45.40 (C-2), 43.18
(C-10), 37.93 (C-6), 29.97 (C-8), 27.87 (C-5), 24.70 (C-11), 20.47 (C-13).

3Ip NMR (162 MHz, CDCl3) & 148.18.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C45sHeoN2011P 835.3929, found 835.3946.

Rf: 0.65 (Cyclohexane/AcOEt/NEt3, 2:7:1, v/v/v).

DMTr-pentaerythritol trilévulinyl 80:

MonoDMTTt pentaerythritol (2.8 mmol, 1 g) was co-evaporated twice with anhydrous
CH3CN and dissolved in anhydrous CH2Cl; (10 mL). Under argon, EDC (9 mmol, 1.4 g)
and DMAP (0.46 mmol, 56 mg) were added and mixture was placed at 0 °C. Levulinic acid
(9 mmol, 1 mL) was added and mixture was stirred for 2 h at 0 °C. The crude was washed
with NaHCO3; saturated solution and aqueous layer was extracted three times with CH2Cl».
Organic layers were combined, dried over Na>SO4 and solvent was evaporated under
vacuum. Yellow residue was purified by silica gel flash chromatography (CH2Clo/MeOH/1
9% NEt3, 98:2, v/v/1 % NEt3) to leading to compound 80 (transparent oil, 1.3 g, 63 %).

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.30 — 7.24 (m, 5H, H-16, H-17, H-18), 7.19 — 7.14 (m, 4H,
H-11), 6.85 - 6.80 (m, 4H, H-12), 4.12 (s, 6H, H-3), 3.79 (s, 6H, H-14), 3.53 (s, 2H, H-1),
2.76 (t, J = 6.4 Hz, 6H, H-6), 2.57 (t, J/ = 6.4 Hz, 6H, H-5), 2.18 (s, 9H, H-8).

BBCNMR (101 MHz, CDCl3) 8 207.95 (C=0 ketone, C-7), 174.07 (C=0 ester, C-4), 159.92
(C=C aromatic, C-13), 148.63 (C=C aromatic, C-15), 140.77 (C=C aromatic, C-10), 136.83
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(C=CH aromatic, C-17), 130.43 (C=CH aromatic, C-16), 128.37 (C=CH aromatic, C-18),
114.42 (C=CH aromatic, C-12), 82.71 (C-9), 63.58 (C-3), 61.79 (C-1), 56.55 (C-14), 45.34
(C-2), 39.25 (C-6), 31.06 (C-8), 29.10 (C-5).

HRMS (ESI/QTOF): [M + NH4]" Calcd for C41H52NO12 750.3490, found 750.3491.

Rf: 0.5 (CH2CLl/MeOH, 98:2, v/v).
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Pentaerythritol trilévulinyl 81:
DMTr-pentaerythritol trilevulinyl (1.8 mmol, 1.3 g) was dissolved in CH2Cl2/MeOH (7:3
v/v, 20 mL) and BSA 10 % (5 mL) was added dropwise. (Mixture became orange). The
solution was stirred at room temperature for 10 min. CH2Cl, was added, and organic layer
was washed with NaHCOs3 saturated solution (30 mL), dried over Na>SO4 and solvent was
evaporated under vacuum. Yellow residue was purified by flash silica gel chromatography
(CH2Cl12/MeOH, 98:2, v/v) to leading to compound 81 (transparent oil, 551 mg, 71 %).
H NMR (300 MHz, CDCI3) & 4.08 (s, 6H, H-3), 3.50 (s, 2H, H-1), 2.73 (t, J = 6.4 Hz, 6H,
H-6), 2.64 (s, 1H, -OH), 2.53 (t, J = 6.4 Hz, 6H, H-5), 2.15 (s, 9H, H-8).
I3C NMR (101 MHz, CDCIl3) 6 205.86 (C=0 ketone, C-7), 171.88 (C=0 ester, C-4), 61.47
(C-3), 59.63 (C-1), 43.10 (C-2), 37.08 (C-6), 28.90 (C-8), 27.00 (C-5).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C20H2009 413.1812, found 413.1812.
Rf: 0.22 (CH2Cl2/MeOH, 98:2, v/v).
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Pentaerythritol trilevulinyl phosphoramidite 82:
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Pentaerythritol trilevulinyl 81 (1.3 mmol, 551 mg) was solubilized in anhydrous CH>Cl, (4
mL), anhydrous DIEA (1.5 mmol, 340 pL) was added and mixture was dried over
molecular sieve (4A) for 30 min. Cyanoethyl-N,N-diisopropyl phosphoramidite chloride
(1.3 mmol, 290 uL) was added dropwise at 0 °C, and mixture was stirred for 1 h at room
temperature. H2O (1 mL) was added and after 5 min, organic layer was washed with
NaHCOs; saturated solution. Aqueous layer was extracted twice with CH2Clz. Organic layer
was dried over Na>SO4 and solvent was evaporated under vacuum. Yellow residue was
purified by silica gel flash chromatography (Cyclohexane/AcOEt/4 % NEts, 1:1, v/v 4 %
NEt3) to afford the compound 82 (transparent oil, 519 mg, 63 %).

H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.17 — 4.03 (m, 6H, H-3), 3.89 — 3.74 (m, 2H, H-9), 3.65
(dd, 1H, H-1), 3.62 — 3.50 (m, 3H, H-1’, H-12), 2.74 (t, J = 6.5 Hz, 6H, H-6), 2.63 (t, J =
6.2 Hz, 2H, H-10), 2.57 (t, J = 6.8 Hz, 6H, H-5), 2.17 (s, 9H, H-8), 1.16 (d, J = 6.8 Hz, 6H,
H-Isobutyl, H-13), 1.15 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-Isobutyl, H-13").

IBCNMR (101 MHz, CDCl3)  205.61 (C=0 ketone, C-7), 171.54 (C=0 ester, C-4), 116.91
(C-11),61.75 (C-3),60.97 (d, C-1), 57.54 (d, C-9),42.43 (d, C-12), 42.26 (C-2), 37.08 (C-
6), 29.02 (C-8), 27.03 (C-5), 23.83 (C-13), 19.61 (C-10).

3IP NMR (162 MHz, CDCl3) & 148.71.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H30]* Calcd for C20Hs50N2012P 649.3101, found 649.3104.
Rf: 0.58 (Cyclohexane/AcOEt/NEts, 2:7:1, v/v/v).

4 94

Tosyl-triethyleneglycol a-L-fucopyranoside 94: inspired from Wang et al.?%*
L-Fucose (15.2 mmol, 2.5 g), tosyl-triethyleneglycol (63.4 mmol, 19.3 g), PPhs (1.52
mmol, 399 mg) and CBr4 (1.52 mmol, 505 mg) were combined and stirred at 65°C for 4 h.
Crude was filtered by flash silica gel chromatography to delete tosyl-triethylene glycol
excess. The residue was solubilized in pyridine (28 mL) and acetic anhydride (14 mL) was

added and the mixture was stirred at room temperature overnight. Anhydride excess was
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neutralized by NaHCO3 saturated solution and aqueous layer was extracted twice with
CH>2Cl. Organic layer was dried over Na>SO4 and solvent was evaporated under vacuum.
Crude was purified by flash silica gel chromatography (thin silica) with an isocratic
gradient: petrolum ether/CH2Cl2/Acetone (7:1.2:1.2, v/v/v) to obtain compound 94
(transparent oil, a anomere pur : 4.57 g, 59 %, a/p : 85/15 calculated by NMR, ee = 70 %).
H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.80 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-14), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-
15),5.35(dd, J=10.0, 3.4 Hz, 1H, H-2), 5.30 - 5.26 (m, 1H, H-4), 5.14 — 5.07 (m, 2H, H-
3, H-1),4.23 —4.13 (m, 3H, H-5, H-12), 3.81 — 3.73 (m, 1H, H-7), 3.71 — 3.66 (m, 2H, H-
11), 3.64 — 3.54 (m, 8H, H-7°, H-8, H-9, H-10), 2.44 (s, 3H, H-17), 2.16 (s, 3H, COCH3),
2.05 (s, 3H, COCH3), 1.98 (s, 3H, COCH3), 1.12 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-6).

IBC NMR (101 MHz, CDCl3) 6 170.77 (C=0, Ac), 170.60 (C=0, Ac), 170.21 (C=0, Ac),
144.92 (C-16), 133.20 (C-13), 129.96 (C-15), 128.13 (C-14), 96.41 (C-1), 71.36 (C-4),
70.95 (C-10), 70.80 (C-9), 70.33 (C-8), 69.39 (C-12), 68.94 (C-11), 68.31 (C-3), 68.17 (C-
2), 67.61 (C-7), 64.49 (C-5), 21.77 (C-17), 20.96 (CH3 Ac), 20.85 (CH3 Ac), 20.80 (CH3
Ac), 16.01 (C-6).

HRMS (ESI/QTOF): [M + NH4]" Calcd for C25H40NO13S 594.2220, found 594.2222.

Rf: 0.22 (Petrolumn ether/CH2Cl2/Acetone, 2:7:1, v/v/v).
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2,3-diisobutyryl catechol acid 96: inspired from Albretch et al.?”"

2,3-dihydroxybenzoic acid (6.5 mmol, 1 g) and isobutyric anhydride (26 mmol, 4.3 mL)
were combined and H>SOg4 (3-4 drops) was added. The heterogeneous mixture was stirred
at 100 °C for 2 h. The solution was cooled to room temperature and H>O was added. The
solution was heated to 100 °C for 4-5 min to hydrolyzed anhydride. Aqueous layer was
extracted with CH2Cl2, organic layer was washed with brine, dried over Na>SO4 and
solvent was evaporated under vacuum. Orange oil was purified by flash silica gel
chromatography (CH2>Cl, /MeOH, 96:4, v/v) to afford the compound 96 (transparent oil,
1.46 g, 76 %).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.97 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H, H-7), 7.42 (dd, J = 8.1, 1.7
Hz, 1H, H-5), 7.34 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-6), 2.91 — 2.75 (m, 2H, H-9), 1.32 (d, J = 7.0 Hz,
6H, H-10 Isobutyl), 1.32 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-10 Isobutyl).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 174.44 (C=0, C-8), 174.31 (C=0, C-8"), 169.57 (C=0, C-
1), 143.92 (C=CH Aromatic, C-4), 143.58 (C=CH Aromatic, C-3), 129.59 (C-7), 128.88
(C-5), 126.12 C-6), 124.15 (C=C Aromatic, C-2), 34.16 (C-9), 19.03 (C-10 Isobutyl),
18.89 (C-10 Tsobutyl).

HRMS (ESI/QTOF): [M + Na]* Calcd for C15HisOsNa 317.1001, found 317.1001.

Rf: 0.5 (CH2Clo/MeOH, 9:1, v/v).
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2,3-diisobutyryl catecholamide propyl TBDMS 99: inspired from Mohammadi et
a].284

2,3-diisobutyryl catechol acid 96 (0.69 mmol, 204 mg) was solubilized in anhydrous
CH>Cl> (6mL), NHS (0,83 mmol, 95,88 mg) was added and the solution was dried over
molecular sieve (41&) for 30 min. EDC (1,08 mmol, 168 mg) was added and the mixture
was stirred for 4 h at room temperature. AminopropyleTBDMS 2’! (0,69 mmol, 131 mg)
was added dropwise in activated catechol crude and the mixture was stirred overnight at
room temperature. The solution was dilued with CH>Cl, and organic layer was washed
twice with brine. Organic layer was dried over Na>SO4 and solvent was evaporated under
vacuum. The crude was purified by flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt,
6:4, v/v) to obtain compound 99 (yellow oil, 267 mg, 83 %).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.51 (dd, J = 6.8, 2.5 Hz, 1H, H-11, 7.31- 7.22 (m, 2H, H-
10, H-9), 6.62 (s, 1H, H-4), 3.75 (dd, J =7.9, 3.5 Hz, 2H, H-1), 3.51 (dd, J = 12.1, 6.5 Hz,
2H , H-3), 2.87 - 2.72 (m, 2H, H-13), 1.84 — 1.31 (m, 2H, H-2), 1.32 (d, J =7 Hz, 4H , H-
14 Isobutyl), 1.30 (d, J = 7 Hz, 4H, H-14" Isobutyl), 0.87 (s, 9H, H-17), 0.05 (s, 6H, H-
15).
BBC NMR (101 MHz, CDCl3) 6 174.31 (C=0, C-12), 174.01 (C=0, C-12), 165.24 (C=0,
C-5), 143.26 (C=C aromatic, C-8), 140.07 (C=C aromatic, C-7), 131.29 (C=C aromatic, C-
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6), 126.38 (C=CH Aromatic, C-9), 126.15 (C=CH Aromatic, C-11), 125.48 (C=CH
Aromatic, C-10), 62.10 (C-1), 38.51 (C-3), 34.10 (C-13), 31.77 (C-2), 25.96 (C-17), 18.98-
18.94 (C-14-isobutyl), 18.33 (C-16), -5.35 (C-15).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C24H40NOeSi 466.2625, found 466.2624.

Rf: 0.58 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).

2,3-diisobutyryl catecholamide propanol 100:
2,3-diisobutyryl catecholamide propyl TBDMS 99 (0.255 mmol, 119 mg) was solubilized
in anhydrous THF (6 mL) and mixture was placed at O °C under CaCl; guard. Under argon
atmosphere, NEt3.3HF (1 mmol, 666 uL) was added dropwise and the mixture was stirred
for 1 h at room temperature. The crude was directly purified by flash silica gel
chromatography with 100 % AcOEt to obtain compound 100 (yellow oil, 50 mg, 56 %).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.52 — 7.45 (m, 1H, H-11), 7.30 — 7.24 (m, 2H, H-10, H-9),
6.89 (t, J =5.9 Hz, 1H, H-4), 3.64 (t, / =5.7 Hz, 2H, H-1), 3.49 (dd, J = 12.4, 6.2 Hz, 2H,
H-3), 3.32 (s, 1H, -OH), 2.89 — 2.77 (m, 2H, H-13), 1.76 — 1.67 (m, 2H, H-2), 1.34 (d, J
= 7.0 Hz, 6H, H-14 Isobutyl), 1.33 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-14" Isobutyl).
I3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 174.46 (C=0, C-12), 174.20 (C=0, C-127), 166.45 (C=0,
C-5), 143.18 (C=C Aromatic, C-8), 140.21 (C=C Aromatic, C-7), 130.68 (C=C Aromatic,
C-6), 126.42 (C=CH Aromatic, C-9), 126.10 (C=CH Aromatic, C-11), 125.65 (C=CH
Aromatic, C-10), 59.41 (C-1), 36.91 (C-3), 34.01- 33.95 (C-13), 31.97 (C-2), 18.90-18.80
(C-14).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C1sH26NOgs 352.1760, found 352.1762.
Rf: 0.45 (CH2Cl2/MeOH, 95:5, v/v).
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2,3-diisobutyryl catecholamide propyl phosphoramidite 101:
2,3-diisobutyryl catécholamide propanol 100 (1.34 mmol, 471.3 mg) was co-evaporated
twice with anhydrous CH3CN and solubilized in anhydrous CH2Cl> (4 mL). Anhydrous
DIEA (2.01 mmol, 350 uL) was added and the mixture was dried over molecular sieve (4
A) for 30 min. Cyanoethyl-N,N-diisopropyl phosphoramidite chloride (1.57 mmol, 350 uL)
was added dropwise at 0 °C, and the mixture was stirred for 1 h at room temperature. H>0O
(3 mL) was added and after 5 min, organic layer was washed with NaHCO3 saturated
solution. Aqueous layer was extracted twice with CH2Cl,. Organic layer was dried over
Na>SO4 and solvent was evaporated under vacuum. The crude was purified by flash silica
gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt/ 4 % NEts, 3/7, v/v 4 % NEt;3) to afford
compound 101 (colorless oil, 252 mg, 34 %).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.49 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz, 1H, H-11), 7.29 (t, J = 8.1, 1H,
H-10), 7.24 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H, H-9), 6.53 (t, J = 5.5 Hz, 1H, H-4), 3.84 — 3.66 (m,
4H, H-1, H-15), 3.64 — 3.41 (m, 4H, H-3, H-18), 2.87 — 2.72 (m, 2H, H-13), 2.55 — 2.46
(m, 2H, H-16), 1.92 — 1.83 (m, 2H, H-2), 1.29 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-14 Isobutyl), 1.29 (d,
J =7.0 Hz, 6H, H-14" Isobutyl), 1.16 (d, J = 6.3 Hz, 6H, H-19), 1.15 (d, J = 6.3 Hz, 6H,
H-19%).

BC NMR (101 MHz, CDCls) § 174.44 (C=0, C-12), 174.12 (C=0, C-12’), 165.48 (C=0,
C-5), 143.31 (C=C Aromatic, C-8), 140.15 (C=C Aromatic, C-7), 131.48 (C=C Aromatic,
C-6), 126.50 (C=CH Aromatic, C-10), 126.12 (C=CH Aromatic, C-11), 125.56 (C=CH
Aromatic, C-9), 117.89 (C-17), 62.06 (d, C-15), 58.34 (d, C-1), 43.20 (d, C-18), 37.90 (C-
3), 34.08 (d, C-13), 30.48 (d, C-2), 24.72 (d, C-19), 20.34 (d, C-16), 19.00 (C-14).

3IP NMR (121 MHz, CDCl3) 8 147.91.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H30]* Calcd for C27H43N307P 570.2944, found 570.2948.

Rf: 0.66 (Cyclohexane/AcOEt/NEts, 2:7:1, v/v/v).
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2,3-diisobutyryl catecholamide hexyl TBDMS 103: inspired from Mohammadi et
al.284

2,3-diisobutyryl ccatechol acid 96 (4 mmol, 1.2 g) was solubilized in anhydrous CH>Cl>
(20 mL), NHS (8.4 mmol, 967 mg) was added and the solution was dried over molecular
sieve (4 A) for 30 min. EDC (8.4 mmol, 1.3 g) was added and the mixture was stirred for
4 h at room temperature. Aminohexylethersilan 27> (5 mmol, 1.17 g) was added dropwise
in activated catechol crude (4 mmol in 20 mL of anhydrous CH2Cl;) and the mixture was
stirred at room temperature overnight. Solvent was evaporated and the crude was directly
purified by flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v) Three fractions
were obtained: fraction F1 product less isobutyl protection, fraction F2 final product and
fraction F3 activated catechol 97. Fraction F1 (1.14 mmol, 497 mg) was co-evaporated
three times with anhydrous pyridine and solubilized in 10 mL of CH:Cl.. Anhydrous
pyridine (2.74 mmol, 222 uL) was added followed by isobutiryl chloride (2.74 mmol, 287
pL) at 0 °C. The mixture was stirred at 0 °C for 30 min. MeOH (2 mL) was added to
hydrolyzed excess of isobutiryl chloride. Organic layer was washed twice with a saturated
solution of NaHCOs3, dried over Na>SO4 and solvent evaporated. The crude was purified
by flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v) to afford compound 103
(colorless oil, 829 mg, 41 %).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.51 (dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 1H, H-14), 7.27 (t, J = 7.5, 1H,
H-13),7.23 (dd, J =7.5, 1.9 Hz, 1H, H-12), 6.11 (t, J = 5.2 Hz, 1H, NH, H-7), 3.59 (t, J =
6.5 Hz, 2H, H-1), 3.40-3.31 (m, 2H, H-6), 2.82 — 2.73 (m, 2H, H-16), 1.61 — 1.45 (m, 4H,
H-5, H-2), 1.38 — 1.33 (m, 4H, H-4, H-3), 1.30 (d, /= 7.0 Hz, 9H, H-17, H-isobutyl), 1.29
(d, J =7.0 Hz, 9H, H-17", H-isobutyl), 0.88 (s, 9H, H-20), 0.03 (s, 6H, H-18).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 174.42 (C=0, C-15), 174.13 (C=0, C-157), 165.28 (C=0,
C-8), 143.20 (C=C aromatic, C-11), 139.97 (C=C aromatic, C-10), 131.34 (C=C aromatic,
C-9), 126.58 (C=CH aromatic, C-13), 126.40 (C=CH aromatic, C-14), 125.55 (C=CH
aromatic, C-12), 63.20 (C-1), 40.14 (C-6), 34.13 (C-16), 34.08 (C-16"), 32.83 (C-2),29.71
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(C-5), 26.90 (C-3), 26.09 (C-19, C-20), 25.68 (C-4), 18.99 (C-17), 18.95 (C-17"),-5.16 (s,
C-18).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C27H46NOsSi 508.3094, found 508.3091.

Rf: 0.47 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).
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2,3-diisobutyryl catecholamide hexanol 104:
2,3-diisobutyryl catecholamide hexyl TBDMS 103 (0.97 mmol, 493 mg) was co-
evaporated twice with anhydrous CH3CN and solubilized in anhydrous THF. The mixture
was placed at 0 °C under argon and CaCl; guard. NEt3.3HF (4 mmol, 652 puL) was added
dropwise for 1 h (~ 54 uL/5 min) and the mixture was stirred at O °C overnight. The solvent
was evaporated and AcOEt (50 mL) was added. Organic layer was washed twice with brine
(2 x 50 mL), dried over Na;SO4 and solvent evaporated. The crude was purified by flash
silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v) to obtain compound 104
(colorless oil, 204 mg, 53 %).
TH NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.51 (dd, J = 7.5, 1.6 Hz, 1H, H-14), 7.27 (t, J = 7.5 Hz, H,
H-13),7.23 (dd, J=7.5,1.6 Hz, 1H, H-12), 6.21 (s, 1H, NH, H-7), 3.60 (t, J = 6.3 Hz, 2H,
H-1), 3.36 (dd, J = 13.2, 6.8 Hz, 2H, H-6), 2.84 — 2.71 (m, 2H, H-16), 1.79 (s, 1H, -OH),
1.62 — 1.48 (m, 4H, H-5, H-2), 1.43 — 1.34 (m, 4H, H-4, H-3), 1.29 (d, / = 7.0 Hz, 9H, H-
17, H-isobutyl), 1.29 (d, J = 7.0 Hz, 9H, H-17’, H-isobutyl)
I3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 174.47 (C=0, C-15), 174.16 (C=0, C-15"), 165.38 (C=0,
C-8), 143.18 (C=C aromatic, C-11), 139.96 (C=C aromatic, C-10), 131.29 (C=C aromatic,
C-9), 126.59 (C=CH aromatic, C-13), 126.40 (C=CH aromatic, C-14), 125.54 (C=CH
aromatic, C-12), 62.73 (C-1), 39.96 (C-6), 34.12 (C-16), 34.08 (C-16"), 32.56 (C-2), 29.58
(C-5), 26.66 (C-3),25.42 (C-4), 18.99 (C-17), 18.94 (C-17").
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C21H3:2NOg 394.2230, found 394.2229.
Rf: 0.25 (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).
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2,3-diisobutyryl catecholamide hexyl phosphoramidite 105:
2,3-diisobutyryl catecholamide hexanol 104 (0.46 mmol, 181 mg) was co-evaporated twice
with anhydrous CH3CN and solubilized in anhydrous CH2Cl; (6 mL). Anhydrous DIEA
(0.69 mmol, 120 uL) was added and the mixture was placed under argon and CaCl, guard.
The mixture was dried over molecular sieve (4 A) for 2 h. Cyanoethyl-N,N-diisopropyl
phosphoramidite chloride (0.51 mmol, 113 pL) was added and the mixture was stirred for
1 h at room temperature. H,O (1 mL) was added and after 5 min, organic layer was washed
twice with saturated solution of NaHCO3, dried over Na>SOg4 and solvent evaporated under
vacuum. The crude was purified by silica gel flash chromatography
(Cyclohexane/AcOEt/10 % NEts, 7:3, v/v 10 % NEt3) to afford compound 105 (colorless
oil, 211 mg, 77 %).

TH NMR (500 MHz, CDCIl3) 6 7.52 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H, H-14), 7.29 (t, J = 7.6 Hz,
1H, H-13),7.24 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H, H-12), 6.12 (s, 1H, H-7), 3.88 — 3.74 (m, 2H, H-
18), 3.70 — 3.54 (m, 4H, H-1, H-21), 3.36 (dd, J = 13.3, 7.0 Hz, 2H, H-6), 2.85 - 2.73 (m,
2H, H-16), 2.63 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H-19), 1.66 — 1.53 (m, 4H, H-2, H-5), 1.43 — 1.35 (m,
4H, H-3, H-4), 1.30 (d, J = 7.0 Hz, 9H, H-17, H-isobutyl), 1.29 (d, / = 7.0 Hz, 9H, H-17",
H-isobutyl), 1.18 (d, J = 6.7 Hz, 9H, H-22, H-isobutyl), 1.17 (d, J/ = 6.7 Hz, 9H, H-22", H-
isobutyl).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 174.45 (C=0, C-15), 174.15 (C=0, C-157), 165.31 (C=0,
C-8), 143.21 (C=C aromatic, C-11), 140.00 (C=C aromatic, C-10), 131.32 (C=C aromatic,
C-9), 126.59 (C=CH aromatic, C-13), 126.41 (C=CH aromatic, C-14), 125.58 (C=CH
aromatic, C-12), 117.84 (C-20), 63.63 (d, C-1), 58.39 (d, C-18), 43.11 (d, C-21), 40.08 (C-
6), 34.12 (C-16), 31.19 (C-2), 29.65 (C-5), 26.76 (C-3), 25.78 (C-4), 24.83 — 24.63 (C-22),
20.49 (C-19), 18.99 (C-17).

3IP NMR (121 MHz, CDCl3) & 147.39.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C30H49N307P 594.3308, found 594.3307.

Rf: 0.68 (Cyclohexane/AcOEt/NEt3, 2:7:1, v/v/v).
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107

2,3-catecholamide propyl azide 107:
2,3-dihydroxylbenzoic acid (6 mmol, 925 mg) was solubilized in anhydrous CH2Cl2 (17
mL), aminopropylazide >’* (6 mmol, 601 mg) and anhydrous DIEA (12 mmol, 2 mL) were
added and the mixture was dried over molecular sieve 4 A for 1 h under argon. BOP (6
mmol, 2.6 g) was added and the mixture was stirred for 3 h at room temperature. The
solvent was evaporated and the residue was purified by flash silica gel chromatography
(Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v) to afford compound 107 (colorless oil, 716 mg, 50 %).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 12.65 (s, 1H, -OH), 7.05 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H, H-11),
6.89 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H, H-9), 6.76 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6.66 (t, J = 6.6 Hz, 1H,
H-4), 5.86 (s, 1H, -OH), 3.56 (dd, J = 6.4 Hz, 2H, H-3), 3.47 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-1), 1.91
(p, J = 6.5 Hz, 2H, H-2).
13C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 170.28 (C=0, C-5), 149.24 (C=C aromatic, C-8), 146.08
(C=C aromatic, C-7), 118.86 (C=CH aromatic, C-10), 118.32 (C=CH aromatic, C-11),
116.02 (C=CH aromatic, C-9), 113.96 (C-6), 49.78 (C-1), 37.74 (C-3), 28.61 (C-2).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C10H13N403 237.0988, found 237.0991.
Rf: 0.53 (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v).

108

2,3-diacetyl catecholamide propyl azide 108:
2,3-catecholamide propyl azide 107 (1.63 mmol, 385 mg) was solubilized in anhydrous
pyridine (10 mL) and acetic anhydride (32.6 mmol, 3 mL) was added. The mixture was
stirred for 2 h at room temperature. AcOEt (100 mL) was added and organic layer was
washed twice with a solution of HCI 1 M (2 x 60 mL), twice with a saturated solution of
NaHCO3 (2 x 60 mL) and brine (60 mL). Organic layer was dried over Na;SO4 and solvent

was evaporated under vacuum. The crude was purified by silica gel flash chromatography
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(Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v) Final product was lyophilized in dioxane to obtain
compound 108 (white solid, 284 mg, 54 %).

H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.53 (dd, J = 6.1, 3.3 Hz, 1H, H-11), 7.30 — 7.27 (m, 2H,
H-10, H-9), 6.39 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H-4), 3.46 (q, J = 6.6 Hz, 2H, H-3), 3.40 (t, J = 6.6
Hz, 2H, H-1), 2.31 (s, 3H, H-13), 2.29 (s, 3H, H-13), 1.84 (p, J = 6.6 Hz, 2H, H-2).

BC NMR (101 MHz, CDCI3) § 168.24 (C=0, C-12), 168.11 (C=0, C-12"), 165.37 (C-5),
143.07 (C=C aromatic C-8), 140.18 (C=C aromatic, C-7), 130.52 (C-6), 126.73 (C=CH
aromatic, C-10), 126.48 (C=CH aromatic, C-11), 125.93 (C=CH aromatic, C-9), 49.39 (C-
1), 37.66 (C-3), 28.81 (C-2), 20.72 (C-13), 20.63 (C-13").

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for Ci14Hi7N505 321.1199, found 321.1200.

Rf: 0.22 (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v).
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N-Acetyl-O-benzoyl hydroxyamine 109: inspired from Zhihui Zhang et al.>’*

N-Acetyl hydroxamic acid (6.6 mmol, 500 mg) was dispersed in CH>Cl> (4 mL) and a2 M
NaOH solution (4 mL) was added. Benzoic anhydride (8.5 mmol, 1.9 g) was added and the
mixture was stirred at room temperature for 2 h. The mixture was extracted and aqueous
layer was extracted with CH>Cl,. Two layers were combined and solvent was evaporated.
The residue was purified by silica gel flash chromatography (CH2>Cl2/MeOH, 98:2, v/v) to
obtain compound 109 (white solid, 1.11 g, 94 %).

'H NMR (400 MHz, CDCIl3) & 8.20 — 7.93 (m, 2H, H-6), 7.66 — 7.57 (m, 1H, H-8), 7.52 —
7.41 (m, 2H, H-7), 2.13 (s, 3H, H-1).

BC NMR (101 MHz, CDCI3) & 170.79 (C=0, C-2, C-4), 134.45 (C=CH aromatic, C-8),
130.28 (C=CH aromatic, C-6), 130.13 (C=CH aromatic, C-6"), 128.89 (C=CH aromatic C-
7), 128.57 (C=CH aromatic, C-77), 126.67 (C=C aromatic, C-5), 19.94 (C-1).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for CoH10NO3 180.0655, found 180.0661.

Rf: 0.34 (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).
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N-acetyl-N-allyl-O-benzoyl hydroxyamine 110: inspired from Cheng et al.?’>
N-acetyl-O-benzoyl hydroxyamine 109 (6 mmol, 1.13 g) was solubilized in anhydrous
DMF (10 mL), K>CO3 (9 mmol, 1.2 g) was added followed by allyl bromide (6 mmol, 519
pL). The mixture was stirred at room temperature for 2 days. DMF was evaporated under
vacuum, CH2Cl> was added and organic layer was washed twice with H2O. Organic layer
was dried over Na>SO4 and solvent evaporated. The residue was purified by silica gel flash
chromatography (Cyclohexane/AcOEt) to afford compound 110 (white solid, 546 mg, 42
%).

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.07 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 2H, H-5), 7.66 (m, 1H, H-7), 7.51
(m, 2H, H-6), 5.89 (ddd, J = 23.8, 16.8, 6.3 Hz, 1H, H-9), 5.25 (dd, J = 23.8, 0.9 Hz, 1H,
H-10 cis), 5.22 (dd, J = 16.8, 0.9 Hz, 1H, H-10 trans), 4.42 (d, J = 6.2 Hz, 2H, H-8), 2.09
(s, 3H, H-1).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 164.72 (C=0, C-2, C-3), 134.56 (C=CH aromatic, C-7),
131.47 (C-9), 130.12 (C=CH aromatic, C-5), 129.01 (C=CH aromatic, C-6), 126.93 (C=C
aromatic, C-4), 119.39 (C-10), 50.96 (C-8), 20.56 (C-1).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C12H14NO3 220.0974, found 220.0977.

Rf: 0.72 (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).

111

N-acetyl-N-propylthioethanol-O-benzoyl hydroxyamine 111:
N-acetyl-N-allyl-O-benzoyl hydroxyamine 110 (2.06 mmol, 452 mg) was solubilized in
CH:Cl: (5 mL), 2-mercaptoethanol (2 mmol, 149 uL) was added followed by DPAP (0.38
mmol, 96.5 mg). The mixture was stirred under UV-A (365 nm) for 15 min. The solvent

was evaporated under vacuum and the crude was directly purified by silica gel flash
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chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v) to afford compound 111 (colorless oil,
540 mg, 91 %).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.09 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-5), 7.68 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-
7),7.53 (t, J =7.8 Hz, 2H, H-6), 3.94 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H-8), 3.72 (t, J = 5.9 Hz, 2H, H-
12),2.72 (t, J =5.9 Hz, 2H, H-11), 2.64 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H-10), 2.28 (s, 1H, -OH), 2.07
(s, 3H, H-1), 1.93 (quintuplet, J = 7.1 Hz, 2H, H-9).

BC NMR (101 MHz, CDCI3) § 164.67 (C=0, C-2, C-3), 134.74 (C=CH aromatic, C-7),
130.16 (C=CH aromatic, C-5), 129.11 (C=CH aromatic, C-6), 126.79 (C=C aromatic, C-
4), 60.53 (C-12),47.42 (C-8), 35.47 (C-11), 28.88 (C-10), 27.42 (C-9), 20.53 (C-1).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C14H20NO4S 298.1113, found 298.1112.

Rf: 0.3 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).
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N-acetyl-N-propylthioethan-O-benzoyl hydroxyamine phosphoramidite 112:
N-Acetyl-N-propyl thioethanol-O-benzoyl hydroxyamine 111 (1.75 mmol, 521 mg) was
co-evaporated twice with anhydrous CH3CN, and product was solubilized in anhydrous
CHCl2 (18 mL). Anhydrous DIEA (2.6 mmol, 458 uL) was added and mixture was dried
over molecular sieve (4 A) for 2 h under argon atmosphere and CaCl, guard. At 0 °C,
cyanoethyl-N,N-diisopropyl phosphoramidite chloride (1.9 mmol, 430 pL) was added
dropwise and the mixture was stirred for 1 h at room temperature. H>O (1 mL) was added
after 5 min, organic layer was washed twice with saturated solution of NaHCOs3. Organic
layer was dried over Na>SO4 and solvent evaporated under vacuum. The residue was
purified by flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt/10% NEts, 7:3, v/v 10 %
NEt3) to obtain phosphoramidite 112 (colorless oil, 628 mg, 74 %).
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TH NMR (400 MHz, CDCIl3) 6 8.09 (d, J = 7.8, 2H, H-5), 7.68 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-7),
7.52 (t, J =7.8 Hz, 2H, H-6), 3.91 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H-8), 3.89 — 3.66 (m, 4H, H-13, H-
12), 3.64 — 3.53 (m, 2H, H-16), 2.73 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-11), 2.67 — 2.60 (m, 4H, H-10,
H-14), 2.07 (s, 3H, H-1), 1.97 — 1.89 (quintuplet, J = 7.1 Hz, 2H, H-9), 1.18 (d, / = 6.8 Hz,
6H, H-17), 1.16 (d, J = 6.7 Hz, 6H, H-17).

BBC NMR (101 MHz, CDCI3) § 164.56 (C=0, C-2, C-3), 134.66 (C=CH aromatic, C-7),
130.16 (C=CH aromatic, C-5), 129.07 (C=CH aromatic, C-6), 126.86 (C=C aromatic, C-
4), 117.75 (C-15), 63.08 (d, C-12, C-14), 58.62 (C-13), 47.42 (C-8), 43.31 (C-16), 43.19
(C-167),33.22 (C-11), 29.63 (C-10), 27.48 (C-9), 24.77 (C-17), 24.70 (C-17), 20.50 (C-1).
3Ip NMR (162 MHz, CDCl3) & 148.00.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H30]* Calcd for C23H37N305SP 516.2297, found 516.2303.
Rf: 0.7 (Cyclohexane/AcOEt/NEt3, 4.5:4.5:1, v/v/v).
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N-acetyl-O-acetyl hydroxyamine 113: inspired from Zhihui Zhang et al.?’*
N-acetyl hydroxamic acid (13.3 mmol, 1 g) was dispersed in heterogeneous mixture
CH2ClL2 (7 mL) /NaOH 2 M (7.3 mL). Acetic anhydride (19.95 mmol, 1.9 mL) was added
and the mixture was stirred at room temperature for 2 h. The mixture was extracted and
aqueous layer was extracted four times with CH>Cl>. Organic layer was dried over NaxSOq
and solvent evaporated. The crude was purified by silica gel flash chromatography
(CH2CI2/MeOH, 97:3, v/v) to afford compound 113 (white solid, 1.17 g, 75 %).

TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 9.13 (s, 1H, H-3), 2.22 (s, 3H, H-5), 2.05 (s, 3H, H-1).
I3C NMR (101 MHz, CDCIl3) 6 168.95 (C=0, C-2, C-4), 19.81 (C-1), 18.41 (C-5).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C4HsNO3 116.0348, found 116.0346.

Rf: 0.35 (CH2Cl2/MeOH, 95:5 v/v).
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N-acetyl-N-bromo butan-0-acetyl hydroxyamine 114:
N-acetyl-O-acetyl hydroxyamine 113 (0.85 mmol, 100 mg x 4) was solubilized in
anhydrous DMF (4 mL x 4) and Cs2CO3 (1.6 mmol, 554 mg x 4) was added. The mixture
was sonicated to dispersed the base and dibromobutane (8.5 mmol, 1 mL x 4) was added.
The mixture was stirred at 100 °C for 2 h under microwaves. DMF was evaporated and
CH>Cl> was added, organic layer was washed twice with H>O. Organic layer was dried
over Na>SO4 and solvent evaporated. The residue was purified by silica gel flash
chromatography (Cyclohexane/AcOEt) to obtain compound 114 (colorless oil, 300 mg, 35
%).

TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 4.16 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-5), 3.43 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H-8),
2.14 (s, 3H, H-4), 2.03 (s, 3H, H-1), 2.00 — 1.94 (m, 2H, H-7), 1.89 — 1.82 (m, 2H, H-6).
I3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 168.83 (C=0, C-3), 168.46 (C=0, C-3"), 66.79 (C-5), 33.22
(C-8), 29.40 (C-7), 27.44 (C-6), 19.70 (C-4), 14.95 (C-1).

HRMS (ESI/QTOF): [M + Na]* Calcd for CsH14sNO3BrNa274.0055, found 274.0055.

Rf: 0.35 (Cyclohexane/AcOEt, 2:8, v/v).

N-acetyl-N-butan azide-O-acetyl hydroxyamine 115:
N-acetyl-N-bromo butan-O-acetyl hydroxyamine 114 (0.34 mmol, 88 mg) was co-
evaporated twice with anhydrous CH3CN and the residue was solubilized in anhydrous
CH3CN (2 mL). TMGN3 (0.70 mmol, 110 mg) was added and the mixture was stirred at 80
°C for 1 h under microwaves. Solvent was evaporated and the residue was purified by flash
silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v) to obtain compound 115
(colorless oil, 44 mg, 60 %).

'H NMR (400 MHz, CDCI3) & 4.14 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H-5), 3.31 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-8),
2.13 (s, 3H, H-4), 2.02 (s, 3H, H-1), 1.80 — 1.72 (m, 1H, H-6), 1.72 — 1.63 (m, 1H, H-7).
BC NMR (101 MHz, CDCI3) 8 168.79 (C=0), 168.40 (C=0), 67.02 (C-5), 51.13 (C-8),
25.97 (C-6), 25.62 (C-7), 19.63 (C-4), 14.89 (C-1).

185



Synthese des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores sur support solide

HRMS (ESI/QTOF): [M + Na]* Calcd for CsH14N4O3Na 237.0964, found 237.0963.
Rf: 0.19 (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).
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General procedure for immobilization on solid support of 1-(2’-propargyl)-a-D-

mannoside by CuAAC
An aqueous solution of propargyl mannoside (0.2 M, 300 pL, 6 eq), freshly prepared
aqueous solutions of CuSO4 (0.04 M, 250 pL, 1 eq) and sodium ascorbate (0.1 M, 500 uL,
5 eq), THPTA (0.1 M, 300 uL, 3 eq) and TEAAc buffer (2 M, 500 uL) were added to 10
pumoles of solid support. The mixture was stirred at room temperature for 2 h. The solution
was removed, and CPG beads were washed with H,O (10 mL), MeOH (10 mL), and CH2Cl»
(10 mL) and dried.

General procedure for incorporation of diethyleneglycol propargyl phosphoramidite
On solid-supported mannoside (1 umol) was treated by phosphoramidite chemistry, on a
DNA synthesizer (ABI 394), with diethyleneglycol propargyl phosphoramidite. Only
coupling and oxidation steps were performed. For the coupling step,
benzylmercaptotetrazole (BMT) was used as an activator (0.3 M in anhydrous CH3CN) and
diethyleneglycol propargyl phosphoramidite (0.2 M in anhydrous CH3CN) was introduced
three times with a 180 s coupling time. Oxidation was performed with 0.1 M commercial

solution of iodine (0.1 M in THF/Pyridine/H,0, 78:20:2, v/v/v) for 15 s.
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General procedure for incorporation of THME monolevulinyl phosphoramidite and
labeling with Cy3

Solid-supported mannoside-diethyleneglycol propargyl (1 pmol) was treated by
phosphoramidite chemistry, on a DNA synthesizer, with phosphoramidite. For the coupling
step, BMT was used as an activator (0.3 M in anhydrous CH3CN) and THME
monolevulinyl phosphoramidite (0.1 M in anhydrous CH3CN) was introduced once time
with a 60 s coupling time and Cy3 amidite (0.1 M in anhydrous CH3CN) with a 180 s
coupling time. The capping step was performed with commercial solution acetic anhydride
(Cap A, Pac-anhydride/Pyridine/THF, 5:10:85, v/v/v; Cap B, 10 % N-methylimidazole in
THF) for 10 s. Oxidation was performed with 0.1 M commercial solution of iodine for 15
s. Detritylation step was performed with 3 % TCA in CH2ClL for 35 s, synthesis was
performed on trityl ON mode.
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General procedure for incorporation of THME Monopropargyl and Pentaerythritol
dipropargyl phosphoramidite and labeling with Cy3

Solid-supported mannoside (1 pmol) was treated by phosphoramidite chemistry, on a DNA

synthesizer, with phosphoramidite. For the coupling step, BMT was used as an activator

(0.3 M in anhydrous CH3CN) and THME monopropargyl phosphoramidite, pentaerythritol
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dipropargyl (0.1 M in anhydrous CH3CN) were introduced once time with a 60 s coupling
time and Cy3 amidite (0.1 M in anhydrous CH3CN) with a 180 s coupling time. The
capping step was performed with commercial solution acetic anhydride (Cap A; Cap B)
for 10 s. Oxidation was performed with 0.1 M commercial solution of iodine for 15 s.

Detritylation step was performed with 3 % TCA in CH2Cl; for 35 s.
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General procedure for incorporation of pentaerythritol tripropargyl
phosphoramidite
Solid-supported mannoside-Cy3 (1 pmol) was treated by phosphoramidite chemistry, on a
DNA synthesizer, with phosphoramidite. For the coupling step, BMT was used as an
activator (0.3 M in anhydrous CH3CN) and Pentaerythritol tripropargyl (0.1 M in
anhydrous CH3CN) was introduced once time with a 60 s coupling time. The capping step
was performed with commercial solution acetic anhydride (Cap A; Cap B) for 10 s.
Oxidation was performed with 0.1 M commercial solution of iodine for 15 s. Detritylation

step was performed only in last step.

General procedure for deprotection of alkyne glycocluster
The CPG were transferred to a 4 mL screw top vial and treated with 2 mL of concentrated
aqueous ammonia for 15 h at 25 °C. The supernatants were withdrawn and evaporated.
These operations were performed two or three times. Crude were centrifuged and the
supernatants were purified by Cig reversed phase HPLC. Products were co-evaporated

several times with H>O and then lyophilized.
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General procedure for introduction of galactoside or fucose derivative by CuAAC in
support

In a DNA synthesis batch (1 umol) were added sugar derivative (80 uL, 0.1 M in dioxane,

8 eq), THPTA (30 uL, 0.1 M in H20, 3 eq), dioxane (20 uL) and a freshly prepared aqueous

solutions of CuSOg4 (0.04 M, 25 uL, 0.4 eq) and sodium ascorbate (0.1 M, 50 uL, 5 eq),

DNA column were vortexed at 60 °C in oven for 3 h. CPG were washed with dioxane,

H>0, MeOH, CH>Cl, and dried under vacuum.

General procedure for introduction of catechol or hydroxamate azide and mixte by
CuAAC in solution
To a solution of conjugates siderophore-glycocluster intermediate (200 puL., 1 mM in H>O,
1 eq) were added siderophore azide (0.1 M in dioxane, 2 eq/alkyne; in case of mixte click
a catechol/hydroxamate solution was added (10 pL of a catechol/hydroxamate solution (2:1
v/v)), THPTA (6 uL, 0.1 M in H20, 3 eq), dioxane (140 uL) and ~ 1 mg Cu®. The mixture
was stirred at 25 °C for 2 h, then after centrifugation the supernatant were treated with
EDTA solution (complete to ImL) and mixture was purified two times by steric exclusion
column (NAP 10). The compounds were lyophilized in H>O and residues were deprotected
in NEt3/MeOH/H,0 (700 pL, 1:5:1, v/v/v) under stirring for 2 h. The compounds were co-
evaporated several times with H2O and then lyophilized to afford the corresponding

glycocluster siderophore conjugates.
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Serie LecA

Serie LecB

Compound

C¥3G0
127
129
133

3G1C

3G2C

(1y3G3C

C3G1H
3G2H
3G3H

CY3G Mixte

CYIRQ
128
130
134

CYF1C

C3F2C

CYF3C

C3F1H
C3F2H
C3F3H

CY3F Mixte

MALDI-TOF

m/z negative mode

Calculated Experimental

3393.04
3431.09
3485.14
3705.3
3667.32

3957.6

4413.99

3603.28
3829.51
4221.86

3893.56

3078.97
3299.19
3353.18
3705.3
3535.37

3825.65

4282.04

3471.2
3697.56
4089.91

3761.6

3393.29
3431.09
3485.04
3705.17
3667.45

3957.04

4413.11

3603.28
3829.47
4221.13

3893.38

3078.23
3299.38
3353.03
3705.2
3535.66

3825.68

4282.45

3471.12
3697.37
4089.67

3761.6

Tr

(min)

8
8,5
9,7
10,7
9.3
Massif
5-14
Massif
5-12
8.8
9.9
10
Massif
7-11
10
9,6
11
11.6
9.8
Massif
8-15
Massif
6-14
9.9
10.8
10.9
Massif
8-12

HPLC

Gradient
(% CH3CN
in 20 min)
16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %

16 % -48 %

16 % -48 %

16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %

16 % -48 %

16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %

16 % -48 %

16 % -48 %

16 % -48 %
16 % -48 %
16 % -48 %

16 % -48 %

Rendement
Brut  Pur
(%) (%)
49 15
36 11
51 12
53 10
100 78
100 69
100 88
100 79
100 45
100 74
100 64
15 2
23 2
13 2
46 10
100 70
100 96
100 80
100 81
100 62
100 76
100 53
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Titration
a 550 nm

(nmol)

150
113
118
190
158

146

66

127
70
119

103

38
86
70
190
112

154

159

129
100
121
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Chapitre I1I : Synthese en solution
et évaluation de I’activité anti-
infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores
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Chapitre III : Synthése en solution et évaluation de activité anti-infectieuse

des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores

Afin de réaliser des tests biologiques avec les conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores, il a été nécessaire d’obtenir des quantités suffisantes de ces derniers. C’est
pourquoi dans ce chapitre, il sera question de la syntheése en solution des conjugués
glycoclusters mono- et tri-catéchols. Ces conjugués ont été choisis car les études de
microbiologie décrites précédemment ont montré que ces composés pouvaient passer par
la voie des sidérophores. Comme dans le cas de la synthese des conjugués glycoclusters
pseudo-sidérophores sur support solide, nous avons opté pour une stratégie de synthese
basée sur 1’¢laboration de petites molécules élémentaires qui ont été in fine assemblées
entre elles tel des LEGO® pour obtenir des molécules aux degrés de complexité élevée.
Lors de la synthese sur support solide nous avons procédé de maniere séquentielle. Pour la
synthese en solution, par souci d'efficacité, les conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores ont été synthétisés par synthese convergente. Les parties glycoclusters et
pseudo-sidérophores ont été préparées de facon indépendante avec des fonctions chimiques

spécifiques permettant leur conjugaison finale.

Pour cela, nous avons préparé les briques élémentaires présentant des fonctions chimiques
de réactivités orthogonales rendant leur assemblage facile selon des protocoles bien établis.
Les réactions de conjugaison choisies reposent sur la chimie des phosphoramidites et les
réactions de chimie « click » : cycloaddition azoture alcyne catalysée par le cuivre (I)
(CuAACQC), la thiol-éne photoinduite et 1'addition de thio-Michael. Comme nous I’avons
décrite dans le chapitre II, la conjugaison CuAAC fait un intervenir une fonction alcyne et
une fonction azoture. Quant aux réactions de thiol-énes, celles-ci font intervenir une
fonction alcene et une fonction thiol. Afin de pouvoir tirer parti de ces réactions, de
nouveaux synthons mannosides et catécholamides ont di €tre synthétisés comportant soit
une fonction alcéne, soit une fonction thiol. Les composés décrits dans ce chapitre, ont été
caractérisés par spectroscopie RMN ('H, '*C, *'P) et spectrométrie de masse (HRMS ESI,
MALDI-TOF).
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Les réactions de thiol-ene correspondent a la catégorie des réactions d’hydrothiolation
qui impliquent la réaction d’une fonction thiol avec une fonction alcéne.?®> Dans cette
partie, une breve description des réactions de thiol-eéne radicalaire et de thio-Michael est
présentée avec le mécanisme réactionnel de chacune d’elle. Toutes deux présentent une
excellente économie d’atomes, une régiosélectivité définie et 1’utilisation de conditions de
réaction peu toxiques, ce qui font d’elles des réactions classées dans la catégorie des

réactions de « click chemistry ».26°

A. Réaction de thiol-ene radicalaire

La réaction de thiol-ene est une réaction radicalaire qui a été découverte pour la
premier fois en 1905 par Theodor Posner en Allemagne.?3® Celle-ci a été beaucoup étudiée
au court de ces 30 dernieres années **7 et est utilisée dans de nombreux domaines de la
chimie, tant dans la chimie des polymeéres et des matériaux 2*% qu’en chimie médicinale.?%
Cette réaction correspond a une conjugaison réalisée entre un thiol et un alcene pour former
un thioéther. Cette réaction aboutit majoritairement au produit a la régiosélectivité anti-
Markovnikov (Figure 83). Pour se faire, celle-ci nécessite la formation d’un radical thiyle
qui est fréquemment généré par I’ajout d’un initiateur de radicaux libres accompagné d’un
stimulus pouvant étre un chauffage ou une irradiation UV ou encore des ultrasons.?3?-2%!
Dans cette description, nous nous attarderons surtout sur la réaction de thiol-ene

photoinduite.

R’ Initiateur de radicaux
R-SH + > R- SR
stimulus

Figure 83 : Réaction de couplage d’un thiol avec un alcéne

Concernant le mécanisme de la réaction, comme pour toutes les réactions radicalaires,
celui-ci se décompose en 3 phases : 1) initiation, 2) propagation et 3) terminaison
(Schéma 32).

L’étape d’initiation débute par la formation du radical thiyle généré par la décomposition
radicalaire de I’initiateur. Dans un deuxiéme temps, le radical thiyle s’additionne au

composé alcene pour former I’intermédiaire [I]". Cette étape est réversible et peut

conduire a la fragmentation de I’intermédiaire radicalaire si celui-ci n’est pas stable (kp’).
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La réaction a la chaine se termine par 1’arrachement du radical proton du thiol pour
former le produit thioéther linéaire final (produit anti-Markovnikov) et régénére le
radical thiol qui est réintégré au cycle réactionnel .?%

RS K Propagation

p
Initiation m

R-SH initiateur de radicaux s I
e [N

\
py
|
n
A
\

UV-A

.S Transfert/Terminaison
R7INAT\.. R-SH

Schéma 32 : Mécanisme général de la réaction de thiol-ene photoinduite

Des études de cinétique réalisées par les équipe de Bowman 2223, Coffey 2%*

et plus
récemment par 1’équipe de Chen 2% ont permis de désigner les étapes de propagation et de
transfert/terminaison comme étant les étapes cinétiquement déterminantes du cycle
radicalaire. D’autre part, la nature du radical thiyle, de 1’alcéne et de 1’intermédiaire [I]

influent directement sur la vitesse de la réaction.

Concernant les conditions de réaction, celles-ci sont compatibles avec un large panel de
produits thiols et alcénes. D’autre part, cette réaction peut étre réalisée aussi bien dans des
milieux organiques que aqueux la rendant ainsi trés attractive dans les domaines en

interface avec la biologie.

B. Réaction de thio-Michael

Au méme titre que la réaction thiol-eéne radicalaire, 1’addition de thio-Michael a fait

’objet d’études approfondies avec 1’apparition de la chimie « click ».2

Contrairement a la réaction décrite précédemment, celle-ci n’est pas radicalaire mais suit
un mécanisme d’attaque nucléophile. En effet, celle-ci met en jeu une attaque nucléophile
de la fonction thiol sur un alcéne appauvri en électron di a la présence d’un groupement
électroattracteur (EWG) en position vinylique. L’ajout d’un nucléophile de type amine
(secondaire ou tertiaire) ou phosphine a pour conséquence d’exacerber la nucléophilie de
la fonction thiol induisant I’augmentation de la cinétique de la réaction (Figure 84, équation
(1)). Concernant la régiosélectivité de cette réaction, celle-ci aboutit essentiellement au

produit anti-Markovnikov par I’addition du thiol sur le carbone le moins substitué. %’

195



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

EWG Nucléophile ou Base
R-SH + [

Y

RSN"Ewe (1)

EWG = Groupement électro-attracteur

1
(0]

3 2 FUN
Nucléophile ou Base .
R-SH + .,/ ZR. > R’S\/\gR (2)

Figure 84 : Reaction d’addition thio-Michael entre un thiol et un alcéne activé

Dans le cadre de cette étude, le groupement électro-attracteur qui a été choisi correspond
au groupement acryloyle. Ainsi, I’addition de thio Michael abouti a une attaque 1,4 du thiol

pour obtenir une cétone B-thio-éther (Figure 84, équation (2)).

Selon cette stratégie nous avons deux options. Option 1 : faire les glycoclusters
présentant une fonction alcene et le sidérophore présentant une fonction thiol, option 2 :
faire I’inverse puis les conjuguer ensemble par irradiation UV. Dans la mesure ou la nature

du lien entre les deux entités ne doit pas avoir d’influence sur la propriété du conjugué les

deux options sont a priori similaires.

Option 1

Option 2
Glycocluster Glycocluster SH
v R HS” ™V Sidérophore yeoclusters,, - MSidérophore
hv hv

GchocIuster,,b/\/SvSidérophore GlycoclusterwsWSidérophore

A. Conjugaison : glycocluster alcéne + catéchol thiol (Option 1)

a) Synthése des glycoclusters alcénes

Afin de construire la partie glycocluster alcene, nous nous sommes inspirés des travaux
de synthése de Monika Polakova.?®” Nous avons alors débuté la synthése par une réaction

de glycosylation du D-mannose peracétylé avec l'alcool allylique en utilisant I’acide
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BF3.Et20 afin d’obtenir sélectivement le composé a-D-mannoside allyle avec un rendement
de 74 %, dans un deuxieme temps celui-ci a été déprotégé pour former I’intermédiaire 135
(Schéma 33). En suivant le schéma de synthese en solution des glycoclusters « leads »
développé par Ligeour et al.,’®® les hydroxyles de la plateforme ont été alors
fonctionnalisés par des « bras » diéthyleneglycoles propargyles grice a la chimie des

phosphoramidites en utilisant l'activation au tétrazole puis ’oxydation des liaisons

phosphitetriesters en phosphatetriesters par ajout de résine 104 .

Z
1) HO' . BF.E,0

CH,CI; anh
OAc OAc 0 °C at.a.; nuit OH OH g(ip,-)2 o OR OR
-0 -0 0NN .

AcO 74 % HO Cne0 0 N  Rro 0

AcO . HO > RO

OAc 1) Tétrazole
2) NEtz/MeOH/H,0 (o} o
ta. - nuit CH§ClN anh;ta.;4h
N 2)Résine O, ;ta.;2h 136 N
quantitatif ﬂ
= _T\o/\/o\/\o/\\
OCne
92 ou 95

1) Cu® nano ; TEAAc
55 °C ; nuit
2) NH4OH ; t.a. ; nuit
R'=

N Y

OH
HO o_ 0O o N=
W
'{ ;‘OH \Q\NJ\/N\)_\O_\_ :
HO H o 73 % OR OR'

3 @A

o_||= 137 RO
-0 0
ou Cation
X
2
(o] O-p
(o]
G Ny
OH OH OH 2 ,‘L’\>\/o Cation
N 138
Cation: (
137a; 138a
NH !
NP
Dowex Na
Na® 137b ; 138b

Schéma 33 : Synthese des glycoclusters allyles

A D’issue de cette réaction, nous avons réalisé une réaction de « click » CuAAC pour
introduire le galactoside 92 ou le fucoside 95 d’intérét. L’avancement de la réactions
CuAAC a pu étre suivi par spectrométrie MALDI-TOF en réalisant la déprotection d’un

aliquote des bruts réactionnels (Figure 85). Les analyses de masse ont montré la présence
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d’un seul produit de masse m/z 2461,10 dans le cas de 137 et 2329,09 dans le cas de 138.

Ces valeurs sont en adéquation avec les masses théoriques calculées pour chaque produit

et ont confirmé la totale conjugaison des glycosides.

2329.09

2461.10

miz (4 = 2 461,04 miz (1) = 2 329,08

— : - . :
2000 2500 3000 2000 2500 3000
m/iz m/z

Figure 85 : Analyses MALDI-TOF des tests de déprotection du galactocluster allyle 137 (gauche) et du
SJucocluster allyle 138 (droite)

Une fois la conjugaison terminée, les bruts réactionnels ont été traités par de ’ammoniaque
afin de déprotéger les glycoclusters d’intéréts. Avec la présence de chromophores sur
I’intermédiaire galactocluster 137, une analyse HPLC-C18 muni d’un détecteur a barrette
de diiode a pu étre entreprise (Chromatogramme noir, Figure 86). Par ordre d’¢lution, le
produit élué a 6,6 min a été identifié comme étant le galactoside 93 déprotégé mis en exces

Z N

et le composé élué a 10,94 min comme étant le galactocluster 137.

10,94

66

Brut de déprotection du
galactocluster allyle J
A lh A ﬂ..—«,«j L'\-m.)\ A

r T T T d

0 S 10 15 20
min

Figure 86 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm du brut de déprotection de 137
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Les clusters ont ensuite été purifiés par chromatographie flash avec une colonne C18 en
prenant comme systéme d’¢élution le méme systeme employé en HPLC-C18 afin de pouvoir
transposer les résultats des analyses HPLC a la méthode de purification sur un appareil de
flash chromatographie, par conséquent le gradient a été constitué¢ d’un mélange de tampon
d’acétate d’ammonium (TEAAc)/CH3CN (Figure 86).

La purification du fucocluster allyle 138 a été réalisée avec le méme gradient de
purification que son homologue galactoside. En effet, ce cluster présente que des
chromophores ayant une tres faible absorption, il a été donc difficile d’élaborer un gradient
de purification en s’appuyant sur 1’analyse HPLC-C18. Les fractions ont ensuite été
analysées une a une par spectrométrie de masse MALDI-TOF afin d’identifier les fractions
pures. En fin de purification, les cations triéthylammonium ont été échangés par des cations
sodium par passage sur résine DOWEX® sous forme Na* préalablement préparée. Cet
échange de cations nous a permis de faciliter la caractérisation des molécules par RMN du
proton. D’autre part par précaution, les produits finaux ont également été traités avec une
résine chélatrice de cuivre (quadrapure®) afin d’¢liminer les résidus de cuivre restant.
Ainsi en suivant cette méthodologie, nous avons obtenu le galactoside sodique 137b avec
un rendement de 73 % et le fucocluster sodique 138b avec seulement 45 % de rendement
di a la difficulté de la purification de ce dernier. Ainsi les glycocluster allyles 137b et

138b ont pu étre formé avec un rendement global de 53 % et 33 % respectivement.

Dans un deuxieéme temps, nous nous sommes intéressés a la synthese des motifs
catéchols portant une fonction thiol. Classiquement, lors des réactions de thiol-eéne, c’est
le composé thiol qui est ajouté en exces (3 a 6 eq) pour faire avancer la réaction. Si on
réfléchit en termes de cofit, il faut donc s’efforcer de synthétiser la molécule thiol la moins
chere possible. Donc si on compare le colit de la synthese de la partie glycocluster et celui
de la partie pseudo-sidérophore, il s’avere que c’est la partie glycocluster qui cofite le plus
cher. De ce fait, dans ce paragraphe seront décrites les syntheses des motifs catéchols

thiols.

Synthése du catécholamide thiol

Nous avons pu constater au cours du chapitre précédent qu’une fois déprotégé la

purification du conjugué glycocluster pseudo-sidérophore pouvait s’avérer €tre délicate
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surtout dans le cas des conjugués tri-catéchols. D’autre part, nous avons également relevé
I’instabilité partielle des protections acétyles du motif catéchol azoture au cours de la
réaction de « click » CuAAC. Afin d’éviter cette déprotection précoce, nous avons décidé
de remplacer les protections acétyles par d’autres groupements protecteurs : le groupement
carbonate d’éthyle et le groupement benzoyle ont été évalués. Ces groupements protecteurs
permettent d’utiliser un protocole de déprotection en milieu alcalin pour lequel le
traitement de la réaction se réduit a une simple évaporation des sous-produits (CO2,
¢thanol) dans le cas des groupements carbonates d’éthyles ou a une extraction du milieu

réactionnel dans le cas des groupements benzoyles (benzoate de méthyle) (Schéma 34).

Elimination du groupement cabonate d'éthyle :

°>\_ / NEt;/MeOH/H,0

’

R-OH + CO, +EtOH

Elimination du groupement benzoyle :

Q NEt;/MeOH/H,0 Q

phase aqueuse phase organique

Schéma 34 : Elimination de la protection carbonate d’éthyle et benzoyle

Dans le cadre de la synthese des conjugués mono-catéchols, pour des soucis de simplicité,
nous avons également décidé de synthétiser un motif catéchol propyle thiol ne portant

aucune protection sur les fonctions hydroxyles du noyau aromatique.

2,3-catécholamide propyle thiol

Afin de synthétiser le composé catéchol thiol, la premiere stratégie qui a été
développée a permis d’obtenir le synthon 140 (Schéma 35). Pour cela, la synthese a débuté
a partir de I’acide 2,3-dihydroxybenzoique commercial auquel nous avons couplé I’amine
allylique en employant le BOP comme agent de coulage et de la DIEA comme base dans
le dichlorométhane anhydre. Comme nous avons pu le constater dans le chapitre II, lors du
couplage avec I’aminoazoture 106, en plus de jouer son rdéle d’activateur de la fonction
acide, le BOP a formé des produits secondaires inactifs en se liant aux hydroxyles du noyau
catéchol, de ce fait, I’intermédiaire 139 a été obtenu avec seulement 30 % de rendement.
En s’appuyant sur I’expertise des réactions thiol-ene photoinduites développée au sein de

I’équipe du Pr Alberto MARRA, le composé 139 a été conjugué avec 1’acide thioacétique

200



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

par une réaction de thiol-éne en présence de 2,2 diméthoxy-2-phénylacétophénone (DPAP)
comme initiateur de radicaux dans le dichlorométhane pour former le synthon catéchol

thiol désiré 140.

o]
OH O NN o oH 0 J HO ™1 j\
HO N/\/ HS \©)LN/\/\S
OH ———— > H > H
\©)L BOP ; DIEA anh DPAP ; CH,Cl,
CHyClyanhjta.;1h 139 UV-A ; t.a.; 3 x 30 min

140
30 %
48 %

Schéma 35 : Synthése du 2,3-catécholamide propyle thiol

Au cours de cette derniere étape des difficultés d’avancement de la réaction ont été
relevées. En effet, pour que celle-ci soit totale, il a fallu reproduire trois fois de maniere
séquentielle la réaction avec 1’acide thioacétique (3 fois un équivalent) et le DPAP (3 fois
0.2 équivalent) sous 20 minute d’irradiation. Cette méme réaction menée en une fois avec
trois équivalents d’acide n’a pas permis de consommer la totalité du produit de départ.
Cette différence de réactivité peut €tre expliquée par la perturbation du cycle radicalaire
par la présence de fonctions phénoliques qui induisent la formation de radicaux
phénoliques non souhaités. D’autre part, en raison des nombreuses irradiations du produit,
celui-ci s’est dégradé aboutissant au synthon 140 avec un rendement de seulement 48 %
apres purification. Au terme de cette syntheése, le composé 140 a été obtenu avec un

rendement global de 14 %.

2,3-dicarbonate d’éthyle catécholamide propyle thiol

Afin d’obtenir le synthon catéchol allyle portant des groupements protecteurs
carbonate d'éthyles, nous nous sommes inspirés des travaux de K. Nakamura et al..?*® La
formation des fonctions carbonates par action du chloroformate d’éthyle permet a la fois
la protection des fonctions hydroxyles et I’activation de I’acide carboxylique sous forme
d’anhydride mixte 141 (Schéma 36). Ainsi, nous avons pu ajouter directement 1’amine
allylique dans le milieu sans avoir a isoler I’intermédiaire activé. Avec cette méthodologie
de syntheése nous avons isolé, apres purification, le produit désiré 142 avec un rendement

de 89 %.
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Schéma 36 : Synthese du 2,3-dicarbonate d’éthyle catécholamide allyle

Une réaction de thiol-ene sous irradiation UV-A a ensuite ét€é entreprise entre
I’intermédiaire 142 et ’acide thioacétique en utilisant le DPAP comme initiateur de
radicaux pour aboutir a la formation du composé 143 avec 100 % de rendement. De part
cet excellent résultat et en comparaison avec le résultat de thiol-éne obtenu précédemment,
nous avons pu confirmer que la présence de fonction phénol non protégé était défavorable

lors des conjugaisons thiol-ene radicalaires.

L’intermédiaire catéchol 143 a ensuite été mis en solution dans un mélange alcalin doux
pour cliver sélectivement la protection acétate de la fonction thiol. Cependant malgré
I’usage de ce mélange alcalin doux et la diminution de la température du milieu un
dégagement gazeux est observé correspondant a la libération d’une molécule de dioxyde
de carbone issue de 1’élimination des groupements carbonates. Afin de confirmer cette
déprotection, une analyse de spectrométrie de masse par électrospray a été réalisée sur le
brut réactionnel. L’analyse de masse a montré la formation du produit complétement
déprotégé 144 qui s’est dimérisé (451.14 Da) et des produits portant un ou deux adduits de
26 Da (477,10 Da et 503,08 Da). Cet adduit correspond a la masse d’une molécule de
monoxyde de carbone, donc la masse 477,10 Da correspondrait a la masse du mono-adduit

144’ et 503,08 Da a celle du di-adduit 144°°.
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Pour comprendre la provenance de cet adduit, il est nécessaire de se pencher sur le
mécanisme d’élimination du groupement carbonate d’éthyle (Schéma 37). Celui-ci a
débuté par la déprotection d’une des fonctions hydroxyles du catéchol, le phénol ainsi
libéré a la possibilité d’attaquer la fonction carbonate adjacente en réalisant une réaction
d’estérification intramoléculaire pour aboutir a la formation d’un deuxiéme cycle accolé
au noyau catéchol. Ainsi en suivant ce mécanisme de déprotection, il est donc possible

d’expliquer la formation des composés 144’ et 144°°.

p "3 &, ;

0)%\«0\/ Base 0%\0 "o" _ Transestérification o [0} \N— - EtOH OJ(O
o J——— -

SR> L \g !

- EtOH

143
Schéma 37 : Mécanisme proposé de la formation de la fonction carbonate dans les composés 144’ et 144°°

En conclusion sur I’utilisation de la protection carbonate d’éthyle, celle-ci a facilement été
introduite grace au chloroformate d’éthyle. L’ emploi de ce réactif a permis par la méme
occasion I’activation de la fonction acide et le couplage efficace de I’allyle amine. La
fonction thiol a pu étre introduite par une réaction de thiol-ene avec 1’acide thioacétique.
Bien que jusqu’a 1’étape de thiol-ene le schéma de synthese ait présenté des avantages (bon
rendement, seulement deux étapes de synthese), la tentative de déprotection sélective de la
fonction thiol s’est soldée par un échec et a montré la formation de plusieurs produits
indésirables. Au vu de ces résultats, il apparait que la protection carbonate d’éthyle n’est
pas adaptée pour la suite du schéma de synthese, c¢’est pourquoi ce produit n’a pas été

choisi pour la suite des travaux de synthese.

2,3-dibenzoyle catécholamide propyle thiol

En s’appuyant sur le schéma de synthese décrit pour le synthon 2,3-dicarbonate
catécholamide thiol, I’intermédiaire catéchol allyle 147 a été¢ formé. Afin d’optimiser le
rendement global de la réaction de couplage de I’amine allylique deux stratégies de
synthese ont été envisagés (Schéma 38). La premiere stratégie de synthese a débuté par la
protection des hydroxyles du noyau catéchol pour obtenir le composé dibenzoylé 145
avec 93 % de rendement. En se reposant sur la stratégie de synthése du dicarbonate
d'éthyle catécholamide allyle 142, nous avons activé la fonction acide par le

chloroformate d’éthyle en présence de la base DIEA pour former I’intermédiaire 146.
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Une fois 1’activation terminée, nous avons ajouté I’amine allylique pour former le produit
147 avec 87 % de rendement apres purification. Grace a cette méthode, le dibenzoyle
catécholamide allyle 147 a été obtenu avec 81 % de rendement global.

La deuxi¢me stratégie de syntheése, a quant a elle profité de la synthése de 1’intermédiaire
139 issue des syntheses précédentes. Les hydroxyles du catéchol ont été protégés par un
traitement avec de 1’anhydride benzoique dans la pyridine anhydre pour obtenir le
composé 147 avec un rendement de 92 %. Le rendement global pour cette voie de
synthese a été de 28 %. En comparaison avec le rendement global obtenu avec la
premicre stratégie de couplage, le rendement global de cette stratégie n’a pas été
amélioré, ¢’est pourquoi pour la suite des synthéses ¢’est la méthode de couplage

employant 1’activation par le chloroformate d’éthyle qui a été privilégiée.

Méthode 1 o

OH O

H0\©)‘\OH

Pyridine anh ; t.a. ; nuit

h
’ o

Mo Lz e o

DIEA anh ; CH Cly anh
-15 C min

@)LJL

93 %

145 quantitatif

HZN/\/
87 %
CH,Cl, anh
0°Cata.;20 min

Méthode 2 o o
BzO.

o
HO, H/\/ -~ T@Hj\u/\%
Pyridine anh ; t.a.;4 h

90 % 147

o

HSJ]\
92 %
DPAP ; CH,Cl,
UV-A ; ta.; 30 min
OH O
HO NN 0Bz 0
H NEt;/MeOH/H,O
3/vie 2 BzO N/\/\SJI\
4 0°C; 15 min H
N S quantitatif
HO ~N 148
OH O

149
Schéma 38 : Synthese du 2,3 dibenzoyle catécholamide thiol

Afin d’obtenir le catéchol thiol portant les protections benzoyles, I’intermédiaire 147 a fait
I’objet d’une réaction de thiol-ene sous irradiation UV-A (365 nm) avec [’acide

thioacétique et de DPAP dans le dichlorométhane. Comme pour son homologue protégé
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avec les fonctions carbonate, I’étape de thiol-éne s’est déroulée sans aucune difficulté. Ce
résultat nous a confirmé une fois de plus I'importance de la protection des fonctions

hydroxyles du catéchol pour le bon déroulement de la réaction de thiol-ene.

Dans la suite du schéma de synthese, 1’intermédiaire 148 a été traité avec un mélange
basique doux pour hydrolyser sélectivement la protection acétyle du thiol. Cependant tout
comme nous 1’avons observé pour le catéchol portant les protections carbonate d’éthyle,
nous avons d’abord déprotection des hydroxyles du catéchol puis libération du thiol qui
s'oxyde au cours du temps pour conduire a la formation du dimere 149. La méme réaction
conduite a basse température a également abouti a la formation du produit oxydé
complétement déprotégé de maniere quantitative. Des tentatives de reprotection des
fonctions hydroxyles ont été entreprises cependant des sous-produits de surprotection ont
été observés. Bien que les groupements protecteurs aient €té éliminés, nous avons tous de
méme entrepris le couplage du composé 149 avec le galactocluster allyle 137b. Pour cela
une étape de réduction du pont disulfure a préalablement été réalisée par du chlorure de
tris(2-carboxyéthyle)phosphine (TCEP.3HCIl), I’avancement de la réduction a été suivi par
chromatographie sur couche mince (CCM), une fois la réaction de réduction terminée le
galactocluster allyle 137b a été ajouté puis le milieu irradié sous UV-A (365nm) durant 30

min, cependant aucune réaction n’a été observée (Schéma 39).

OR or OR or

RO -0 1) 149, TCEP.3HCI/H ,0 RO -0
RO ta. ;; h RO
(o} - (o}
2) DPAP ; MeOH
137b N UV-A;ta.;1h 150
S
OH
OH
NH
(o]
R= N 0N\AO~__P
[0} 0’0
OH o OQNH -
Ho\é;;;ggﬁ
HO

Schéma 39 : Syntheése du conjugué galactocluster mono-catéchol

Dans la mesure ol des problemes de réactivité ont été rencontrés dans le cas de la

synthese du synthon catéchol thiol 140 décrite précédemment (thio-éne du premier
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schéma de synthese), nous avons supposé que la présence des hydroxyles libres du

catéchol était responsable de 1’absence de réactivité.

Afin de réaliser la conjugaison finale des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores
par thiol-ene photoinduite, nous avons décrit la synthese des glycoclusters alcene
présentant un bras court 137b et 138b ainsi que les différents synthons catéchol thiol. Bien
que la syntheése de la partie glycocluster allyle n’ait présenté aucun souci majeur, il en a
été tout autre pour les dérivés catéchols thiols.

En effet, trois stratégies de synthese ont été élaborées pour aboutir au motif catéchol thiol
cependant aucune de ces stratégies n’a permis d’obtenir le motif catéchol protégé. Nous
avons constaté que la protection des fonctions hydroxyles était primordiale pour les étapes
de thiol-ene. Une tentative de conjugaison par thiol-e¢ne sous UV-A du composé catéchol
thiol non protégé avec le galactocluster allyle 137b a été entreprise cependant aucune

réaction n’a été observée.

Afin d’outre passer les problémes de réactivité du composé catéchol, nous avons décidé
d’inverser les fonctions des deux entités. Ainsi, la fonction thiol a été introduite sur le
glycocluster alcene et nous avons préparé le 2,3-dibenzoyle catécholamide allylique

comme deuxieme partenaire de la réaction thiol-ene.
B. Conjugaison : glycocluster thiol + catéchol allyle (Option 2)

Au cours de cette partie, seule la synthése des conjugués galactoclusters pseudo-

sidérophores a été étudiée.

Le galactocluster thiol a été obtenu grace a la fonctionnalisation du galactocluster
allyle 137 par une simple réaction de thiol-éne avec 1’acide thioacétique et le DPAP durant

1 h d’irradiation UV-A (365 nm) (Schéma 40).
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Schéma 40 : Synthese du galactocluster propyle thioacétate

Plusieurs difficultés ont été rencontrées au cours de cette étape de synthese. En effet, bien
que la réaction ait fonctionné du premier coup sur petite quantité (100 mg de 137c¢) cette
dernicre a été trés lente lorsqu’elle a été réalisée a grande échelle (1,2 g de 137¢). Cette
différence de cinétique a pu étre expliquée par I’augmentation de la viscosité du milieu et
a la présence de nombreux groupements chromophores qui ont probablement perturbé la
propagation des rayons UV-A dans le milieu. Néanmoins apres 4 cycles d’irradiation de 1
h et I’ajout successif d’acide thioacétique (7 équivalents d’acide) et de DPAP (0,1
équivalent de DPAP/équivalent de thiol) nous avons obtenu 100 % de fonctionnalisation
(Figure 87). Nous avons confirmé cette conversion par suivi HPLC et MALDI-TOF du brut
de la réaction. En effet, nous avons observé la disparition du pic 2 11 min correspondant
au composé allyle (m/z calculé 2461.04 trouvé 2461.1) et I’apparition d’un pic a 12,1 min
qui a été identifi¢ comme étant le galactocluster d’intérét (m/z calculé 2537,25 trouvé m/z
2537,00). Le composé 151 a été alors isolé, par un simple lavage au dichlorométhane, avec
une pureté HPLC d’environ 68 % et un rendement de 81 % (Figure 87, chromatogramme

bleu).
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Figure 87 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3;CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et spectre MALDI-TOF du brut réactionnel avant et apres irradiation UV-A

Outre, la longue durée de réaction, celle-ci n’a fonctionné que lorsque le contre ion des
phosphatediesters était un ion portant un proton acide tel que 1’ion pyridinium (pka = 5).
La non réactivité de la molécule sous forme sodique peut s’expliquer par la nécessité d’un
cation portant un proton labile, puisque ne 1’oublions pas, 1’acide thioacétique (pka = 3) est
certes un thiol mais également un acide, dans ce cas il existe un équilibre entre la forme
thiolate et la forme thiol dans I’eau. Par conséquent, si 1’acide persiste sous la forme
thiolate la réaction de thiol-éne n’a pas lieu. Dans le cas ou nous avons dans le milieu la
présence d’une espece qui permet de déplacer 1’équilibre thiol/thiolate vers la forme thiol

la réaction de thiol-éne s’effectue avec succes.

Afin de vérifier cette hypotheése, une série de test de réaction thiol-ene (Schéma 41 et
Tableau 6) entre 1’allyle-o-D-mannoside et I’acide thioacétique ont été menée en présence

ou pas de :

» Chlorure de sodium (source de sodium)
» Hexathymidylate (Ts, source de phosphate diester)
» Eau
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OH OH o OH OH
o] -0
HO HO
Hg& HS)J\ Hgﬁu‘
) > )
DPAP (0.2 équivalent/thiol)
A NaCl ; Héxathymidylate

135 Solvant 152

UV-A;1h S\fo

Schéma 41 : Test de thiol-ene entre [’allyle-a-D-mannoside et I’acide thioacétique

Au cours de cette étude, les différents milieux réactionnels ont été irradiés sous UV-A
durant 1 h puis les bruts analysés par CCM et/ou spectrométrie de masse électrospray (ESI).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous :

135 Acide
NaCl Te Formation
(nombre thioacétique
Entrée ) Solvant (nombre (nombre de
d’équivale (nombre ] )
d’équivalent) d’équivalent) 152
nt) d’équivalent)
1 1 3 DMF - - 100 %
DMF/H,0
2 1 3 - - 100 %
(1:1)
3 1 3 DMF 6 - 100 %
DMF/H,0
4 1 3 6 - 100 %
(1:1)
DMF/H,0
5 1 3 - 1 (sodique) 50 %
(1:1)
DMF/H,0
6 1 3 - 2 (sodique) 0 %
(1:1)
DMF/H,0O
7 1 3 (L:1) - 1 (pyridinium) 50 %

Tableau 6 : Résultats des tests de thiol-éne entre le composé 135 et [’acide thioacétique

Au cours de cette étude, il a été noté que la nature du solvant (DMF ou DMF/H20) n’avait
aucune impacte sur le déroulement de la réaction (Tableau 6, entrées 1 vs 2 et 3 vs 4) de
thiol-ene de méme que la présence de sel NaCl dans le milieu (Tableau 6, entrée 1 vs 3 et
2 vs 4). Afin de mimer au mieux le milieu réactionnel de la thiol-e¢ne du galactocluster
allyle, un hexathymidylate (Tes) a été ajouté dans le milieu avant irradiation UV-A. Le Tg
employé pour 1’étude a présenté un contre ion sodium ou pyridinium. Apres 1 h de réaction,
I’analyse des bruts réactionnels a montré la formation partielle du composé 152 pour les

expériences menées avec 1 équivalent de Ts (5 phosphatediesters) quelques soit la nature
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du contre ion (Tableau 6, entrées 5 et 7). Cette diminution de réactivité peut étre expliquée
par la compétition entre la formation de paires d’ions stables avec les phosphatediesters du
Te et 1’équilibre thiol/thiolate. Lorsque cette méme expérience a été réalisée avec deux
équivalents de Ts sodique (10 phosphatediesters) aucune formation du composé 152 n’a
été détectée. Ceci nous conforte dans notre hypothése que la présence d’une paire d’ion
non protique déplace 1’équilibre thiol/thiolate vers la formation de I’espéece thiolate sodique

limitant ainsi la formation du radical thiyle, moteur de cette réaction thiol-¢ne.

En conclusion de cette étude, il semblerait que la nature du solvant et la présence de NaCl
en tant que tel dans le milieu réactionnel ne bloque pas la réaction de thiol-ene. Alors que

la présence en large exces de Ts sodique empéche le déroulement de celle-ci.

En complément de la stratégie de synthese des conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores, nous avons également entrepris la synthése d’un galactocluster portant un
bras thiol plus long dans le but d’évaluer I’influence de la longueur du bras thiol sur

I’efficacité de la conjugaison thiol-éne (Schéma 42).

La construction de ce glycocluster a débuté par la préparation du bras pentene carbamate
hexanol 153 en s’inspirant de la méthodologie développée par Hill et al.?® Celui-ci a été
obtenu en deux étapes réalisées de maniere séquentielle (one pot) avec 83 % de rendement.
Le composé 153 a été introduit par glycosylation en utilisant le mannose peracétylé avec
I’acide de Lewis BF3.Et2O dans le dichlorométhane anhydre pour aboutir a la formation de
I’anomere a avec seulement 43 % de rendement apres purification. Comparée aux autres
glycosylations du mannose décrites dans ce manuscrit (alcool propargylique, alcool
allylique), celle-ci n’a pas été totale méme apres 2 jours de réaction. De plus, le suivi CCM
de la réaction s’est avéré difficile car le produit de glycosylation et le produit de départ ont
présenté le méme Rf, des triples ou quadruples migrations ont donc été nécessaire afin de
bien visualiser les produits formés. De méme, la purification s’est avérée étre compliquée
nécessitant plusieurs purifications des fractions pour obtenir le composé pur. Par la suite,
le mannoside acétylé a été traité par le mélange basique NEt3/MeOH/H>O afin d’obtenir
I’intermédiaire 154 avec 80 % de rendement. Les fonctions hydroxyles ainsi libérées ont
été impliquées dans I’étape de couplage avec le phosphoramidite diéthyleneglycole
propargyle par activation au tétrazole. Le couplage terminé, les phosphitetriesters ont été

oxydés en phosphatetriesters pour obtenir quantitativement le composé 155.
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Schéma 42 : Synthese du galactocluster hexyle carbamate pentyle thioacétique

La totale incorporation du phosphoramidite diéthyleneglycole propargyle a été vérifiée en
réalisant une analyse MALDI-TOF d’un aliquote de déprotection (Figure 88). L’analyse
MALDI-TOF résultante a montré la présence d’un produit a la masse m/z 1214,55, cette

masse est en adéquation avec la masse théorique calculée (1214,99).
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Figure 88 : Analyse MALDI-TOF du suivi du couplage du phosphoramidite diéthyleneglycole propargyle
73

La plateforme mannoside ainsi formée, a été conjuguée au galactoside aromatique 92 puis
déprotégée par un traitement ammoniacal pour aboutir au galactocluster 156 avec 35 % de
rendement apres purification. Comme pour le galactocluster allyle, le cluster 156 a été
purifié par chromatographie phase inverse en transposant 1’analyse HPLC-C18 a I’appareil
de chromatographie flash (Figure 89). L’analyse HPLC-C18 a montré 1’¢lution de deux
produits, le premier a un temps de rétention de 6,6 min et le deuxieéme un temps de rétention
de 16,6 min. L’analyse MALDI-TOF du pic a 16,6 min a permis de confirmer que ce
produit était le galactocluster alcene voulu. Le pic a 6,6 min a été alors attribué au

galactoside azoture déprotégé qui a été ajouté en exces.
16,6
2632.23

6,6

miz (-) = 2 632,26

Brut de déprotection de
la click du galactoside 92 J " A H

0 5 10 15 20 2000 2200 2400 2600 2800 3000
m/z

Figure 89 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm de 156 avant (noir) et aprés (orange) purification et spectre MALDI-TOF du

pic a 16,6 min
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Durant la préparation de la purification, une précipitation de produits a été observée durant
le dépot de 1’échantillon sur la colonne, ce qui a probablement entrainer de la perte de

produit au cours de la purification.

En fin de purification, le produit a été traité avec la résine quadrapure ® pour éliminer les
éventuels résidus de cuivre restant puis les contre ions triéthylammonium ont été
échangés en sodium pour faciliter les interprétations du spectre RMN proton puis
échangés avec 1’ion pyridinium pour étre engagé dans la derniere étape de ce schéma
réactionnel. L’intermédiaire pyridinium a ¢été alors engagé dans la réaction de thiol-¢ne
avec ’acide thioacétique et a permis d’obtenir le galactocluster alcéene 157 avec 95 % de
rendement. Ainsi, a I’issue de cette stratégie de synthése, le galactocluster 157 a été

obtenu avec un rendement global de 9 %.

Catécholamide allyle

Au cours de la mise au point de la synthese des composés catéchols thiols, nous nous
sommes apercus qu’il était nécessaire de protéger les fonctions hydroxyles pour que la
réaction de conjugaison thiol-ene se déroule correctement. Parmi les protections étudiées,
c’est le groupement benzoyle qui a présenté la plus grande stabilité. C’est pourquoi, afin
de construire le conjugué galactocluster mono-catéchol, le composé dibenzoyle
catécholamide allyle 147 a été sélectionné pour étre conjugué avec les galactoclusters thiol

décrit au-dessus.

Avant de réaliser la réaction de « click » final avec I’intermédiaire galactocluster, la
réactivité du composé catécholamide allyle 147 a été vérifiée sur une réaction modele avec
le mannoside pentyl thioacétate 158. Par la méme occasion un protocole de conjugaison a
été développé pour étre appliqué lors de la conjugaison finale des conjugués galactoclusters

pseudo-sidérophores (Schéma 43).

Le protocole de conjugaison a débuté par la déprotection de la fonction thiol en milieu
basique suivi par la réduction du produit de dimérisation formé apres déprotection. Apres
1 h de traitement réducteur, le composé 147 et le DPAP ont été ajoutés au brut puis irradiés
sous UV-A (365 nm) durant 1 h. A chaque étape, le milieu réactionnel a été analysé par

CCM afin de suivre I’avancement de la réaction. Le brut final a été ensuite purifié et le
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produit isolé analysé par spectrométrie de masse afin de déterminer la nature du produit de

réaction.
OAc gac OH on
AcO -0 1) NEty/MeOH/H,0 ; ta. ; nuit  Ho -0 o
Aco 2) TCEP.3HCI ;ta.;2h HO Formule Chimique C35sH4NO{;S
> o .
071/5 3) 147, DPAP Masse Exacte : 683,24
0 MeOH/H,0/DMF Masse Molaire : 683,77

70 %

71/5
158 \f UV-A ;ta.;1h 159 \H
HN

Y@\OBZ
(o] Bz

Schéma 43 : Réaction modele du couplage du catéchol allyle 147 avec le mannoside pentene 158

L’analyse HRMS a révelé la formation d’un ion [M+H]" ayant un m/z de 684,2487 qui

correspond au produit issue de thiol-ene voulu (Figure 90).

684.25
706.23
Mass Calc. Mass mDa PPM DEE i-FIT Norm Conf (%) Formula
e
650 700 750 684.2487 684.2479 0.8 1.2 15.5 1700.6 0.213 80.85 C35 H42 N 011 S

Figure 90 : Analyse HRMS du produit 159 apres purification

Grace a cette étude, le protocole de conjugaison thiol-ene a été déterminé et la réactivité
du composé 2,3 dibenzoyle catécholamide allyle 147 a été vérifiée pour assurer le succes
de la conjugaison finale. A ce stade de I’étude, le partenaire mono-catéchol a été approuvé,

il est donc temps de se tourner sur la syntheése du composé tri-catéchol.

Tri-catécholamide alcéne

La synthese du synthon tri-catéchol s’est divisée en trois étapes : la premieére s’est
consacrée a la syntheése du composé catécholamide azoture, la deuxieme a concerné la
synthese de la plateforme pentaérythritol tripropargyle et la derniere a la conjugaison de

ces deux entités pour aboutir au dérivé tri-catéchol d’intérét. Lors de la synthése de la
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plateforme tripropargyle, deux bras alcénes (allyle et pentényle) ont été introduit afin
d’évaluer I’influence de la longueur de ce lien dans ’efficacité de la conjugaison thiol-ene.
En s’appuyant sur les schémas de synthése décrits pour la conception du 2,3 dibenzoyle
catécholamide allyle, deux méthodes de synthese du composé 161 ont été développées

(Schéma 44).

Dans la premiere stratégie, le 3-aminopropyle azoture a été couplé a 1’acide 2.3
dihydroxybenzoique pour obtenir I’intermédiaire 146 avec 50 % de rendement. Les phénols
ont ensuite été protégés, pour aboutir au produit désiré 161 avec un rendement global de
49 %. Quant a la deuxieme voie de synthese, celle-ci a débuté a partir de I’intermédiaire
catéchol 145. Comme dans le cas du couplage de 1’alcool allylique, ce dernier a été activé
au chloroformate d’éthyle puis couplé avec le 3-aminopropyle azoture 106 pour donner le
composé 161 avec un rendement global de 62 %. Si I’on compare les rendements obtenus
pour ces deux stratégies de synthése, c’est la synthése débutant par la protection des
fonctions hydroxyles suivi du couplage par activation au chloroformate d’éthyle qui a été
le plus efficace. C’est pourquoi, dans la suite des travaux, la méthode 2 a été privilégiée

pour obtenir le composé 161.

Méthode 1
O O
OH O /:’i\ OH 0 o 0Bz O
HO H2N N HO BzO
\©)‘\OH 2 3 > H/\/\N3 > 4 u/\/\N3
BOP; DIEA anh Pyridine anh ; ta.; 2 h
CHyCl,anh;ta.;3h 160 161

99 %
50 %

CH,CI, anh
HNTNN, | tasth

106 67 %

DIEA anh ; CH,Cl, anh o

Pyridine anh ; t.a. ; nuit -15°C : 15 min

Méthode 2
o o
o)
OH O o 0Bz O 0“0 0 O
HO BzO ’ c')l\o/\ o JL
OH - 0" o™
146

o 145
93 % quantitatif

Schéma 44 : Synthese du 2,3-dibenzoyle catécholamide propyle azoture

En parallele, la plateforme tripropargyle phosphate diester allyle 163 a été obtenue a partir
du phosphoramidite tripropargyle pentaérythrityle 89 dont la synthese a été décrite au cours

du chapitre II. Ce dernier a été couplé a I’alcool allylique par activation du
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phosphoramidite par le tétrazole, puis le lien phosphitetriester a été oxydé en
phosphatetriester par action du periodate supporté. Ainsi le composé 162 a été obtenu apres
purification avec 70 % de rendement (Schéma 45). Le groupement cyanoéthyle a été
éliminé en milieu basique doux pour obtenir quantitativement le composé 163. Cette

protection est retirée pour éviter toutes réactions secondaires lors des étapes de thiol -ene.
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Schéma 45 : Synthese du dérivé pseudo-sidérophore tri-catéchol benzoyle portant une fonction allyle

Dans une derniere étape, une réaction de click CuAAC a été réalisée avec le catécholamide
azoture 161 pour donner le composé 164. La conjugaison a été suivie par ’analyse
MALDI-TOF du brut réactionnel (Figure 91). L’analyse MALDI-TOF (spectre noir) a
révélé la formation d’un ion m/z 1702,74, celui-ci est en adéquation avec la masse
théorique calculée (1702.68) du composé attendu. Par ailleurs, dues a la puissance du laser
et a D’acidité de la matrice, les ions correspondant aux produits ayant perdu des
groupements benzoyles ont également été identifiés. Afin d’élaborer la méthode de
purification de ce synthon, une analyse HPLC-C18 a été réalisée, celle-ci a montré la
présence de deux produits aux temps de rétention de 10,6 min et 13,87 min. L’analyse
MALDI-TOF du pic a 13,87 a permis d’attribuer le temps de rétention du produit final. Le

compos¢ ¢lué a 10,6 min a été attribué a ’exces de synthon catécholamide azoture 161.
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Figure 91 : Chromatogramme HPLC-CI8 (gradient : 32 % CH3CN 50 mM TEAAc - 80 % CH3;CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm de 164 avant (noir) et aprés (orange) purification et spectre MALDI-TOF

respectifs

Ainsi le pseudo-sidérophore tri-catéchol allyle 164 désiré a été obtenu apres purification
sur phase inverse avec un rendement de 65 %. Il est intéressant de noter qu’au cours de la

réaction de CuAAC, les groupements benzoyles n’ont pas été enlevés.

Concernant la synthese du dérivé tri-catéchol possédant un bras long, la voie de synthese
a été 1égerement modifiée comparé a celle du bloc tri-catéchol précédent. En effet, pour
des soucis de manque de disponibilit¢é du synthon phosphoramidite pentaérythritol
tripropargyle 89 de départ, nous avons dii préparer le phosphoramidite 165 en réalisant une
étape de phosphitylation avec le pentene-1-ol commercial (Schéma 46). Par conséquent, la
synthese du dérivé tri-catéchol portant un bras pentene a débuté par le couplage du
pentaérythritol tripropargyle 88 avec le phosphoramidite penténe 165. Au terme de ce
couplage, I’intermédiaire 166 a été obtenu avec 63 % de rendement puis conjugué avec le
composé catéchol azoture 161 pour aboutir au composé tri-catéchol pentenyle 167 avec 59
% de rendement. Contrairement au dérivé tri-catéchol allyle, lors de cette synthese, la
protection cyanoéthyle n’a pas été retirée afin de purifier le composé final par purification
sur phase normal et ainsi outre passer les étapes de co-évaporation du tampon TEAAc.
Cependant, le rendement obtenu apres purification n’a pas été tres élevé (53 %), cela a été
expliqué par la partielle élimination de la protection cyanoéthyle qui a entrainé la rétention
d’une partie du produit sur la colonne chromatographique. Ainsi au terme de cette stratégie
de synthese, le dérivé tri-catéchol benzoylé portant le bras pentenyle 167 a été obtenu avec

un rendement global de 32 %.
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Schéma 46 : Synthese du dérivé pseudo-sidérophore tri-catéchol benzoyle portant un bras pentenyle

Tout comme pour le catéchol allyle, la réactivité des dérivés tri-catéchol alcéne (164 et
167) a été évaluée en appliquant exactement le méme protocole de conjugaison mis en

place pour le couplage du catécholamide allyle 147 (Schéma 47).
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Schéma 47 : Réaction modele du couplage du tri-catéchol allyle 164 ou pentényle 167 avec le mannoside

158

L’analyse MALDI-TOF du brut de conjugaison du composé tri-catéchol allyle 164 a
montré la formation du conjugué 168a avec un m/z de 1985,49 qui est en concordance avec
la masse calculée (1985,02) (Figure 92). La masse du produit de départ tri-catéchol allyle
164 (1703,67) a également été retrouvée. D’autre part, un produit m/z de 1953,75 a été
détecté, celui-ci correspond au produit de conjugaison 168a’ ayant perdu un motif catéchol

et dont ’amine a été protégée par un groupement benzoyle. Due a la réactivité particuliere
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relevée jusqu’ici des motifs catéchols, les conditions de réactions, ont trés bien pu
provoquer la rupture de la liaison amide du noyau catéchol, I’amine libre résultante a donc
réagi avec une fonction benzoate phénolique présent sur les molécules de départ ou finales
pour obtenir le sous-produit 168a’. Dues aux conditions de mise en ceuvre de 1’analyse
(puissance du laser, acidité de la matrice), mais également a la réaction secondaire décrite

précédemment, des produits ayant perdu un ou deux groupements benzoyles ont été

identifiés.
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Figure 92 : Spectre MALDI-TOF du brut réactionnel irradiations UV-A et la structure du sous-produit
168a’

Afin de consommer la totalité du dérivé tri-catéchol allyle, la réaction de thiol-ene a été
réitérée deux fois puis le brut analysé par HPLC-C18 (Figure 93). L’analyse de masse des
différents pics a montré que le dérivé tri-catéchol allyle a été élué a 15,95 min et le produit
de conjugaison a 13,24 min. En prenant en compte les aires sous les courbes de ces deux

pics, la réaction de thiol-éne n’a pas excédé 34 %.

13.24 15.95

13.83

Brutde thiol-éne aprés 2 h d'irradiation

S S | S

Fragment Tri-Catéchol allyle 164

Figure 93 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 24 % CH3CN 50 mM TEAAc - 80 % CH3;CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm apreés deux irradiation UV-A
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La difficulté de couplage peut étre expliquée par la présence de nombreux noyaux
aromatiques qui pourraient perturber la diffusion des rayons UV-A, d’autre part, il est
décrit dans la littérature que les fonctions allyles sont trés peu réactives due a 1’instabilité
des radicaux intermédiaires.?®® Un mélange de ces deux phénoménes peut également étre
envisagé pour expliquer ce résultat. Bien que la réaction n’ait pas été totale pour le
composé tri-catéchol allyle 164, il a été sélectionné pour former le conjugués galactocluster
tri-catéchol d’intérét. Le dérivé tri-catéchol allyle n’étant pas totalement dégradé, ce

dernier pourra étre réutilisé apres purification.

La méme étude réalisée cette fois-ci avec le dérivé tri-catéchol portant un bras pentenyle
167, a donné majoritairement le produit de thiol-ene attendu 168b. Ce résultat confirme
bien la faible réactivité de la fonction allyle. La réactivité vérifiée, ce composé tri-catéchol
portant un bras pentenyle a également été sélectionné pour construire les conjugués tri-

catéchols d’intéréts.

Dans I’ensemble des cas, afin de construire les différents conjugués d’intéréts, le
protocole qui a été utilisé pour conjuguer les galactoclusters thiols au mono-catéchol 147,
et tri-catéchols allyle 164 et pentenyle 167 a nécessité en premier lieu la déprotection de
la fonction thiol du galactocluster (151 et 157) par un traitement basique doux (Schéma
48). L’analyse MALDI-TOF des bruts de déprotection a montré la présence d’ion m/z de
2495.76 et 4990. 71 dans le cas du galactocluster au bras court, ces masses sont en accord
avec les masses calculées pour le monomere thiol ainsi qu’avec sa forme oxydée (2495,1
et 4990.2 respectivement). Les mémes types d’ions ont été observés avec le galactocluster

au bras long 157.
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Schéma 48 : Déprotection des galactoclusters

Afin d’obtenir exclusivement le monomére thiol, le milieu a été traité par le TCEP durant
1 h, puis le dérivé catéchol ainsi que 1’initiateur de radicaux (DPAP) ont été ajoutés et le
mélange irradié durant 1 h sous UV-A. Pour vérifier le bon déroulement des différentes
réactions, un échantillon du milieu réactionnel a été analysé par HPLC-C18 et par

spectrométrie de masse MALDI-TOF a chaque étape du protocole.

Les analyses de spectrométrie de masse réalisées apres la réaction de thiol-ene entre le
galactocluster au bras court 151 et le synthon mono-catéchol 147 ou tri-catéchol 164 ont
montré la formation d’un méme produit quel que soit le partenaire catéchol, il en a été de
méme pour la conjugaison thiol-ene réalisée entre le galactocluster au bras long 157 et les
synthons catéchols 147 et 167 (Figure 94). Les produits formés ont donné une masse m/z
de 2462,0 dans le cas du galactocluster au bras court et 2634,3 pour le galactocluster au
bras long (Figure 94). En adéquation avec les masses théorique calculées, celles-ci
correspondent a la masse du galactocluster allyle 137 dans le premier cas et au

galactocluster alcane 171’ dans la deuxieme expérience.
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Figure 94 : Spectre MALDI-TOF du suivi de la réaction de thiol-ene : galactocluster de départ (noir),
brut réactionnel aprés déprotection/traitement TCEP (orange), brut apres irradiation UV-A avec le
composé mono-catéchol 147 (bleu) ou le composé tri-catéchol 164 ou 167 (vert), et structure des

galactoclusters alcanes 169’ et 171°
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Dans le cas de la réaction de thiol-&ne réalisée avec le galactocluster 151, un spectre RNM
'H du brut a été réalisé puis comparé au spectre du galactocluster allyle. Cependant, aucun
signal des protons caractéristiques de la fonction allyle n’a été retrouvé (5,61 ppm, 5,03

ppm et 4,92 ppm) (Figure 95).
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Figure 95 : Spectre RMN proton du galactocluster allyle (gauche) et du produit de thiol-ene au m/z
2461,7 (droite)

D’autre part, pour le cas du galactocluster 157, la formation du composé alcane 171’ a été
confirmée par I’analyse de masse haute résolution (Figure 96), la masse 1317,9303

correspondant a I’ion dichargé [M+2H]*".
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Figure 96 : Analyse de masse de haute résolution du composé au m/z 2634,39

Si I’on compare la réactivité observée au cours des réactions modeles réalisées avec les
synthons catéchols avec celle rencontrée avec les galactoclusters, on peut supposer que le
composé galactocluster thiol est peu réactif. Cette baisse de réactivité peut étre expliquée
par la présence des noyaux aromatiques pouvant interférer dans la diffusion des rayons
UV-A, ainsi que par la géne stérique due a la complexité de la molécule amenant a une

mauvaise disponibilité de la fonction chimique.
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Au cours de cette partie, nous avons décrit la synthése de galactoclusters thioacétylés
portant un lien court (propyle) ou long (hexyle carbamate pentyle) et de différents synthons
catéchols (mono et tri-catéchol allyle et pentényle).

Durant les phases d’évaluation des différents dérivés catéchols, un protocole de thiol-éne
a été mis en place pour la construction des conjugués galactoclusters pseudo-sidérophores.
Cependant bien que la conjugaison se soit correctement déroulée sur des modeles simples
(thio-pentyl-mannoside) celle-ci n’a pas abouti a la formation des conjugués d’intéréts

mais a la ’obtention surprenante des galactoclusters alcanes 169’ et 171°.

Au vu de ces résultats décevants et afin de valoriser les stratégies de synthese développées
pour la formation des galactoclusters thioacétylés, la réaction de thio-Michael a été choisie

comme alternative de la conjugaison thiol-ene photoinduite.

Afin de construire les conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores, la réaction de
thio-Michael a été sélectionnée comme alternative de la réaction thiol-ene radicalaire. Pour
des raisons pratiques, nous nous sommes focalisés, dans un premier temps, sur la synthese
du conjugué galactocluster mono-catéchol. Pour cela, le galactocluster propyle thioacétylé,
dont la synthese a été optimisée précédemment, a été choisi comme nucléophile pour la
réaction de conjugaison. D’autre part, la synthése du partenaire catéchol acrylamide a d
étre développée. Au cours de ce paragraphe, il sera donc question de I’optimisation de la
synthese du synthon 2,3-dibenzoyle catécholamide éthylacrylamide ainsi que de la

conjugaison des entités complémentaires entre elles pour obtenir le conjugué d’intérét.

A. Synthese du synthon catécholamide acryloyle

Afin d’obtenir le synthon dibenzoyle catécholamide éthylacrylamide 174, il a été
nécessaire, dans un premier temps, de préparer le composé aminoéthyle acrylamide 173
(Schéma 49, méthode 1). Celui-ci a été obtenu a partir de 1’éthylénediamine monoprotogée
par un groupement BOC 171 3% qui a été ensuite mis en réaction avec le chlorure
d’acryloyle pour obtenir 172 avec 92 % de rendement apres purification. La protection
BOC a été alors retirée en milieu acide pour aboutir quantitativement au composé 173.

Dans un deuxieéme temps en suivant la méthode de couplage mise en place lors des
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syntheses précédentes, le dérivé dibenzoyle catéchol activé 146 a été couplé avec 173 pour
former le composé dibenzoyle catécholamide éthylacrylamide 174. Due a la présence
d’acide trifluoroacétique (TFA), il a été nécessaire d’ajouter de nombreux équivalents de
base (5 équivalents) afin de libérer la fonction amine, cet ajout excessif a abouti a la
polymérisation du synthon 173 et a I’obtention du composé d’intérét avec seulement 23 %
de rendement. En employant cette méthode de synthese, le composé catécholamide

acryloyle 174 a été obtenu avec un rendement global de 14 %.
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Schéma 49 : Synthese du 2,3-dibenzoyle catécholamide éthylacrylamide

Afin d’améliorer ce rendement, une deuxieme stratégie de synthése a été développée
(Schéma 49, méthode 2). Celle-ci a débuté par le couplage du composé monoprotégé 171
avec le synthon dibenzoyle catéchol activé par le chloroformate d’éthyle ou le BOP. Le
meilleur rendement de coulage a ¢été obtenu avec I’intermédiaire catéchol activé avec le
BOP (71 %) comparé a 1’activation au chloroformate d’éthyle (59 %). Etant donné que des
difficultés ont été rencontrées au cours de la premiere méthode de synthése avec I’emploi
du TFA, le composé 175 a été déprotégé par une solution d’acide chlorhydrique a 5 N dans
le dioxane pour obtenir I’intermédiaire 176 avec 97 % de rendement. Ce dernier a été par
la suite couplé avec le chlorure d’acryloyle avec 1’assistance de la triéthylamine dans le
dichlorométhane anhydre pour aboutir au composé 174 avec 31 %. Bien que 1’ajout du
chlorure d’acryloyle ait été réalisé a basse température, il a été observé au cours de cette
derniere étape de synthese, une déprotection partielle des fonctions hydroxyles de
I’intermédiaire 176 entrainant ainsi la fonctionnalisation de celles-ci par la fonction

acryloyle ce qui explique le modeste rendement de coulage. Par cette stratégie de synthese,
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le composé dibenzoyle catécholamide éthylacrylamide 174 a été obtenu avec 17 % de

rendement global.

En conclusion, deux stratégies de syntheése ont été développées afin d’obtenir le synthon
2,3 dibenzoyle catécholamide éthylacrylamide 174. Toutes deux ont montré un certain
nombre de difficultés de mise au point en raison de la forte réactivité de la fonction
acryloyle et de la fragilité des protections benzoyles des lors ol une quantité de base (DIEA
ou NEt3) a été introduite en exces. Ayant le synthon mono-catéchol en main nous avons
décidé de réaliser la conjugaison de thio-Michael pour former le conjugué galactocluster

mono-catéchol.

B. Conjugaison par thio-Michael

La synthese du conjugué galactocluster mono-catéchol a débuté par la déprotonation
de la fonction thiol par ajout d’une solution ammoniacale (Schéma 50). Comme lors de la
stratégie thiol-ene photoinduite, le mélange a été traité avec du TCEP pour réduire les
dimeres galactoclusters formés. Par la suite, le dérivé catécholamide acrylamide 174 a été
ajouté dans le milieu. Apres 1 h de réaction, le brut réactionnel a été analysé par HPLC-

C18 et spectrométrie de masse MALDI-TOF.
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Schéma 50 : Synthése du conjugué galactocluster mono-catéchol par la conjugaison thio-Michael

L’analyse MALDI-TOF a montré la présence du composé thiol 169 avec un m/z 2495,27

(m/z (-) calc 2495,1) ainsi que du galactocluster thiobenzoyle 178 ayant substitué une
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protection benzoyle au composé catécholamide acrylamide avec un m/z de 2599,56 (m/z
(-) calc 2599,21). Afin de stopper cette réaction secondaire, de la triéthylamine a été
ajoutée au milieu dans le but de déprotéger complétement le synthon catéchol et le
thiobenzoyle ainsi que pour exacerber la réactivité de la fonction thiol du galactocluster,

cependant aucune réaction n’a eu lieu.

Tout comme pour la stratégie thiol-ene radicalaire, différentes hypotheses ont été émises :
soit le synthon catéchol acrylamide n’est pas trés réactif, soit la fonction thiol est difficile

d’acces en raison de la structuration du cluster ou encore un mélange des deux phénomenes.

En conclusion, souhaitant utiliser deux réactions orthogonales pour la synthese
convergente des glycoclusters sidérophores, nous avons utilis€é la CuAAC pour
1I’élaboration du glycocluster et du dérivé tri-catéchol, puis introduit une fonction thiol ou
une fonction alcéne. L’introduction de ces fonctions, nous a permis d’envisager les
réactions de thiol-éne photoinduite pour leur conjugaison. Cependant au cours de 1’étape
de conjugaison des galactoclusters et des synthons catéchols, plusieurs difficultés ont été
rencontrées aboutissant a la dégradation des produits de départ. Afin de tout de méme
valoriser les synthéses des glycoclusters thioacétylés nous avons décidé d’utiliser la
réaction de thio-Michael comme alternative de la réaction thiol-éne radicalaire pour
construire les conjugués d’intéréts, cependant la aussi le conjugué d’intérét n’a pas été
obtenu. Face a ces nombreux échecs, nous avons décidé de revoir la totalité de la stratégie
de syntheése et de changer une fois de plus la réaction de conjugaison des dérivés

glycoclusters et pseudo-sidérophores.

Au cours de la synthese sur support solide des conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores, la réaction clé qui a permis 1’assemblage du bloc glycocluster aux différents
synthons chélateurs a été la cycloaddition 1,4 dipolaire catalysée par le cuivre [ (CuAAC).
Etant donné qu’aucun probléme majeur n’a été relevé au cours de ces syntheses, nous avons
choisi d’abandonner les stratégies de conjugaison utilisant deux réactions orthogonales
dont une mettant en jeu les fonctions thiols (thiol-ene photoinduite et thio-Michael) et la

CuAAC et avons opté pour la conjugaison par CuAAC uniquement.

Dans cette partie du chapitre, nous décrirons la synthese du synthon diéthyleneglycole

propargyle a-D-mannoside ayant servi de base a la construction de la partie glycoclusters
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ainsi que des différents synthons catéchols utilisés pour I’assemblage du bloque pseudo-
sidérophore. La CuAAC a été choisie comme méthode de conjugaison des parties
glycoclusters et pseudo-sidérophores, d’autre part dans la mesure ou la synthése du
glycocluster emploie déja la réaction de CuAAC, il est important de choisir judicieusement
le role « chimique » de chaque synthon. C’est pourquoi, le role de 1’alcyne a été attribué
au glycocluster et le role de 1’azoture aux dérivés catéchols. Nous terminerons cet exposé
de synthese par la construction des conjugués glycoclusters mono-catéchols et tri-catéchols
d’intéréts.

En parallele de ces travaux, les glycoclusters « leads » sans catéchol ont également été

préparés en suivant la voie de synthése décrite par Ligeour et al..!?3 208

A. Synthese des synthons du glycocluster

a) Diéthyléneglycole propargyle a-D-mannoside

Afin de construire la partie glycocluster, il a été nécessaire de préparer la plateforme
diéthyleneglycole propargyle o-D-mannoside 180 (Schéma 51). En s’appuyant sur les

travaux de synthése développés par V. Percec et al.*’!

une réaction de glycosylation a été
réalisée a partir du mannose peracétylé et du diéthyleneglycole propargyle pour obtenir
I’intermédiaire 179 avec un rendement de 79 %. Ce composé a été ensuite traité par le
mélange alcalin NEt3/MeOH/H>O afin de libérer les fonctions hydroxyles rendant le
composé 180 prét a ’emploi pour la synthése des conjugués glycoclusters mono-catéchols

et tri-catéchols.

- OAc OAc OH OH
OAc -0 -0
OAc
N AcO H
AcO -0, N O~ OH AcO NEty/MeOH/H,0 fio
AcO OA > [¢) —_— o)
©  BF4EL,0; CH,Cl, anh 1 ta.; nuit 1
0 °C at.a.; nuit
o quantitatif 0
79 % 179 \ 180 \
O/é O///

Schéma 51 : Synthese de la plateforme diéthyléneglycole propargyle a-D-mannoside
b) Phosphoramidite diéthyléneglycole phényle galactoside

Dans la mesure ou le mannoside 180 posséde déja une fonction alcyne, il n’était plus
possible de procéder de maniere classique pour synthétiser le galactocluster, a savoir
I’introduction des bras phosphoramidites diéthyléneglycole propargyle puis réaction de

CuAAC pour introduire les galactoses azoture. Pour pallier ce probléme, nous avons

228



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

synthétis€ le tétraacétyle-galactoside phosphoramidite 182 présentant [’aglycone
phénylacétamidetriazole diéthyléneglycole dans 1’optique de I’introduire a la plateforme
mannoside 180 pour construire en une seule étape la partie galactocluster (Schéma 52).
Pour cela la syntheése a débuté a partir de 1’intermédiaire 71 auquel nous avons conjugué
le galactoside 92 par CuAAC pour aboutir au composé 181 avec 82 % de rendement. Pour
terminer, la fonction alcool a été phosphitylée pour former le phosphoramidite 182 avec

un rendement global de 64 %.

OACoAc OACoAc
A N
AcO o
C OAG . AcO SAC 0,
Z Z o b Z Z o}
N’[k/ N=N Cne0” “N(iPr), NJK/ N=N
H

92
X
\»{'O OH H N _ —_— N >
2 CuC nano ; TEAAc DIEA anh ; CH,Cl, anh
Digxans/H0 ’ l 0°Cata. 1h ’ l
5 nuil
7 181 \\\2 78% \L 2
82% OH g
182 :
Cne0” “N(iPr),

Schéma 52 : Synthese du phosphoramidite diéthyleneglycole phényle galactoside
B. Synthese du motif tri-catéchol azoture

Comme pour I’ensemble des dérivés tri-catéchols décrit jusqu’a présent, la
construction de ce nouveau motif tri-catéchol s’est faite a partir de la plateforme
pentaérythritol tripropargyle 88 (Schéma 53). L’intermédiaire 88 a été dans un premier
temps couplé au phosphoramidite triéthyleneglycole tosyle 183 préalablement préparé a
partir du triéthyléneglycole monotosylé 93.'%7 Apres 4 h de couplage, le phosphitetriester
a été oxydé en phosphatetriester par ajout de résine 104 dans le milieu. Apres purification
du brut réactionnel, le composé 184 a été isolé avec un rendement de 59 %. Ce modeste
rendement peut €tre expliqué par la perte partielle de la protection cyanoéthyle qui a
entrainé la formation du phosphatediester, celui-ci étant non élué au cours de I’étape de

purification. A ce stade, la plateforme tri-alcyne 184 a été conjuguée avec le synthon

catéchol azoture 161 pour former I’intermédiaire tri-catéchol 185 avec 65 % de rendement.
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Méthode d'azidation

Schéma 53 : Synthese du dérivé pseudo-sidérophore tri-catéchol benzoyle portant une fonction azoture

Dans un dernier temps, nous nous sommes concentrés sur 1’optimisation de 1’étape de
substitution du groupement tosyle (TsO) par un azoture en modulant I’agent d’azidation
(TMGN3, NaN3) ainsi que la stratégie d’azidation (azidation directe ou
déprotection/azidation/reprotection). Afin de contrdler I’avancement des réactions, un
échantillon du milieu réactionnel a été analysé apres chaque réaction par spectrométrie de

masse MALDI-TOF.

Déprotection Agent Produits de
Entrées Solvant Rebenzoylation
NEt:/MeOH/H20 d’azidation réaction
1 - NaN3 DMF - Dégradation
2 - TMGN3 DMF - Dégradation
Aucune
3 Oui NaN3 DMF Bz,O/pyridine anh
rebenzoylation

Produit final et
4 Oui TMGN3 DMF ClBz/pyridine anh produits de

dégradation

Tableau 7 : Optimisation de la stratégie d’azidation du composé 185
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Lors des premieres études, la réaction d’azidation a été réalisée par ajout direct de 1’agent
azoture dans le milieu. Apres une nuit a 55 °C, les analyses MALDI-TOF des bruts
réactionnels ont montré que quel que soit I’agent d’azidation employé (Tableau 7, entrées
1 et 2), la réaction a conduit a la formation du produit azoture completement déprotégé

(1194.07 et 1195,69) et a de nombreux produits de dégradation (Figure 97).

-
mlz protégé (-) = 1 872,84 ~
= m/z déprotégé (-) =1 195,13 2
v Produit
- Produit azide non
azide non o protégeé
protégé -
(=]
85 2| =
o | .23 ]
S || 8= 8 -
o gy 2 - =
T o ¢ B o &
@ & 2 ® 3
8 T g
= o T
1100 1150 1'200!%1 250 1300 1350 1400 800 1000 1200 1400 1600

m/z
Figure 97 : Analyse MALDI-TOF de la réaction d’azidation en une étape au NaN3/DMF (gauche) et
TMGN3/DMF (droite)

Etant donné que les fonctions benzoyles ont montré une forte instabilité au traitement
d’azidation, nous avons donc décidé de réaliser 1’étape d’azidation en trois temps (Schéma
54). La stratégie générale a consisté a déprotéger les hydroxyles des catéchols par un
traitement basique doux, puis substituer le groupement tosyle (TsO) par la fonction azoture
apportée par le TMGN3 ou I’azoture de sodium (NaN3) et enfin reprotéger les hydroxyles
des catéchols. Deux agents de benzoylation ont été testés dont 1’anhydride benzoique
(Bz20) ou le chlorure de benzoyle (C1Bz) dans la pyridine anhydre (Tableau 7, entrées 3
et 4).
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Schéma 54 : Stratégie d’azidation en trois temps

L’ ¢étape de déprotection conduit au composé complétement déprotégé sans aucun souci
(m/z calc 1324,30 trouvé 1324,21). Apres évaporation du mélange alcalin, le brut a été
redissout dans le DMF puis le NaN3 ou le TMGN3 a été ajouté et le milieu a été chauffé a
55 °C durant une nuit. L’analyse MALDI-TOF des mélanges réactionnels de chaque
expérience a montré la formation du composé portant la fonction azoture (m/z calc 1195,13
trouvé 1195,27 pour 1’azidation au NaN3 et 1195,08 pour 1’azidation au TMGN3) avec

succes (Figure 98).
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Figure 98 : Analyse MALDI-TOF de la réaction d’azidation au NaN3/DMF (gauche) et TMGN3s/DMF
(droite)

En derniére étape, lors de 1’utilisation de I’anhydride benzoique, I’analyse MALDI-TOF a
montré qu’aucune protection n’a été effectuée. L’emploi du chlorure de benzoyle (C1Bz) a

quant lui permis d’aboutir au composé final désiré avec cependant quelques produits de

dégradation (Figure 99).

o0 P S e
S D RPN

N“"Z_ Perte d 1+Catechol
o 0\/["3‘ Benzoylation amine libre
o
N({"\/Dk/\o—;qo g
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- g
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« 1819.56
o)
@
[Ty
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Figure 99 : Analyse MALDI-TOF de benzoylation par le chlorure de benzoyle
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Parmi ces produits secondaires, nous avons identifié les composés ayant perdu un ou deux
motifs catéchols par rupture de la liaison amide. L’amine libre résultante a réagi avec le
chlorure de benzoyle pour former les composés mono- et di-benzoylés sur I’amine (m/z
1580,26 et 1340,47). Dans le but de diminuer la rupture de la liaison amide, nous avons
réalisé la méme réaction a froid (0°C et -15 °C) cependant aucune amélioration n’a été
observée. Cette réaction secondaire est assez surprenante dans la mesure ou généralement

la fonction amide d’une amine aliphatique est trés stable.

En conclusion du fait de I’instabilit¢ des protections benzoyles du catéchol lors de
I’azidation, une stratégie d’azidation en trois temps a été développée. La réaction de
substitution réalisée avec le NaN3; ou le TMGN3 a donné des résultats similaires et seule
I’étape de benzoylation par du chlorure de benzoyle a abouti a la formation du composé

souhaité.

Pour des raisons pratiques, le TMGN3 a été préféré comme agent d’azidation. Le composé
186’ a été isolé avec un rendement de 29 % sur trois €tapes apres purification sur une
colonne C18 (Figure 100). Ainsi le dérivé tri-catéchol 186’ a pu étre formé avec un

rendement global de 3 % apres 8 étapes de synthese.

1819.76

miz (-) = 1819,78

. U, IV

0 5 10 15 20 1700 1800 1900
miz

min

Figure 100 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 32 % CH3CN 50 mM TEAAc - 80 % CH3;CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et spectre MALDI-TOF du composé 186’
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C. Synthese des conjugués glycoclusters-catéchols

Au cours de cette derniere partie de synthese, il sera question de la construction des
conjugués glycoclusters mono-catéchol ainsi que du galactocluster tri-catéchol d’intérét

dont I’assemblage a été réalisé grace a la réaction de CuAAC.
a) Synthése des conjugués glycoclusters mono-catéchols

La synthese des conjugués glycoclusters mono-catéchol a été réalisée en 4 étapes en
passant par I’intermédiaire commun 188 (Schéma 55). Celle-ci a débuté par la conjugaison
du motif catécholamide propylazoture 161 sur le mannoside alcyne 180 pour former
I’intermédiaire 187 avec 87 % de rendement. Les hydroxyles du mannose ont ensuite été

fonctionnalisés par le phosphoramidite diéthyleneglycole propargyle 73.
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HO RO
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Schéma 55 : Synthese des conjugués glycoclusters mono-catéchol par la stratégie CuAAC

Les phosphitetriesters ont été oxydés en phosphatetriester apres traitement avec la résine
104" pour obtenir quantitativement le composé 188. La fonctionnalisation de la totalité de

la plateforme a été vérifiée par une analyse MALDI-TOF (Figure 101). Due a la puissance
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du laser ainsi qu’a 1’acidit¢ de la matrice, une protection cyanoéthyle a été ¢liminée
permettant ainsi la détection du composé d’intérét moins un Cne (1733,27), la masse
détectée est en accord avec la masse théorique calculée. D’autre part aucun avorton de
synthése n’a été détecté ce qui nous a permis de confirmer la totale incorporation du

phosphoramidite sur la plateforme mannoside.
-Cne
1733.27

m/z (-) =1 786,54

1683.24

| L

1000 1500 2000 2500
m/z

N—

Figure 101 : Spectre MALDI-TOF de vérification de l’incorporation du phosphoramidite

diéthyléneglycole propargyle

Afin de finaliser la synthese des conjugués mono-catéchols, I’intermédiaire a été conjugué
au galactoside 92 ou au fucoside 95. La réaction de conjugaison de ces glycosides a été
suivie par analyse MALDI-TOF d’un aliquote traité a I’ammoniaque. Apres purification
sur gel de silice, les différents composés ont été traités avec la résine quadrapure® pour
¢liminer 1’éventuel excédent de cuivre qui n’aurait pas €té éliminé au cours de la
purification. Dans une derniere étape, les groupements protecteurs ont €té retirés par un
traitement basique aboutissant a la formation des conjugués galactocluster et fucocluster
mono-catéchols G1C et F1C respectivement. Bien que nous ayons employé une méthode
de déprotection douce, une purification sur une colonne C18 a été nécessaire pour obtenir

les composés purs (Figure 102).

Au terme de ces syntheses les conjugués galactocluster mono-catéchol et fucocluster

mono-catéchol ont été obtenus avec un rendement global équivalent de 30 % en 4 étapes.
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Figure 102 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -20 min) a 260 nm et spectre MALDI-TOF du galactocluster mono-catéchol GI1C (gauche) et du

fucocluster mono-catéchol F1C (droite)

Apres purification, les contre ions triéthylammonium du phosphatediester ont été échangés
avec des ions sodium afin de faciliter I’interprétation des déplacement chimiques par RMN.
La pureté de ces deux composés a été contrdlée par I’analyse HPLC-C18 et spectrométrie
de masse MALDI-TOF (Figure 102) et spectrométrie de masse haute résolution (ESI-

Q/TOF). La structure a été confirmée par spectroscopie RMN.

b) Synthése du conjugué galactocluster tri-catéchol

La syntheése du conjugué galactocluster tri-catéchol a été réalisée en 3 étapes (Schéma
56). La premicere €tape d’assemblage a consisté en la fonctionnalisation des hydroxyles
libres de la plateforme mannoside alcyne 180 par le galactoside phosphoramidite 182 grace
a la chimie des phosphoramidites. Apres oxydation des liens phosphitetriesters en
phosphatetriesters le produit de couplage a été déprotégé par un mélange alcalin pour
obtenir I’intermédiaire galactocluster alcyne 189. Le composé d’intérét a été isolé par

purification sur une colonne C18 avec 54 % de rendement global.
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Schéma 56 : Synthese du conjugué galactocluster tri-catéchol par la stratégie CuAAC

Celui-ci a été ensuite couplé avec le dérivé tri-catéchol azoture 186’ par une réaction de

CuAAC pour aboutir au conjugué 190. Il est important de noter que la réaction de

conjugaison a €té tres lente (4 jours) a 55 °C et a nécessité 1’ajout d’un ligand du cuivre

(THPTA) pour accélérer la réaction (Figure 103). Apres 6 jours, les produits de départ

(galactocluster diéthyleneglycole alcyne a 8,12 min et plateforme tri-catéchol azoture

20,2 min) sont encore présents dans le milieu, d’autre part, nous avons également observé

I’¢élimination partielle des groupements benzoyles, c’est pourquoi nous avons décidé de

stopper la réaction et de purifier le mélange. En adéquation avec les observations obtenues

lors des stratégies de synthese thiol-ene, la diminution de la vitesse de réaction peut €tre

expliquée du point de vue stérique par la difficulté de rapprocher les deux fonctions

chimiques.
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Figure 103 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc -12 min- 24 % CH3CN 50 mM TEAAc - 80 % CH3;CN 50 mM TEAAc -7 min et spectre MALDI-TOF
en mode positif du brut 190

Apres purification le composé 190 (a 17,5 min) a été traité avec la quadrapure® pour piéger
les éventuelles traces de cuivre. Un dernier traitement basique NEt3/MeOH/H20 a permis
d’enlever les groupements benzoyles pour conduire au conjugué galactocluster tri-catéchol

G3C avec un rendement global de 20 % comprenant trois étapes.

La caractérisation du produit final a été faite par les méthodes de spectrométrie de masse
MALDI-TOF (Figure 104) et ESI-Q/TOF (haute résolution) ainsi que par spectroscopie
RMN.

3743.27

mlz (-) = 3 743,25

3000 4000 5000
m/z

Figure 104 : Spectre MALDI-TOF en mode négatif du galactocluster tri-catéchol G3C

En conclusion, au cours de cette partie nous avons décrit la syntheése de différents blocs

permettant la construction des conjugués glycoclusters pseudo-sidérophores d’intéréts
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(plateforme mannoside diéthyléneglycole propargyle, phosphoramidite diéthyleneglycole
phényle galactoside et tri-catéchol triéthyleneglycole azoture). Les stratégies d’assemblage
des conjugués glycoclusters mono-catéchols ainsi que du conjugué galactocluster tri-
catéchol ont été présentés et ont permis d’obtenir ces composés d’intéréts. Dans
I’ensemble, 1’assemblage des conjugués a pu €tre réalisé entre 3 et 4 étapes de synthese
alternant la chimie des phosphoramidites et la réaction CuAAC. La formation de ces divers
composés a été validée grace aux analyses de spectroscopie RMN et de spectrométrie de

masse.

D. Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons présenté quatre stratégies de synthese des
conjugués glycoclusters pseudo-sidérophore en solution : stratégie thiol-ene photoinduite
entre le glycocluster alcene et les motifs sidérophores thiols ; stratégie thiol-ene
photoinduite entre le glycocluster thiol et les motifs sidérophores alcenes ; stratégie thio-
Michael et stratégie CuAAC. Pour chaque stratégie de conjugaison, un certain nombre de

blocs de construction a da €tre préalablement préparé.

La premiere stratégies thiol-ene photoinduites qui a été développée a mis en jeu les
glycoclusters allyles ainsi que le synthon mono-catéchol thiol. Au cours de la synthese de
ce dernier, nous avons constaté que la protection des hydroxyles phénoliques était
indispensable au bon déroulement de la thiol-ene radicalaire. Plusieurs voies de synthese
du motif mono-catéchol protégé ont été réalisées cependant aucune n’a abouti au composé
désiré, nous poussant a inverser les roles de « I’alcene » et du « thiol ». Au cours de cette
deuxieme stratégie, la synthese du galactocluster thiol ainsi que des composés mono-
catéchol et tri-catéchols ont été mise au point. La réactivité des synthons pseudo-
sidérophores a été validée sur un modele de réaction thiol-ene photoinduite. Cependant
lors de la conjugaison finale les galactoclusters alcanes ont été obtenus au détriment des

conjugués attendus.

Afin de valoriser la voie de syntheése des galactoclusters thiol, la réaction de thio-Michael
a été choisie comme alternative de la réaction thiol-eéne radicalaire. La syntheése du
partenaire catéchol acryloyle a été développé et la conjugaison de celui-ci avec le

galactocluster thiol réalisée, néanmoins aucune réaction n’a eu lieu.
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L’ensemble des résultats a montré que les stratégies employant les réactions de thiol-¢ne
étaient inefficaces pour la synthese des différents conjugués du fait vraisemblablement de
la difficulté des fonctions chimiques complémentaires a se rencontrer, conduisant a des

réactions secondaires prépondérantes.

Etant donné que la synthése des conjugués sur support solide a été concluante avec I’emploi
de la réaction de CuAAC, celle-ci a été réutilisé pour la synthése a grande échelle en
solution. Celle-ci a permis d’obtenir les conjugués glycoclusters mono-catéchols ainsi que
le conjugué galactocluster tri-catéchol sans aucun sous-produit en seulement 4 et 3 étapes

d’assemblage respectivement.

Il est a souligner que la stratégie de synthese décrite pour la synthese du galactocluster tri-
catéchol peut étre transposée a la construction des glycoclusters mono-catéchols afin de
faciliter leur assemblage. Par manque de temps, la synthese du conjugué fucocluster tri-

catéchol n’a pas pu étre effectuée.

Ayant en main les composés témoins galactocluster (G0) et fucocluster (F0) ainsi que
les conjugués galactoclusters mono- (G1C) et tri-catéchol (G3C) et le fucocluster mono-
catéchol (F1C), ces derniers ont pu étre étudiés sur des cultures de bactérie afin d’évaluer
leur activité anti-infectieuse ainsi que leur capacité a inhiber I’adhésion de la bactérie et la

formation du biofilm.

Les travaux de microbiologie présentés dans cette partie ont été réalisés par le Dr
Olivier VIDAL au sein de I’Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle (UGSF)
de I'université de Lille. Ces études ont €té menées sur la souche sauvage PAOI1 et les
mutants des lectines lecA et lecB avec les conjugués glycoclusters-catéchols (G1C, G3C
et F1C) ainsi que leur témoin (GO et F0). Celles-ci se sont divisées en 3 phases
d’évaluations : la premiere a concerné 1’évaluation de leur capacité a inhiber I’infection, la
deuxieme a permis de déterminer leur aptitude a inhiber 1’adhésion des bactéries et la

troisieme a évalué leur potentiel a diminuer la formation du biofilm.
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Le test d’inhibition de I’infection consiste a mesurer I’internalisation des bactéries des
cellules pulmonaires humaines NCI-H292. Celles-ci ont été incubées a 37 °C avec la
bactérie PAOI en présence ou en absence des différents glycoclusters durant 2 h. Les
cellules ont ensuite été traitées avec un antibiotique (gentamicine) durant 1 h a 37 °C afin
d’¢éliminer les bactéries n’ayant pas €té internalisées dans les cellules. Par la suite, la
culture cellulaire a été rincée plusieurs fois pour évacuer les bactéries mortes ainsi que
I’excés d’antibiotique, puis décrochée du milieu de culture et lysée afin de libérer le
contenu cytoplasmique contenant les bactéries internalisées. Le lysat résultant a été remis
en culture a 37 °C durant une nuit, afin de faire croitre les bactéries ayant réussi a pénétrer
les cellules. Ainsi, en suivant ce protocole, si un glycocluster inhibe 1’internalisation, la
culture doit dénombrer moins de bactérie comparée a la culture n’ayant subi aucun

traitement avec ce glycocluster.

Concernant, le test d’inhibition de 1’adhésion celui-ci a été réalisé en suivant le méme
protocole que pour le test d’inhibition de I’internalisation sauf que les cultures n’ont pas
¢té traitées avec un antibiotique mais seulement lavées plusieurs fois afin d’éliminer les

bactéries n’ayant pas adhéré.

Lors de 1’étude du biofilm de PA, les bactéries ont été cultivées et le biofilm entretenu
durant 12 h en présence ou en absence des différents glycoclusters. Afin de mesurer la
capacité des molécules a perturber la formation du biofilm, la densité de celui-ci a été

quantifiée au cristal violet en fin d’expérience.

En comparant les résultats obtenus avec les composés témoins galactocluster GO et
fucocluster FO «leads», ces études ont permis d’évaluer si il y a un gain d’activité apporté

par la partie pseudo-sidérophore.

A. Test d’inhibition de l'infection

Lors de I’étude concernant I’inhibition de I’infection, la souche PAO1 a été traitée
avec les composés témoins GO0 et FO ou les conjugués glycoclusters-catéchols G1C, G3C
et F1C. La mesure du pourcentage d’infection des souches mutantes lecA et lecB sans ajout
de glycocluster a été réalisée afin d’évaluer I’impact des lectines dans le processus

d’infection (Figure 105).

242



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

Le pourcentage d’infection obtenu pour les cellules infectées avec les mutants lecA et lecB
a été diminué d’environ 30 % et 70 % respectivement par rapport aux cellules infectées
avec la souche PAOI1. Ce résultat confirme le role des lectines dans le mécanisme
d’infection de la bactérie. En adéquation avec les résultats obtenus par Ligeour et al.,?*
une nette diminution de I’infection d’environ 50 % a été relevée lorsque les cellules
infectées ont été traitées avec le composé G0. Une diminution similaire a été observée
quand la culture infectée a été traitée avec les conjugués galactoclusters G1C (30 %) et
G3C (50 %). Si on considére qu’une partie de G1C et G3C est capable de rentrer dans la
bactérie pour cibler les lectines LecA intracellulaires, ce résultat suggere que seules les
lectines LecA membranaires jouent un réle dans le mécanisme d’internalisation.
Concernant les fucoclusters, aucune inhibition de I’internalisation n’a été observée pour
F0 et F1C. Ce résultat montre que bien que F0 présente un gain d’affinité pour LecB,

mesuré par ICso de seulement 70 fois par rapport au mono-fucose, cela ne suffit pas pour

inhiber I’internalisation des bactéries dans les cellules.!®?
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Figure 105 : Etude de I’inhibition de I'infection de la bactérie PAOI par GO, G1C, G3C, F0 et FIC et de

ses mutants lecA et lecB

Etant donné les résultats décevants obtenus pour les composés fucoclusters, ces
derniers n’ont pas été évalués lors de I’étude de la formation du biofilm et de 1’inhibition

de 1’adhésion.
B. Test d’inhibition de I’adhésion

Afin de visualiser I’impact du galactocluster mono-catéchol sur 1’adhésion de la

bactérie PA, le pourcentage d’adhésion de PAO1 obtenu dans le cas des cellules infectées
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non traitées a ét€ comparé a celui obtenu lorsque la culture a été traitée avec le
galactocluster témoin (GO0) et le galactocluster mono-catéchol (G1C). Ce pourcentage
d’adhésion a été également déterminé pour la souche mutante lecA dans le but d’évaluer
I’influence de cette protéine dans 1’adhésion (Figure 106).

En comparant le résultat obtenu chez les cellules infectées par PAO1 non traitées et les
cellules infectées par le mutant lecA, nous avons observé une diminution du pourcentage
d’adhésion de la bactérie d’environ 25 % chez le mutant. Ce résultat indique que 25 % de
I’adhésion de la bactérie est due a LecA. Cette méme étude réalisée chez les cellules
infectées et traitées avec les différents galactoclusters a montré une diminution non
significative de 1’adhésion de la bactérie d’environ 10 % quand la culture a été traitée avec
le galactocluster témoin G0. Une baisse de la capacité d’adhésion de la bactérie d’environ
40 % a été relevée lors du traitement avec le conjugué mono-catéchol G1C. Ce gain
d’activité peut étre expliqué par l’interaction des conjugués avec les lectines LecA
localisées dans la bactérie dans la mesure o G1C est susceptible d’étre reconnu par le
mécanisme d’entrée du fer comme nous 1’avons vu avec ©¥3G1C. Il peut aussi étre envisagé
que la partie catéchol du galactocluster liée a LecA membranaire géne I’adhésion de PA.
Des études sont actuellement en cours avec le conjugué galactocluster tri-catéchol pour
déterminer son activité.
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Figure 106 : Etude de I'inhibition de I'adhésion de la bactérie PAOI par GO et GIC et de son mutant
lecA
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C. Test d’inhibition de la formation du biofilm

Dans le but de déterminer 1’activité anti-biofilm des différents galactoclusters, une
étude de la densité de celui-ci a été réalisée avec les galactoclusters (G0, G1C et G3C).
Le pourcentage de la densité cellulaire a été quantifié¢ par ajout d’un fluorophore (DAPI)
dans le milieu afin de marquer les bactéries. Comme nous I’avons fait lors des études

précédentes, le biofilm du mutant /ecA a également été réalisé.

La mesure obtenue pour le biofilm du mutant lecA nous a permis de confirmer I’implication
de LecA dans la formation du biofilm (diminution de 27 % de la densité du biofilm par
rapport a PAOI1). En adéquation avec les études de biofilm réalisées au cours du projet
Glycomime 2% la densité relevée pour les souches PAOI traitées avec GO a été diminuée
de 30 %. Un résultat similaire a été€ observé dans le cas des souches traitées avec G1C (27
%). Le meilleur taux d’inhibition a été relevé pour le conjugué galactocluster tri-catéchol
G3C (60 %) avec un gain d’activité d’environ 30 % par rapport a G0. Celui-ci peut étre
expliqué par ’interaction du conjugué avec d’autres facteurs clés impliqués dans la

formation du biofilm.
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Figure 107 : Etude de [’inhibition de la formation du biofilm de PAOI par GO, GIC et G3C et de son

mutant lecA
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Dans ce chapitre nous avons présenté trois stratégies de synthese en solution des
conjugués glycoclusters mono- et tri-catéchols. Les deux premieres stratégies ont reposé
sur la conjugaison des blocs glycoclusters et pseudo-sidérophores via des réactions de

thiol-ene photoinduite et thio-Michael et la troisieme a utilisé la réaction CuAAC.

Pour ce faire, de nouveaux synthons catéchols et mannosides ont été préparés, ces derniers
ont présenté soit une fonction alcene et thiol dans le cadre de la conjugaison thiol-ene soit

une fonction alcyne et azoture pour le cas de la CuAAC.

Bien que la stratégie thiol-ene présentait sur le papier des avantages importants, des
difficultés ont été rencontrées lors de la synthése des synthons catéchols et lors de 1’étape
de conjugaison finales, de ce fait celle-ci n’a pas permis d’obtenir les conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores désirés. Par contre, ces composés ont pu étre construits
en suivant une stratégie de synthese convergente impliquant la réaction de CuAAC comme

étape d’assemblage final.

Les glycoclusters mono-catéchols et le galactocluster tri-catéchol ont pu étre obtenus entre
3 et 4 étapes. A ce stade du projet, la capacité a inhiber I’internalisation, 1’adhésion des
bactéries PAOI1 ainsi que la formation de son biofilm ont été évaluées pour les conjugués

glycocluster-catéchols.

Les études de microbiologie ont été alors réalisées avec les glycoclusters « leads » (GO et
FO0) et les trois conjugués obtenus (G1C, G3C et F1C) sur des cultures de cellules infectées
par la souche PAOIl. Au cours de ces études, nous avons noté que les conjugués
galactocluster-catéchol présentaient un taux d’inhibition de I’internalisation des bactéries
d’environ 25 % pour G1C et de 50 % pour G3C (équivalent au témoin G0). Un taux
d’inhibition de 1’adhésion de la bactérie de 40 % a été observé lorsque les cellules infectées
ont été traitées avec G1C (gain d’activité de 30 % par rapport a GO0). L’étude de la
formation du biofilm, a mis en évidence la baisse de la densité cellulaire présente dans
cette matrice lorsque les galactoclusters ont été ajoutés au milieu de culture. Le conjugué
mono-catéchol (G1C) a donné un résultat similaire au composé « lead » GO alors que le
conjugué tri-catéchol (G3C) a montré un gain d’activité de 20 % par rapport a ce dernier.
Au vu de ces résultats préliminaires trés encourageants, il serait donc intéressant d’évaluer

I’effet dose réponse de ces conjugués et de regarder leur effet sur des temps plus long afin
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de voir si I’internalisation de galactocluster dans la bactérie a un effet sur sa survie ou sur

son potentiel infectieux.

Procedure A: General procedure for amine coupling using ethyl chloroformate as

coupling reagent

Carboxylic acid compound was solubilized in CH2Cl, (0.1 M) and DIEA (2 eq) was added.
Mixture was placed at -15 — 0 °C and ethyl chloroformate (1.5 eq) was added dropwise.
The mixture was stirred for 15 min. Activation was monitored by TLC
(Cyclohexane/AcOEt). At — 15 °C amine (1.1 to 4 eq) was added dropwise followed by
DIEA (1 to 2eq). and the crude was stirred for 1 h at room temperature. The residue was

purified by flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt).

Procedure B: General procedure for thiol-ene UV-A

Alkene compound was solubilized in CH>Cl> or DMF/H>0 (C = 0.8 M), thioacetic acid (1
to 8 eq) was added followed by DPAP (0.2eq/thiol compound). Mixture was stirred under
UV-A (365 nm) for 20 min or 1 h. Solvent was evaporated and the residue was purified by
flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt) or dilued in H20 and extracted with
CH:Cl; three times and aqueous layer lyophilized.

Procedure C: General procedure for phosphoramidite incorporation in solution

Alcohol compound was solubilized in anhydrous CH3CN (C = 0.2 M), phosphoramidite (2
eg/alcohol) was added and mixture was dried over molecular sieve 3 A for 1 h under CaCl,
guard. A solution of tetrazole (0.4 M, 2.5 eq/alcohol) was added and the mixture was stirred
at room temperature for 2 h to 4 h. To stop the reaction, H>O was added and Amberlyst
A® 26 104 resin (2.49 mmol/g, 2.5 eq/alcohol) was added, the mixture was stirred for 2 h.
After filtration and dilution in CH2Clz, the organic layer was washed with saturated
solution of NaHCO3 and brine. Organic layer was dried over Na2SO4 and solvent was

evaporated under vacuum.

Procedure D: General procedure for CuAAC with glycoside azide in solution
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Tetra-alkyne mannose-centered compound was solubilized in dioxane /H2O (1:1, v/v, 0.25
M) and Phenylazide-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranoside 92 or
Triethylenglycolazide-2,3,4-tetra-O-acetyl-a-L-fucopyranoside 95 (6 eq) was added
followed by copper (0.01 eq) and TEAAc (2 M, 1 mL). Mixture was stirred at 55 °C for 24
h (Reaction was monitored by MALDI-TOF spectrometry). When the reaction was
finished, crude was purified on silica gel flash chromatography or treated with NH4OH (10
mL) overnight at room temperature. Then solvents were evaporated and the residue was
purified by reverse phase flash chromatography (C18, gradient: 1% CH3CN + 25 mM
TEAAc to 24% CH3CN + 25 mM TEAAc). Tampon was co-evaporated with H>O and
CH3CN and final product was treated with Dowex® 50W X8 Na* form. Solvent was
evaporated to 3/4 and solution treated with Quadrapure® IDA (500 mg) overnight.

Solution was filtered and filtrate lyophilized.

Procedure E: General procedure for CuAAC with catecholamide azide in solution

Tripropargyl pentaerythritol was solubilized in dioxane/H20 (3:1 v/v, 0.1 M) and
catecholamide propyl azide 161 (4 eq), copper (0.05 eq) and TEAAc (2 M, 500 uL) were
added. The mixture was stirred at 55 °C overnight. Solvent was evaporated under vacuum
and the crude was purified by flash chromatography. Product was treated with
Quadrapure® IDA for 6 h. The mixture was filtered and filtrate evaporated under vacuum.

Residue was solubilized in a minimum of dioxane for lyophilization.

Procedure F: General procedure for glycosylation

Peracetylated D-mannose was solubilized in anhydrous CH>Cl> (C = 0.3 M) and alcohol (3
eq) was added. The solution was cooled to 0 °C and BF3.0Et> (10 eq) was added dropwise.
The mixture was stirred at room temperature for 16 h or 48 h. CH>Cl, was added and
organic layer was washed twice with a saturated solution of NaHCO3 and brine. Organic
layer was dried over Na>SO4 and solvent was evaporated under vacuum. The crude was

purified on silica gel flash chromatography (Cyclohexane/AcOEt).

Procedure G: General procedure for deprotection with NEt3/MeOH/H20 mixture

Acetylated or benzoyled compound was solubilized in NEts/MeOH/H20 solution (1:5:1,
v/v/v) and mixture was stirred at room temperature overnight. Solvents were evaporated

under vacuum.
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Allyl 2,3,4,6-tetra-O-(propargyldiethyleneglycol cyanoethylphosphotriester)- a-D-
mannopyranoside 136: inspired from Ligeour et al.?’8

Using procedure C with allyl a-D-mannoside 135 (2 mmol, 440 mg) to afford compound

136 (yellow oil, 2.8 g, quantitative).

HRMS: (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C40H73N4026P4 1257.3463, found 1257.3491.

Rf: 0.5 (CH2CIl/MeOH, 9:1, v/v).
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Allyl galactocluster 137: inspired from Ligeour et al.?’8
Using  procedure D  with allyl 2,3,4,6-tetra-O-(propargyldiethyleneglycol
cyanoethylphosphotriester)-o-D-mannopyranoside 136 (0.5 mmol, 640 mg) and
galactopyranoside azide derivative 92. The crude was treated with ammonia solution to
obtain the galactocluster 137 (beige solid, 944 mg, 73%).
TH NMR (400 MHz, D,0) & 7.86 (s, 4H, H-15), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 8H, H-19), 6.84 (d, J
= 8.5 Hz, 8H, H-20), 5.61 (ddd, J = 16.5, 10.7, 5.4 Hz, 1H, H-8), 5.12 (s, 8H, H-16), 5.03
(d, J =16.5 Hz, 1H, H-9 trans), 4.92 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H-9 cis), 4.83 (s, 1H, H-1), 4.72
(s,J=7.4Hz, 4H, H-1"), 4.42 (s, 8H, H-14), 4.15 (s, -OH), 4.04 (s, -OH), 3.94 — 3.85 (m,
3H, H-6a, H-7), 3.85 —3.78 (m, 6H,), 3.73 (s, 9H, H-3, H-10), 3.60 — 3.48 (m, 23H, CH20-
), 3.44 (s, 26H, CH>0O-).
13C NMR (101 MHz, D>0) & 166.04, 154.37, 133.40, 131.49, 126.65, 124.22, 123.39,
118.43, 117.18, 101.09, 96.91, 75.44, 72.66, 70.64, 70.35, 69.62, 69.08, 68.57, 64.92,
63.22, 60.79, 52.56, 35.34.
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3IP NMR (202 MHz, CDCl3) § 9.29 — -0.39.

C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 10.94
min

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for Co3H131N16054P4 2461.04, found 2461.04
HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** Calcd for Co3H134N16054P4 1231.3591, found 1231.3600,
[M + 3H]** Calcd for Co3H13sN16054P4 821.2420, found 821.2422.

GOR OR OH
4 5 |.o OH_\O

Allyl fucocluster 138: inspired from Ligeour et al.?’8
Using  procedure D  with allyl 2,3,4,6-tetra-O-(propargyldiethyleneglycol
cyanoethylphosphotriester)-a-D-mannopyranoside 136 (0.1 mmol, 120 mg) and
fucopyranoside azide derivative 95 to give the fucocluster 138 (104 mg, 45%).
'H NMR (500 MHz, D,0) 8 8.11 (s, 4H, H-16), 6.06 — 5.82 (m, 1H, H-8), 5.35 (dd, J =
17.3, 1.4 Hz, 1H, H-9 trans), 5.23 (dd, J = 10.5, 1.4 Hz, 1H, H-9 cis), 5.11 (s, 1H, H-1),
4.87 (d, J = 3.9 Hz, 4H, H-2), 4.69 (s, 8H, H-14), 4.64 (t, J = 5.0 Hz, 9H,), 4.50 — 4.17
(m, 4H, H-), 4.17 — 3.91 (m, 23H, H-3"), 3.90 — 3.69 (m, 42H, CH20-), 3.69 — 3.54 (m,
29H, CH20-), 1.31 — 1.18 (m, 3H), 1.19 (d, J = 6.6 Hz, 12H, H-6").
13C NMR (151 MHz, D>0O) & 143.95, 133.29, 125.44, 118.44, 107.17, 102.76, 100.93,
98.57, 96.84, 87.12, 85.28, 81.14, 77.32, 76.81, 74.99, 72.85, 71.80, 71.32, 70.87, 70.50,
70.22, 69.92 — 69.38 (m), 68.95, 68.76, 68.08, 66.72, 66.58, 65.03, 64.78, 63.08, 60.36,
50.01, 48.84, 46.64, 36.56 — 34.40 (m), 18.22, 17.70, 15.62 — 14.61 (m), 8.20.
3P NMR (202 MHz, D,0) § 0.52, -0.72, -0.91, -1.03.
C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 30% CH3CN 50 mM TEAACc -20 min): 8.4 min.
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for CgsHi51N12054P4 2329.08, found 2329.07.
HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** Calcd for CssHi54N12054P4 1165.4312, found 1165.4370.
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OH O 3

2,3-catecholamide allyl 139:
2,3-dihydroxylbenzoic acid (3 mmol, 479 mg) was solubilized in anhydrous CH2Cl. (10
mL), anhydrous DIEA (6 mmol, 1 mL) and BOP (3 mmol, 1.33 g) were added. After 1 min
allylamine (6 mmol, 450 pL) was added and mixture was stirred at room temperature for
1 h. The solvent was evaporated under vacuum and the residue was purified by flash silica
gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v) to afford compound 139 (orange oil,
172 mg, 30%).
H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.04 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H, H-9), 6.91 (dd, J = 8.1, 1.3
Hz, 1H, H-11), 6.75 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6.46 (s, 1H, H-4), 5.92 (ddt, J = 17.1, 10.3,
5.7 Hz, 1H, H-2), 5.27 (dd, J = 17.1, 1.3 Hz, 1H, H-1 trans), 5.23 (dd, J = 19.5, 1.3 Hz,
1H, H-1 cis), 4.07 (tt, J = 5.8, 1.5 Hz, 2H, H-3).
I3C NMR (101 MHz, CDCI3)  169.97 (C=0 , C-5), 149.25 (C=C aromatic, C-7), 146.07
(C=C aromatic, C-8), 133.42 (C-2), 118.82 (C=CH aromatic, C-10), 118.32 (C=CH
aromatic, C-9), 117.44 (C-1), 116.04 (C=CH aromatic, C-11), 113.99 (C-6), 42.13 (C-3).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C10H12NO3 194.0817, found 194.0819.
Rf: 0.47 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).
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2,3-catecholamide propyl thioacetate 140:

Using procedure B with 2,3-catecholamide allyl 139 and thioacetic acid (1.63 mmol, 115
pL) in CH2Clz (2 mL) for 20 min. Procedure was repeated three times to finish conversion
and obtain compound 140 (colorless oil, 208 mg, 48%).

ITH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 12.86 (s, 1H, -OH), 7.12 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, H-9),
7.05 (dd, J=8.0, 1.3 Hz, 1H, H-11), 6.79 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 5.77 (s, 1H, -OH), 3.47
(dd, J =12.2, 6.2 Hz, 2H, H-3), 3.07 — 2.96 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H-1), 2.41 (s, 3H, H-13),
1.97 — 1.85 (m, 2H, H-2).

BC NMR (101 MHz, CDCl3) & 198.33 (C=0, C-12), 170.27 (C=0, C-5), 149.36 (C=C
aromatic, C-7), 146.04 (C=C aromatic, C-8), 118.86 (C=CH aromatic, C-10), 118.11
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(C=CH aromatic, C-11), 116.34 (C=CH aromatic, C-9), 114.22 (C-6), 37.03 (C-3), 30.82
(C-13), 29.55 (C-2), 26.21 (C-1).
HRMS (ESI/QTOF): [M - H] Calcd for C12H14NO4S 268.0644, found 268.0642.

Rf: 0.14 (Cyclohexane/AcOEt, 8:2, v/v).
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2,3-diethylcarbonate catecholamide allyl 142:
2,3-dihydroxylbenzoic acid (3 mmol, 462 mg) was solubilized in CH2Cl> (9 mL) and DIEA
(12 mmol, 2 mL) was added. Mixture was colded at -15- 0 °C and ethyl chloroformate (12
mmol, 1.5 mL) was added dropwise. The mixture was stirred for 15 min. Activation was
monitored by TLC (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v). At -15 °C allylamine (7.5 mmol, 0.5
mL) was added dropwise and the mixture was stirred for 1 h at room temperature. The
residue was purified by flash silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v) to
afford compound 142 (beige solid, 886 mg, 89%).
1TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.76 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H, H-11), 7.41 (dd, J = 8.0, 1.8
Hz, 1H, H-9), 7.35 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6.52 (s, 1H, H-4), 5.95 - 5.83 (m, 1H, H-2),
5.25(dd, J =17.2, 1.4 Hz, 1H, H-1 trans), 5.17 (dd, J = 10.3, 1.3 Hz, 1H, H-1 cis), 4.32
(q, J =7.1 Hz, 4H, H-13), 4.05 (tt, J = 5.7, 1.5 Hz, 2H, H-3), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-
14), 1.36 (t, J=7.1 Hz, 3H, H-14").

BC NMR (101 MHz, CDCIl3) 8 164.09 (C=0, C-5), 152.64 (C=0, C-12), 151.92 (C=0, C-
127), 143.40 (C=C aromatic, C-8), 140.33 (C=C aromatic, C-7), 133.79 (C-2), 129.67 (C-
6), 127.83 (C=CH aromatic, C-11), 127.04 (C=CH aromatic, C-10), 125.81 (C=CH
aromatic, C-9), 116.81 (C-1), 66.08 (C-13), 65.59 (C-13"), 42.53 (C-3), 14.28 (C-14),
14.23 (C-14°).

HRMS (ESI/QTOF): [M + HJ* Calcd for C16H20NO7 338.1240, found 338.1245.

Rf: 0.35 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).
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2,3-diethylcarbonate catecholamide propyl thioacetate 143:
Using procedure B with 2,3-diethylformate catecholamide allyl 142 (2 mmol, 738 mg)
and thioacetic acid (6 mmol, 429 uL) in CH2Cl, (2 mL) for 30 min to afford compound
143 (yellow oil, 824 mg, 100%).
TH NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.72 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H, H-11), 7.39 (dd, J = 8.0, 1.8
Hz, 1H, H-9), 7.33 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6.74 (t, J=5.4 Hz, 1H, H-4),4.32 (q, J = 7.1
Hz, 2H, H-13), 4.31 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-13"), 3.44 (q, J = 6.4 Hz, 2H, H-3), 2.94 (¢, J =
6.7 Hz, 2H , H-1), 2.34 (s, 3H, H-16), 1.86 (p, J = 6.7 Hz, 2H, H-2), 1.37 (t, J = 7.1 Hz,
3H, H-14), 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-14").
BC NMR (101 MHz, CDCIl3) 8 196.32 (C=0, C-15), 164.35 (C=0, C-5), 152.48 (C=0, C-
12), 151.81 (C=0, C-12"), 143.27 (C=C aromatic, C-8), 140.30 (C=C aromatic, C-7),
129.71 (C-6), 127.32 (C=CH aromatic, C-11), 126.79 (C=CH aromatic, C-10), 125.55
(C=CH aromatic, C-9), 65.85 (C-13), 65.41 (C-13"), 38.25 (C-3), 30.58 (C-16), 29.56 (C-
2),26.27 (C-1), 14.13 (C-14), 14.10 (C-14").
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C1sH24NOsS 414.1223, found 414.1223.
Rf: 0.25 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).
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2,3-dibenzoyl catechol acid 145:
2,3-dihydroxybenzoic acid (0.6 mmol, 100 mg) was solubilized in pyridine (4 mL).
Benzoic anhydride (1.8 mmol, 440 mg) was added and the solution was stirred at room

temperature overnight. MeOH (6 mL) was added and solvent evaporated under vacuum.
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The residue was purified by silica gel flash chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 1:1,
v/v) to afford compound 145 (colorless oil, 201 mg, 93%).

'H NMR (400 MHz, CDCI3) & 8.08 — 8.00 (m, 5H, H-10, H-7), 7.62 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz,
1H, H-5), 7.57 — 7.48 (m, 2H, H-12), 7.43 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-6), 7.39 — 7.31 (m, 4H, H-
11).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 168.33 (C=0, C-1), 164.44 (C=0, C-8), 164.32 (C=0, C-
87), 144.19 (C=C aromatic, C-4), 143.52 (C=C aromatic, C-3), 133.97 (C=CH aromatic,
C-12), 133.70 (C=CH aromatic, C-127), 130.50 (C-9), 130.40 (C=CH aromatic, C-10),
130.35 (C=CH aromatic, C-10’, C-7), 129.70 (C-2), 128.70 (C=CH aromatic, C-5), 128.67
(C=CH aromatic, C-11), 128.55 (C=CH aromatic, C-11"), 126.40 (C=CH aromatic, C-6).
HRMS (ESI/QTOF): [M - H]* Calcd for C21H1406 361.07176, found 361.07025.

Rf: 0.23 (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).

2,3-dibenzoyl catecholamide allyl 147:
Method 1:

Using procedure A with 2,3-dibenzoyl catechol acid 145 (1 mmol, 423 mg) and allylamine
(4 mmol, 301 uL) and adding DIEA (1 mmol, 174 uL). Mixture was stirred for 20 min to
obtain compound 147 (colorless oil, 344 mg, 87%).

Method 2:

2,3-catecholamide allyl 139 (2.2 mmol, 429 mg) was solubilized in pyridine (10 mL).
Benzoic anhydride (18 mmol, 4 g) was added and the mixture was stirred at room
temperature for 4 h. MeOH (6 mL) was added and solvent evaporated under vacuum. The
residue was purified by silica gel flash chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 75:25, v/v)
to give compound 147 (colorless oil, 800 mg, 90%).
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1TH NMR (600 MHz, CDCl3) & 8.06 — 8.02 (m, 2H, H-10), 8.01 —7.97 (m, 2H, H-10"), 7.78
(dd, J=8.0, 1.7 Hz, 1H, H-7), 7.56 (tt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H, H-12), 7.53 — 7.49 (m, 2H, H-
12°, H-5), 7.44 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-6), 7.40 — 7.36 (m, 2H, H-11), 7.36 — 7.30 (m, 2H, H-
117), 6.38 (s, 1H, H-13), 5.71 — 5.63 (m, 1H, H-15), 5.10 — 5.05 (m, 1H, H-16 trans), 4.98
—4.94 (m, 1H, H-16 cis), 3.94 (tt, J = 5.7, 1.5 Hz, 1H, H-14).

I3C NMR (151 MHz, CDCI3) § 164.69 (C=0, C-1), 164.37 (C=0, C-8), 164.30 (C=0, C-
8”), 143.33 (C=C aromatic, C-4), 140.39 (C=C aromatic, C-3), 134.27 (C=CH aromatic,
C-12), 133.96 (C=CH aromatic, C-12"), 133.54 (C-15), 130.84 (C=C aromatic, C-9),
130.41 (C=CH aromatic, C-10), 130.28 (C=CH aromatic, C-10"), 128.80 (C=CH aromatic,
C-11), 128.63 (C=CH aromatic, C-11"), 128.52 (C=C aromatic, C-9°), 128.12 (C=C
aromatic, C-2), 127.44 (C=CH aromatic, C-7), 127.07 (C=CH aromatic, C-6), 126.14
(C=CH aromatic, C-5), 117.04 (C-16), 42.50 (C-14).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]*" Calcd for C24H20NOs 402.1341, found 402.1346.

Rf: 0.41 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).

2,3-dibenzoyl catecholamide propyl thioacetate 148:

Using procedure B 2,3-dibenzoyl catecholamide allyl 147 (3.63 mmol, 1.4 g) and
thioacetic acid (11 mmol, 774 pL) in CH2Cl2 (3 mL) for 30 min to give compound 148
(yellow oil, 1.6 g, 92%).

TH NMR (500 MHz, CDCls) 6 8.06 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 2H, H-10), 7.99 (dd, J = 8.0, 1.1
Hz, 2H, H-10"), 7.76 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, H-7), 7.57 — 7.47 (m, 3H, H-12, H-12", H-
5), 7.42 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-6), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 2H, H-11), 7.33 (t, J = 8.0 Hz, 2H, H-
11°), 6.68 (s, 1H, H-13), 3.35 (q, J = 6.3 Hz, 2H, H-14), 2.77 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H-16),
2.28 (s, 3H, H-18), 1.68 (p, J = 6.7 Hz, 2H, H-15).

BC NMR (101 MHz, CDCIl3) 8 196.36 (C=0, C-17), 165.13 (C=0, C-1), 164.36 (C=0, C-
8), 164.26 (C=0, C-8"), 143.38 (C=C aromatic, C-4), 140.50 (C=C aromatic, C-3), 134.16
(C=CH aromatic, C-12), 133.90 (C=CH aromatic, C-12"), 131.07 (C=C aromatic, C-2),
130.44 (C=CH aromatic, C-10), 130.28 (C=CH aromatic, C-10"), 128.77 (C=CH aromatic,

255



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

C-11), 128.61 (C=CH aromatic, C-11"), 128.31 (C=C aromatic, C-9), 127.13 (C=CH
aromatic, C-7), 126.95 (C=CH aromatic, C-6), 126.01 (C=CH aromatic, C-5), 38.27 (C-
14), 30.63 (C-18), 29.64 (C-15), 26.30 (C-16).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C26H24NOgS 478.1324, found 478.1328.

Rf: 0.37 (Cyclohexane/AcOEt, 1:1, v/v).
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Propyl thioacetate galactocluster 151:

Using procedure B with allyl galactocluster pyridinium 137c¢ (0.471 mmol, 1.2 g)
solubilized in H>O (700 uL) and thioacetic acid (3.2 mmol, 230 uL) in DMF/H>0 (1 mL,
3:7, v/v). Solubility was adjusted with DMF (300 pL) to obtain homogeneous mixture.
Mixture was stirred under UV-A for 1 h. This procedure was recovered four to five times
to obtain 100% conversion. Reaction was monitored by HPLC-C18 and MALDI-TOF.
Residue was solubilized in H,O milliQ and extracted three times with CH>Cl,. Aqueous
layer was lyophilized to afford compound 151 (white solid, 1.053 g, 81%).

C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 12 min.
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for CosHi35N16055P4S 2537.255, found
2537.20.
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Pent-4-ene-carbamate hexanol 153: inspired from Hill et al.?*®
Pent-4-en-1-ol (8 mmol, 820 uL) was solubilized in DMF (14 mL), carbonyldiimidazole
(8 mmol, 1.3 g) was added and the solution was stirred at room temperature for 5 h. NEt3
(16 mmol, 2.2 mL) was added in a solution of 6-aminohexanol (7.2 mmol, 422 mg) in DMF
(4 mL) and mixture was sonicated to dissolve reactants. This mixture was added slowly on

pent-4-en-1-ol activated solution and the mixture was stirred at room temperature
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overnight. Solvent was evaporated under vacuum and residue was solubilized in CH2Cl,.
Organic layer was washed twice with a solution of NaHCO3 and brine. Organic layer was
dried over Na>2SO4 and evaporated under vacuum to obtain product 153 (white solid, 1.35
g, 84%).

1TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 5.89 — 5.69 (m, 1H, H-12), 5.03 (dd, J = 17.1, 1.7 Hz, 1H,
H-13 trans), 4.98 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H-13 cis ), 4.66 (s, 1H, H-7), 4.05 (t, J = 6.5 Hz, 2H,
H-9),3.63 (t, J=6.5Hz, 2H, H-1), 3.17 (dd, J = 13.0, 6.5 Hz, 2H, H-6), 2.11 (dd, J = 14.2,
7.1 Hz, 2H, H-11), 1.77 — 1.63 (m, 2H, H-10), 1.57 (p, J = 6.8 Hz , 2H, H-5), 1.50 (p, J =
6.8 Hz, 2H, H-2), 1.43 — 1.26 (m, 4H, H-4, H-3).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 156.90 (C=0, C-8), 137.81 (C-12), 115.24 (C-13), 64.34
(C-9), 62.86 (C-1), 40.92 (C-6), 32.71 (C-5), 30.15 (C-11), 28.42 (C-2), 26.52 (C-10),
25.44 (C-3), 1.14 (C-4).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for Ci12H24NO3 230.1756, found 230.1757.

Rf: 0.23 (CH2Cl2/MeOH, 95:5, v/v).
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Hexyl-carbamate pent-4-ene 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranoside:
Using procedure F with peracetylated D-mannose (1.2 mmol, 458 mg) and alcohol 153
(3.5 mmol, 807 mg) for 48 h to give compound tetraacetylated 154 (colorless oil, 292 mg,
43%).
1TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 5.84 — 5.72 (m, 1H, H-12), 5.35 - 5.29 (m, 1H, H-3"), 5.25
(t, J =9.9 Hz, 1H, H-4"), 5.20 (dd, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H, H-2"), 5.01 (dd, J = 17.1, 1.6 Hz,
1H, H-13 trans), 4.95 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-13 cis), 4.77 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-1"), 4.72 (s,
1H, H-7), 4.26 (dd, J = 12.2, 5.3 Hz, 1H, H-6"a), 4.08 (dd, J = 12.2, 2.4 Hz, 1H, H-6’b),
4.03 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-9), 3.95 (ddd, J = 9.9, 5.3, 2.4 Hz, 1H, H-5"), 3.65 (tt, J = 14.2,
7.1 Hz, 1H, H-1a), 3.42 (tt, J = 14.2, 7.1 Hz, 1H, H-1b), 3.15 (dd, J = 12.9, 6.4 Hz, 2H, H-
6), 2.13 (s, 3H, H-15), 2.08 (s, 5H, H-15, H-11), 2.02 (s, 3H, H-15), 1.97 (s, 3H, H-15),
1.73 — 1.64 (m, 2H, H-10), 1.64 — 1.54 (m, 2H, H-5), 1.54 — 1.44 (m, 2H, H-2), 1.39 - 1.29
(m, 4H, H-4, H-3).
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I3C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 170.74 (C=0, C-14), 170.20 (C=0, C-14), 170.03 (C=0,
C-14), 169.84 (C=0, C-14), 156.81 (C=0, C-8), 137.78 (C-12), 115.19 (C-13), 97.63 (C-
1), 69.80 (C-27), 69.22 (C-37), 68.50 (C-1, C-57), 66.36 (C-4"), 64.24 (C-9), 62.63 (C-6"),
40.97 (C-6), 30.11 (C-11), 30.02 (C-2), 29.22 (C-5), 28.37 (C-10), 26.58 (C-3), 25.96 (C-
4), 21.00 (C-15), 20.84 (C-15), 20.80 (2 x C-15).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C26H42NO12 560.2707, found 560.2709.

Rf: 0.1 (Cyclohexane/AcOEt, 6:4, v/v).
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Hexyl-carbamate pent-4-ene a-D-mannopyranoside 154:
Using procedure G with hexyl-carbamate pent-4-ene 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranoside (0.46 mmol, 256 mg) in NEt3/MeOH/H20 (7 mL) to afford compound
154 (colorless oil, 143 mg, 80%).
1TH NMR (400 MHz, MeOD) § 5.92 — 5.76 (m, 1H, H-12), 5.06 (d, J = 17.4 Hz, 1H, H-13
trans), 5.00 (d, J=9.4 Hz, 1H, H-13 cis), 4.76 (s, 1H, H-1"), 4.10 — 3.99 (s, 2H, H-9), 3.87
—3.67 (m, 5H, H-6’a, H-2", H-1a, H-6"b, H-3"), 3.63 (t, / = 9.2 Hz, 1H, H-4"), 3.58 — 3.50
(m, 1H, H-5"), 3.50 — 3.40 (m, 1H, H-1b), 3.17 — 3.01 (m, 2H, H-6), 2.25 - 2.11 (m, 2H,
H-11),1.83 - 1.67 (m, 2H, H-10), 1.67 — 1.59 (m, 2H, H-2), 1.58 — 1.47 (m, 2H, H-5), 1.47
—1.36 (m, 4H, H-4, H-3).
I3C NMR (101 MHz, MeOD) § 159.25 (C=0, C-8), 138.97 (C-12), 115.52 (C-13), 101.54
(C-17), 74.60 (C-57), 72.67 (C-37), 72.28 (C-2’), 68.66 (C-4’), 68.46 (C-1), 65.09 (C-9),
62.95 (C-6),41.64 (C-6),31.11 (C-11), 30.87 (C-5), 30.51 (C-2), 29.52 (C-10), 27.61 (C-
3), 27.03 (C-4).
HRMS: (ESI/QTOF): [M + HJ* Calcd for C1sH34NOg 392.2284, found 392.2286.
Rf: 0.23 (CH2CI2/MeOH, 9:1, v/v).
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Hexyl-carbamate pent-4-ene 2,3,4,6-tetra-O-(propargyldiethyleneglycol
cyanoethylphosphotriester)-a-D-mannopyranoside 155:

Using procedure C with mannopyranoside 154 (0.3 mmol, 118 mg) to afford product 155
(white oil, 639 mg, quantitative). Crude was used for next step.
MALDI-TOF (THAP): deprotected product m/z [M - H]  Calcd for CsgHggNsO23P4
1214.99, found 1214.55.
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C46H76NO2sP4 1428.4717, found 1428.4715,
[M + 2H]?* Calcd for CssHooNsO2sP4 714.7395, found 714.7405.
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Hexyl carbamate pent-4-ene galactocluster 156:
Using procedure D with mannopyranoside 155 (0.3 mmol, 639 mg crude) and
galactopyranoside azide derivative 92. Product was treated with Quadrapure® IDA (100
mg) to obtain galactocluster 156 (white solid, 287 mg, 35%).
TH NMR (500 MHz, D»0) 8 8.06 (s, 4H), 7.34 (dd, J = 9.0, 2.8 Hz, 8H), 7.04 (dd, J = 9.1,
3.0 Hz, 8H), 5.75 (ddt, J = 17.0, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.37 — 5.28 (m, 8H), 4.96 (dd, J =9.3,
7.6 Hz, 1H), 4.95 — 4.87 (m, 7H), 4.63 (d, J = 6.3 Hz, 8H), 4.58 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 4.40
—4.29 (m, 2H), 4.29 — 4.18 (m, 1H), 4.12 — 3.98 (m, 6H), 3.98 — 3.83 (m, 11H), 3.83 —
3.51 (m, 50H), 3.39 — 3.30 (m, 1H), 2.93 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.01 — 1.92 (m, 2H), 1.61 —
1.52 (m, 2H), 1.43 — 1.33 (m, 2H), 1.33 — 1.24 (m, 2H), 1.24 — 1.08 (m, 4H).
13C NMR (126 MHz, D>0O) & 181.44, 165.87, 165.73, 158.65, 154.16, 144.14, 138.32,
131.34 , 131.29, 126.47, 126.38, 123.12, 123.02, 116.89, 114.80, 100.86, 97.36, 75.24,
73.68, 72.97, 72.41, 71.87, 70.40, 70.18, 69.56, 69.43, 68.88, 68.33, 67.96, 64.77, 64.60,
63.03, 60.56, 52.34, 40.21, 29.26, 28.66, 28.36, 27.37, 25.65, 25.02, 23.13, 22.11.
3P NMR (202 MHz, D»0) 6 0.63, -0.75, -0.94.
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for C102H148N17056P4 2632.26, found 2632.23.
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C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 16.6
min.

HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** Caled for Ci02H5:1N14Os6Ps 1316.9220, found
1316.9226,

[M + 3H]** Calcd for C102H152N14056P4 878.2840, found 878.2854.

Hexyl-carbamate pentylthioacetate galactocluster 157:
Using procedure B with galactocluster pyridinium 156c in H>O (250 pL) and thioacetic
acid (0.24 mmol, 17 uL) in DMF/H20 (510 uL, 1:1 v/v). Solubility was adjusted with DMF
to obtain homogeneous mixture. The mixture was stirred under UV-A (365 nm) for 1 h.
Residue was extracted three times with CH2Cl> and aqueous layer lyophilized to afford
compound 157¢ (white solid, 229 mg, 95%).
C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 18.1
min.
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for Cio4H152N17057P4S 2708.38, found
2708.32.
HRMS (ESI/QTOF): [M + 2HJ** Caled for CiosHissNi70s57P4S 1354.9206, found

1354.9202
@?0 5 N/\/\N3
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2,3-dibenzoyl catecholamide propyl azide 161:

Method 1:
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2,3-catecholamide propyl azide 107 (2.5 mmol, 606 mg) was solubilized in pyridine (8
mL). Benzoic anhydride (20 mmol, 4.5 g) was added and the solution was stirred at room
temperature for 2 h. MeOH (6 mL) was added and solvent evaporated under vacuum. The
residue was purified by silica gel flash chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 65:35, v/v)
to give compound 161 (pink solid, 1.098 g, 99%).

Method 2:

Using procedure A with 2,3-dibenzoyl catechol acid 145 (6 mmol, 2.2 g) and
aminopropylazide 106 (9 mmol, 901 mg) and adding of DIEA (6 mmol, 1 mL) to obtain
compound 161 (white solid, 1.8 g, 67%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.06 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 2H, H-14), 7.99 (dd, J = 8.3, 1.2
Hz, 2H, H-14"),7.75 (dd, J=7.7, 1.7 Hz, 1H, H-11), 7.60 — 7.52 (m, 1H, H-9), 7.52 — 7.48
(m, 2H, H-16), 7.45 — 7.36 (m, 3H, H-10, H-15), 7.33 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-15"), 6.49 (t, J
= 4.8 Hz, 1H, H-4), 3.40 (dd, J = 12.7, 6.7 Hz, 2H, H-3), 3.21 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H-1),
1.66 (p, J = 6.7 Hz, 2H, H-2).

BBC NMR (101 MHz, CDCIl3) 8 165.19 (C=0, C-5), 164.38 (C=0, C-12), 164.21 (C=0, C-
12°), 143.33 (C=C aromatic, C-8), 140.39 (C=C aromatic, C-7), 134.36 (C=CH aromatic,
C-16), 133.94 (C=CH aromatic, C-167), 130.90 (C=C aromatic, C-6), 130.31 (C=CH
aromatic, C-14), 130.24 (C=CH aromatic, C-14"), 128.93 (C=CH aromatic, C-15), 128.57
(C=CH aromatic, C-15"), 128.54 (C=C aromatic, C-13), 128.11 (C=C aromatic, C-13"),
127.20 (C-11), 127.00 (C-10), 126.09 (C-9), 49.19 (C-1), 37.54 (C-3), 28.76 (C-2).
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C24H21N4Os 445.1512, found = 445.1519.

Rf: 0.54 (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v).

° 2 3 4
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Tripropargyl pentaerythrityl allyl cyanoethyl phosphate 162:
Using procedure C with allyl alcohol (1.33 mmol, 88 uL) and tripropargyl pentaerythrityl
phosphoramidite (2 mmol, 898 mg) for 2 h. Purification was performed by silica gel flash
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chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v) to afford compound 162 (colorless oil,
396 mg, 70%).

H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 5.96 (ddd, J = 17.1, 10.8, 5.6 Hz, 1H, H-8), 5.40 (dd, J =
17.1, 1.3 Hz, 1H, H-9 trans), 5.29 (dd, /= 10.4, 1.1 Hz, 1H, H-9 cis), 4.63 — 4.55 (m, 2H,
H-7), 4.31 —4.22 (m, 2H, H-10), 4.12 (d, J = 2.4 Hz, 6H, H-3), 4.10 (s, 1H, H-6), 4.09 (s,
1H, H-6"), 3.53 (s, 6H, H-2), 2.77 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H-11), 2.42 (t, J = 2.4 Hz, 3H, H-5).
13C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 132.32 (C-8), 118.93 (C-9), 116.51 (C-12), 79.79 (C-4),
74.61 (C-5), 68.75 (C-7), 68.21 (C-2), 67.21 (C-6), 61.87 (C-10), 58.86 (C-3), 44.93 (C-
1), 19.79 (C-11).

3Ip NMR (162 MHz, CDCl3) 6 -1.67.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C20H27NO7P 424.1525, found 424.1528.

Rf: 0.26 (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v).
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Triporpargyl pentaerythityl allyl phosphate 163:
Using procedure G with tripropargyl pentaerythrityl allyl cyanoethyl phosphate 162 (0.7
mmol, 310 mg) in NEts/MeOH/H>0O (1:5:1, v/v/v, 2 mL) to give product 163 (yellow oil,
340 mg, quantitative).
'H NMR (400 MHz, CD3CN) 6 5.96 (ddd, J = 17, 10.4, 5.2 Hz, 1H, H-8), 5.28 (dd, J =
17.2, 1.8 Hz, 1H, H-9 trans), 5.12 (dd, J = 10.5, 1.6 Hz, 1H, H-9 cis), 4.32 — 4.24 (m, 2H,
H-7), 4.11 (d, J = 2.4 Hz, 6H, H-3), 3.73 (s, 1H, H-6), 3.72 (s, 1H, H-6"), 3.46 (s, 6H, H-
2), 3 (q, J = 7.3 Hz, 6H, CH>-Triethylammonium), 2.75 (s, OH), 2.71 (t, J = 2.4 Hz, 3H,
H-5), 1.24 (t, J = 7.3 Hz, 9H, CH3-Triethylammonium).
13C NMR (101 MHz, CD3CN) & 136.55 (C-8), 115.96 (C-9), 81.02 (C-4), 75.65 (C-5),
69.82 (C-2), 66.75 (C-7), 65.01 (C-6), 59.32 (C-3), 45.93 (CH»-Triethylammonium), 45.41
(C-1), 8.99 (CH3-Triethylammonium).
3IP NMR (162 MHz, CD3CN) § -1.48.
HRMS (ESI/QTOF): [M - H] Calcd for C17H2207P 369.1103, found 369.1102.
Rf: 0.32 (CH2Cl2/MeOH, 9:1, v/v).
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Tri-(2,3-dibenzoyl catecholamide propyl triazol) pentaerythrityl allyl phosphate
164:

164

Using procedure E with tripropargyl pentaerythrityl allyl phosphate 163 (0.48 mmol, 246
mg). The crude was purified by flash chromatography reverse phase (30% CH3CN 25 mM
TEAAc/ 80% CH3CN 25 mM TEAACc) and treated with quadrapure® (400 mg) for 6 h.
Solvent was lyophilized to give 164 (pink solid, 561 mg, 65%).

TH NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.05 — 7.94 (m, 12H, H-23,23"), 7.78 (s, 3H, H-5), 7.72 (t,
J=5.3Hz, 3H, H-13), 7.62 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-20), 7.55 — 7.46 (m, 6H, H-25,25"), 7.40
(dd, J =8.0, 1.2 Hz, 3H, H-18), 7.32 (m, 15H, H-24,24°, H-19), 5.90 (ddd, J = 22.1, 10.4,
5.2 Hz, 1H, H-8), 5.25 (d, J = 17.2 Hz, 1H, H-9-trans), 5.09 (d, J = 10.3 Hz, 1H, H-9 cis),
4.54 (s, 6H, H-3), 4.34 (s, 2H, H-7), 4.27 (t, J = 6.5 Hz, 6H, H-10), 3.87 (s, 1H, H-6), 3.46
(s, 6H, H-2), 3.26 (dd, J = 11.8, 5.8 Hz, 6H, H-12), 2.88 (q, J = 7.1 Hz, 6H, CH»-
triethylammonium), 2.06 — 1.92 (m, 3H, H-11), 1.18 (t, J = 7.3 Hz, 9H, CHs-
triethylammonium).

3C NMR (101 MHz, CDCls) 8§ 165.93 (C=0, C-14), 164.37 (C=0, C-21), 164.27 (C=0,
C-217), 145.31 (C=CH triazol, C-4), 143.44 (C=C aromatic, C-17), 140.69 (C=C aromatic
, C-16), 134,65 (C-8), 134.09 (C=CH aromatic, C-25), 133.98 (C=CH aromatic, C-25"),
131.24 (C=C aromatic, C-15), 130.29 (C=CH aromatic, C-23), 130.24 (C=CH aromatic,
C-237), 128.78 (C=CH aromatic, C-24), 128.67 (C=CH aromatic, C-24"), 128.53 (C=C
aromatic, C-22), 128.44 (C=C aromatic, C-22"), 126.64 (C=CH aromatic, C-19), 126.55
(C=CH aromatic, C-20), 125.69 (C=CH aromatic, C-18), 123.43 (C=CH triazol, C-5),
116.29 (C-9), 68.79 (C-2), 66.55 (C-7), 65.05 (C-3), 64.54 (C-6), 47.52 (C-10), 45.56
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(CHz-tiethylammonium), 45.11 (C-1), 36.81 (C-12), 29.98 (C-11), 8.53 (CHs-
triethylammonium).

3IP NMR (162 MHz, CDCI3) 8 -0.89.

HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** Calcd for Cg9HgsN1202P 852.2819, found 852.2849.
C18 HPLC (32% CH3CN 50 mM TEAAc - 80% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 14.06
min.

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for CgoHg2N12022P 1702.68, found 1702.50.
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Pent-4-enyl phosphoramidite 165:
Pent-4-en-ol (4 mmol, 410 uL) was co-evaporated twice with anhydrous CH3CN, and
product was solubilized in anhydrous CH2Cl2 (10 mL). Anhydrous DIEA (8 mmol, 1.4 mL)
was added and mixture was dried over molecular sieve (4 A) for 2 h under argon
atmosphere and CaCl, guard. At 0 °C, cyanoethyl-N,N-diisopropyl phosphoramidite
chloride (4.4 mmol, 982 uL) was added dropwise and the mixture was stirred for 1 h at
room temperature. H>O (1 mL) was added after 5 min, organic layer was washed twice
with saturated solution of NaHCOs3. Organic layer was dried over Na2SO4 and solvent
evaporated under vacuum. The residue was purified by silica gel flash chromatography
(Cyclohexane/AcOEt/10% NEts, 9:1, v/v 10% NEt3) to obtain phosphoramidite 165
(yellow oil, 980 mg, 86%).
'H NMR (400 MHz, CDCI3) 8 5.87 — 5.73 (m, 1H, H-4), 5.02 (dd, J = 17.1, 1.6 Hz, 1H,
H-5 trans), 4.96 (dd, J = 10.2, 1.6 Hz, 1H, H-5 cis), 3.89 — 3.73 (m, 2H, H-6), 3.71 — 3.51
(m, 4H, H-1, H-9), 2.63 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H-7), 2.13 (dd, J = 14.3, 7.3 Hz, 2H, H-3), 1.76
—1.64 (m, 2H, H-2), 1.18 (d, J/ = 6.8 Hz, 6H, H-10a), 1.17 (d, J = 6.8 Hz, 6H, H-10b).
13C NMR (101 MHz, CDCIl3) & 138.15 (C-4), 117.74 (C-8), 114.98 (C-5), 63.19 (C-1),
63.02 (C-1"), 58.49 (C-6), 58.30 (C-6"), 43.04 (C-9), 43.03 (C-9°), 30.53 (C-2), 30.45 (C-
27),30.20 (C-3), 24.78 (C-10a), 24.69 (C-10b, C-10’a), 24.61 (C-10’b), 20.50 (C-7), 20.43
(C-77).
3P NMR (162 MHz, CDCl3) § 147.35.
HRMS (ESI/QTOF): not found.
Rf: 0.71 (CH2Cl2/MeOH 10% NEts, 9:1, v/v 10% NEt3).

264



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

2 3,
///\O/ﬂ/\o/\\\
6
0
N~ 12 ,07
N~or 0/\/\/

166
Tripropargyl pentaerythrityl pent-4-enyl cyanoethyl phosphate 166:

Using procedure C with tripropargyl pentaerythritol 88 (1 mmol, 262 mg) and pent-4-enyl

phosphoramidite 165 (1.2 mmol, 352 mg) overnight. Residue was purified by silica gel

flash chromatography (Cyclohexane/AcOEt, 25:75, v/v) to obtain compound 166

(colorless oil, 396 mg, 70%).

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.87 — 5.72 (m, 1H, H-10), 5.06 (dd, J = 17.1, 1.6 Hz, 1H,

H-11 trans), 5.02 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-11 cis), 4.26 (dd, J = 14.8, 6.4 Hz, 2H, H-12),

4.15 - 4.10 (m, 8H, H-3, H-7), 4.09 (s, 1H, H-6a), 4.08 (s, 1H, H-6b), 3.53 (s, 6H, H-2),

2.77 (t,J =6.4 Hz, 2H, H-13), 2.42 (t, J = 2.4 Hz, 3H, H-5), 2.21 - 2.13 (m, 2H, H-9), 1.86

— 1.75 (m, 2H, H-8).

I3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 137.23 (C-10), 116.54 (C-14), 115.81 (C-11), 79.80 (C-4),

74.61 (C-5), 68.23 (C-2), 67.88 (C-7), 67.82 (C-7"), 67.13 (C-6), 67.07 (C-6"), 61.83 (C-

12), 61.78 (C-127), 58.87 (C-3), 44.98 (C-1), 44.89 (C-1"), 29.63 (C-9), 29.53 (C-9°, C-8),

29.46 (C-87), 19.86 (C-13), 19.79 (C-13").

3IP NMR (162 MHz, CDCl3) & -1.69.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C22H31NO7P 452.1838, found 452.1836.

Rf: 0.26 (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).
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Tri-(2,3-dibenzoyl catecholamide propyl triazol) pentaerythrityl pent-4-enyl
cyanoethyl phosphate 167:
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Using procedure E with tripropargyl pentaerythrityl pentenyl cyanoethyl phosphate 166
(0.2 mmol, 88 mg). Crude was purified by silica gel flash chromatography (CH>Cl>/MeOH,
95:5, v/v). Product was solubilized in minimum of CH3CN and treated with quadrapure®
IDA (60 mg) for 3 h. Solvent was evaporated and product was lyophilized in dioxane to
obtain 167 (pink solid, 205 mg, 59%).

H NMR (500 MHz, CDCl3) 8 8.04 — 7.96 (m, 12H, H-28), 7.67 (s, 3H, H-5), 7.57 (dd, J
=7.8, 1.5 Hz, 3H, H-25), 7.56 — 7.49 (m, 6H, H-30), 7.42 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 3H, H-23),
7.38 —7.27 (m, 18H, H-24, H-29, H-18), 5.79 - 5.70 (m, 1H, H-10), 5.01 (dd, J=17.2, 1.6
Hz, 1H, H-11 trans), 4.99 —4.94 (m, 1H, H-11 cis), 4.53 (s, 6H, H-3), 4.26 (t, J = 6.7 Hz,
6H, H-15), 4.08 — 3.95 (m, 6H, H-6, H-7, H-12), 3.43 (s, 6H, H-2), 3.31 — 3.24 (m, 6H, H-
17),2.68 —2.63 (m, 2H, H-13), 2.14 — 2.06 (m, 2H, H-9), 2.02 — 1.93 (m, 2H, H-16), 1.77
—1.69 (m, 2H, H-18).

13C NMR (126 MHz, CDCls) § 166.18 (C=0, C-19), 164.67 (C=0, C-26), 164.58 (C=0,
C-26"), 145.25 (C=CH triazol C-4), 143.68 (C=C aromatic, C-22), 140.83 (C=C aromatic,
C-21), 137.35 (C=CH alkene, C-10), 134.49 (C=CH aromatic, C-30), 134.32 (C=CH
aromatic, C-30"), 131.52 (C=C aromatic, C-20), 130.58 (C=CH aromatic, C-28), 130.53
(C=CH aromatic, C-28’), 129.09 (C=CH aromatic, C-29), 128.96 (C=CH aromatic, C-29’),
128.68 (C=C aromatic, C-27), 128.52 (C=C aromatic, C-27"), 126.95 (C=CH aromatic, C-
24), 126.81 (C=CH aromatic, C-25), 126.15 (C=CH aromatic, C-23), 123.69 (C=CH
triazol, C-5), 117.53 (C-14), 116.12 (C-11), 68.43 (C-2), 68.14 (C-7), 68.09 (C-7"), 67.31
(C-6), 67.26 (C-6), 65.23 (C-3), 62.30 (C-12), 47.72 (C-15), 45.45 (C-1), 45.38 (C-1"),
37.02 (C-17), 30.29 (C-16), 29.80 (C-9), 29.64 (C-8), 29.59 (C-8"), 20.01 (C-13), 19.95
(C-13").

3IP NMR (202 MHz, CDCl3) & -2.13.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for CosHo1N13020P 1784.6134, found 1784.6106,
[M + 2H]?* Calcd for Co4HoaN13022P 892.8103, found 892.8114.

Rf: 0.32 (CH2Cl2/MeOH, 9:1, v/v).

266



Synthese en solution et évaluation de [’activité anti-infectieuse des conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores

12
11
10
°]s
5 o 16
14 H
A A~ N0 19
1|.| 15 118
7 13

6
2,3-dibenzoyl catecholamide ethylamine BOC 175:

2,3-dibenzoyl catechol acid (1.4 mmol, 500 mg) was solubilized in CH>Cl> (10 mL) and

DIEA (1.4 mmol, 244 uL) was added. The solution was cooled at -15 °C and activator

agent (chloroformate chloride: 2 mmol, 197 pL; BOP: 1.82 mmol, 805 mg) was added.

o &P Q

175

Activation reaction was monitored by TLC (Cyclohexane/AcOEt, 3:7, v/v).
Ethylenediamine BOC 3% (1.68 mmol, 256 mg) was added at 0°C in reaction crude. DIEA
(1.4 mmol, 244 pL) was added when chloroformate chloride was used and mixture was
stirred at room temperature for 3 h. The crude was purified two times by silica gel flash
chromatography (first purification: isocratic CH2Cl2/Acetone, 9:1 v/v ; second purification:
Cyclohexane/AcOEt ) to afford compound 175 (white solid, chloroformate strategy: 419
mg, 59%; BOP strategy: 504 mg 71%).

'TH NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.07 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-10), 8.01 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-
10”), 7.68 (dd, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H, H-7), 7.58 — 7.45 (m, 3H, H-12, H-12’, H-5), 7.45 —
7.30 (m, 5H, H-6, H-11, H-11"), 6.71 (s, 1H, H-13), 4.89 (s, 1H, H-16), 3.43 (dd, J = 10.9,
5.6 Hz, 2H, H-14), 3.27 — 3.06 (m, 2H, H-15), 1.41 (s, 9H, H-19).

B3BC NMR (101 MHz, CDCl3) § 165.81 (C=0, C-1), 164.41 (C=0, C-8), 164.26 (C=0, C-
8’), 143.46 (C=C aromatic, C-4), 140.60 (C=C aromatic, C-3), 134.21 (C=CH aromatic,
C-12), 13393 (C=CH aromatic, C-127), 130.94 (C=C aromatic, C-9), 130.41 (C=CH
aromatic, C-10), 130.30 (C=CH aromatic, C-107), 128.84 (C=CH aromatic, C-11), 128.64
(C=CH aromatic, C-11"), 128.32 (C=C aromatic, C-2), 126.87 (C=CH aromatic, C-6),
126.71 (C=CH aromatic, C-7), 126.06 (C=CH aromatic, C-5), 47.33 (C=CH, C-18), 40.77
(C-14), 40.37 (C-15), 28.50 (C-19).

HRMS (ESI/QTOF): [M + Na]* Calcd for C2sH23N207Na 527.1794, found 527.1794.

Rf: 0.36 (Cyclohexane/AcOEt, 4:6, v/v).
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2,3-dibenzoyl catecholamide ethylamine 176:
2,3-dibenzoyl catécholamide ethylamine BOC 175 (1 mmol, 504 mg) was solubilized in
HCI solution (4 M in dioxane, 4 mL) and the mixture was stirred for 3 h at room
temperature. Solvent was evaporated under vacuum and lyophilized with dioxane to obtain
compound 176 (white solid, 428 mg, 97%).
1H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.19 (s, 1H, H-13), 8.06 — 7.98 (m, 4H, H-10, H-16), 7.92
(d, J =7.3 Hz, 2H, H-10"), 7.74 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-7), 7.49 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-12),
7.42 (t,J=7.8 Hz, 1H, H-12"), 7.32 — 7.22 (m, 8H, H-5, H-11, H-11"), 7.15 (t, J = 7.9 Hz,
1H, H-6), 3.50 (s, 2H, H-14), 2.99 (s, 2H, H-15).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 166.71 (C=0, C-1), 164.78 (C=0, C-8), 164.67 (C=0, C-
87), 143.19 (C=C aromatic, C-4), 140.69 (C=C aromatic, C-3), 134.05 (C=CH aromatic,
C-12), 133.95 (C=CH aromatic, C-12"), 130.49 (C=CH aromatic, C-10), 130.40 (C=C
aromatic, C-9), 130.32 (C=CH aromatic, C-10"), 128.77 (C=CH aromatic, C-11), 128.64
(C=CH aromatic, C-11"), 128.35 (C=C aromatic, C-2), 127.09 (C=CH aromatic, C-7),
126.84 (C=CH aromatic, C-6), 125.89 (C=CH aromatic, C-5), 39.79 (C-14), 37.60 (C-15).
HRMS (ESI/QTOF): [M + HJ* Calcd for C23H21N205 405.1450, found 405.1452.
Rf: 0.25 (CH2Cl2/MeOH, 9:1, v/v).

2,3-dibenzoyl catecholamide ethyl acryloyl 174:

Method 1:
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Using procedure A with 2,3-dibenzoyl catechol acid 145 (1.4 mmol, 500 mg) and N-
acryloylethylenediamine 173 302 (2.8 mmol, 639 mg) with adding of DIEA (2.8 mmol, 488
pL) to obtain compound 174 (white solid, 173 mg, 23%).

Method 2:

2,3-dibenzoyl catecholamide ethylamine 176 (0.2 mmol, 100 mg) was solubilized in
anhydrous CH2Cl> (8 mL), anhydrous NEt3 (0.4 mmol, 56 uL) was added. At 0 °C acryloyl
chloride (0.2 mmol, 18 uL) was added dropwise. The mixture was stirred for 2 h at room
temperature. Solvent was evaporated under vacuum and residue was purified by silica gel
flash chromatography (CH2Cl2/MeOH, 97:3, v/v) to isolate compound 174 (white solid, 29
mg, 31%).

1TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.98 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-10), 7.96 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-
10%), 7.58 — 7.47 (m, 3H, H-7, H-12, H-12"), 7.47 — 7.37 (m, 1H, H-5), 7.35 — 7.29 (m, 5H,
H-6, H-11, H-11"), 6.14 (d, J = 17.0 Hz, 1H, H-19 trans), 5.95 (dd, J = 17.0, 10.3 Hz, 1H,
H-18), 5.50 (d, J = 10.3 Hz, 1H, H-19 cis), 3.40 — 3.32 (m, 2H, H-14), 3.32 — 3.23 (m, 2H,
H-15).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 166.96 (C=0, C-17), 166.84 (C=0 C-1), 164.45 (C=0 C-
8), 164.34 (C=0, C-8"), 143.25 (C=C aromatic, C-4), 140.38 (C=C aromatic, C-3), 134.05
(C=CH aromatic, C-12), 133.97 (C=CH aromatic, C-12’), 130.78 (C=C aromatic, C-2),
130.49 (CH=CH, alkene, C-18), 130.11 (C=CH aromatic, C-10), 130.08 (C=CH aromatic,
C-10%), 128.62 (C=CH aromatic, C-11), 128.54 (C=CH aromatic, C-11"), 128.18 (C=C
aromatic, C-9), 128.07 (C=C aromatic, C-9’), 126.70 (C=CH aromatic, C-6), 126.42
(CH=CH alkene, C-19), 126.16 (C=CH aromatic, C-7), 125.80 (C=CH aromatic, C-15),
39.61 (C-14), 39.31 (C-15).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Caled for C26H23N206 459.1556, found 459.1563.

Rf: 0.2 (Cyclohexane/AcOEt, 2:8, v/v).

C18 HPLC (16% CH3CN 50 mM TEAAc - 64% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 14.21

min.
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OH oH

180 I\|

Diethylenglycol propargyl a-D-mannopyranoside 180: reference NMR from Persec
et al.3!
Using procedure F with peracetylated D-mannose (10 mmol, 4.3 g) and propargyl
diethyleneglycol (30 mmol, 4.3 g) to give mannoside 179 (colorless oil, 3.7 g, 79%)
Finally, using procedure G intermediate 179 was deprotected with NEt3/MeOH/H>0 (28
mL) to obtain 180 (yellow oil, 2.7 g, quantitative).
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Phenyl acetamide triazolemethylene diethylenglycol 2,3,4,6-0O-acetyl-p-D-
galactopyranoside 181:

Propargyl diethyleneglycol 71 (1 mmol, 144.2 mg) was solubilized in dioxane/H>O (5:1,
v/v, 12 mL) and galactoside azide derivative 92 (1 mmol, 522 mg) was added followed by
copper (0.016 mmol, 1 mg) and TEAAc (2 M, 200 uL). The mixture was stirred at 55 °C
overnight. Solvent was evaporated under vacuum and the crude was purified by silica gel
flash chromatography (CH2Cl2/MeOH, 95:5 v/v) to obtain product 181 (white solid, 545
mg, 82%).

'H NMR (400 MHz, CDCIl3) & 8.61 (s, 1H, H-10), 7.81 (s, 1H, H-7), 7.41 (d, J = 8.9 Hz,
2H, H-12), 6.94 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-13), 5.50 — 5.39 (m, 2H, H-2", H-4"), 5.18 (s, 2H,
H-8), 5.10 (dd, J = 10.5, 3.4 Hz, 1H, H-3"),4.99 (d, / =7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (s, 2H, H-
5),4.21 (dd, J =11.3, 7.0 Hz, 1H, H-6"a), 4.14 (dd, J = 11.3, 6.2 Hz, 1H, H-6’b), 4.04 (t,
J=6.7Hz, 1H, H-57), 3.79 — 3.65 (m, 6H, CH2-diethyleneglycole), 3.65 — 3.52 (m, 2H,
H-3), 3.04 (s, 1H, -OH), 2.17 (s, 3H, H-16), 2.06 (s, 2H, H-16), 2.04 (s, 3H, H-16), 2.00
(s, 3H, H-16).
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I3C NMR (101 MHz, CDCl3) 8 170.54 (C=0, C-15), 170.38 (C=0, C-15), 170.25 (C=0,
C-15), 169.58 (C=0, C-15), 163.43 (C=0, C-9), 154.08 (C=C aromatic, C-14), 145.46
(C=CH triazol, C-6), 132.69 (C=C aromatic, C-11), 125.12 (C=CH triazol, C-7), 121.97
(C=CH aromatic, C-12), 117.66 (C=CH aromatic, C-13), 100.05 (C-1"), 72.61 (C-3), 71.17
(C-57%), 70.90 (C-37), 70.50 (C-4), 70.06 (C-1), 68.75 (C-2"), 67.00 (C-4"), 64.45 (C-5),
61.72 (C-2), 61.46 (C-6"), 53.60 (C-8), 20.89 (C-16), 20.82 (C-16), 20.79 (C-16), 20.72
(C-16).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]*" Calcd for C29H39N4O14 667.2457, found 667.2461.

Rf: 0.2 (CH2Cl2/MeOH, 9:1, v/v).
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Phenyl acetamide methylene triazol diethylenglycol phosphoramidite 2,3,4,6-O-
acetyl-p-D-galactopyranoside 182:

Galactopyranoside derivative 181 (3.36 mmol, 2.24 g) was co-evaporated twice with
anhydrous CH3CN, and product was solubilized in anhydrous CH2Cl2 (45 mL). Anhydrous
DIEA (4.7 mmol, 820 pL) was added and mixture was dried over molecular sieve (4 A)
for 2 h under argon atmosphere and CaCl, guard. At 0 °C, cyanoethyl-N,N-diisopropyl
phosphoramidite chloride (3.7 mmol, 875 pL) was added dropwise and the mixture was
stirred for 1 h at room temperature. H>O (1 mL) was added after 5 min, organic layer was
washed twice with a saturated solution of NaHCO3. Organic layer was dried over Na>SOg4
and solvent evaporated under vacuum. The residue was purified by silica gel flash
chromatography (CH2Clo/AcOEt/10% NEts, 9:1, v/v 10% NEts3) to obtain phosphoramidite
182 (white solid, 2.28 g, 78%).

'H NMR (400 MHz, CDCIl3) & 8.45 (s, 1H, H-10), 7.80 (s, 1H, H-7), 7.41 (d, J = 9.0 Hz,
2H, H-12), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-13), 5.51 — 5.40 (m, 2H, H-2", H-4"), 5.17 (s, 2H,
H-8), 5.09 (dd, J =10.5, 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.98 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (s, 2H, H-
5), 4.27 —4.10 (m, 2H, H-6"), 4.04 (t, J = 6.9 Hz, 1H, H-5"), 3.89 — 3.75 (m, 2H, H-17),
3.75 - 3.62 (m, 8H, H-1, H-4, H-2, H-3), 3.62 — 3.50 (m, 2H, H-20), 2.62 (t, J = 6.0 Hz,
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2H, H-18), 2.16 (s, 3H, H-16), 2.05 (s, 3H, H-16), 2.04 (s, 3H, H-16), 2.00 (s, 3H, H-16),
1.16 (d, J = 6.7 Hz, 6H, H-21), 1.14 (d, J = 6.7 Hz, 6H, H-21).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 170.49 (C=0, C-15), 170.35 (C=0, C-15), 170.22 (C=0,
C-15), 169.53 (C=0, C-15), 163.25 (C=0, C-9), 154.10 (C=C, C-14), 145.84 (C=CH
triazol, C-6), 132.60 (C=C, C-11), 124.79 (C=CH triazol, C-7), 121.90 (C=CH aromatic,
C-12), 118.05 (C-19), 117.68 (C=CH aromatic, C-13), 100.07 (C-1°), 71.43 (C-3), 71.18
(C-5), 70.91 (C-3°), 70.68 (C-4), 70.10 (C-2), 68.76 (C-2°), 67.01 (C-4°), 64.67 (C-5),
62.79 (C-1), 62.62 (C-1 dia), 61.46 (C-6"), 58.68 (C-17), 58.49 (C-17 dia), 53.51 (C-8),
43.24 (C-20), 43.12 (C-20 dia), 24.78 (C-21), 24.71 (2 x C-21), 24.65 (C-21), 20.85 (C-
16), 20.79 (C-16), 20.76 (C-16), 20.69 (C-16), 20.48 (C-18), 20.41 (C-18 dia).

31p NMR (162 MHz, CDCl3) & 148.51.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C3sHssNsO1sP 867.3536, found 867.3525.

Rf: 0.2 (CH2Clo/AcOEY/10% NEts, 7:2, v/v 10% NE).

184

Tripropargyl pentaerythritol tosyl triethylenelycol cyanoethyl phosphate 184:
Using procedure C with tripropargyl pentaerythritol 88 (0.45 mmol, 112 mg) and
monotosyl triethyleneglycol phosphoramidite 183 87 (0.5 mmol, 297 mg) for 2 h. Crude
was purified by silica gel flash chromatography (CH2Clo/MeOH, 95:5, v/v) to obtain
compound 184 (yellow oil, 176 mg, 59%).

'H NMR (600 MHz, CDCIl3) & 7.80 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-17), 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-
18), 4.32 — 4.18 (m, 4H, H-7, H-10), 4.18 — 4.06 (m, 10H, H-15, H-3, H-6), 3.70 (ddd, J =
9.3,4.8,3.1 Hz, 4H, H-11, H-14), 3.63 — 3.58 (m, 4H, H-12, H-13), 3.53 (s, 6H, H-2), 2.79
(t, J = 6.4 Hz, 2H, H-8), 2.45 (s, 3H, H-20), 2.43 (t, J = 2.4 Hz, 3H, H-5).

BC NMR (151 MHz, CDCl3) § 145.03 (C=C aromatic, C-19), 133.14 (C=C aromatic, C-
16), 130.02 (C=CH aromatic, C-18), 128.13 (C=CH aromatic, C-17), 116.75 (C-9), 79.84
(C-4), 74.63 (C-5), 70.93, 70.68 (C-12, C-13), 69.41, 68.91 (C-11, C-14), 68.26 (C-2),
67.30, 67.26, 67.22 (C-10, C-15, C-6), 62.02 (C-7), 61.99 (C-7"), 58.87 (C-3), 44.97 (C-
1), 44.92 (C-17), 21.79 (C-20), 19.74 (C-8), 19.70 (C-8°).
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HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C30H41NO12PS 670.2082, found 670.2077.
Rf: 0.43 (CH2Cl/MeOH, 95:5, v/v).

e .
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Tri-(2,3-dibenzoyl catecholamide propyl triazol) triethyleneglycol tosyl
pentaerythritol cyanoethyl phosphate 185:

Using procedure E with tripropargyl pentaerythritol triethyleneglycol tosyl cyanoethyl
phosphate 184 (1.7 mmol, 1.17 g). The crude was purified by silica gel flash
chromatography (CH:2Cl2/MeOH, 95:5, v/v). Product was solubilized in minimum of
CH3CN and treated with quadrapure® IDA (500 mg) for 3 h. The mixture was filtered and
filtrate evaporated under vacuum. Residue was solubilized in a minimum of dioxane for
lyophilization and to obtain 185 (white solid, 2.21 g, 65%).

TH NMR (400 MHz, CDCIl3) & 8.05 — 7.94 (m, 12H, H-34), 7.75 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-17),
7.67 (s, 3H, H-5), 7.58 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 3H, H-31), 7.55 — 7.48 (m, 6H, H-36), 7.44 —
7.39 (m, 3H, H-29), 7.38 — 7.27 (m, 17H, H-35, H-18, H-30), 7.21 (t, J = 5.9 Hz, 3H, H-
24), 4.53 (s, 6H, H-3), 4.26 (t, J = 6.7 Hz, 6H, H-21), 4.15 - 3.97 (m, 8H, H-10, H-15, H-
7, H-6), 3.66 — 3.58 (m, 4H, H-11, H-14), 3.56 — 3.52 (m, 4H, H-12, H-13), 3.44 (s, 6H,
H-2), 3.28 (dd, J = 12.6, 6.2 Hz, 6H, H-23), 2.72 — 2.63 (m, 2H, H-8), 2.41 (s, 3H, H-20),
2.04 — 1.92 (m, 6H, H-22).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 165.86 (C=0, C-25), 164.37 (C=0, C-32), 164.32 (C=0,
C-327), 145.02 (C=CH triazol C-4, C=C aromatic C-19), 143.47 (C=C aromatic, C-28),
140.60 (C=C aromatic, C-27), 134.20 (C=CH aromatic, C-36), 134.02 (C=CH aromatic,
C-36"), 132.97 (C=C aromatic, C-16), 131.28 (C=C aromatic, C-26), 130.33 (C=CH
aromatic, C-34), 130.27 (C=CH aromatic, C-34"), 130.05 (C=CH aromatic, C-18), 128.84
(C=CH aromatic, C-35), 128.69 (C=CH aromatic, C-35), 128.51 (C=C aromatic, C-33),
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128.34 (C=C aromatic, C-33’), 128.06 (C=CH aromatic, C-17), 126.70 (C=CH aromatic,
C-30), 126.57 (C=CH aromatic, C-31), 125.88 (C=CH aromatic, C-29), 123.44 (C=CH
triazol, C-5), 117.33 (C-9), 70.81 (C-13), 70.52 (C-12), 69.94 (C-14), 69.47 (C-10, C-15),
68.80 (C-11), 68.25 (C-2), 67.30 (C-7), 64.99 (C-3), 62.19 (C-6), 47.50 (C-21), 45.16 (C-
1), 36.83 (C-23), 30.05 (C-22), 21.76 (C-20), 19.61 (C-8).

3Ip NMR (162 MHz, CDCl3) 6 -2.17.

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]" Calcd for C102H101N13027PS 2002.6388, found 2002.6431,
[M + 2H]** Calcd for C102H102N13027PS 1001.8233, found = 1001.8260, [M + 3H]** Calcd
for C102H103N13027PS 668.2181, found = 668.2202.

Rf: 0.21 (CH2Cl2/MeOH, 95:5, v/v).
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Tri-(2,3-dibenzoyl catecholamide propyl triazol) triethyleneglycol azido
pentaerythritol phosphate 186°:
Tri-(2,3-dibenzoyl catécholamide propyl triazol)-pentaerythritol tosyl triethylenglycol
cyanoethyl phosphate 185 (0.96 mmol, 1.93 g) was solubilized in NEt3/MeOH/H20
mixture (1:5:1, v/v/v, 100 mL) and mixture was stirred at room temperature overnight.
Reaction was monitored by MALDI-TOF spectrometry. Solvents were evaporated under
vacuum and residue was solubilized in DMF (20 mL). TMGN3 (1.16 mmol, 184 mg) was
added and mixture was heated to 55 °C overnight. Solvent was evaporated and residue was
solubilized in anhydrous pyridine (20 mL). Mixture was dried over molecular sieve (3 A)
for 1 h. At -15 — 0 °C benzoyl chloride was added dropwise (6.4 mmol, 744 uL) and crude
was stirred for 1 h at 0 °C. Solvent was evaporated and residue was purified by reverse

phase flash chromatography (32% CH3CN 50 mM TEAAc to 80% CH3CN 25 mM
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TEAAc). Tampon was co-evaporated with HoO and CH3CN. Residue was lyophylized in
dioxane to give 186 (white solid, 447 mg, 29%).

H NMR (CDCl3, 400 MHz) 5 8,03 — 7,93 (m, 12 H, H-26), 7,84 (s, 3H, H-5), 7,67 — 7,60
(m, 3H, H-23), 7,55 — 7,46 (m, 6H, H-28), 7,43 — 7,37 (m, 3H, H-21), 7,33 (td, J = 8,0, 3,7
Hz, 15H, H-27, H-22), 4,58 — 4,50 (m, 6H, H-3), 4,28 (t, J = 6,5 Hz, 6H, H-13), 3,93 (dd,
J =10,5, 5,8 Hz, 2H, H-7), 3,85 — 3,79 (m, 2H, H-12), 3,65 — 3,54 (m, 8H, H-11, H-8),
3,45 (s, 6H, H-2), 3,36 — 3,20 (m, 10H, H-9, H-10, H-15), 2,78 (q, J = 7,2 Hz, 11H, CH»
Triethylammonium), 2,06 — 1,89 (m, 6H, H-14), 1,12 (t, J = 7,3 Hz, CHj;
Triethylammonium).

13C NMR (CDCls, 101 MHz) § 166,26 (C=0, C-17), 164,44 (C=0, C-24), 164,19 (C=0,
C-24), 145,14 (C=CH triazol, C-4), 143,22 (C=C, C-20), 140,35 (C=C, C-19), 133,88 (2s,
C=CH, C-28), 131,08 (C=C, C-18), 130,17 (C=CH, C-26), 128,52 (d, C=CH, C-27), 128,08
(C=C, C-25), 126,58 (C=CH, C-22), 126,28 (C=CH, C-23), 125,62 (C=CH, C-21), 123,44
(C=CH triazol, C-5), 70,44, 70,23 (C-9, C-10), 69,83 (C-ethyleneglycol), 68,59 (C-
ethyleneglycol), 68,25 (C-ethyleneglycol), 66,97 (C-2), 64,65 (C-3), 50,53 (C-
ethyleneglycol), 47,47 (C-13), 45,21 (CH2-Triethylammonium), 44,95 (C-1), 36,58 (C-
15), 29,78 (C-14), 8,16 (CH3-Triethylammonium ).

3Ip NMR (202 MHz, CDCls) 6 -0.26.

C18 HPLC (32% CH3CN 50 mM TEAAc - 80% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 15 min.
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for Co2HgoN15024P 1819.78, found 1819.79.
HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for Co2Ho1N15024P 1820.6099, found 1820.6093,
[M + 2H]?* Calcd for C9:HooN15024P 910.8088, found 910.8104.
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Diethyleneglycole triazol-(2,3-dibenzoyl catecholamide propyl) a-D-

mannopyranoside 187:
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Using procedure E with diethyleneglycole propargyl oa-D-mannopyranoside 180 (1.7
mmol, 520 mg) and 2,3-dibenzoyl catecholamide propyl azide 161 (2.2 mmol, 978 mg).
The residue was purified by silica gel flash chromatography (CH2Cl2/MeOH, 75:15, v/v)
to obtain product 187 (white solid, 1.11 g, 87%).

1TH NMR (400 MHz, CDCl3) 8 8.05 — 7.94 (m, 4H, H-21), 7.64 (s, 1H, H-7), 1H, 7.59 (d,
J =8.1 Hz, 1H, H-18), 7.55 — 7.47 (m, 2H, H-23), 7.43 (dd, J = 8.1 , 1.3 Hz, 1H, H-16),
7.37 —7.28 (m, 5SH, H-22, H-17), 7.24 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H-11), 4.89 (s, 1H, -OH), 4.84
(s, 1H, H-1"), 4.75 (s, 1H, -OH), 4.57 (s, 2H, H-5), 4.25 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H-8), 3.93 —
3.76 (m, 4H, H-2’, H-4°, H-6a’, H-3"), 3.76 — 3.66 (m, 2H, H-6b’, H-1a), 3.66 — 3.49 (m,
OH, H-1b, H-2, H-3, H-4, H-5"), 3.27 (dd, J = 11.5, 5.6 Hz, 2H, H-10), 2.34 (s, 1H, -OH),
1.98 — 1.88 (m, 2H, H-9).

I3C NMR (126 MHz, CDCI3) 8 166.01 (C=0, C-12), 164.42 (C=0, C-19a), 164.40 (C=0,
C-19b), 144.77 (C=CH triazol, C-6), 143.38 (C=C aromatic, C-15), 140.51 (C=C aromatic,
C-14), 134.28 (C=CH aromatic, C-23a), 134.05 (C=CH aromatic, C-23b), 130.96 (C=C
aromatic, C-12), 130.32 (C=CH aromatic, C-21a), 130.28 (C=CH aromatic, C-21b), 128.87
(C=CH aromatic, C-22a), 128.69 (C=CH aromatic, C-22b), 128.40 (C=C aromatic, C-20a),
128.18 (C=C aromatic, C-20b), 126.93 (C=CH aromatic, C-17), 126.62 (C=CH aromatic,
C-18), 125.99 (C=CH aromatic, C-16), 123.75 (C=CH triazol, C-7), 100.24 (C-1"), 72.38
(C-5%), 171.59 (C-3°), 70.87 (C-4’), 70.68 (C-diethyleneglycole), 70.32 (C-
diethyleneglycole), 69.81 (C-diethyleneglycole), 66.96 (C-27), 66.70 (C-1), 64.46 (C-5),
61.42 (C-6"), 47.63 (C-8), 36.79 (C-10), 30.11 (C-9).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* Calcd for C37H43N4013 751.2821, found 751.2848.

Rf: 0.15 (CH2Cl12/MeOH, 9:1, v/v).
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Diethyleneglycole triazol-(2,3-dibenzoyl catecholamide propyl ) 2,3,4,6-tetra-0O-
(propargyldiethyleneglycol cyanoethylphosphotriester)-o-D-mannopyranoside 188:
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Using procedure C with diethyleneglycole triazol-(2,3-dibenzoyl catécholamide propyl)
a-D-mannopyranoside 187 (0.3 mmol, 232 mg) for 4 h to afford product 188 (yellow oil,
614 mg, quantitative). Crude was used for next step.

1TH NMR (400 MHz, CD3CN) § 8.03 — 7.95 (m, 4H, H-21), 7.69 (s, 1H, H-7), 7.65 — 7.58
(m, 3H, H-23, H-18), 7.55 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H, H-16), 7.52 — 7.38 (m, 5H, H-22, H-
17),7.15 (t, J = 6.1 Hz, 1H, H-11), 5.16 — 5.07 (m, 1H, H-1"), 4.86 —4.79 (m, 1H, H-3"),
4.75 —4.55 (m, 4H, H-4°, H-2’, H-), 4.54 (s, 2H, H-5), 4.42 — 3.99 (m, 29H, H-6", H-8, H-
31, H-24, H-28, H-5"), 3.86 — 3.75 (m, 2H, H-1), 3.75 - 3.44 (m, 30H, CH»
diethyleneglycol), 3.26 (m, 2H, H-10), 2.91 — 2.76 (m, 8H, H-32), 2.71 (t, J = 3.6 Hz, 3H,
H-30), 2.01 (p, J = 6.8 Hz, 2H, H-9).

BC NMR (101 MHz, CD3CN) 8 166.03 (C=0, C-12), 165.15 (C=0, C-19a), 164.90 (C=0,
C-19b), 145.34 (C=CH triazol, C-6), 144.42 (C=C, C-15), 141.37 (C=C, C-14), 135.14
(C=CH, C-23a), 135.07 (C=CH, C-23b), 132.50 (C=C, C-13), 130.85 (C=CH, C-21a),
130.77 (C=CH, C-21b), 129.81 (C=CH, C-22a), 129.78 (C=CH, C-22b), 129.45 (C=C, C-
20a), 129.30 (C=C, C-20b), 127.82 (C=CH, C-17), 127.29 (C=CH, C-18), 126.68 (C=CH,
C-16), 124.49 (C=CH triazol, C-7), 118.74 (CN, C-33), 98.18 (C-1"), 80.93 (CCH alkyne,
C-29), 75.80 (CCH alkyne, C-30), 75.62 (C-3"), 75.04 (C-4"), 71.85 (C-2), 71.12, 70.86,
70.49, 69.88, 68.73 (C-31), 68.41, 68.25, 66.56 (C-6"), 64.80 (C-5), 63.87, 63.44, 58.70
(C-28), 48.30 (C-8), 37.41 (C-10), 30.81 (C-9), 20.16 (C-32).

3IP NMR (162 MHz, CD3CN) 6 -1.69, -1.74, -2.18, -2.35, -2.42, -2.66, -2.73.
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for C77H97NgO33P4 1786.54, found 1733.27 (-
Cne).

HRMS (ESI/QTOF): [M + H]* C77H99NsO33P4 1787.5265, found 1787.5258.

Rf: 0.22 (CH2Cl2/MeOH, 95:5, v/v).
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Galactocluster mono-catechol G1C:

Using procedure D with mannopyranoside mono-catechol 188 (0.3 mmol, 536 mg) and
galactopyranoside azide derivative 92. Crude was purified by silica gel flash
chromatography (CH:Cl>/MeOH, 85:15, v/v) to obtain protected galactocluster mono-
catechol (yellow solid, 863 mg, 74%).

TH NMR (400 MHz, CD3CN) 6 9.02 (s, 4H, H-33), 8.00 — 7.94 (m, 4H, H-21), 7.92 — 7.80
(m, 4H, H-30), 7.69 (s, 1H, H-7), 7.64 — 7.32 (m, 17H, H-23, H-18, H-16, H-36, H-22, H-
17), 7.25 (s, 1H, H-11), 6 .97 (d, J = 8.9 Hz, 8H, H-35), 5.40 (d, J = 3.3 Hz, 4H, H-4""),
5.31 -5.06 (m, 21H, H-2"", H-3"", H-31, H-1"", H-1"), 4.85 (s, 1H, H-2"), 4.73 — 4.63 (m,
1H, H-3"), 4.63 — 4.44 (m, 11H, H-28, H-5, H-4"), 4.32 — 4.00 (m, 41H, H-8, H-38, H-24,
H-6"", H-5", H-6", H-5"), 3.68 — 3.46 (m, 32H, CH»-diethyleneglycole), 3.24 (q, J = 6.1
Hz, 2H, H-10), 2.85 — 2.70 (m, 8H, H-39), 2.15 (s, 2H, H-9), 2.12 (s, 12H, H-42 Ac), 2.02
(s, 12H, H-42 Ac), 1.97 (s, 12H, H-42 Ac), 1.94 (s, 12H, H-42 Ac).

I3C NMR (101 MHz, CD3CN) § 171.21 (C=0, C-41), 171.10 (C=0, C-41), 170.81 (C=0,
C-41), 170.53 (C=0, C-41), 165.13 (C=0, C-32), 154.46 (C=CH aromatic, C-37), 145.61
(C=CH triazol, C-29), 135.08 (C=CH, C-23), 134.50 (C=CH aromatic, C-24), 130.82
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(C=CH, C-21), 129.80 (C=CH, C-22), 127.84 (C=CH, C-17), 127.31 (C=CH, C-18),
126.20 (C=CH triazol, C-30), 122.31 (C=CH, C-35), 118.68 (C=CH, C-36), 100.25 (C-
1°7), 72.04 (C-5""), 71.51 (C-3""), 71.06, 70.34, 69.55 (C-2""), 68.28, 67.65 (C-4""), 64.76
(C-28, C-5), 63.99, 62.34, 53.41 (C-31), 48.36 (C-38), 37.46 (C-10), 30.75 (C-9), 20.85
(C-42), 20.18 (C-39).

3IP NMR (202 MHz, CDCl3) § -2.70 (m).

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - 2H + Na] Calcd for C165H200N24077P4Na 3898.39, found
3900.25, for [M - Cne] 3823.35, found 3822.20.

HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** C165H204N24077P4 1938.5868, found 1938.5840.

Using procedure G with protected galactocluster mono-catechol (0.15 mmol, 595 mg) in
NEt;/MeOH/H20 (21 mL). Crude was purified by reverse phase flash chromatography (1%
CH3CN + 25 mM TEAAc to 20% CH3CN + 25 mM TEAACc). Triethylammonium ion were
exchange on Na+ with DOWEX® 50W X8 Na+ form resin treatment and the product was
lyophilized in H>O to give galactocluster mono-catechol G1C (beige solid, 321 mg, 74%).
'H NMR (400 MHz, D>0) & 8.18 — 7.75 (m, 5H), 7.36 (s, 8H), 7.07 (s, 10H), 6.86 — 6.60
(m, 1H), 5.35 (s, 8H), 5.09 (s, 1H), 4.95 (s, 5H), 4.73 — 4.25 (m, 21H), 4.20 — 3.40 (m,
88H), 3.34 (s, 2H), 2.16 (s, 2H).

13C NMR (101 MHz, D>0O) & 181.49, 165.82, 154.18, 144.13, 131.42, 126.52, 123.07,
116.98, 100.97, 75.32, 72.54,70.52, 70.27, 69.50, 68.94, 68.45, 64.86, 63.05, 60.69, 52.39,
23.28.

3P NMR (162 MHz, D20) § 0.69, -0.60, -0.85.

C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 13.2
min.

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for C107H149N20059P4 2783.34, found 2783.22.
HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** C107H152N20059P4 1392.4230, found 1392.4210,

[M + 3H]** C107H153N20050P4 928.6179, found 928.6185.
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Fucocluster mono-catechol F1C:
Using procedure D with mannopyranoside mono-catechol 188 (0.35 mmol, 631 mg) and
fucopyranoside azide derivative 95 to give protected fucocluster mono-catechol (yellow
solid, 1.6 g, quantitative). Crude was used for next step.
'TH NMR (600 MHz, CD3CN) § 8.07 — 7.97 (m, 4H, H-21), 7.86 — 7.76 (m, 4H, H-7, H-
30), 7.65 — 7.31 (m, 9H, H-23, H-18, H-16, H-22, H-17), 5.31 — 5.16 (m, 8H, H-2"", H-
4°),5.08 —4.94 (m, 9H, H-3"", H-1"", H-2"), 4.56 (s, 12H), 4.49 (s, 12H), 4.37 — 4.02 (m,
12H), 3.84 (s, 12H), 3.71 (s, 7TH), 3.68 — 3.36 (m, 86H), 3.25 (s, 2H), 2.81 (s, 6H), 2.17 (s,
13H), 2.11 (s, 12H), 1.99 (s, 12H), 1.92 (s, 12H), 1.07 (d, J = 6.3 Hz, 14H).
13C NMR (126 MHz, CD3CN) § 171.47, 171.16, 170.90, 166.03, 165.10, 164.85, 145.26,
144.34, 135.04, 130.77, 129.76, 127.78, 12491, 71.96, 70.97, 70.59, 70.21, 69.96, 68.79,
68.58, 68.03, 67.59, 65.24, 64.71, 50.72, 46.54, 37.36, 30.75, 20.72, 16.08, 8.68.
3P NMR (202 MHz, CD3CN) & -0.98 — -3.15 (m).
MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for C149H214N20079P4 3576.30, found 3523.25
(- Cne), 3470.47 (- 2 Cne).
HRMS (ESI/QTOF): [(M - Cne) + 2H]** C146H213N19073P4 1762.1245, found 1762.1262.
[(M - Cne) + 3H]** C146H214N19073P4 1175.0856, found 1175.0873.
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Using procedure G with protected fucocluster mono-catechol (0.35 mmol, crude 1.6 g) in
NEt;/MeOH/H20 (174 mL). Crude was purified by reverse phase flash chromatography
(1% CH3CN + 25 mM TEAACc to 24% CH3CN + 25 mM TEAACc). Triethylammonium ion
were exchange on Na+ with DOWEX® 50W X8 Na+ form resin treatment and the product
was lyophilized in H2O to give fucocluster mono-catechol F1C (brown solid, 523.5 mg,
54%).

TH NMR (400 MHz, D,0) 6 8.13 — 8.01 (m, 8H), 7.15 — 6.99 (m, 2H), 6.88 — 6.76 (m, 1H),
5.10 (s, 2H), 4.93 — 4.89 (m, 4H), 4.88 (s, 7TH), 4.72 — 4.20 (m, 47H), 4.20 — 3.83 (m, 61H),
3.83 -3.30 (m, 172H), 2.29 (s, 2H), 1.28 — 1.11 (m, 28H).

BBCNMR (101 MHz, D>0) 6 181.44, 143.96, 125.42, 124.99, 119.06, 102.75, 98.58, 97.76,
72.84,71.80, 71.31, 70.87, 70.50, 70.43, 70.30, 70.22, 70.13, 69.74, 69.67, 69.54, 69.46,
69.23, 68.92, 68.76, 68.07, 66.79, 66.58, 64.83, 63.08, 60.33, 50.12, 49.97, 48.77, 37.18,
28.33, 15.30.

3P NMR (162 MHz, D;0) § 0.58, -0.72, -0.96.

C18 HPLC (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 16.6
min.

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H]” Calcd for CooH169N16059P4 2651.39, found 2651.32.
HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** CooH172N16059P4 1326.4950, found 1326.4951,

[M + 3H]** CooH173N16050P4 884.6660, found 884.6677.

Galactocluster diethyleneglycol 189:
Using procedure C with 1-O-diethyleneglycol propargyl-oa-D-mannopyranoside 180 (0.3
mmol, 92 mg) and galactopyranoside phosphoramidite 182 (1.8 mmol, 1.56 mg) and BMT
(2.4 mmol, 461 mg) as activator in anhydrous CH3CN (12 mL) for 4 h. In last step, using
procedure G, product was deprotected in NEts/MeOH/H20 (34 mL). Residue was purified
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by reverse phase flash chromatography (1% CH3CN 25 mM TEAAc to 24% CH3CN 25
mM TEAACc) and lyophilized in H>O to afford product 189 (yellow solid, 409 mg, 54%).
H NMR (500 MHz, D,0) & 8.08 — 8.03 (m, 4H, H-14), 7.33 (d, J = 8.9 Hz, 8H, H-18),
7.04 (d, J =7.7 Hz, 8H, H-19), 5.36 — 5.28 (m, 8H, H-15), 5.01 (s, 1H, H-1"),4.92 (d, J =
7.6 Hz, 4H, H-1""), 4.70 — 4.54 (m, 9H, H-12, H-2"or H-3"), 4.35 (s, 1H, H-2" or H-3"),
4.28 — 4.20 (m, 1H, H-4"), 4.16 — 4.10 (m, 2H, H-5), 4.08 — 3.98 (m, 6H, H-8a), 4.00 —
3.90 (m, 7H, H-8b, H-3""), 3.87 (s, 2H, H-5°, H-6a’), 3.83 — 3.51 (m, 53H, H-6b’, H-2"",
H-4>, H-5"", H-6"", H-diethyleneglycol), 2.81 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H-7).

BC NMR (126 MHz, D,0) & 180.70 (C=0, C-16), 153.42 (C=C aromatic, C-20), 143.36
(C=CH triazol, C-13), 136.99, 130.50 (C=CH aromatic, C-17), 125.73 (C=CH triazol, C-
14), 122.44 (C=CH aromatic, C-18), 116.14 (C=CH aromatic, C-19), 100.07 (C-1""), 96.95
(C-17), 78.55 (CCH alkyne, C-6), 71.65 (CCH alkyne, C-7), 69.66, 69.34, 68.74, 68.56,
68.13, 67.72, 67.59, 63.97 (C-8a), 63.85 (C-8b), 62.24 (C-12), 59.82, 57.01 (C-5), 51.56
(C-15), 36.72(C-7).

3P NMR (202 MHz, D,0) § 0.52, -0.74, -0.80, -0.97.

HPLC C18 (1% CH3CN 50 mM TEAAc - 24% CH3CN 50 mM TEAAc -20 min): 10.8
min.

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H] Calcd for Co7H137N16056P4 2547.11, found 2547.38.
HRMS (ESI/QTOF): [M + 2H]** Co7H140N16056P4 1274.3769, found 1274.3739.
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Galactocluster protected tri-catechol 190:
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Using procedure E with mannoside plateform 189 (0.156 mmol, 400 mg) and tri-catechol
plateform 186 (0.172 mmol, 312 mg) for 5 days. THPTA (0.156 mmol, 68 mg) was added
and mixture was stirred for 2-3 days. Crude was evaporated under vacuum and purified by
reverse phase flash chromatography (1% CH3CN 25 mM TEAAc to 80% CH3CN 25 mM
TEAACc). The product was treated with quadrapure® (800 mg) and filtered to lyophilization
to afford compound 190 in mixte with partially deprotected products. A pure fraction was
isolated for characterization.

1TH NMR (600 MHz, D>0) & 8.08 (s, 3H), 8.04 (s, 4H), 7.92 — 7.86 (m, 3H), 7.76 — 7.55
(m, 11H), 7.54 — 7.40 (m, 19H), 7.40 — 7.27 (m, 18H), 7.27 — 7.12 (m, 12H), 7.14 — 6.96
(m, 25H), 6.96 — 6.68 (m, 18H), 5.39 — 5.14 (m, 17H), 5.10 (s, 4H), 4.98 — 4.89 (m, 11H),
471 —4.22 (m, 46H), 4.19 — 3.92 (m, 39H), 3.92 — 3.03 (m, 156H), 1.74 (s, 6H).

13C NMR (151 MHz, D,0) & 181.49, 175.78, 165.34, 154.21, 144.20, 136.28, 131.56,
131.21, 129.67, 128.78, 128.29, 127.43, 126.50, 123.02, 117.01, 101.03, 75.30, 72.59,
70.54, 69.52, 68.97, 68.44, 64.84, 64.65, 64.50, 63.73, 63.09, 60.66, 52.40, 49.79, 47.52,
46.64, 36.44, 29.12, 23.26.

3IP NMR (202 MHz, D,0) 6 0.57, 0.34, -0.82, -1.02.

HPLC C18 (1% CH3CN 50 mM TEAAc to 24% CH3CN 50 mM TEAAc overs 12 min-
24% CH3CN 50 mM TEAAc to 80% CH3CN 50 mM TEAAc over 7 min): 17.5 min
MALDI-TOF (THAP): m/z [M + H]" Calcd for CigoH229N31080P5 4369.92, found
4370.49.

HRMS (ESI/QTOF): [M + 3HJ]** Calcd for CisoH231N310s0Ps 1456.4544, found

1456.4528.
HOQ
N 29
HO 17 =N 23 39
d NH 16 /EQ\/FI] 21 H 28
\ 15/—0 SN-N24 27
¢ ORR N/Y\o 19 20 5 25 Y76 “OH
4 L N=N 14 O H

Galactocluster tri-catechol G3C:
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Using procedure G with galactocluster protected tri-catechol 190 (0.01 mmol, 50 mg) in
NEt:/MeOH/H20 (7 mL) overnight. Crude was extracted three times with AcOEt and
aqueous layer lyophilized to obtain G3C (brown solid, 37 mg, 38% for two steps).

TH NMR (600 MHz, D>0) & 8.22 — 7.75 (m, 5H), 7.51 — 6.73 (m, 19H), 5.39 (s, 8H), 5.11
(s, 1H), 5.05 - 4.85 (m, SH), 4.75 — 4.24 (m, 29H), 4.23 — 2.96 (m, 104H), 2.31 — 1.94 (m,
12H).

BC NMR (151 MHz, D>;0) & 181.49, 169.94, 165.89, 154.23, 144.22, 131.42, 128.78,
128.29, 126.54, 124.62, 123.13, 117.00, 101.00, 97.73, 75.33, 72.56, 70.54, 70.28, 69.52,
68.98, 68.47, 64.85, 64.66, 63.69, 63.09, 60.68, 52.42, 49.83, 36.64, 28.69, 23.26.

3IP NMR (202 MHz, D,0) 6§ 0.59, 0.31, -0.75, -1.00.

MALDI-TOF (THAP): m/z [M - H]"Calcd for C147H203N31074P5 3743.25, found 3743.27.
[M + HJ* Caled for C147H205N31074Ps 3745.27, found 3745.75.

HRMS (ESI/QTOF): [M + 3H]** Calcd for C147H207N31074P5 1248.4020, found 1248.4016,
[M + 4H]* C147H208N31074P5 936.5533, found 936.5510.
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thermosensibles pour la synthese
d’oligonucléotide 5°- ou 3’-
mono(thio)phosphate
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Chapitre IV : Synthese de réactifs thermosensibles permettant la formation
d’oligonucléotides 5’- ou 3’-mono(thio)phosphate

Au cours de 1’évaluation de I’incorporation/stabilité du synthon phosphoramidite 112
portant un motif hydroxamate, sur un hexathymidylate, nous avons constaté la formation
d’un hexathymidylate 5’ phosphate lorsque I’oligomére supporté a été traité par une
solution ammoniacale a 55 °C. Les études réalisées par 1’équipe de Beaucage portant sur
I’élaboration ~ d’oligonucléotides  prodrogues  comportant des  groupements

303304 nous ont permis de comprendre pourquoi l'introduction de ce

thermolabiles,
phosphoramidite hydroxamate conduisait au 5'-phosphate (§ Schéma 21, chapitre II). Afin
de valoriser cette réaction secondaire, nous avons entrepris la synthese de réactifs
phosphoramidite 192 et support solide 193 comportant un motif éthylthioéther dans le but
d’¢laborer la synthése d’oligodésoxynucléotide 5’- ou 3’-mono(thio)-phosphate ou un

phosphoramidite méthylthioéthyle 194 pour la synthese de 5'-mono(thio)phosphate.

La synthese des trois réactifs phosphorylants a pu étre élaborée a partir de réactifs
commerciaux peu onéreux apres seulement une ou deux étapes de synthese (Schéma

57).
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Schéma 57 : Synthese des phosphoramidites 192 et 194 ainsi que du support solide 193

Dans un premier temps, le 2,2’-thiodiéthanol a été monoprotégé par un groupement

diméthoxytrityle puis phosphitylé pour obtenir le phosphoramidite 192 avec 45 % de
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rendement global ou couplé avec le support solide succinate 66 pour aboutir au support
solide 193 avec un taux de fonctionnalisation de 49,5 pmol/g. Le phosphoramidite 194 a
quant a lui été synthétisé apres une simple réaction de phosphitylation a partir du 2-
(méthylthio)éthanol. Une fois ces différents composés obtenus ces derniers ont été utilisés

pour la synthése d’oligodésoxynucléotides phosphorylés.

A. Synthese des oligonucléotides 5'-monophosphate

Afin d’évaluer 1’efficacité des phosphoramidites 192 et 194 et a 1’aide d’un
synthétiseur automatisé d’oligonucléotides, ces derniers ont été incorporés avec un temps
de couplage de 60 s en fin de synthése d’un hexathymidylate (Schéma 58). Dans le but de
vérifier ’incorporation des phosphoramidites, un échantillon des supports solides a été
analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF (THAP) en fin de synthese. Comme nous
avons pu le décrire précédemment, les masses détectées lors de 1’analyse du tir sur support
ont correspondu aux produits de fragmentation en 3’ de 1’hexathymidylate issus de la
coupure de la liaison phosphotriester de I’oligonucléotide par I’énergie du laser. D’autre
part, le groupement méthylthioéthyle a également été éliminé, ce qui confirme bien la

propriété thermolabile de ce motif.
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Schéma 58 : Synthese de [’hexathymidylate 5’ -mononophosphate

L’incorporation vérifiée, les supports solides ont été soit traités directement par une

solution ammoniacale durant 1 h a température ambiante soit chauffés dans 1’eau (40, 50,
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60 °C durant 15 - 60 min) pour éliminer le groupement méthylthioéthyle par formation
d’un cycle thiirane, puis trait¢é a 1’ammoniaque pendant 1 h a 40 °C pour libérer
I’hexathymidylate 5’-monophosphate complétement déprotégé (Schéma 58). Le suivi des
déprotections par HPLC-C18 a permis de montrer qu’un traitement a 1’eau chaude été
nécessaire pour obtenir exclusivement I’hexathymidylate 5’-monophosphate (Figure 108).
Le traitement immédiat a 1’ammoniaque a abouti majoritairement a la formation de
I’hexathymidylate modifié portant toujours le groupement méthylthioéthyle ou
éthanolthioéthyle (198a, 198b). D’autre part, 1’optimisation de 1’étape d’élimination du
groupement méthylthioéthyle a montré que seuls les protocoles utilisant un traitement a 40
°C pendant 80 min ou 50 °C pendant 40 min ou 60 °C pendant 30 min, ont abouti a
I’obtention de I’oligonucléotide phosphorylé 197 (pic 11,5 min). Ainsi pour I’élaboration
d’oligonucléotide 5’-monophosphate le protocole employant un pré-traitement a I’eau

chaude (60 °C) durant 30 min suivi du traitement ammonical a été sélectionné.

197
NH,OH, rt
JL H,0, 60 min 60°C

H,0, 30 min 60 °C

L H,0, 15 min 60°C

.....................

—
10.0 min 20.0

Figure 108 : Chromatogramme HPLC-CI8 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc — 20 min) a 260 nm de la cinétique de déprotection a l’eau (60 °C)

La preuve de concept validée, nous avons entrepris la synthése d’un dodécanucléotide
(pTAG TCA GCA CTT). Apres élongation de la séquence nucléotidique, le
phosphoramidite 194 a été incorporé puis le support a été traité 1 h a 60 °C puis 5 h a 55
°C avec une solution ammonicale. Les analyses HPLC-C18 et MALDI-TOF du brut de

déprotection ont permis de confirmer I’obtention de 1’oligonucléotide 5’ -monophosphate.
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B. Synthese des oligonucléotides 3’-monophosphate

En s’appuyant sur le protocole décrit précédemment, le support solide 193 a été utilisé
pour [1’¢élaboration d’oligonucléotides 3’-monophosphate. Tout comme pour les
phosphoramidites, le support solide a dans un premier temps été utilisé pour la synthese

d’un hexathymidylate 3’-monophosphate (Schéma 59).
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Schéma 59 : Synthese de ['hexathymidylate 3 ’-monophosphate

De maniére similaire, en fin de synthese, le support solide a fait I’objet d’un tir sur support
afin de confirmer la réussite de la synthése. L’énergie du laser a donné un peu de
fragmentation et a permis la formation du thiirane entrainant la libération de
I’hexathymidylate 3’-diesterphosphate entierement protégé. La détection de cet ion a
présenté une intensité d’ionisation 5 fois plus importante que celle obtenue pour les autres
ions de fragmentation. Cette différence d’intensité de détection nous a permis de confirmer
la propriété thermolabile du lien éthylthioéthyle. Le support a été ensuite traité directement
a ’ammoniaque ou bien pré-traité durant 30 min a 60 °C avec de I’eau puis le surnageant
filtré et traité avec une solution ammoniacale. Les bruts de déprotection ont alors été
analysés par HPLC-C18 et spectrométrie de masse MALDI- TOF. Ces analyses ont
confirmé la formation du Ts 3'-phosphateéthylthioéthanol 202 lorsque qu’un traitement
ammoniacal a été directement appliqué ainsi que la formation de 1’hexathymidylate 3’-

monophosphate 201 dans le cas ol un pré-traitement a 1’eau chaude a été effectué.

Selon le méme protocole, la synthése d’un dodécanucléotide (CAA TCC GAT GACp) a

été effectuée avec succes.
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C. Synthése en tandem

Par extension des protocoles de phosphorylation décrites plus haut, nous avons
développé une méthode de synthése en tandem d’oligonucléotide 5’- et 3’-monophosphate
(pGTTCAC et CTACTp) en introduisant le phosphoramidite 192 en cours de synthese.
Pour cela, a partir du support commercial de la cytosine, nous avons construit la séquence
CTACT192GTTCAC dans laquelle le phosphoramidite 192 a été incorporé entre les deux
séquences souhaitées. En fin de synthése, le support a été traité par de 1’eau chaude (60
°C) durant 1 h puis 5 h a I’ammoniaque. Les analyses HPLC-C18 et MALDI-TOF du brut
de déprotection (Figure 109) ont montré 1’obtention de deux séquences majoritaires au m/z
1516,93 (a 8,98 min) et 1845,87 (a 9,58 min), ces masses sont en adéquation avec les m/z

calculées pour la séquence CTACTp (1516,97) et pPGTTCAC (1846,18) respectivement.

CTACTp PGTTCAC
1517.28 1846.44
Tandem
crude
CTACT
PGTTCAC 1437.0
9.580
A A
1437.02
CTACT
8.977
CTACTp Calcd 1437.00
Peak at 10.14 min
A

1845.87

PGTTCAC
Calcd 1846.18

CTACT
10.140 Peak at 9.58 min
1516.93

i

0.0 100 200

CTACTp

Peak at 8.98 min Caled 1516.97

M,

1000 2000

Figure 109 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3;CN 50 mM
TEAAc — 20 min) a 260 nm et spectre MALDI-TOF en mode négatif du brut de déprotection de la synthése

tandem

L’incorporation d’un atome de soufre lors de la synthése d’oligonucléotides a trés
souvent permis d’obtenir des oligoméres conjugables par alkylation.?*> C’est pourquoi,
nous nous sommes ¢galement intéressés a 1’¢laboration d’oligonucléotides 5°- ou 3’-
monothiophosphates. Pour cela, une étape de sulfurisation avec le réactif de Beaucage 3¢

a ¢été ajoutée aux voies de syntheése décrites précédemment en début ou en fin d’¢élongation.
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A. Synthese des oligonucléotides 5’-monothiophosphate

En utilisant le phosphoramidite 194, la synthése de 1’hexathymidylate 5°-
monothiophosphate a été réalisée en appliquant exactement le protocole de synthese mis
en place pour la synthése des oligomeéres 5’-monophosphate, en remplacant 1’étape
d’oxydation a I’iode par I’étape de sulfurisation lors de la derniere incorporation (Schéma

60).
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Schéma 60 : Synthese de [’hexathymidylate 5’-monothiophosphate

Tres étonnamment, les analyses HPLC-C18 et MALDI-TOF du brut de déprotection ayant
été pré-traité a 1’eau chaude, nous ont indiqué la formation en minorité du produit attendu
205 (10,768 min m/z 1857,99 vs calculé 1858,3). Le produit majoritaire a correspondu au
produit 207 (13,133 min m/z 1932,14 vs calculé 1932,4), celui-ci a résulté de 1’attaque de
I’atome de soufre sur le cycle thiirane durant le pré-traitement pour donner I’intermédiaire

206.

Ces mémes analyses effectuées sur le support 203 directement traité a I’ammoniaque, ont
montré la formation des diastéréoisomeres 208 (13,358 et 13, 447 min) mais également

aux oligonucléotides 207 et 205.
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Afin de confirmer la formation de la séquence 207, une réaction de thioalkylation avec le
galactoside 91 a été réalisée a partir du mélange 207/205 obtenu précédemment. Le suivi
de I’alkylation par analyse HPLC-C18 a montré la disparition progressive du pic a 10,725
min (205) et ’apparition d’un nouveau pic a 18,34 min, alors que le pic a 13,1 min (207)
est resté inchangé (Figure 110). En effet pour 207 I’atome de soufre ayant réagi avec le
thiirane pour donner le dérivé thiolate éthylthioéthyle, il n’a pas pu réagir avec le
galactoside. L’analyse MALDI-TOF du produit élué a 18,34 min a permis de confirmer la
formation du produit d’alkylation 209 (m/z 2337,61 vs calculée 2337,69).

10.725
13.117
min
/SV\S
I OAc OA% H 10 20
0=P-0-T, @ OADAC H
(ID' ACO%O gl/\m o R o
OAc AcO o} 77/\3_;:|>§o_'['
207 91 bAc S I ¢
&
. 209
_ H,0 ; MeOH ; ta. s
? ZONNg
0=P-0-T, I
& 0=P-0-T;
205 o min
207 10 20

Figure 110 : Réaction de thioalkylation du mélange 205/207 avec le galactoside 91 et suivi HPLC C18
(gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM TEAAc — 20 min) a 260 nm

Afin de contourner cette réaction secondaire, nous avons re-effectué le traitement de
chauffage (60 °C) par percolation avec une solution de thiophosphate (0.25 ou 0.125 M
Naz;POs3S a pH 7) utilisée comme scavenger durant 1 h. Apres filtration et rincage du
support, celui-ci a été traité avec une solution ammoniacale pour donner exclusivement

I'hexathymidylate 5’-monothiophosphate souhaité (Figure 111).

10.875

_.I_’ JL 413.442
min

0.0 10.0 20.0

Figure 111 : Chromatogramme HPLC-CI18 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM

TEAAc — 20 min) a 260 nm du brut de déprotection apres traitement au thiophosphate
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B. Synthése des oligonucléotides 3’-monothiophosphate

De facon analogue, a la synthese des oligonucléotides 3’-monophosphate, le protocole
de synthese des oligonucléotidique 3’-monothiophosphates a utilisé le support 193 comme
composé de départ. Au cours de cette synthese, seule la premieére étape d’incorporation de
la thymidine a nécessité 1’utilisation du réactif de Beaucage comme agent oxydant pour
former le lien thiophosphatetriester, les autres étapes d’oxydation ont été réalisées avec
une solution d’iode. En fin d’¢élongation, le support a été traité avec de 1’eau chaude (60
°C) ou sous agitation avec une solution aqueuse de thiophosphate (0.125 M a 60 °C) durant
1 h. Apres filtration du support, les surnageants ont ét€ évaporés puis traité€s avec une

solution ammoniacale et les bruts analysés par HPLC-C18 et MALDI-TOF (Schéma 61).

S ol T s I

o T o
DMTr— —@‘ SPOS . Hto '—o—FI’ ) '—O—Fl’—o —Q‘
o 0
193 cnd “Cne
NH,OH 6 210
s 4°C;3h
T,~0-P=0
' OI OH g0 4 nee
~ NN s* :Oh°C
Ps) et Pg) isomeres
215
S o)
J/ \L o] As+/\/o
TCIRTE A oo
H O\]—O—I? o\]—o—Tzo + Hto |-o-P—o =
o
O (o) \_/ ! ON
ed | Oone ond o
213 211
‘1‘0h°C NH,OH 40°C | NH,OH
o 0
T7=0-P=0 T,~0-P=0
&
S\/\S/\/OH

Schéma 61 ; Synthese de [’heptathymidylate 3 ’-monothiophosphate

Afin d’obtenir la référence HPLC des T7-phosphate éthylthioéthanol diastéréoismériques
215, le T7 supporté 210 a été d’abord traité avec une solution ammoniacale a froid pendant
3 h puis chauffé a 40 °C (1 h). L’analyse HPLC-C18 de ce brut de déprotection a permis
d’identifier son temps de rétention (12,24 min, Figure 112 chromatogramme de gauche).

Dans le cas ot le support a été traité a I’eau chaude puis le surnageant a ’ammoniaque les
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T7-phosphorothioate 212 (11,18 min) et T7-phosphorothiolate éthylthioéthalol 214 (12,14
min) ont été obtenues. La présence du 214 a laissé penser que le temps du traitement a
I’eau chaude n’a pas ¢été assez long pour décrocher 1’intégralité de la séquence 211.
Parallelement, de maniere surprenante, lorsque le support a été traité avec la solution de
thiophosphate avant déprotection ammoniacale, la quantité de 214 a été plus importante.
Afin de décrocher I’intégralité de la séquence protégée 211, nous avons donc modifié la
température du traitement a 1’eau chaude (70 °C, 1 h), les analyses HPLC-C18 et MALDI-
TOF ont permis de confirmer la formation exclusive de la séquence 3’ -monothiophosphate
212 (11,18 min Figure 112, chromatogramme du milieu), un résultat similaire a également
été obtenu lorsque la solution de thiophosphate a été utilisée (70 °C). Le dosage des
surnageant obtenu apres ces traitements ont permis de montrer que la méthode de
décrochage a 1°‘eau chaude puis de déprotection permettait d’avoir le meilleur rendement

pour obtenir le T7-phosphorothioate 212 (60 %).

12237 11.183 12.140

215 212 215

n min il — ML

min
0.0 10.0 200 00 10.0 200
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Figure 112 : Chromatogramme HPLC-CI8 (gradient : 1 % CH3CN 50 mM TEAAc - 24 % CH3CN 50 mM
TEAAc — 20 min) a 260 nm du brut de déprotection du support 210 : sans traitement préalable (gauche),
apres 1 h de traitement a l’eau chaude 70 °C puis traitement ammoniacale (milieu) et du support résultant

apres traitement ammoniacale (1 h, 40 °C)

A. Suivi rapide de la synthése d’une séquence oligonucléotidique par

spectrométrie de masse MALDI-TOF

Outre la formation d'oligonucléotides 3’-mono(thio)phosphates, [’utilisation du
support 193 a également été envisagée dans le but de suivre par spectrométrie de masse
I’¢longation d’une séquence oligonucléotidique restée sur le support solide. En effet, nous
avons pu constater au cours des études précédentes que la puissance du laser conduit a la
libération de 1'oligonucléotide entierement protégé avec treés peu de fragmentations. Afin

de valider la preuve de concept, nous avons suivi la synthése de 1I’oligonucléotide TAC
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ACT TGA CTC GTC ATA GGC TCG en réalisant une analyse MALDI-TOF par tir sur

support toutes les trois incorporations a partir de I’hexanucléotide (6-mere) (Figure 113).
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Figure 113 : Suivi de la synthése d 'un oligonucléotide utilisant le support solide 193 par analyse MALDI-

TOF du tir sur support

En adéquation avec les observations précédentes, les spectres MALDI-TOF ont permis de
visualiser les ions correspondant aux oligonucléotides protégés attendus. Des difficultés
de détection de I’ion correspondant au 18-mere (7710,3) ont été observées et il a été
impossible de détecter les oligonucléotides 21-mere (9284,4) et 24-mere (10558,4). Des
ions ayant des pertes de masse de 53 ont également été détectées, ils résultent de la perte
d'un cyanoéthyle causée par la puissance du laser. Ainsi grace a ’utilisation du support
193, il a été possible de suivre rapidement la synthése d’un 18-mere par une simple analyse

de masse MALDI-TOF sans aucun traitement chimique préalable.

B. Synthése d’oligonucléotides 3’-modifiés

Afin d’obtenir des oligonucléotides fonctionnalisés en position 3’°, 1’utilisation du
support solide 193 a également été envisagée. Pour cela a partir de ce support, nous avons

entrepris la synthese d’une séquence nucléotidique (TAACCAGT) fonctionnalisée en 3’
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par le phosphoramidite 216 présentant un groupement pent-4-ynyl a la place du

cyanoéthyle (Schéma 62).
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Schéma 62 : Syntheése d 'un hétérooligonucléotide modifié en 3’

En fin de synthese, le support 217 a fait 1’objet d’une analyse de tir sur support qui a
confirmé I’efficacité de la synthése de 1'oligonucléotide souhaité. Le support solide a alors
¢été traité directement a ’ammoniaque ou alors préalablement traité a 1’eau chaude (60 °C,
1 h) puis le surnageant a I’ammoniaque (40 °C, nuit) ; les bruts résultants ont ensuite été
analysés par HPLC-C18 et spectrométrie de masse MALDI-TOF. Ces analyses nous ont
permis de confirmer 1’obtention de l'oligonucléotide-3'-pentynyle 219 souhaité quelle que

soit la méthode de déprotection employée.

Au cours de ce chapitre, nous avons présenté la synthese de réactifs peu coliteux
permettant la synthése d’oligodésoxynucléotides 5’- ou 3’-mono(thio)phosphates.
L'efficacité de la méthode a été validée grace a la synthese de modeles homothymidylates
et hétérooligonucléotidiques. Le protocole de déprotection pour 1’obtention des
oligonucléotides d’intéréts consiste en un pré-traitement a 1’eau chaude (60 °C, 1 h) pour
la formation de oligonucléotides 5°- et 3’-monophosphate et d’un pré-traitement avec une
solution de thiophosphate (0.125 M a 60 °C, 1 h) dans le cas de la formation des
oligonucléotides 5’- et 3’-monothiophosphate puis le traitement classique avec de
I'ammoniaque permet d'enlever les groupements protecteurs. Outre la formation de

séquence 3’-mono(thio)phosphate, le support solide 193 a présenté un certain nombre
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d’application annexe comme : I’obtention d’un oligonucléotide entiérement protégé apres
un simple traitement a 1’eau chaude ; le suivi rapide de 1’¢élongation d’un oligonucléotide
(18-mere maximum) par analyse MALDI-TOF du support sans traitement chimique
préalable ; et la fonctionnalisation d’un oligonucléotide en 3’ par incorporation d’un

phosphoramidite modifié en début de synthese.

General Methods: All commercial chemicals were reagent grade and were used without
further purification. The DNA synthesis reagents and phosphoramidites were
commercially available. Flash column chromatography was performed on silica gel 60
(40-63 um). 'H NMR (400-600 MHz), '*C NMR spectra (101-151 MHz), and *'P NMR
(162 MHz) were recorded in the stated solvents at room temperature, unless otherwise

specified.

MALDI-TOF MS studies were performed on a Shimadzu Assurance equipped with a 337
nm nitrogen laser. Spectra were recorded, in negative mode, using 2,4,6-
trihydroxyacetophenone (THAP) with 10% of ammonium citrate as a matrix in water
CH3CN, 1:1, v/v. Liquid samples were mixed with the matrix as 1:1 or 1:5 v/v ratio and
1uL of the solution was deposited on the stainless steel plate for drying. For the analyses
performed with the solid-supported oligonucleotides, few CPG beads were suspended

with the matrix and then deposited on the stainless steel plate for drying.

0/
O g ~OH
. : %
0 O 191

1-Dimethoxytrityl-2,2'-thiodiethanol 191: 2,2’-Thiodiethanol (500 uL, 5 mmol) was
solubilized in anhydrous pyridine (50 mL) and DMTr-CI (1.7 g, 5 mmol) was added on
three parts at 0 °C, over 20 min. Orange solution was stirred for 1 h at room temperature.
Pyridine was evaporated to 3% and a saturated solution of NaHCO3 (30 mL) was added,
aqueous layer was extracted with CH>Cl» (3 x 30 mL). Organic layer was dried over
Na>SO4 and solvent evaporated under vacuum. Crude was purified by flash

chromatography on silica gel using cyclohexane with increasing AcOEt from 0 to 60% to

191 as a colorless oil (1.15 g, 54%). Rf: 0.6 Cyclohexane/AcOEt (3:7 v/v), '"H NMR (400
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MHz, CDCl3) § 7.46-7.21 (m, 9H, Ar), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 4H, Ar), 3.79 (s, 6H, OCH3),
3.67 and 3.66 (2t, J = 5.8 Hz, 2H, HOCH>), 3.31 (t, / = 6.7 Hz, 2H, DMTrOCH>»), 2.69 (t,
J =5.8 Hz, 2H, DMTrOCH>CH>), 2.68 (t, J = 6.7 Hz, 2H, SCH>), 2.17 (t, 5.8 Hz, 1H,
OH). '3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.7, 145.1, 136.3, 130.2, 128.3, 127.9, 126.9,
113.3, 86.6, 63.5, 60.6, 55.3, 35.9, 31.9. HRMS (ESI/QTOF): [M+Na]* Calcd for
CasH2804SNa, 447.1606, found 447.1608.

—=N
0...0

Se O

\rN

194

2-methylthioethyl 2-cyanoethyl N,N-diisopropylphosphoramidite 194: To a solution
of 2-methylthioethanol (174 uL, 2 mmol) in anhydrous CH>Cl> (15 mL), DIEA (491 pL,
2.2 mmol) and molecular sieve (4 A) were added. The mixture was stirred under argon
atmosphere for 1 h. Cyanoethyl-N,N- diisopropylphosphoramido chloridite (491 puL, 2.2
mmol) was added at O °C and the solution was stirred for 2 h at room temperature. Then
water (1 ml) was added and after 15 min a solution of saturated NaHCO3 was added (30
mL). Aqueous solution was extracted twice (2 x 30 mL) with CH>Clz. Organic layers
were combined, dried over Na;SO4 and solvents were evaporated under vacuum. The
crude was purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/AcOEt/10% NEt3) from
1/0 to 4/5 to afford phosphoramidite product 194 (449 mg; 77%). Rf: 0.66
Cyclohexane/AcOEt/NEt3 (45:45:10, v/v/v). '"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 3.87 — 3.74-
3.67 (m, 4H, POCH,CH2CN, MeSCH3), 3.60 — 3.52 (m, 2H, CHiPr), 2.68 (t, J = 7.0 Hz,
2H, POCH2CH>S), 2.61 (td, J = 6.4, 2.2 Hz, 2H, CH2CN), 2.10 (s, 3H, CH3S), 1.15(d, J
=7.2 Hz, 6H, CH3), 1.14 (d, J = 7.1 Hz, 6H, CH3). 3C NMR (151 MHz, CDCl3) &
117.65, 62.53, 58.46, 43.05, 35.05, 24.54, 20.37, 15.84. >'P NMR (162 MHz, CDCls) §

147.9. HRMS (ESI/QTOF): [M+H]" Calcd for C12H26N202SP 293.1453, found =
293.1448
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1-Dimethoxytrityl-2,2'-thiodiethanol 2-Cyanoethyl N,N-diisopropylphosphoramidite
192: Same protocol than for 194 starting from of 1-dimethoxytrityl-2,2'-thiodiethanol 191
(606 mg, 1.4 mmol) affording 693 mg 79%. Rf: 0.67 Cyclohexane/AcOEt/NEt3;
(50:40:10, v/v/v). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.45-7.20 (m, 9H, Ar), 6.83 (d, J = 8.8
Hz, 4H, Ar), 3.88 —3.65 (m, 4H, POCH>), 3.79 (s, 6H, CH30), 3.65 — 3.52 (m, 2H,
CHiPr), 3.27 (t, J = 6.8 Hz, 2H, DMTrOCH>), 2.72 (t, J = 6.9 Hz, 4H, CH.SCH>»), 2.61 (t,
J=6.6 Hz, 2H, CH2CN), 1.18 (d, J = 8.8 Hz, 6H, CH3), 1.17 (d, J = 8.8 Hz, 6H, CH3).
13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.64, 145.16, 136.43, 130.18, 128.34, 127.94, 126.89,
117.73, 113.26, 86.44, 63.60, 63.16, 58.67, 55.37, 43.23, 33.71, 32.64, 24.62, 20.53. *'P
NMR (162 MHz, CDCl3) 6 147.97. HRMS (ESI/QTOF): [M+H]* Calcd for
C34H46N205SP 625.2865 found = 625.2852

o/

1-Dimethoxytrityl-2,2'-thiodiethanol succinyl Solid support 193: Long Chain Alkyl
Amino-CPG (500 A, 500 mg) was treated with succinic anhydride (0.1 g, 1 mmol) and
DMAP (12.2 mg, 0.1 mmol,) in 4 mL of anhydrous pyridine for 24 h under gentle
shaking. Then succinate-CPG was filtered off and washed with pyridine and CH2Cl.1-
Dimethoxytrityl-2,2'-thiodiethanol 191 (32 mg, 76 umol) and DMAP (9 mg, 76 umol)
were co-evaporated three times with anhydrous pyridine, succinate-CPG (500 A, 500 mg)
was added and mixture was co-evaporated twice with anhydrous pyridine. Anhydrous
pyridine (2 mL), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC,
73 mg, 380 pmol) and anhydrous triethylamine (32 pL, 228 umol) were added. The
heterogeneous mixture was shaken for 48 h at room temperature. CPG beads were
filtered, washed with CH2Cl, and dried under vacuum. Solid support was treated with in

CapA/CapB (1:1, v/v, 5 mL) solution and shaken for 2 h. CPG was filtered, washed with
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CHCl; and dried under vacuum to afford support with a loading of 49.5 pmole/g
measured by trityl assay. General procedure for titration of support: 20.0 mg of support
was treated with 10.0 mL of acid paratoluenesulfonic (APTS) solution (0.1% in CH3CN),
1.0 mL of the resulting solution was diluted with 9.0 mL of APTS solution.
Concentration of DMTTr cation was calculated from the reading of the absorption at 498

nm with an extinction coefficient of 70 000 L.mol'.cm™! for the DMTr* cation.

General procedure for Oligonucleotide Solid Support Synthesis: Oligonucleotides
were synthesized on a 1 umol scale with a DNA synthesizer (394 ABI) using standard
phosphoramidite chemistry. For the coupling step, benzylmercaptotetrazole (BMT, 0.3 M
in anhydrous CH3CN) was used as the activator, commercially available nucleoside
phosphoramidites (with benzoyl for A and C and isobutyryl for G, 0.075 M in anhydrous
CH3CN) were introduced with 30 s coupling times, and phosphoramidites 192, 194 and
216 (0.1 M in anhydrous CH3CN) were introduced with 60 s coupling times. The capping
steps were performed with acetic anhydride in commercially available solutions (Cap A:
acetic anhydride, pyridine, THF 10:10:80 v/v/v and Cap B: 10% N-methylimidazole in
THF) for 20 s. Oxidation was performed with a commercially available solution of iodide
(I, 0.1 M, THF/pyridine/water 90:5:5, v/v/v for 15 s). Sulfurization was performed with
a fresh solution of Beaucage reagent (0.05 M in anhydrous CH3CN) for 60 sec.
Detritylation was performed with 3% TCA in CH2Cl; for 65 s.

General procedure for thermolytic elimination or cleavage from solid support and

deprotection:

5’-phosphorylation: Solid-supported oligonucleotide was dispersed in H2O (1.0 mL)
under magnetic stirring and heated at 60 °C for 60 min. Solid support was filtered and
treated with concentrated ammonia solution for 1 h at 40 °C for homothymidylates or
overnight at 40 °C for heterooligonucleotides. The supernatant was evaporated and 5'-

monophosphate-oligonucleotides were analyzed.

301



Synthese de réactifs thermosensibles pour la synthese d’oligonucléotide 5°- ou 3 -
mono(thio)phosphate
3’-phosphorylation: Solid-supported oligonucleotide CPG was dispersed in H2O (1 mL)
under magnetic stirring and heated at 60 °C for 60 min. Solid support was filtered and the
filtrate was treated with concentrated ammonia solution for 1 h at 40 °C for
homothymidylates or overnight at 40 °C for heterooligonucleotides. The solution was

evaporated and 3'-monophosphate-oligonucleotides were analyzed.

S'-thiophosphorylation: Solid-supported oligonucleotide was dispersed in an aqueous
solution of 0.25 M Na3;POsS, 1.0 M triethylammonium acetate (TEAAc) + 10 uL AcOH
pH 7 (1.0 mL) under magnetic stirring and heated at 60 °C for 60 min. Solid support was
filtered and treated with concentrated ammonia solution for 1 h at 40 °C. The supernatant

was evaporated and 5'-thiomonophosphate-oligonucleotides were analyzed.

3’-thiophosphorylation: Solid-supported oligonucleotide CPG was dispersed in H2O (1
mL) under magnetic stirring and heated at 70 °C for 60 min. Solid support was filtered
and the filtrate was treated with concentrated ammonia solution for 1 h at 40 °C. 3'-

thionomonophosphate-oligonucleotides were analyzed.

Tandem synthesis: Oligonucleotide was synthesized on commercially available solid
support according to the general procedure during the synthesis phosphoramidite 192 was
introduced in the sequence. Solid-supported oligonucleotide was dispersed in H>O (1.0
mL) under magnetic stirring and heated at 60 °C for 60 min. Water was mainly
evaporated under vacuum and concentrated ammonia solution was added. After overnight
treatment at 40 °C, the solution was withdrawn and evaporated affording the 5'- and 3'-

monophosphate-oligonucleotides.

3'-pentynyl-oligonucleotides: Oligonucleotide was synthesized on solid support 193
starting by coupling of phosphoramidite pentynyl thymidine 2163%7 and then
commercially available nucleosides according to the general procedure. After elongation
solid-supported oligonucleotides were treated with concentrated ammonia solution

overnight at 40 °C. After evaporation 3'-pentynyl oligonucleotide was obtained.
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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie classée dans le top 5 des bactéries les plus
résistantes connues a ce jour. Due a sa multirésistance aux antibiotiques de dernieres
générations, elle fait 1’objet d’études approfondies afin de limiter ses infections. De
nombreuses stratégies thérapeutiques ont été imaginées pour lutter contre ses infections,
parmi elles la perturbation de la formation du biofilm, 1'inhibition de l'internalisation et de
I'adhésion. Pour ce faire, le projet « Glycomime » a été mis en place et a pris pour cibles
thérapeutiques les lectines solubles de PA (LecA et LecB). En tirant profit de la
multivalence, la synthese de glycoclusters a été élaborée pour interagir avec ces protéines
multimériques. Au cours de ce projet deux glycoclusters « leads » ont été identifiés et ont

fait ’objet d’études de microbiologies plus approfondies.

Afin d’augmenter la capacité anti-infectieuse de ces composés « leads », ces derniers
ont été conjugués a des motifs pseudo-sidérophores dans le but de cibler les lectines
intracellulaires en permettant leur internalisation via la voie des sidérophores. En
s’appuyant sur la robustesse de la chimie des phosphoramidites et de la cycloaddition 1,3
dipolaire catalysée par le Cu (I) nous avons réalisé la synthése de 14 conjugués
glycoclusters pseudo-sidérophores et 2 glycoclusters témoins marqués a la cyanine 3 a
I’échelle de la nanomole. Ces derniers ont présenté des résidus saccharidiques (galactoside

ou fucoside) et motifs chélateurs différents (catécholate ou hydroxamate).

L’évaluation microbiologique de ces conjugués marqués a la cyanine a été réalisée
chez différentes souches de PA (PAOI, fpva, exbB1, lecA, et AlecB) afin de déterminer la
pénétration de ces derniers dans la bactérie. A I’issue de ces études, les conjugués
glycoclusters-catéchols ont montré leur capacité d’internalisation via la voie des

sidérophores.

Ainsi, nous avons décidé d’entreprendre la synthése a plus grande échelle des
glycoclusters « leads » et des conjugués glycoclusters mono- et -tri-catéchols. Pour cela
des stratégies de synthese convergentes en solution ont été mises en place et ont permis la
conjugaison des blocs glycoclusters avec les parties pseudo-sidérophores grace a la
cycloaddition 1,3 dipolaire catalysée par le cuivre (I). Au terme de ces syntheses, environ
300 mg de chaque composé ont été obtenus puis leurs propriétés anti-infectieuse, anti-

adhésive et anti-biofilm évaluées.
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Les études biologiques avec le galactocluster mono-catéchol ont permis de montrer
une amélioration de 1’activité anti-adhésive par rapport au galactocluster « lead » du projet
Glycomime. Les études de la formation du biofilm ont quant a elles mis en évidence
I’augmentation du potentiel anti-biofilm du galactocluster lorsqu’il est conjugué au

pseudo-sidérophore tri-catéchol.

Contrairement a ces derniers, les composés fucoclusters n’ont montré aucun effet anti-

infectieux.

Pour finir, afin de valoriser un résultat secondaire observé lors de 1’élaboration du
phosphoramidite hydroxamate, nous avons entrepris la synthese de réactifs
(thio)phosphorylants en 5’ et 3’ d'oligonucléotides. Leur efficacité a été évaluée sur des
modeles hexathymidylates et le concept validé par la synthése d’hétéronucléotides 5°- et
3’-mono(thio)phosphates. Diverses autres applications ont également été imaginées pour
ces réactifs, notamment la syntheése en tandem de séquence oligonucléotidique 5°- et 3°-
monophosphate ; le suivi par analyse de masse MALDI-TOF de 1’¢longation d’une
séquence oligonucléotidique sur support ; ou encore 1’élaboration de séquences ADN
modifiées en position 3’ par incorporation d’un phosphoramidite modifié en début de

synthese.
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Titre : Synthese de conjugués glycoclusters-sidérophores pour augmenter I’activité anti-infectieuse contre
Pseudomonas aeruginosa

Résumé : La hausse du phénomene de multirésistance aux antibiotiques compte parmi les problemes de santé
publique majeur du XXI*™ siecle. Pseudomonas aeruginosa (PA) est classé dans le top cinq des bactéries les
plus virulentes. Plusieurs stratégies ont été développées afin de combattre ces infections, parmi elles nous nous
sommes intéressés a l'utilisation de glycoclusters pour bloquer les facteurs de virulence de PA conduisant a la
réduction du biofilm, de I'adhésion et de l'internalisation. Dans cette optique, nous avons particulierement ciblé
les deux lectines solubles de PA : LecA et LecB, qui reconnaissent spécifiquement le D-galactose et le L-fucose
respectivement. Certains glycoclusters sont capables d’inhiber partiellement la formation du biofilm chez la
souche PAOI et de réduire son internalisation dans les cellules épithéliales. D’autre part, le fer joue un role clé
dans les mécanismes de développements et de survies chez PA. Afin de s’approvisionner en fer, le
microorganisme a développé la production de petites molécules nommées sidérophores. Le complexe Fe**-
sidérophore est ensuite transporté dans la bactérie grice a un transport actif sophistiqué. Dans le but
d’augmenter I’activité anti-infectieuse des glycoclusters, il a été€ imaginé de combiner les glycoclusters a des
dérivés pseudo-sidérophores. Cette stratégie de « Cheval de Troie » permettrait aux glycoclusters de traverser la
paroi bactérienne et de cibler les lectines qui y sont localisées. Pour cela, nous avons développé une stratégie de
synthese reposant sur 1’assemblage de briques élémentaires en utilisant la chimie des acides nucléiques et la
chimie click. Dans ce manuscrit, nous présenteront la synthese de différents conjugués glycoclusters pseudo-
sidérophores ainsi que leur efficacité a cibler LecA et LecB.
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Title: Synthesis of glycocluster-siderophore conjugates to increase anti-infective activity against Pseudomonas

aeruginosa

Summary: The growth of multidrug resistance is one of the major public health issues of the 21* century.
Pseudomonas aeruginosa (PA) ranks among the top five virulent bacterial pathogens. Many strategies have
been developed to fight them and among them we investigated the use of glycoclusters to block PA virulence
factors leading to the reduction of biofilm, adhesion and internalization. For this goal, we have particularly
targeted the two soluble PA lectins: LecA and LecB that recognize specifically D-galactose and L-fucose
respectively. Certain glycoclusters are able to decrease the biofilm formation of PAOI1 strain and to reduce the
internalization of PA in epithelial cells.

On other hand, iron play an important role in growth and survival mechanisms in PA. In order to catch this
mineral compound, microorganisms produce low molecular weight molecules named siderophores. Fe**-
siderophore complex is transported across membrane by sophisticated active transport. In goal to improve anti-
infective activity of glycoclusters, it was imagined to combine glycoclusters with pseudo-siderophores. This
«Trojan Horse» strategy could help glycoclusters to cross bacteria membrane and target the lectins that are
located there. To this end, we have developed a synthesis strategy based on nucleic acid chemistry and click
chemistry starting from simple building blocks. In this manuscript, we will present the synthesis of these
conjugates and their efficiency to target LecA and LecB.
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