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Introduction






Suite a des glycosylations aberrantes, la plupest akllules tumorales expriment a leur
surface des glycoprotéines inachevées ou modifedgmsant a I'extérieur des sucres en temps
normal masqués. Ces structures ont été identifibesme étant des antigenes saccharidiques
associés aux tumeurs (TACASs). Ce sont des marquigscellules tumorales et leur niveau
d'expression est corrélé a I'évolution de la malata caractérisation de ce type d'antigéne a
ouvert la voie au développement de nouvelles ape@En immunothérapie anti-tumorale.
Cependant, la conception de candidats vaccins @ #asTACAs s'est heurtée a un certain
nombre de difficultés. L'immunotolérance acquise ges antigénes ainsi que leur incapacité a
induire une réponse immunitaire robuste, définielpgroduction d'anticorps IgG et de cellules
a mémoire, a alors incité les scientifiques a lesjuguer a des composés dits immuno-
stimulants. Parmi eux, nous pouvons retrouver @@spes peptidiques des celluleg &t des
agonistes des récepteurs Toll (TLRs) exprimés palaines cellules du systéme immunitaire

inné.

Mes travaux de thése s'inscrivent dans cette optifs se sont déroulés a I'Institut de
Chimie de Clermont-Ferrand (ICCF), au sein de IggBYMPA (Synthése de Molécules a
Potentialités  Antitumorales) et plus particulieretne dans la  thématique
«Bioconjugués/Peptidomimétiques» animée par le eBsafur Claude Taillefumier. Les
recherches de cette thématique visent a déveloggenouvelles chaines pseudopeptidiques
appelées peptoides. Ces structures peuvent avointé@rét soit comme peptidomimétiques
(incorporation de chaines latérales protéinoggmegmriétés de folding), soit dans le domaine de
I'anti-bioadhésion ou encore comme plateformes ivaldintes supports de ligands

saccharidiques.

Le projet qui m'a été confié était le développemdat stratégies de synthese pour
I'élaboration de candidats vaccins a trois compesaiCes composantes, conjuguées ensemble,
sont differemment impliguées dans la stimulation dysteme immunitaire, et plus
particulierement des cellules dendritiques, delulesl T, et des cellules B. De part cette action,
ces candidats vaccins doivent permettre la séardétamticorps qui reconnaissent spécifiquement
un antigéne saccharidique naturel donné. Cettennedssance favorisant alors la destruction des
cellules tumorales exprimant I'antigene. Notre xlgxst porté sur I'antigene Tn (GalN&eD-
Ser/Thr), le plus simple des TACAs. De ce faitnéudes composantes envisagées, est une
plateforme B-tripeptoide O-a-GalNAc. C'est une structure utilisée pour mimer claster
trimérique Tn, généralement retrouvé a I'état natif les cellules tumorales. Autour de cette

structure ont été ajoutés, un agoniste puissantédapteur TLR7 (exprimé par les cellules
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dendritiques) et le peptide OVA 323-339 (épitopse dellules T;). Le potentiel immunogene de
I'édifice ainsi obtenu a été, au final, évalué Ifgayuipe du Pr. Claude Leclerc a I'Institut Pasteur
de Paris (INSERM 1041). D'autre part, les liais@&glycosidiques étant plus résistantes aux
processus de dégradations protéolytiques et mégales| que les liaisor3-glycosidiques, nous

avons également envisagé de développer des cdimigiprésentant les moti&a-GalNAc.

Le premier chapitre de ce manuscrit est une étudiodpraphique couvrant différents
thémes utiles a la compréhension du sujet. Daremier temps, nous évoquerons les relations
entre glycosylation et cancer aboutissant a l'afipardes antigenes TACAS, puis nous
donnerons quelques rappels sur le fonctionnemenbtie systéme immunitaire. Nous mettrons
notamment en évidence, le réle primordial des dldendritiques dans le cadre d'une approche
d'immunothérapie anti-tumorale. Ensuite, nous mesens |'évolution durant ces derniéres
années, dans la conception de candidats vacciaseade TACAs. Nous parlerons, entre autre,
des travaux de S. J. Danishefsky, C. Leclerc et Bodns, dont les résultats en matiére de tests

pré-cliniques et cliniques sont a l'origine de noenises avancées dans ce domaine.

Dans le deuxieme chapitre, la mise au point deiguus méthodes de synthése en solution
permettant d'accéder aux platefornfetripeptoidesO- et Sglycosylées sera exposée. Nous
utiliserons des méthodes caractéristiques de Ilthéye des peptoides et une autre facilitant la

post-modification de chaines latérales simples.

Dans le troisieme chapitre, différentes conditidescouplage peptidique seront testées de

facon a coupler les plateform@gylycopeptoides a I'agoniste du récepteur TLR7.

Dans le quatrieme chapitre, une étude des modesrgegaison du peptide OVA 323-339
aux edifices glycosylés precédemment obtenus,a®alée. Des essais de couplage peptidique

et le recours a la ligation non native CUAAC seadtrits.

Le cinquieme chapitre de ce manuscrit correspondl é@aluations immunologiques

réaliséesn vitro etin vivo, a I'Institut Pasteur, dont les résultats sersaulés.

Nous dresserons finalement un bilan des ces troiées de recherche et nous mettrons en

relief les perspectives qui seront développées dasisite du projet.
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|. Immunothérapie anti-tumorale

A. Le cancer

1. Origine et terminologie

Dans les organes et les tissus normaux, il existéquilibre habituellement maintenu entre
la prolifération et la mort cellulaire. On parlé homéostasie des tissus sains. Les cellules
matures qui composent notre organisme ont donaurée de vie donnée; lorsqu'elles meurent,
de nouvelles sont générées a partir de difféergpisstde cellules souches. Néanmoins, il arrive
que cet équilibre soit rompu et que certaines kedlne répondent plus aux mécanismes
normaux de contrdle de la croissance. Ces derngrgsndrent alors des clones de cellules qui

peuvent atteindre une taille considérable et carduune tumeur ou néoplasme.

Le terme de cancer fait référence spécifiguemamnteatumeur maligne qui a la capacité de
croitre indéfiniment et de devenir invasive. Auénse, une tumeur bénigne ne peut continuer a
croitre et n'envahit pas les tissus sains envimsnd.es tumeurs malignes peuvent donner
naissance a des métastases (Figure 1.1). Ce sqtitke groupes de cellules cancéreuses qui
quittent la tumeur et diffusent par les vaisseaangsins et lymphatiques afin d'envahir d'autres
tissus sains ou ils peuvent continuer a prolifédémsi, une tumeur primaire peut engendrer une
tumeur secondaire au niveau d'un autre site. lnsfimamation maligne (induction du cancer) est

un processus en plusieurs étapes faisant généraleappel a des mutations ou a des

réarrangements génétiques.

Le classement des tumeurs malignes (ou cancersjéabsé en fonction de l'origine
embryonnaire du tissu dont dérive la tumeur. Onel@pcarcinomes, les tumeurs qui se
développent dans les tissus endodermiques ou ectmples (plus particulierement la peau ou la
bordure épithéliale des organes internes et desdgi). Plus de 80% des tumeurs sont des
carcinomes. De ce fait, la majorité des cancersdlon, du sein, de la prostate et du poumon
sont des carcinomes. Par ailleurs, les leucémidssetymphomes sont des tumeurs malignes
touchant les cellules hématopoiétiques de la mas#euse. Les sarcomes, eux, dérivent des

tissus conjonctifs mésodermiques, tels que lelmagaisse et les cartilages.
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(@ Cellule tumorale initialement modifiée © Cellules tumorales invasives

(b) Masse de cellules tumorales (tumeur bénigne localisée) ()

Les cellules
tumorales
envahissent
les vaisseaux
sanguins,

ce qui permet
les métastases

Figure 1.1: Développement du caractere invasif deaameurs et formation des métastases.
D'aprés Kindt et af.

Actuellement il existe plusieurs traitements tradihels utilisés contre les cancers tels que
la chirurgie locale ainsi que trois grands typesrdiéements adjuvants (post-opératoire) ou néo-
adjuvants (pré-opératoire), que sont la radiothiérapa chimiothérapie et I'hormonothérapie.
Néanmoins, ces approches, bien qu'apportant dexitEsn certains aux patients, ne sont pas
dénués de lourds effets secondaires et d'un madticacité dans la neutralisation des
métastases. L'élaboration de nouvelles stratégms gurmonter ces difficultés et leur

association pertinente avec les thérapies classigpeésentent donc une voie d'avenir.

L'objectif est alors de cibler une anomalie biotpg considérée comme responsable de la
prolifération tumorale ou de I'évolution cliniquers des formes plus agressives. Ceci requiert
une meilleure connaissance de ces anomalies. Ratcd a été montré que des modifications
dans l'expression ainsi que dans les structurediqosis des glycoconjugués membranaires
(glycoprotéines et glycolipides) étaient associéms processus de cancérisatibnCes
modifications favorisent I'apparition d'antigensesaciés aux tumeurs qui difféerent des antigenes
spécifiqgues des tumeurs, puisqu'ils peuvent aussipgésents sur les cellules saines (avec de
faibles concentrations). Par définition, un antmérst une substance capable d'entrainer une
réponse immunitaire spécifique. Ce sont des margquemoraux. C'est dans cette optique que

! Kindt, T. J.; Goldsby, R. A.; Osborne, B. lnamunologie, Le cours de Janis Kub§08§ Edition Dunod, 684 p.

2 Guillot, J.; Guerry, M.; Konska, G.; Caldefie-CézF.; de Latour, M.; Penault-Llorca, F. Modificat des
glycoconjugués au cours du processus de cancérisatis des carcinomes mammaitgslletin du Cance2004
91, 141-158.

10
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de nombreuses approches d'immunothérapies antrdilesose sont développées ces derniéres
années. Le but étant de stimuler nos défenses rlitjeant spécifiquement contre ces

composes antigéniques afin d'aider au rejet denteedr.
2. Glycosylation et cancer

a. Geénéralités

La glycosylation est un phénomene universel quupecune place a part parmi les douze
modifications post-traductionnelles identifieesejour. Une modification post-traductionnelle
permet de réguler l'activité d'une protéine etréalisée, le plus souvent, par une enzyme apres
sa synthese ou au cours de sa vie dans la cdledeoligosaccharides peuvent présenter une
extréme variabilité structurale. Cette hétérogénéépend de leur taille, de leur composition en
monosaccharides, de leur séquence, des anomériesaiden et enfin des éventuels
branchements observés. Ceci confére aux molécokesuges de glycanes une grande diversité
d'un point de vue structural et donc fonctiorméla glycosylation permet d'aboutir & la
formation de molécules biologiques telles que Iggcaprotéines et les glycolipides. Les
glycoprotéines sont trés répandues dans l'ensetelsl®@rganismes vivants (animaux mais aussi
plantes, champignons et bactéries). Ainsi ces mt#éanultifonctionnelles peuvent jouer le réle
d'enzyme, d'hormone, de cytokine ou d'anticorpsesEpeuvent étre aussi bien de surface

gu'intracellulaires.

En ce qui concerne les glycoprotéines, il existexdgrands types de glycosylation: Na
glycosylation dans laquelle la fonction amide pim@made la chaine latérale de l'asparagine
intervient dans une liaison avec le premier osdadehaine glycanique et @-glycosylation
mettant en jeu les groupements hydroxyles des amides de type sérine et thréonfri@lus
particulierement, le©-glycanes sont également classés en deux catégali@s la nature du

premier sucre lié a I'aminoacide (sérine ou thré@nde la protéine:

» type mucine: le premier sucre lié estNaacétyl-galactosamine (GalNAc) et la plupart
des résidus sérine et thréonine sont glycosylés.

» type non mucine: les premiers sucres liés sontipdtement le fucose, le glucose ou la
N-acétylb-glucosamine.

% Dwek, R. A. Glycobiology: Toward Understanding fhenction of SugarsChemical Reviews996 96, 683-720.
11
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Les effets de laO-glycosylation des protéines se manifestent a wiffs niveaux et
couvrent un large spectre de réles biologiqueplupart essentiefs’De maniére générale, les
composeésO-glycoconjugués interviennent dans la régulation dicle cellulaire, de la

différenciation, de I'adhésion et de I'apoptoser{roellulaire programmeée).

b. Les glycoprotéines de type mucine

Les mucines sont des glycoprotéines de haut poméaumlaire (>500 KDa) porteuses de
milliers de chaines principalemefl-glycaniques (Figure 1.2). Les acides aminés ségine
thréonine attachés a ces chaines saccharidiqudaspwsent au niveau de motifs répétés en
tandem {andem repeat3Rs). Les séquences de ces TRs, leur taille gumsileur nombre de
répétitions varient d'une mucine a l'autre. Les imasg; produites par les cellules épithéliales,
sont les composantes majoritaires du mucus. Cehaeouvre la lumiére des organes creux de
I'organisme tels que le tractus gastro-intestiteal,voies respiratoires ou l'appareil géritaes
propriétés viscoélastiques et ses fonctions pnitestdépendent donc de ces glycoprotéines. En
effet ces dernieres jouent un rble clé dans I'hwticm des surfaces épithéliales qui est
essentielle pour la lubrification et le fonctionramhintrinseque des conduits. De plus, elles sont
impliguées dans la protection des cellules épalesdi vis-a-vis des agressions d'origine
endogéne ou exogene (pH acide, action des protéégestives, abrasion mécanique lors du
passage du bol alimentaire, attaque microbienfie...)

La biosynthese des chain€sglycaniques débute par l'action d'une famille Zijemes
appelée polypeptidea-GalNAc transférases (ppGalNAcCTs) qui transfere Naacétyl-
galactosamine (GalNAc) a partir d'un sucre dontéddP-GalNAc sur un résidu de type sérine
ou thréoniné. La structure GalNA@-O-sérine/thréonine obtenue est le carrefour comnoum p
la construction de différents «cores» dont la ss¢hmet en jeu un trés grand nombre d'enzymes
de type glycosyltransférase (Figure 1.2). Ce sestslructures de base a partir desquelles il est

possible d'ajouter deux autres parties sacchamdigliout d'abord une région squelette formant

“varki, A. Biological roles of oligosaccharidest af the theories are corre@lycobiology1993 3, 97-130.

® Davis, B. C. Synthesis of Glycoprotei@hemical Review8002 102, 579-601.

®Aksoy, N.; Faruk Akinci, O. Mucin Macromolecules ormal, Adenomatous, and Carcinomatous Colon:
Evidence for the Neotransformatidlacromolecular Bioscienc2004 4, 483-496.

12
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l'ossature (linéaire ou ramifiée) et une régiongh@rique terminale. Les chain@sglycaniques

peuvent atteindre 80% de la masse moléculairestdla glycoprotéiné.

O-Glycosylation core 4)
(core 2) GICINAC
GlcNAc fcore 1 (core3)
GI : Gal GIcNAc
|a pathway 2\ /pamway 3

GalNAc GalNAc
0o

|
&
GalNAc GalNAc [core G|CE‘U\C
pathway 1 GIeNA
| GlcNAc  Gal G
SA |
+ i
Gf GICTAC backbone /\\
GlcNAc g Y “lv‘
r— |
S—@Gal Glc,]‘AC—FIperlphery GCV\1AC GIcINAc

Gal Gal Gal

Figure 1.2: O- et N-glycosylations des mucine'aprés Aksoy et &l.

En fonction de leurs caractéristiqgues et de lewedie physiologique, les mucines sont
classées en deux groupes: les mucines sécrétéelestliées aux membranes. Dans ce dernier
groupe, existe les mucines MUCL1 caractérisées panatinbreuses données bibliographiques.
Les MUC1 sont des glycoprotéines transmembrandiéssctées pour la premiéere fois dans le
lait humain. Elles sont exprimées a la surfaceapides épithélia simples et glandulaires tels
que les glandes salivaires, le pancréas et le®sElles sont exprimées également par les
lymphocytes ¥° et les cellules dendritiques activé®&e domaine extracellulaire des MUC1 est
formé d'un nombre variable d'unités répétitives TR<20 acides aminés, présentant chacune 5
sites potentiels d®-glycosylation. La séquence d'un TR est la suivantdes résidus S et T

représentent respectivement les acides aminé® rthréoniné’

GSTAPPAHGV TSAPDTRPAP

"Brooks, S. A.; Carter, T. M.; Royle, L.; Harvey, D; Fry, S. A.; Kinch, C.; Dwek, R. A.; Rudd, K. Altered
Glycosylation of Proteins in Cancer: What Is theghtial for New Anti-Tumour Strategie8nti-Cancer Agents in
Medicinal Chemistry2008 8,2-21.

8 Agrawal, B.; Gendler, S. J.; Longenecker, B. MeTHiological role of mucin in cellular interactioasd immune
regulation: prospects for cancer immunotherdpglecular Medecine todai998 4, 397-403.

° Agrawal, B.; Krantz, M. J.; Parker, J.; Longenachk® M. Expression of MUC1 Mucin on Activated Huma
Cells: Implications for a Role of MUCL1 in Normal inune RegulationCancer researcii998 58, 4079-4081.

1 Wykes, M.; MacDonald, K. P. A.; Tran, M.; Quin, &; Xing, P. X.; Gendler, S. J.; Hart, D. N. J¢Guckin, M.
A. MUC1 epithelial mucin (CD227) is expressed biivaated dendritic cellsJlournal of leukocyte biolog3002 72,
692-701.

Y Ho, S. B.; Shekels, L. L.; Toribara, N. W.; Kim, $.; Lyftogt, C.; Cherwitz, D. L.; Niehans, G. Mucin Gene
Expression in Normal, Preneoplastic, and Neoplastiman Gastric Epitheliun€ancer Reasearch995 55, 2681-
2690.
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3. Influence des mucines et de leuD-glycosylation sur le développement

tumoral

Une altération chronique ou permanente de la ptagudes mucines et/ou modifications
de leurs caractéristiques biochimiques peut avesr @bnséquences graves sur le comportement
et le devenir d'une cellule. Ainsi, des modificasodans leur expression et/ou d@s
glycosylations aberrantes sont assimilées a différetypes de pathologies et plus
particuliérement au canc&*L'ensemble de ces changements, non présents féees des

cellules normales, conférent a la cellule tumodaaouvelles propriétés telles que:

» la perte de l'inhibition de contact (prolifératimontrolée).

» la survie cellulaire (résistance a I'apoptose).

» la capacité a s'affranchir des liaisons avec laricgaextracellulaire et avec les autres
cellules (perte d'adhérence).

> l'aptitude a éviter le systeme immunitaire.

» la possibilité de s'arrimer a dautres tissus sd@tablissement d'un site tumoral

secondaire).

a. Role de la surexpression des mucines: cas des MUC1

C'est dans les années 1980 que les MUC1 ont étéedépour la premiére fois comme des
marqueurs tumoraux du fait de leur détection cleszphtientes atteintes de cancers du sein. Par
la suite, plusieurs études ont montré l'implicatdirecte des MUC1 surexprimées et parfois
issues deD-glycosylations altérées dans différents types atecers (coloh seirt?, pancréas,

ovaire et prostate).

Lors des transformations malignes, une surexpnesioce type de mucines membranaires
entraine une perte de polarité des cellules. Eat,afés mucines sont présentes sur I'ensemble de
la membrane plasmique des cellules cancéreusesneplnos seulement sur la partie apicale,
comme c'est le cas dans les tissus sains. Desdtiters entre ces MUC1, certains types de

récepteurs (normalement exprimés sur la partie-lzdémale des cellules épithéliales) et des

2 Hollingsworth, M. A.; Swanson, B. J. Mucins in can protection and control of the cell surfallature Reviews
Cancer2004 4, 45-60

3 Hakomori, S-H. Aberrant Glycosylation in CancerllQdembranes as Focused on Glycolipids: Overview an
PerspetivesCancer Research985 45, 2405-2414.

4 Siroy, A.; Abdul-Karim, F. W.; Miedler, J.; Fond\.; Fu, P.; Gilmore, H.; Baar, J. MUCL1 is expresag¢digh
frequency in early-stage basal-like triple-negabiveast canceHuman Pathology013 44, 2159-2166.
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molécules effectrices sont alors observées. Cethgtel'activation de nombreuses voies de
signalisatiort® qui contribuent au contrle de génes favorisanpralifération cellulairé®,
l'inhibition de I'apoptoséinduite par le stress oxydatifimais également I'angiogénése en cas

d'hypoxié® et la migration des cellules cancéreuSes.

Les modifications d'expression des MUCL1 reconfigties propriétés membranaires des
cellules cancéreuses. On considéere qu'elles afjissemme des molécules anti-adhésives. La
surexpression des MUC1 richement glycosylées pehibér les interactions cellule-matrice et
les interactions cellule-cellule (figure 1})Ces fonctions anti-adhésives sont de nature a

pouvoir favoriser le détachement des cellules aauses des sites tumoraux originels.

Normal cell adhesion Tumour anti-adhesion

= Apical Turmcrigenesis 2 q( 5 |8
3} = 54 expression iy —_— E = .
= y of mucing 2 ™% Z b= i~ £ =
e . B, e

Aacaptorigand W % { §
for cell-cel O 2 | T
| adhesion [ b = W
< P o R T = oy
- Racaptar for aia o | Extracefiular
’L(i\ VLAA cel-ECM adhesion Steric hindrance * | matric
: |

Mature Reviews | Cancer

Figure 1.3: Conséquences de la surexpression desgimes sur I'adhérence cellulaire.
D'aprés Hollingsworth et af*
Néanmoins, la variété des phénomenes dans lesgaslanucines membranaires sont
impliquées et la persistance de zones d'ombres Bamsinfluence sur le développement
cancéreux trahissent I'existence d'un niveau deplxité supérieure. Cette complexité pourrait

étre due, en partie, aux perturbations observéda 84glycosylation de ces mucines.

15 carraway, K. L.; Ramsauer, V. P.; Haq, B.; Carmtt@arraway, C. A. Cell signaling through membrameins.
Bioessay2003 25, 66-71.

8 Singh, P. K.; Hollingsworth, M. A. Cell surfacesasiated mucins in signal transductidnends in Cell Biology
2006 16, 467-476.

Y¥in, L.; Li, Y.; Ren, J.; Kuwahara, H.; Kufe, D.ufhan MUC1 Carcinoma Antigen Regulates Intracellular
Oxidant Levels and the Apoptotic Response to OxidaStressThe Journal of Biological Chemist3003 276,
6061-6064.

18 Kitamoto, S.; Yokoyama, S.; Higashi, M.; Yamada, Nakao, S.; Yonezawa, S. MUC1 enhances hyposiedr
angiogenesis through the regulation of multiplegpigiogenic factorfOncogene013 32, 4614-4621.

19 Schroeder, J. A.; Adriance, M. C.; Thompson, M. Camenisch, T. D.; Gendler, S. J. MUCL1 alters tewia-
dependent tumor formation and promotes cellulaasion.Oncogen€003 22, 1324-1332.
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b. Les antigénes saccharidiques associés aux tumeurs

La majorité des tumeurs présentent des mucinesameth évidence des déreglements au
niveau des processus @eglycosylation*? Ces déréglements sont dus & des dysfonctionnements
des enzymes responsables de leur biosynthese. @meeer par exemple, dans des lignées
cellulaires issues des cancers du sein, une augtieentlu taux moyen de glycosylation des TRs.
D'autres modifications structurales des mucinespoat conséquence de mettre en exergue a la
surface des cellules tumorales, des épitopes ghygas en temps normal masqués ou tres
faiblement exprimés sur des cellules saines. Léspgs ou déterminants antigéniques sont des
parties de l'antigéne reconnus par le systéme intaig Ces épitopes sont des antigénes
saccharidiques associés a des tumeurs et songapp&CAs Tumor-Associated Carbohydrate
Antigen.?’La figure 1.4 décrit les quatre principales classesTACAs. Certains peuvent étre
exprimés par les mucines ou par d'autres types lgeoapnjugués (glycoprotéines ou

glycolipides).

Globo class. Blood group determinants.
Glycolipids overexpressed in SCLC, breast, colon, lung, ovary, prostate tumors. Glycolipids overexpressed in colon, liver, ovarian, breast, prostate tumors.

OH__oH OH OH OH_oH 'JéO

- &, &: Y HO&“—' a, OH&\, ’éﬁ;
Globo-H, R = MeF@O?OH MeRiOH

HO OH LewisY
Gb5, R=H HO

Sialyl Lewis*

Gangliosides. Mucin glycans.
Glycolipids overexpressed in melanoma, lung, colon, renal, and prostate cancer. Mucin glycoproteins implicated in epithelial cancers (breast, prostate, and ovary).

HO _OH
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Figure 1.4: Membres les plus représentatifs des 4asses principales de TACAsD'aprés Danishefsky et cdfl.

On y retrouve d'une part leurs structures et déapdirt les différents cancers dans lesquels
ils sont le plus souvent détectés. Sont représdat@gene monosaccharidique Tn (Thomsen-
nouveau) et deux antigenes disaccharidiques sTur alyl Tn) et TF (Thomsen-Friedenreich,

également noté T).

2 Gildersleeve, J. C.; Wang, B.; Achilefu, S.; Tu, Xu, M. Glycan array analysis of the antigen répee targeted
by tumor-binding antibodie®ioorganic and Medicinal Chemistry Lette2812, 22, 6839-6843.

“Lwilson, M. R.; Danishefsky, S. J. A Vision for \&iges Built from Fully Synthetic Tumor-Associatedtiyens:
From the Laboratory to the Clinidournal of the American Chemical Soci2813 135, 14462-14472.
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Ces structures sofx-liées aux mucines (figure 1.5). Suivent les olagmharides Globo-#,
Gb5 et les antigénes du groupe sanguin de typesfeld et sLé. Les structures GM2 et

fucosyl-GM1 font, eux, parti de la famille des ghosjdes?* Par ailleurs, il est important

d'ajouter qu'il existe d'autres antigenes, nonésgrtés ici.
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Figure 1.5: Expression des antigenes Tn, sTn et Tar les mucines lors de la transformation tumorale.
D'aprés Cummings et cdfl.
Les modifications concernant |€sglycosylations qui peuvent survenir, sont dondées
et complexes. Mais la fréquence de ces modificatsmmble indiquer que certaines d'entre elles
participent a l'augmentation du potentiel invasés dcancers et favorisent la dissémination

hématogene des métastases.

22 Chang, W-W.; Lee, C. H.; Lee, P.; Lin, J.; HSu\C-Hung, J-T.; Lin, J-J.; Yu, J-C.; Shao, L-e.;,Yu; Wong,
C-H.; Yu, A. L. Expression of Globo H and SSEA3Lreast cancer stem cells and the involvement afsyic
transferases 1 and 2 in Globo H synthaBisceedings of the National Academy of Sciencéiseobnited States of
America2008 105, 11667-11672.

% Zhang, S.; Zhang, H. S.; Cordon-Cardo, C.; RewerE.; Singhal, A. K.; Lloyd, K. O.; Livingston, .FO.
Selection of Tumor Antigens as Targets for Immurt@aék using Immunohistochemistry: 1. Blood Groupt&ted
Antigens.International Journal of Cancet997, 56, 50-56.

4 7Zhang, S.; Cordon-Cardo, C.; Zhang, H. S.; ReMeE.; Alduri, S.; Hamilton, W. B.; Lloyd, K. OLivingston,
P. O. Selection of Tumor Antigens as Targets fomlme Attack using Immunohistochemistry: I. Focus on
Ganglosidesinternational Journal of Cancet997, 56, 50-56.

% Tongzhong, J.; Otto, V. I.; Cummings, R. D. The Amtigen-Structural Simplicity and Biological Conepity.
Angewandte Chemie International Editid@11, 50, 1770-1791.
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Dans le cadre ma these, nous nous sommes intépasgsarticulierement a l'antigéne Tn,
résidu GalNAce-O-sérine/thréonine. Sa structure est relativememipl mais ses aspects
biologiques et physiopathologiques paressent pinsptexes> Son expression inhabituelle fut
dans un premier temps associée a une pathologel'ttenme appelée syndrome Tn (trouble
hématologique) et ensuite liée au cancer, pourdmjgre fois en 1969. Cette structure osidique
altérée des mucines est présente dans au moinsd@8%issus de la grande majorité des
canceré®et signe un mauvais pronostique pour les patiettesnts des cancers du sein, de
I'estomac et du colon. Son expression est liee dysfonctionnement (absencel/inactivité) de la
B-3-galactosidotransférase (ou synthase-T) qui pelangynthese de l'antigene TF par addition
d'un galactose lié efl—3 sur le GalNAoa-O-sérine/thréonine. La présence de Tn peut aussi
étre associée a un dysfonctionnement de la protéingperon Cosmc Cpore 1 [3-
galactosyltransférase-specific molecular chape)dheui régule la structuration de la synthase-
T. C'est I'élément de base a partir duquel il essible d'obtenir les autres antigenes des mucines,

notamment sTn et TF.

L'antigéne Tn est également un antigéne carcinogmbaire?® normalement présent au
cours du développement embryonnaire (particulierdmsur les tissus épithéliaux et
mésothéliaux) puis réprimés lors de la différenaratll est malgré tout faiblement exprimé a la
surface des cellules normales aduffe®'est un important auto-immunogé&hgui joue aussi un
réle important dans la dissémination métastasidinpermet aux cellules cancéreuses d'échapper
a limmunosurveillanc& et favorise I'adhérence des métastases aux tssns° (appelé
«homing») grace a des interactions spécifiques de typinéesucre. Cependant de nombreux
facteurs restent encore a définir concernant lasémuences pathologiques de I'expression de Tn

et son implication dans I'évolution des cancers.

% Springer, G. F.; Immunoreactive T and Tn epitoipesancer diagnosis, prognosis, and immunotheragyrnal
of Molecular Medicinel 997, 75, 594-602.

2"Wang, Y.; Tongzhong, J.; Ding, X.; Xia, B.; WaWy,; Xia, L.; He, M.; Cummings, R. D. Cosmc is asetial
chaperone for correct protein O-glycosylatidtroceedings of the National Academy of SciencetheofUnited
States of America01Q 107, 9228-9233.

% Barr, N.; Taylor, C. R.; Young, T.; Springer, G.Ate Pancarcinoma T and Tn Differenciation AntigeiCancer
1989 64, 834-841.

#Zhang, S.; Zhang, H. S.; Reuter, V. E.; SlovinESScher, H. |.; Livingston, P. O. ExpressiorPaftential Target
Antigens for Immunotherapy on Primary and MetastRtiostate Cancer€linical Cancer Research998 4, 295-
302.

% Springer, G. F.; Cheingsong-Popov, R.; Schirrmgctie Desai, P. R.; Tegtmeyer, H. Proposed Molec@asis
of Murine Tumor Cell-Hepatocyte Interactiofhe Journal of Biological Chemist@©83 258 5702-5706.

31 Sealand, E.; van Vliet, S. J.; Backstrom, M.; d¢&m Berg, V. C. M.; Geijtenbeek, T. B. H.; Meij&, A.; van
Kooyk, Y. The C-type lectin MGL expressed by detidricells detects glycan changes on MUCL1 in colon
carcinomaCancer Immunology Immunotherap§07, 56, 1225-1236.
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Dans I'ensemble les TACAs sont des marqueurs tumdféeur caractérisation présente
un intérét qui est a la fois diagnostique, certgigsotopes sont exprimés avant toutes anomalies
cellulaires (par exemple Tn), et pronostique puisqrertaines séquences favorisent les

métastases.

Des applications thérapeutiques anti-cancéreusgsvisageées par utilisation d'analogues
de sucres bloquant l'activité des enzymes resptassdb la formation des épitopes glycaniques
potentiellement dangereux. Comme nous l'avons décquemment d'autres approches
concernent I'immunothérapie. Certaines de ces appsopermettent le développement chimique
de candidats vaccins a base d'antigenes sacchesdigns le but de déclencher une réaction
immunitaire dirigée spécifiquement contre ces ¢t glycaniques tumorad%.Néanmoins
I'élaboration de structures vaccinales efficacesessite des connaissances aigues sur les

éléments cellulaires et moléculaires qui composetre systeme immunitaire.

B. Le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est un systéme de défensargeiablement adaptatif qui nous
protége contre de nombreux pathogenes tels queries les bactéries, les champignons et les
parasites. Le systeme immunitaire produit une toualé de cellules et de molécules composant
un réseau dynamique et capable de reconnaitrefigpp@enent puis d'éliminer un grand nombre

de micro-organismes étrangers.

La reconnaissance immunitaire possede la capagi@ugoir distinguer les envahisseurs
étrangers des composants du Soi (discrimination-Swwn Soi). De plus, celle-ci présente
I'aptitude a pouvoir identifier les cellules detd altérées telles que les cellules infectéespar
virus ou les cellules cancéreuses. Généralemergctmnaissance d'un pathogene engendre une

réponse effectrice servant a le neutraliser.

Il existe deux systemes: I'immunité innée et l'immitdl adaptative. Ces deux systemes
collaborent pour protéger I'organisme. Ainsi, desveaux élevés d'interaction et

d'interdépendance ont émergé entre eux. En fait) agent pathogene échappe complétement au

¥ Reis, C. A.; Osorio, H.; Silva, L.; Gomes, C.; h\L. Alterations in glycosylation as biomarkex fcancer
detectionJournal of Clinical Patholog01Q 63, 322-329.

% Danishefsky, S. J.; Allen, J. Rerom the Laboratory to the Clinic: A Retrospectiva Fully Synthetic
Carbohydrate-Based Anticancer Vaccin®sgewandte Chemie International Editis@0Q 39, 836-863.
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systéme inné, la réponse du systeme adaptatifiestfaible. La reconnaissance par le systéme
inné permet de mettre en place une réponse adagpédticace.

Dans cette partie, nous utiliserons égalementriedel’antigene que I'on peut assimiler & un

pathogene ou a une molécule soluble étrangere.
1. Le systeme immunitaire inné

a. Présentation

L'immunité innée est I'ensemble des mécanismeslaiels et moléculaires préexistant a
une maladie et qui est prét a I'éliminer. Elle éspnte la premiére ligne de défense du systeme
immunitaire. Les éléments de détection du systémeée sont capables de faire la discrimination
entre le Soi et les antigenes, mais ils ne sont gpExialisés dans la reconnaissance des
différences subtiles entre les molécules étrang&es éléements ne sont donc pas spécifiques

d'un antigéne donné.

Le systeme inné comprend des barrieres physighasiques et cellulaires. Les principales
barrieres physiques sont la peau et les membraeesndiqueuses. Les barrieres chimiques
incluent l'acidité des composants de I'estomacest rdolécules a activités antimicrobiennes.
Lorsqu'un agent pathogene franchit ces barrierakoanques et physiologiques, la composante
cellulaire entre alors en jeu. Elle comprend ddtules dotées de récepteurs membranaires
capables d'identifier des motifs structuraux vaeisonserves au sein d'une espece microbienne,
mais généralement absents de |'hote, appelés PR&terfi Recognition ReceptdrsCes
récepteurs comprennent entre autre les réceptelir§TLRs: Toll-Like Receptonsdont le réle
est essentiel au sein de nos défenses. Les metimmus sont des motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PAMPsPathogen-Associated Molecular Patterngjui incluent des
combinaisons de sucres, des protéines, des maépalgant des lipides et certains motifs
d'acides nucléigues. Les réponses immunitairesegim@pliquent typiquement la participation
de plusieurs acteurs cellulaires clés comme pampbeles cellules NKNatural Killer), les
macrophages et les cellules dendritiques (esdritic Cellg. En ce qui concerne les cellules
dendritiques, certaines études ont démontré gsi'glleaient un role essentiel, pas seulement au

niveau de systeme inné, mais dans I'ensemble dénsgsmmunitaire.
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b. Les DCs: lien entre I'immunité innée et 'immunitéadaptative

Identifiées pour la premiere fois en 1868 lors d'é@ude anatomique de la peau par Paul
Langerhans, les DCs ont été par la suite caraéef&islans leurs fonctions par Ralph M.
Steinman et Zanvil A. Cohn en 197%Elles représentent une population hétérogéne lidese
ayant comme origine des précurseurs médullairesix gands sous-types ont été mis en
évidence, les cellules dendritigues myéloides (M plasmacytoides (pDCs). Les DCs sont
tres nombreuses dans les tissus, en contact aveitide extérieur, dans lesquels elles forment
un réseau de cellules sentinelles. On peut lesuetr notamment au sein des épithélium
muqueux (bouche, oesophage, poumon, vagin, utéassie...) et dans la peau. Elles sont
également présentes dans les organes lymphoides.

Tout comme les macrophages et les lymphocytessBD({&s sont assimilées a des cellules
présentatrices d'antigenes (APEntigen-Presenting Ce¢llimportantes pour l'activation des
lymphocytes T et donc pour linduction des réponsesiunitaires envers un antigene (les
lymphocytes T et B appartiennent au systeme ad@ptats DCs sont considérées comme les
plus efficaces des APC3* Elles expriment constitutivement sur leur membreaeforts taux
de molécules de classe | et de classe Il du coraptexjeur d'histocompatibilité (CMH). Ces
molécules sont associées a des peptides antigéngfue complexe résultant est présenté puis
reconnu par les lymphocytes T. Les DCs exprimealsfgent constitutivement des molécules de
co-stimulation telles que B7-1 (CD80) et B7-2 (Cp§ai interagissent avec la molécule CD28
a la surface des lymphocytes T. Tous ces élémemgsndrent des signaux intervenant dans la
stimulation efficiente des lymphocytes T et plugtipalierement des lymphocytes T naifs
(cellules n'étant pas encore entrées en contactlargigene). Les DCs sont donc les seules a
pouvoir déclencher une réponse immunitaire primare/ers un antigéne nouvellement
rencontré. Sur les membranes plasmiques des DCgenh aussi retrouver des quantités
importantes de molécules d'adhésion comme CD58 {RF&t CD54 (ICAM-1) entrainant des
interactions fortes avec les lymphocytes T naifse [plus, elles se distinguent
morphologiquement par la présence de dendritesofmyements cytoplasmiques) permettant de
multiples contacts simultanés avec beaucoup deHpoytes (Figure 1.6).

3% Steinman, R. M.; Cohn, Z. A. Identification of awel cell type in peripheral lymphoid organs of mighe
Journal of Experimental Medicine973 137, 1142-1162

% Zaba, L. C.; Krueger, J. G.; Lowes, M. A. Residant "Inflammatory" Dendritic Cells in Human Skitournal
of Investigative Dermatolog3009 129, 302-308

% Mellman, I.; Steinman, R. M. Dendritic Cells: Sjaized and Regulated Antigen Processing Machiigzsl
2001, 106, 255-258
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Dendritic cells
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Figure 1.6: Caractérisation des cellules dendritigaes.D'aprés Steinman et &f.

Nb: Les molécules du CMH se divisent en deux cladsssmolécules de classe | du CMH
sont exprimées par presque toutes les celluleéeslet sont associées a des peptides issus
d'antigenes endogénes. Les molécules de classe GMH ne sont exprimées que par les

cellules présentatrices d'antigéne et sont assoaiéles peptides issus d'antigenes exogenes.

Néanmoins, pour pouvoir jouer leur réle de APCest nécessaire qu'elles subissent un
processus de maturation. Dispersées dans la néageg tissus, elles se trouvent dans un état
immature et disposent d'une grande capacité atdettca capturer les antigénes, mais elles sont
de faibles activateurs des lymphocytes T. Diffésemicanismes peuvent étre utilisés pour la
capture: la phagocytose, la macropinocytose eddeytose médiée par les récepteurs. Les DCs
expriment de nombreux récepteurs qui facilitemdarytose comme les récepteurs de type
lectine C (CLRsC-type Lectin Receptor® Les lectines sont des protéines pouvant se lier au
carbohydrates. Plusieurs CLRs ont été identifiésiaeau des DCs. Par exemple, on peut citer le
DEC-205% le MMR (Macrophage Mannose Recept@t le DC-SIGN Dendritic Cell-Specific
Intracellular adhesion molecule-3-Grabbing Noniniey. Le MMR et DC-SIGN sont des

récepteurs présentant une grande affinité polariégénes mannosylés.

Une fois l'antigene capturé, différents événemst&schainent et se succédent dans la vie
des DCs pour aboutir a leur maturation, a l'apprété de I'antigene et apres migration, a sa

présentation aux lymphocytes T. La maturation d€s [Peut étre déclenchée par différents

3" Steinman, R. M.; Banchereau, J. Taking dendréltsdnto medicineNature2007, 449, 419-426.

% Tang, C-K.; Sheng, K-C.; Apostolopoulos, V.; Pise G. Protein/ peptide and DNA vaccine delivegy b
targeting C-type lectin receptoisxpert Reviews of Vaccin2808 7, 1005-1018.

% Jiang, W.; Swiggard, W. J.; Heufer, C.; Peng, Mitza, A.; Steinman, R. M.; Nussenger, M. C. Theetor
DEC-205 expressed by dendritic cells and thymidhetfial cells is involved in antigen processif¢ature 1995
375 151-155.

“0Engering, A. J.; Cella, M.; Fluitsma, D.; BrocklsawM.; Hoefsmit, E. C. M.; Lanzavecchia, A.; Pisted. The
mannose receptor functions as a high capacity emabtbspecificity antigen receptor in human denddglls.Eur J
Immunol1997, 27, 2417-2425.
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stimuli issus de l'activation de certains récemeBRRs comme les TLRs*?ou issus de
l'interaction avec des cytokines générées parrdauellules immunitaires. Les cytokines sont
des protéines de faible masse moléculaire ou desmlotéines, qui participent a la régulation
du développement de nombreuses cellules immurstalParmi elles, nous pouvons citer les
interleukines (IL) et les interférons (IFN).

Ce processus de maturation comprend des changementsorphologies (apparition de
dendrites), du cytosquelette, de motilité, la pede la capacité de l'endocytose (ou de
phagocytose), la surexpression des molécules du ,Cd#ld molécules de co-stimulation et
d'adhérence ainsi que la capacité a sécréter diekirms qui influencent les effecteurs
immunitaires. Durant la maturation, les DCs exprimégalement des récepteurs liant des
chimiokines (appartenant a la famille des cytoKjrees orientent leur migration vers les organes

lymphoides secondaires (rate, ganglions lymphasigoe résident les lymphocytes.

Ainsi, les DCs sont spécialisées dans la captargahsport, I'apprétement et la présentation
des antigenes aux lymphocytes T. Grace a celadeegr leur capacité a libérer des cytokines
(notamment I'lL-12), elles peuvent influencer lfaation de cellules du systéme inné telles que
les cellules NK et les macrophages. Elles peuvegaleéent activer les lymphocytes T et
intervenir dans la stimulation des lymphocytes Brainant la synthése d'anticorps spécifiques

de l'antigene reconnu au préalable (Figure 1.7).

Les DCs sont & linterface entre limmunité inndeliemunité adaptativé® Depuis
plusieurs décénies, elles sont considérées comsmenéliateurs essentiels de l'immunité et
certaines études montrent qu'elles sont impliquisess des phénomeénes de tolérance afin
d'empécher par exemple le développement de maladiesimmunes. Leur importance a, par
ailleurs, été mise en exergue par les travauxsé&salpar Ralph M. Steinman depuis 1973, grace

auxquels il a obtenu le prix Nobel de Médecine @hl12

“l Akira, S.; Takeda, K.; Kaisho, T. Toll-like receps: critical proteins linking innate and acquir@smunity.
Nature Immunolog®001, 2, 675-680.

2 Medzhitov, R. Toll-like receptors and innate imritynNature Reviews Immunolog@01, 1, 135-145.
“3Banchereau, J.; Steinman, R. M. Dendritic celt$ #we control of immunityNature1998 392, 245-252.
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Figure 1.7: Réle central des DCs au sein du systérmemunitaire. D'aprés Ueno et &’

Les DCs peuvent induire une réponse immunitairauste) utile dans la défense anti-
infectieuse mais aussi anti-tumorale. Cibler lessO@ur concevoir des vaccfidors d'une
approche en immunothérapie anti-cancéréu¥es'avére donc incontournable. De plus la
maitrise de la maturation de ces cellules représegalement une étape clé dans le réussite dans
ces approche¥.

2. Le systéme immunitaire adaptatif

a. Présentation

L'immunité adaptative (ou immunité acquise) estatgante de I'immunité innée et débute
quelques jours aprés. Elle constitue une secogde lile défense qui permet de neutraliser les
antigenes qui ont échappé a la réponse innée. llimitd acquise définie quatre propriétés
caractéristiques que sont: la spécificité antigémjda diversité, la mémoire immunitaire et la

reconnaissance du Soi et du non Soi. Elle faitwetar des populations de lymphocytes B et T:

“ Ueno, H.; Klechevsky, E.; Morita, R.; Aspord, Cao, T.; Matsui, T.; Di Pucchio, T.; Connoly, JayFJ. W.;
Pascual, V.; Palucka, A. K.; Banchereau, J. Deiedciell subsets in health and diseasemunological Reviews
2007, 219, 118-142.

> Steinman, R. M. Dendritic Cells In Vivo: A Key Tt for a New Vaccine Sciendeamunity2008 29, 319-324.
¢ Avignan, D. Dendritic cells: development, functiand potential use for cancer immunotheraplpod Reviews
1999 13, 51-64.

4" Steinman, R. M.; Pope, M. Exploiting dendritic Iseto improve vaccine efficacyThe Journal of Clinical
Investigation2002 109, 1519-1526.
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» Les lymphocytes Bls arrivent a maturation au sein de la moelleeass. Lorsqu'ils quittent
cette derniere, chacun exprime sur sa membraneécepteur de liaison a l'antigene
spécifique. Le récepteur des cellules B (BCR, Becell Receptgr est constitué
principalement d’'une molécule d’anticorps membranajui ne reconnait qu’'un seul

antigene donné (Figure 1.8a).

» Les lymphocytes Tils effectuent leur maturation dans le thymus. éaurs de leur
maturation, les cellules T expriment sur leur meambrune molécule susceptible de se fixer
spécifiguement a un antigéne donné, nommeée régepemucellules T (TCR, dé-cell
Recepto). Contrairement aux anticorps membranaires ddslegIB, les TCRs ne peuvent
reconnaitre un antigéne que lorsqu’il est assogiépaotéines membranaires du CMH. |l

existe deux sous-populations bien définies de leslIU:

1. Les cellules T auxiliaires (I de Helpen qui définissent a leur surface des
glycoprotéines membranaires ¢D Ces cellules sont restreintes a la
reconnaissance d'un antigene lié¢ a une moléculelatse 11 du CMH. On les

appelle aussi cellules T GD(Figure 1.8b).

2. Les cellules T cytotoxiques €] de cytotoxig qui présentent a leur surface des
glycoprotéines membranaires &D Ces cellules sont restreintes a la
reconnaissance d’'un antigéne lié a une moléculelatse | du CMH. On les

appelle également cellules T g¥Figure 1.8c).
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Figure 1.8: Les différents types de Iympho;ytes dsystéme adaptatif.
D'aprés Goldsby et &F

Lorsqu’elles quittent leur site de maturation, tedlules B et T naives migrent vers les

organes lymphoides secondaires. Au niveau de cganes, la coopération entre ces

lymphocytes et les cellules présentatrices d’angget notamment les cellules dendritiques, est

“8 Goldsby, R. A.; Kindt, T. J.; Osborne, B. lamunologie, Le cours de Janis Kud§01, Edition Dunod, 660 p.
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nécessaire dans le but d’élaborer deux réponsesinitaires distinctes: la réponse humorale et

la réponse a médiation cellulaire.

b. Les réponses immunitaires humorale et a médiationetiulaire

Ces réponses requierent I'activation au préalabtecllules i naives (Figure 1.9a). Dans
un premier temps, les DCs internalisent I'antigeregéne et le dégradent en petits peptides qui
sont associés a des molécules de classe Il du CeBicomplexes peptide-molécule de classe Il
du CMH sont présentés a la surface des DCs. Onllappes étapes « apprétement » et «
présentation » des antigenes. Le processus d'dotivdes cellules [T est initié lorsque leurs
récepteurs TCRs reconnaissent spécifiguement Igplesmn antigene-molécule de classe Il du
CMH et s’y lient. Cependant, cette interaction, pe-méme, n’est pas suffisante pour activer
completement les cellulesyTnaives.Pour ce faire, il est nécessaire qu’un signal de co
stimulation soit généré grace a l'interaction eldgemolécules membranaires CD28 des cellules
Ty et les membres de la famille B7 (B7-1 et B7-2) O€s. Ensuite, la sécrétion de la cytokine
IL-2 améne les cellulesyTactivées a proliférer et a se différencier enubedl Ty & mémoire ainsi
gu’'en cellules T effectrices. Ces dernieres, spécifiques de I'anggreconnu, permettent la

création des réponses humorale et a médiationaiedu

» Réponse immunitaire humorale (Figure 1:9bjnteraction d'une cellule B naive avec
l'antigéne par l'intermédiaire de son récepteur Bd&Rlenche un premier signal de
stimulation. Aprés apprétement de l'antigene, lBuleeB présente a sa surface les
peptides qui en résultent, associés a des molédaletasse Il du CMH. Une cellulgy T
activée qui reconnait spécifiguement le complexeane-molécule de classe Il du CMH
présente, se lie a ce dernier, ce qui est a Iferidlun second signal de stimulation. Par la
suite, la production de I'lL-2 par la celluley Bmene progressivement la cellule B a
proliférer et a se différencier en cellules B a mé&met en plasmocytes sécrétant des
anticorps spécifiques de l'antigéne. De plus, teg@ps obtenus présentent également
une forte affinité pour I'antigene (maturation @éfinité) et résultent d'un phénomeéne de
commutation de classe aboutissant a des anticdfpeedts des IgM. Il est ainsi possible
de générer des IgG ayant une plus longue duréédians I'organisme. Cette activation
est effectuée suivant la voie thymo-dépendante ligadmpn des cellules {). Il existe
aussi une voie thymo-indépendante. Néanmoins,-celéaboutit ni a la formation de
cellules a mémoire ni a la sécrétion d'anticorpbalees affinités (libération majoritaire
des IgM).
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» Réponse immunitaire a médiation cellulaire (Figur&c): Les cellules T naives sont

activées suivant plusieurs

sighaux successifs. t@mier est obtenu suite a la

reconnaissance du complexe antigene peptidiqueenleléde classe | du CMH (au

niveau d'une APC ou d'une autre cellule nucléém)signal de co-stimulation est ensuite

transmis (interaction CD28-B7). L'IL-2 produite, noluit & la prolifération et la

différenciation des celluledlactivées en cellulescTa mémoire ainsi qu'en lymphocytes

T cytotoxiques (CTL). Au final, les CTLs particigeaux réactions immunitaires a

médiation cellulaire en tuant les cellules du 3i@rées: ils jouent un réle important dans

la lyse des cellules infectées par un virus et cdliles tumorales qui présentent le

complexe antigene peptidique-molécule de classeGMH.
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Figure 1.9: Mécanisme des réponses immunitaires. Agtivation des cellules T;; b) Réponse humorale;
c) Réponse & médiation cellulaireD'aprés Goldsby et &F

Les antigénes sont donc capables d'induire desnsépoimmunitaires spécifiques.

Cependant, il convient de différencier deux termgasnt des propriétés bien distinctes que sont

I'immunogeénicité et I'antigénicité. L'immunogénécést la capacité d'une substance a induire une

réponse immunitaire humorale et/ou a médiatiorutzte. L'antigénicité caractérise la capacité

d'une substance a se combiner de maniere spécifigee les produits finaux des réponses
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immunitaires (humorale et/ou a médiation cellulateds que les anticorps et/ou les récepteurs
TCRs. De ce fait, bien que toutes les moléculespggseédent la propriété dimmunogénicité

aient aussi la propriété d'antigénicité, l'inversst pas vrai.

Comme nous avons pu l'observé, une des caraaiéastide l'immunité adaptative est
I'établissement d'une réponse mémoire mise en risédepar l'existence de différentes
populations de lymphocytes B et T a mémoire. Césles ont des durées de vie plus longues
gue les lymphocytes dont ils sont issus. La remeoinitiale de ces derniers avec un antigene
induit une réponse primaire. Un contact ultérieeecace méme antigéne, active les cellules a
mémoire, a l'origine de l'induction d'une réponseosdaire plus rapide, plus intense et qui dure
plus longtemps. Afin d'étayer ces dires, nous poswwoir sur la figure 1.10, que la réponse
humorale secondaire nécessite un délai plus cauit Z jours) que la réponse primaire (5 a 7
jours). De plus, les taux d'anticorps sont beauqaug élevés et persistent plus longtemps. Ceci
est d0 au fait que les lymphocytes B & mémoirerrdent a I'antigéne plus rapidement et sont
activés plus facilement. Les mémes constats peu@tet effectués pour les réponses a
meédiations cellulaires secondaires. En raison d qgeopriété, le systeme immunitaire peut
conférer une immunité qui peut durer de nombreaseges contre une variété d'antigenes. De

ce fait, le principe de mémoire immunitaire est ddse de la vaccination.

& Antigéne A e
Antigene A +Antigéne B qx)n.w_
secondaire .
X Réponse
anti-A P
primaire
anti-B
Réponse

primaire anti-A

Taux d'anticorps sériques

T 1
0 6 14

Temps, jours

0 14

Figure 1.10: Mise en évidence des différences daes réponses humorales primaires et secondaires.
D'aprés Kindt et at.

28



Chapitre I: Introduction bibliographique

3. Les anticorps: effecteurs de lI'immunité humorale

a. Caractérisation

Les anticorps sont des glycoprotéines que I'on preuter soit sous forme de constituants
des récepteurs BCRs des cellules B, soit sous falenenolécules solubles sécrétées par les
plasmocytes. lIs font partis de la superfamille mshesiunoglobulines (Ig). Toutes les molécules
d'anticorps ont une structure commune formée dé&@ghaines polypeptidiques: deux chaines
légeres L identiques et deux chaines lourdes Higless. Chaque chaine Iégére est liée a une
chaine lourde par une liaison disulfure et par ngemble d'interactions non covalentes telles
que les liaisons salines, les liaisons hydrogenegseliaisons hydrophobes pour former un
hétérodimere H-L. Ces mémes types de liaisons llanta l'autre deux hétérodimeres. Par
ailleurs, ces chaines polypeptidiques sont reple@esiomaine contenant une liaison disulfure

intrachaine qui forme une boucle de 60 acides a{fAgure 1.11).

Les 110 premiers acides aminés de la région aneimoktale d'une chaine légére ou d'une
chaine lourde varient grandement d'un anticorpa auire. Ces séquences trés variables sont
appelées régions V (Vet V). Ce sont ces régions qui sont impliquées dangedaction
spécifique avec un antigéne donné. Le reste deuehettpine de la molécule d'immunoglobuline
sont des régions présentant des séquences relativeonstantes, dénommeées régions CefC
Ch). Dans le cas des anticorps solubles, les régionstantes des chaines lourdes sont a I'origine
de fonctions effectrices visant a détruire l'amigereconnu. Il existe différentes classes
d'immunoglobulines. On peut citer par exemple,iimmoglobuline M (IgM) qui représente 5 a
10% des Igs dans le sérum. C'est la premiéere cthissmunoglobuline a étre sécrétée lors d'une
réponse primaire. L'immunoglobuline G (IgG) estlasse la plus abondante dans le sérum et
représente 80% des Igs totales. De plus, I'lgGeptéda demi-vie dans le sérum Yivo) la plus

importante de toutes les Igs.
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Figure 1.11: Représentation schématique de la strire des immunoglobulines solubles.
D'aprés Kindt et af.

b. Reconnaissance de I'antigene - Notion d'épitope

Les antigenes peuvent étre des molécules compitxasiumineuses. Ainsi, les anticorps
solubles ou présents a la surface des lymphocytedeBnéme que les récepteurs TCRs des
lymphocytes T , n'en reconnaissent qu'une partés €tes particuliers, appelés déterminants
antigéniques ou épitopes, sont des régions immgitplement actives de l'antigene. Comme
evoqué précédemment, les cellules B détectentgdispés seuls alors que les cellules T ne
reconnaissent les épitopes que lorsqu'ils sontcEssa une molécules classe Il du CMH. De
plus, du fait de leur complexité structurale, lestigenes peuvent contenir différents
déterminants antigéniques. Le systeme immunit&ipepmd alors par la production d'anticorps
spécifiques de certains de ces épitopes impligagparticipation de plusieurs clones de cellules
B. Ces cellules sécretent des anticorps dits monacdix qui se lient spécifiguement a un seul
déterminant antigénique. La réponse anticorps pmigbe a un antigéne est constituée de
I'ensemble de ces anticorps monoclonaux. Ces dsrpiésentent, par ailleurs, de nombreuses

applications dans le domaine du diagnostique & teérapeutique.

c. Fonctions effectrices médiées par les anticorps

Apres s'étre liées a lI'antigene, les régions catetaG, des anticorps sont responsables de
toute une série d'interactions synergiques avedrd®aprotéines sériques ou certains récepteurs
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membranaires dont résultent les fonctions effeesribe la réponse humorale. Plusieurs fonctions
effectrices ont pu étre répertoriées (Figure 1.D2&ns le cas d'un antigéne présent a la surface
des cellules cancéreuses (par exemple, les TAGAspeut citer |'activation du systeme du
complément. Celui-ci entraine la perforation desnim@nes cellulaires (CDGComplement-
Dependent Cytotoxicify Un autre type de lyse membranaire est appelétaxitité cellulaire
dépendant des anticorps (ADC@ntibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicitipans ce
processus, l'anticorps interagit avec les réceptdtr de certaines cellules comme les

macrophages et les NK, qui peuvent ainsi provotaultse des cellules cancéreuses.

Macrophage
beict e Cellule NK
T [one | SO
Anticorps s ~a\ [f ~‘ p—
specifique \ { \; /] | ADCC
-~ ® \ |
Antigene L f
tumoral -, J ; 2 Y > e _! —’/
r Anlicorps .____,.-d-r
spticll'lqun/ e !

R

l
7
' = %
Antigéne | '
fumoral .

Cellule tu morale

x,

Cellule tumorale

Figure 1.12: Exemples de fonctions effectrices inites par les anticorps.D'aprés Bay et af?

C. Vaccination anti-tumorale

La majeure partie des traitements habituellemeiliség contre le cancer tels que la
chirurgie, la radiothérapie ou la chimiothérapiésantent encore de nos jours de nombreux
inconvénients du fait de leur toxicité, de leur pa@ de sélectivité et de leur incapacité a
neutraliser totalement I'ensemble des métastasswhpatient. Les scientifiques se sont alors

tournés vers I'élaboration de nouvelles straté@mapeutiques.

En parallele, certains chercheurs ont constatdajugponse du systéme immunitaire vis-a-
vis d'une tumeur était, en général, inefficace pempécher son développement. Les patients
cancéreux présentent, en effet, un systeme imnnipdus affaibli en comparaison avec la
population saine. De plus, les tumeurs sont capatiteviter la détection immunitaire grace a

différents mécanismes immuno-suppresseurs.

“9Bay, S.; Freire, T. Immunothérapie anti-tumorailslée sur des antigénes osidiquB®vue Francophone des
Laboratoires2006 381, 39-46.
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La compréhension des mécanismes moléculaires epli&soménes engendrés par les
systémes inné et adaptatif a ainsi stimulé le d@paEiment intense, ces derniéres années, de
nombreuses approches d'immunothérapies anti-cars&&een association avec les thérapies
usuelles évoquées ci-dessus. L'objectif étant wiiadbu de renforcer I'immunité existante afin

de mieux détecter les cellules cancéreuses etditeuire sélectivement.

L'immunothérapie anti-cancéreuse est caractériaédgs stratégies "passives"” ou "actives".
L'immunisation passive consiste a introduire des lémdes (cytokines, anticorps
monoclonaux’...) pour éliminer les cellules cancéreuses. Qestaaitements de ce type ont fait
leur preuve comme linterleukine 2 (IL-2, Prolewfn et linterférona (IFN-a, Intron®A,
Roférorf-A) employés contre le cancer du rein métastattjle. trastuzumab (Hercepih est
un anticorps monoclonal actuellement utilisé powitér le cancer du seftf. Néanmoins,
I'immunisation passive n'active pas le systeme imitaiie et ne crée pas de réponses mémoires.

La protection apportée est alors transitoire.

L'immunisation active, quant a elle, implique I'dadistration de composés vaccinaux qui
induisent une réponse humorale et/ou cellulaireciBpge avec une meémoire immunitaire.
Certaines stratégies reposent sur l'administratioecte de cellules tumorales lysées ou
inactivées par irradiation. On peut citer par exiemia Melacin& (Corixa Corporation), utilisée
pour le traitement du mélanome. Cette technologggaffinée en modifiant génétiguement les
cellules tumorales, autologues (appartenant atergatiou allogéniques (venant d'une autre
personne), afin qu'elles produisent des cytokinedes molécules co-stimulatricésécessaires
a l'activation des lymphocytes T. Néanmoins, leomvénients de ces méthodes incluent un
travail intensif, un coQt important du personneldinal ainsi que certaines difficultés a mesurer

des réponses immunitaires spécifiques.

Comme nous l'avons défini précédemment, certaittatégies plus spécifiques emploient
directement les cellules dendritiques pour élabamervaccin®’>* Par exemple, ces cellules

peuvent étre généréex vivoa partir de cellules souches du patient, chargees un antigene

0 Scott, A. M.; Welt, S. Antibody-based immunoloditiaerapies Current Opinion in Immunolog$997, 9, 717-
722.

1 Bay, J-O.; Penault-Llorca, F.; Ravaud, A.; Cheure@.; Négrier, S.; Escudier, B. New entities inhodogical
classification and new therapeutic options in remedll carcinomaBulletin du Cance00§ 93, 91-100.

2 Adams, G. P.; Weiner, L. M. Monoclonal antibodgriépy of canceNature Biotechnologg005 23, 1147-1157.
3 Allison, J. P.; Hurwitz, A. A.; Leach, D. R. Maniation of costimulary signals to enhance antiturfiecell
responsegCurrent Opinion in Immunology995 7, 682-686.

* Banchereau, J.; Palucka, A. K. Dendritic Cells TA®rapeutic Vaccines Against Cancéature Reviews
Immunology2005 5, 296-306.
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puis réinjectées au patient dans le but d'actieeragents du systéme immunitaire et d'éliminer
les cellules tumorales. Cette méthode a permis rémtion du Sipuleucel-T (Proverige
Dendreon) qui est le premier vaccin thérapeutiguoey le traitement du cancer de la prostate
métastatique, dont la mise sut le marché a étéap@rpar la FDA en 2010. Malgré tout, il est
important de signaler que les procédés d'obtemt@goe type de vaccin sont lourds et présentent
des risques en terme de qualité vaccinale (contiirs).

De nombreux groupes ont, en parallele, concu desinaissus de synthéses organiques.
Parmi eux, nous pouvons citer les vaccins de tygmigique. Ainsi, I'équipe de A. Delmas, a
synthétisé des mimes de la mucine MUCL1 (Figure)ichgprenant deux unités répétitives de
MUCL1 orientées en sens inverse et conjuguées aitopé peptidigue universel des cellulgs T
(PADRE)> Des études pré-cliniques (chez la souris), ontenigvidence que cette structure
stimulait la production d'anticorps capables demeaitre la protéine recombinante MUC1 non

glycosylée.

H
H,N MUC C=N-O—| PADRE |—CO,H

o
=N-0—(_MUC }-CO,H
Figure 1.13: Vaccin peptidique développé.

Depuis l'identification des antigénes saccharidiqagsociés aux tumeurs (TACAS), d'autres
groupes se sont affairés a mettre en place desideamdvaccins présentant ces structures.
L'intérét étant d'obtenir des réponses immunitaioesistes envers les cellules qui expriment les
TACAs.#***®*Néanmoins, I'élaboration de vaccins cliniquemeables & base de TACAs est

associée a certaines contraintes.

1. Contraintes associées au développement de vaccingase de TACAS

Dans un premier temps, le domaine saccharidiquecahdidat vaccin doit étre pur,

disponible en quantités suffisantes et structuratenuéfini. De facon général, I'obtention de

% Cremer, G-A.; Bureau, N.; Leliévre, D.; Piller,;\Riller, F.; Delmas, A. Synthesis of Branched Oeihinked
Peptide Mimetics of the MUCL1 Containing a UniverSaHelper EpitopeChemistry - A European JournaD04

10, 6353-6360.

* Buskas, T.; Thompson, P.; Boons, G-J. Immunotherap cancer: synthetic carbohydrate-based vaccines
Chemical Communicatior009 36, 5335-5349.
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molécules glycosylées a partir de sources biolagigoaturelles est un travail complexe qui
conduit le plus souvent a des mélanges hétérogetnesde faibles quantités de produits. Les
syntheses organiques novoreprésentent des solutions viables et peuventtiatdola formation

d'antigénes saccharidiques homogénes, de grandeegpwet dans des quantités relativement

élevées.

Par ailleurs, il est important de comprendre queldction d'une réponse immunitaire
envers les TACAs n'est pas toujours simple a metirplace. En effet, la plupart des antigénes
saccharidiques sont strictement des épitopes dlateseB et en I'absence de médiateurs externes,
entrainent une réponse humorale de faible intensii&pendante des celluleg [voie thymo-
indépendante; Figure 1.14a). En général, ces angtighe peuvent activer, par eux-mémes, les
cellules T puisqu'ils ne sont pas présentés sur les membdmseAPCs. Aprés interaction avec
les antigenes saccharidiques, les cellules B saniiepement activées. Elles se différencient en
plasmocytes qui produisent seulement des antidgidsde courtes durées de vie et de faibles
affinités pour l'antigene. Il n'y a pas non plusfdenation de cellules a mémoire. Cependant,
pour qu'une approche en immunothérapie anti-turaaait efficace, les réponses immunitaires
doivent étre intenses doublées d'une mémoire intaiumicaractéristiques d'une immunisation
active. Ceci nécessite une activation completeceéisles B qui est seulement obtenue grace a
I'intervention des cellulesyT(voie thymo-dépendante; Figure 1.14b). L'initiatide cette voie
aboutit a la libération d'lgG de haute affinité {aration de I'affinité+commutation de classe) et

la formation de cellules B a mémoire.
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(a) Carbohydrates bind B-cell receptors, initiating a weak T-cell-independent response.
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(b) Goal: induction of a robust T-cell-dependent response.
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Figure 1.14: Intensité des réponses immunitaires gars les TACAs: rble primordial des cellules F,.
D'aprés Danishefsky et &l.

De plus, de nombreux TACAs sont également expriragsfaible quantité, sur certaines
cellules saines. Ces TACAs sont assimilés a del-antigefi qui sont tolérés par le systeme
immunitaire. Leur immunogénicité est donc faibleindluction d'une réponse immunitaire
efficace, dépendante des cellulestdut en brisant I'immuno-tolérance acquise parT@eSAsS,
nécessite l'installation d'éléments immuno-stimiglasur la structure vaccinale. Cette stratégie

permet une meilleure présentation des TACAs aesysimmunitaire.

Enfin, pour mimer la microhétérogénéité antigénigelecontrée a la surface des cellules
tumorales, il est parfois nécessaire d'incorpohasipurs TACAs différents au sein d'une méme

structure vaccinale. Ces antigenes doivent étrésralun méme type de cancer.

Dans cette partie, nous mettrons en exergue |'drisenhes efforts fournis pour le
développement de candidats vaccins a base d'aesigaccharidiques associés aux tumeurs ainsi
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que les résultats des tests pré-cliniques (chesolais) et clinigues (chez 'Homme) qui en
découlent.

2. Vaccins a base de TACAs conjugués a une protéinerpeuse

La majorité des travaux réalisés sur le développémie vaccins anti-tumoraux a base de
TACAs est due au succes rencontré par les vacbieapnjugués anti-bactériens, dont certains
ont été commercialisés. lls impliquent la conjugaisl'antigenes saccharidiques a une protéine
porteuse immunogéne telle que la protéine KKidyhole Limpet Hemocyaniou BSA Bovin
Serum Albumip®’ Ces protéines incorporent des séquences peptiigpitopes des cellules, T
qui peuvent étre présentées a la surface des ABBsfarme de complexe avec des molécules
de classe Il du CMH. De ce fait, les protéinesguses peuvent activer les cellulesel induire
la formation d'lgG de hautes affinités. De manigémérale, ces vaccins conjugués sont co-
administrés avec un immuno-adjuvant comme QS-21tyjde saponine), GPI-0100, Detox ou
BCG (Bacille de Calmette-Guérin) afin d'exacerb&rréponse immunitaire globale dirigée
contre les TACAs, en stimulant le systeme inné. Daeatte stratégie, la conception de la
molécule vaccinale est importante pour obtenirnépense anti-tumorale robuste. L'efficacité du
candidat vaccin dépend de la structure de la pretporteuse, de la nature du linker, du type
d'adjuvant, du mode de conjugaison chimique, datare, du nombre et de la densité du ou des
TACAs présents sur une protéine porteuse. Plusigangaux préliminaires ont démontré
I'importance de ces facteurs. Notamment, Hellingest collaborateurs ont démontré que parmi
I'ensemble des méthodes de conjugaison, des pstdinrteuses et des adjuvants étudiés,
I'attachement covalent par amination réductricel'detigene saccharidique GD3, isolé au
préalable, a KLH et l'utilisation de QS-21 permietide générer une réponse immunitaire

optimale>®

a. Vaccins conjugués monomériques

Les candidats vaccins a base de TACAs monomérigomes définis par la présence d'un
seul type d'antigéne saccharidique liee a une ipmt@orteuse. Le laboratoire de S. J.

Danishefsky a beaucoup ceuvré dans ce domaine.fdregramme débuta par la synthése de

" Slovin, S. F.; Keding, S. J.; Ragupathi, G. Casfivhte vaccines as immunotherapy for cancemunology and
Cell Biology2005 83, 418-428.

* Helling, F.; Shang, A.; Calves, M.; Zhang, S.; R8n Yu, R. K.; Oettgen, H. F.; Livingston, P. Gy Vaccines
for Melanoma: Superior Immunogenicity of Keyholariget Hemocyanin Conjugate Vaccin€ancer Research
1994 54, 197-203.
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l'unité saccharidique Pg fonctionnalisée par un groupement allyle. Apré&omolyse et
formation de l'aldéhyde résultant, le domaine saddijue L& a été conjugué directement a
KLH par amination réductrice. Les souris immuniséa®c Lé-KLH (Figure 1.15), co-
administré avec QS-21 ont généré majoritairemesitatdicorps de type IgM ainsi qu'une faible
quantité d'lgG? Ces anticorps ont montré qu'ils reconnaissaienértent et sélectivement les
lignées cellulaires cancéreuses humaines MCF-&xpriment L& a leur surface. Ces anticorps,
tres réactifs vis-a-vis de ces cellules, ont en&deur destruction médiée par le complément
(CDC). Des tests cliniques en phase | pour leetnagint du cancer des ovaires ont par la suite été
effectués’® Malheureusement, la plupart des anticorps détedeédype IgM, présentaient de
faibles affinités pour l'antigene cible. Le candidaccin n'a donc pas été conduit en phase Il.

OH
0
OH
OH
HO OH OH HO OH
0
o o
HO%S/O 5 o o\/\N@
0 AcHN HO H/
p&im
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Figure 1.15: Vaccin glycoconjugué monomeérique LeKLH.

La méme équipe s'est également tournée vers Ifé@mo du candidat vaccin Globo-H-
KLH, injecté en présence de QS-21. En plus de flatiun réductrice directe décrite ci-dessus,
une autre méthode de conjugaison a KLH du domaioeharidigue Globo-H fonctionnalisé par
un groupement allyle, a été effectué en utilisantioker bifonctionnel, le MMCCH (4-(4N-
maléimidométhyl) cyclohexane-1-carbonylhydrazideguFe 1.16). Les études pré-cliniques
furent encourageantes mettant en évidence de tmuts d'lgM et d'lgG anti-Globo-: Ces
anticorps ont démontré une grande capacité a mdailyse des cellules cancéreuses. Cette

construction a ensuite été testée en phase clinighez des patients atteints du cancer de la

%9 Kudryashov, V.; Kim, H. M.; Ragupathi, G.; Danif$ley, S. J.; Livingston, P. O.; Lloyd, K. O. Immugenicity
of synthetic conjugates of Lewisligosaccharide with proteins in mice: towards diesign of anticancer vaccines.
Cancer Immunology and Immunotherd$98 45, 281-286.

% Sabbatini, P. J.; Kudryashov, V.; Ragupathi, GanBhefsky, S. J.; Livingston, P. O.; Bornmann, Bpassova,
M.; Zatorski, A.; Spriggs, D.; Aghajanian, C.; Soa, S.; Peyton, M.; O'Flaherty, C.; Curtin, J.pyd, K. O.
Immunization of ovarian cancer patients with a bgtit Lewig-protein conjugate vaccine: a phase | trial.
International Journal of Cance00Q 87, 79-85.

1 Ragupathi, G.; Park, T. K.; Zhang, S.; Kim, I. Graber, L.; Adluri, S.; Lloyd, K. O.; Danishefskg. J.;
Livingston, P. O. Immunization of Mice with a Fullyynthetic Globo-H Antigen Results in Antibodiesaangt
Human Cancer Cells: A Combined Chemical-Immunolalgipproach to the Fashioning of an Anticancer \faec
Angewandte Chemie International Edition in Engll€97 36, 125-128.
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prostaté® et du cancer du sein métastati§tiBans les deux cas, le candidat vaccin a été toléré
par l'organisme, ne présentait pas de toxicitéquéigre et les IgM libérés se sont montrés tres
réactifs a I'encontre des cellules tumorales. Peuraitement du cancer du sein, ce composé

vaccinal est parvenu a la phase Il/1ll.
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Figure 1.16: Vaccin glycoconjugué monomérique Globél-KLH.

Le groupe de G-J. Boons a, de son c6té, synthdtigdycoconjugué comprenant I'antigene
KH-1 (Le’-Le") lié a KLH par l'intermédiaire d'un espaceur i@ de type aminopropyle. Cet
espaceur a été modifié par un groupement thioacdiglr faciliter la conjugaison avec la
protéine porteuse. Le glycoconjugué co-administet d)S-21 chez la souris induit une réponse
immunitaire robuste dépendante des cellulgsliigée principalement contre l'antigéne KH?1.

Plusieurs autres candidats vaccins monomériquestérévalués a divers stades (phase |, Il
et 111).°>°°%"pParmi ceux qui sont parvenus & la phase de déwetoent clinique Ill, nous

pouvons citer notamment le GM2-KLH (avec QS-21)lé&achez des patients atteints de

®2Slovin, S. F.; Ragupathi, G.; Adluri, S.; Unge®s; Terry, K.; Kim, S.; Spassova, M.; Bornmann, azzari, M.;
Dantis, L.; Olkiewicz, K.; Lloyd, K. O.; LivingstarP. O.; Danishefsky, S. J.; Scher, H. I. Carbohtgvaccines in
cancer: Immunogenicity of a fully synthetic globohielxasaccharide conjugate in mBnoceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of Am&9ieg 96, 5710-5715.

%3 Gilewski, T.; Ragupathi, G.; Bhuta, S.; Willians,J.; Musselli, C.; Zhang, X-F.; Bencsath, K. Panageas, K.
S.; Chin, J.; Hudis, C. A.; Norton, L.; Houghton, N.; Livingston, P. O.; Danishefsky, S. J. Immuatian of
metastatic breast cancer patients with a fully lssti¢ globo H conjugate: A phase | tri#froceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdtésnerica2001, 98, 3270-3275.

® Buskas, T.; Li, Y.; Boons, G-J. Synthesis of a Biin Lewis Antigen and the Evaluation of the Ep#op
Specificity of Antibodies Elicited in MiceChemistry - A European Journ2005 11, 5457-5467.

% Krug, L. M.; Ragupathi, G.; Hood, C.; Kris, M. Gdiller, V. A.; Allen, J. R.; Keding, S. J.; Danisfsky, S. J.;
Gomez, J.; Tyson, L.; Pizzo, B.; Baez, V.; Livingst P. O. Vaccination of Patients with Small-Celinlg Cancer
with Synthetic Fucosyl GM-1 Conjugated to Keyholenpet HemocyaninClinical Cancer ResearcR004 10,
6094-6100.

% Musselli, C.; Livingston, P. O.; Ragupathi, G. Keje limpet hemocyanin conjugate vaccines agaimster: the
Memorial Sloan Kettering experiencéournal of Cancer Research and Clinical Oncold®f01, 127 (suppl 2)
R20-R26.

" Miles, D. W.; Towlson, K. E.; Graham, R.; Reddish; Longenecker, B. M.; Taylor-Papadimitriou, Rubens,
R. D. A randomised phase Il study a sialyl-Th anBTODX-B adjuvant with or without cyclophosphamide
pretreatment for the active specific immunotheraplgreast canceBritish Journal of Cancet996 74, 1292-1296.
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mélanome (stade 1IB-11l). Cependant, celui-ci rés pnontré de bénéfices pour la survie globale
et n'a pas apporté d'avantages thérapeutiquesngmacaison avec un traitement a l'interféoon
(IFN-0).%8 Un second candidat, le STn-KLH (Therat8pencothyreon) testé pour le traitement
du cancer du sein métastatique n'a pas non plendrigde bénéfices, hormis pour les patients
ayant subi, au préalable, une hormonothér&pie.

b. Vaccins présentant des clusters d'antigenes saccl@iques

Le groupe de S. J. Danishefsky a, par la suite, emisplace des constructions plus
sophistiquées qui ressemblent plus précisémentaitectures rencontrées, le plus souvent, a
la surface des cellules tumorales. De ce faitstilreconnu que les antigénes saccharidiques Tn,
TF, STn exprimés par les mucines sont présentédesurésidus Seérine (Ser) et Thréonine (Thr)
adjacents. Ceci entraine la formation de clustergenant plusieurs sucres. Ces glycoclusters
sont, de surcroit, des cibles privilégiées pourlgicorps monoclonaux. On peut donc envisager
gque mimer cet "effet cluster" dans des vaccins h&tigues pourrait améliorer leur
immunogénicité. Afin d'induire des anticorps quilent plus efficacement la surface des cellules
tumorales, des composés ou 3 antigénes identiqueBFTou STn présentés sur 3 résidus Ser ou
Thr, ont été synthétisés. Des glycopeptides trigué&s Tn(c), TF(c) et STn(c) ont alors été
formés (c, pour cluster). Ces glycopeptides ont éé@jugués a la protéine KLH par
l'intermédiaire  du linker  bifonctionnel MBS  (ester mmaleimimidobenzoyN-
hydroxysuccinamide). Comme espéré, les évaluapogliniques ont révélé que ces candidats
vaccins sous forme de cluster, engendraient laustaxh d'une quantité plus importante
d'anticorps que leurs homologues monomériques. aacin Tn(c)-KLH (Figure 1.17), co-
administré avec QS-21 fut considéré comme le pftisaee induisant de forts taux d'lgM
(majoritaires) et d'lgG qui reconnaissaient spgaéiment les cellules cancéreuses humaines, LS-

C, qui expriment sur leur membrane plasmique IstehiTn(c)’°

% Kirkwood, J. M.; lbrahim, J. G.; Sosman, J. A.n8ak, V. K.; Agarwala, S. S.; Ernstoff, M. S.; Ra&, High-
Dose Interferon Alfa-2b Significantly Prolongs Rede-Free and Overall Survival Compared With the G6M2
KLH/QS-21 Vaccine in Patients With Resected StadB-lll Melanoma: Results of Intergroup Trial
E1694/S9512/C50980Journal of Clinical Oncologp001, 19, 2370-2380.

% Holmberg, L. A.; Sandmaier, B. M. Vaccination wiltheratope® (STn-KLH) as treatment for breast cance
Expert Reviews of Vaccing804 3, 655-663.

O Kuduk, S. D.; Schwarz, J. B.; Chen, X-T.; Glunz, \B.; Sames, D.; Ragupathi, G.; Livingston, P. O.;
Danishefsky, S. J. Synthetic and Immunological B®idn Clustered Modes of Mucin-Related Tn and TEirtked
Antigens: The Preparation of a Glycopeptide-Basadcihe for Clinical Trials against Prostate Candeurnal of
the American Chemical Societ998 120, 12474-12485.
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Cette structure vaccinale ainsi que TF(c)-KLH ouatétre testés en phase clinique |, chez
des patients atteints du cancer de la proétafe.
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Figure 1.17: Vaccin de type glycocluster trimériqueln conjugué a KLH.

On peut également citer d'autres études portanté&aboration de structures basées sur
I'utilisation de glycopeptides dérivés de MUCLCes glycopeptides présentent différentes
copies de l'antigene Tn et sont conjuguées a KLH.plar ailleurs été démontré que ce type de
construction pouvait induire une plus forte répoasécorps anti-Tn par rapport au compose
Tn(c)-KLH."™

c. Vaccins multi-antigéniques

Malgré leurs bons résultats obtenus en tests prigHogs et cliniques, les vaccins décrits
précédemment ne permettent pas de mimer la miéagEnéité rencontrée a la surface des
cellules tumorales. Pour ce faire, S. J. Danislyed$lP. Linvingston ont, dans un premier temps,

mis en place un mélange de 7 glycoconjugués différd ACA-KLH, injectés ensemble

" Slovin, S. F.; Ragupathi, G.; Musselli, C.; Olkiewy K.; Verbel, D.; Kuduk, S. D.; Schwarz, J. Bames, D.;
Danishefsky, S. J.; Livingston, P. O.; Scher, Hzully Synthetic Carbohydrate-Based Vaccines incBamically
Relapsed Prostate Cancer: Clinical Trial ResultshWii-N-Acetylgalactosamin®-Serine/Threonine Conjugate
Vaccine.Journal of Clinical Oncologp003 21, 4292-4298.

23lovin, S. F.; Ragupathi, G.; Musselli, C.; Femhan, C.; Diani, M.; Verbel, D.; Danishefsky, S.Llyingston, P.
O.; Scher, H. I. Thomsen-Friedenreich (TF) antigera target for prostate cancer vaccine: clinital tesults with
TF cluster (c)-KLH plus QS-21 conjugate vaccinegatients with biochemically relapsed prostate canCancer
Immunology and Immunothera@®05 54, 694-702.

3 Sgrensen, A. L.; Reis, C. A.; Tarp, M. A.; Mandél; Ramachandran, K.; Sankaranarayanan, K.; SchekeT.;
Graham, R.; Taylor-Papadimitriou, J.; Hollingswortkl. A.; Burchell, J.; Clausen, H. Chemoenzymatical
synthesized multimeric Tn/STn MUC1 glycopeptideitlcancer-specific anti-MUC1 antibody responsesl a
override toleranceslycobiology2006 16, 96-107.

" Kagan, E.; Ragupathi, G.; Yi, S. S.; Reis, C. @ildersleeve, J.; Kahne, D.; Clausen, H.; Danishefs. J.;
Livingston, P. O. Comparison of antigen constraetd carrier molecules for augmenting the immunagenof the
monosaccharide epithelial cancer antigenQamcer Immunology and Immunother&05 54, 424-430.
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simultanément dans le but d'induire une réponseduinitaire importante dirigée contre chaque
TACA présent (Figure 1.18). Les structures antigées saccharidiques choisies sont: GM2, Le
Globo-H, STn(c), TF(c), Tn(c) et un peptide MUC Esntant plusieurs Tn. D'apres les résultats,
les souris immunisées avec ce mélange en présencgP#0100, ont généré des anticorps

dirigés contre I'ensemble des épitopes introduitsnis GM2”°

TnTn Tn Tn

| | | | Linker | KLH
Tn Tn Tn Tn =

MUCA-Tn—KLH
Linker | KLH
KLH
STnc)-KLH Linker;

GM2-KLH

Linker KLH
LewisY-KLH
Linker | KLH Linker | KLH
Tn(c)-KLH TF(c)-KLH

B Linker | KLH

Globo-H-KLH

Figure 1.18 Vaccin basé sur le mélange de sept ghgonjugués différents.

Cette stratégie vaccinale a été ensuite étudigehase de développement clinique I. Cette
mixture, co-administrée avec QS-21, a engendrédduetion d'anticorps principalement de type
IgM."® Néanmoins, le taux d'anticorps mesuré fut sigaiii@ment plus faible que ceux obtenus
lors de I'administration séparée de chaque glygagog TACA-KLH. Ceci peut étre attribué a
la quantité importante injectée en protéine podeusmunogene KLH qui pourrait ainsi

entrainer une diminution des réponses immunit&neers chaque antigene saccharidique.

Une autre approche a alors été envisagée. Ellephgimé le développement de candidats

vaccins multi-antigéniques unimoléculaires. Danstec@pproche, plusieurs dérives TACAs

> Ragupathi, G.; Koide, F.; Sathyan, N.; Kagan,3passova, M.; Bornmann, W.; Gregor, P.; Reis, CChausen,

H.; Danishefsky, S. J.; Livingston, P. O. A predal study comparing approaches for augmenting the
immunogenicity of a heptavalent KLH-conjugate vaeciagainst epithelial cancer€ancer Immunology and
Immunotherapy003 52, 608-616.

" Sabbatini, P. J.; Ragupathi, G.; Hood, C.; AghajanC. A.; Juretzka, M.; lasonos, A.; Hensley,IM.Spassova,

M. K.; OQuerfelli, O.; Spriggs, D. R.; Tew, W. P.;,oKner, J.; Clausen, H.; Rustum, N. A.; DanishefskyJ.;
Livingston, P. O. Pilot Study of a Heptavalent ViaecKeyhole Limpet Hemocyanin Conjugate plus QSh21
Patients with Epithelial Ovarian, Fallopian Tube,Reritoneal CancefClinical Cancer ResearcR007, 13, 4170-
4177.
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synthétiques ont été associés sur un méme squptgitalique et I'ensemble a été conjugué a
KLH. Ces TACAs sont en général reliés a un méme tgp cancer. Ce type de construction
permet de respecter le concept de microhétérogeegpermet une réduction de la quantité en
protéine immunogene. Une premiére constructioralgivte comprenant les antigénes Tn, éfe
Globo-H a été synthétisée (Figure 1.19Tes antigénes sont tous exprimés par les cellules
cancéreuses de la prostate. Cette structure asso@€1-0100, a été inoculée chez la souris. Les
résultats ont révelé la détection d'anticorps rea@sant les 3 TACAs. Ces derniers ont
€également présenté une importante réactivité vis-aes cellules cancéreuses humaines MCF-
7.78
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Figure 1.19: Vaccin unimoléculaire trivalent.

s sz

Par la suite, une structure pentavalente a ét@@apregroupant 5 antigenes liés au cancer
de la prostate et au cancer du sein, tels que Giph@, STn, TF et Tr? Aprés immunisation

des souris, les anticorps (IgM et IgG) décelés pnbuvé qu'ils pouvaient interagir

" Allen, J. R.; Harris, C. R.; Danishefsky, S. Jrdit of Optimal Carbohydrate-Based Anticancer \iaes:
Preparation of a Multiantigenic Unimolecular Glyepgtide Containing the Tn, MBr1, and LeWisntigens.Journal
of the American Chemical Soci@&§01, 123 1890-1897.

8 Ragupathi, G.; Coltart, D. M.; Williams. L. J.; Kie, F.; Kagan, E.; Allen, J.; Harris, C.; Glunz, W.;

Livingston, P. O.; Danishefsky, S. J. On the poafechemical synthesis: Immunological evaluatiomuafdels for
multiantigenic carbohydrate-based cancer vacciPresxceedings of the National Academy of Sciencéiseot/nited
States of America002 99, 13699-13704.

Keding, S. J.; Danishefsky, S. J. Prospects ftal ®ynthesis: A vision for a totally synthetic cawe targeting
epithelial tumorsProceedings of the National Academy of SciencabeofUnited States of Ameri@D04 101,

11937-11942.
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spécifiguement avec les cellules surexprimant fe&meénes cible&® Cependant, ces anticorps
étaient seulement dirigés contre 4 des 5 TACA®¢hiits. Seul L&€n'a pas induit de réponses
immunitaires. Un candidat vaccin pentavalent unéuoolaire de seconde génération a alors été
mis en place en remplacant, cette fois-ci’ par le ganglioside GM2 (Figure 1.20). Les
évaluations pré-cliniques de cette nouvelle contitrn (avec QS-21) ont été positives ou chaque
TACA engendre une réponse anticofpde remplacement du résidu Lear GM2 a ainsi
augmenté l'immunogénicité du candidat vaccin. Cala donc été envoyé en phase clinique |
dans le cadre d'un traitement du cancer de la gieosiu du cancer du sein. Des résultats

complets sont a venir.
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Figure 1.20: Vaccin unimoléculaire pentavalent deesonde génération.
d. Inconvénients liés a I'utilisation d'une protéine prteuse

La majorité des candidats vaccins élaborés soditianellement associés a I'utilisation
d'une protéine porteuse comme KLH et d'un immurjovatht non spécifique QS-21 afin
d'exacerber la réponse immunitaire dépendante eledes T,. Néanmoins, I'emploi de cette
protéine peut étre problématique. Premierementeldmiques de conjugaison chimique de cette

protéine a un domaine saccharidigue sont, en géuifeciles a contréler et peuvent étre liées a

8 Ragupathi, G.; Koide, F.; Livingston, P. O.; CNoS.; Endo, A.; Wan, Q.; Spassova, M. K.; KediSg,).; Allen,
J.; Ouerfelli, O.; Wilson, R. M.; Danishefsky, S.Breparation and Evaluation of Unimolecular Pealavt and
Hexavalent Antigenic Constructs Targeting Prostatéd Breast Cancer: A Synthetic Route to Anticantaecine
CandidatesJournal of the American Chemical Soci@§06 128 2715-2725.

8 Zhu, J.; Wan, Q.; Lee, D.; Yang, G.; SpassovaKMOuerfelli, O.; Ragupathi, G.; Damani, P.; Ligston, P. O.;
Danishefsky, S. J. From Synthesis to Biologics:chzal Data on a Chemistry Derived Anticancer biae.
Journalof the American Chemical Soci&§09 131, 9298-9303.
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de nombreuses ambiguités en terme de compositiate eftructure. Elles ne sont donc pas

reproductibles.

Due a son importante immunogénicité, cette protporgeuse peut étre a l'origine de fortes
réponses immunitaires dirigées contre elles. Citt @ntraine une diminution des anticorps
reconnaissant les TACAs. On parle ici de suppras§ptopique induite par la protéine porteuse.
Le linker peut également étre responsable de ceippression épitopique. L'équipe de G-J.
Boons a ainsi découvert que le composé sulfo-SMEtBosuccinimidyl-4-N-maléimidométhyl)
cyclohexane-1-carboxylate), souvent utilisé lors lidgations chimiques, réduit fortement la
réponse anticorps contre l'antigéné.llees IgM et les IgG étaient principalement dirigésitre
le linker lui-mémé® Par contre, lorsque ce linker est remplacé paautre plus flexible et plus
petit, le SBAP (succinimidyl 3-(bromoacétamido) mianate), la réponse anti-linker est plus
faible laissant la place a une réponse immune tebeisvers L€ De plus, malgré I'efficacité
établie pour ce type de candidat vaccin lors dets fgré-cliniques, leur succes en phase clinique
reste mitigée. lls sont la plupart du temps tolgvés l'organisme, ils sont peu toxiques et
n'induisent pas de réactions auto-immunes maiangsorps qu'ils engendrent sont rarement de
type 1gG avec de hautes affinités pour les antigeribles. A coté de tout cela, I'argument
principal est que le design des effets cliniquésait' pas optimal a savoir que les tests étaient
effectués chez des patients en dernier recoungeeleg espacement dans le temps entre ces tests
n'étaient pas pris en compte. De nos jours, leégmatcibles sont plutdt immuno-compétents,
c'est-a-dire avec un systéme immunitaire plus &ftc De plus, les tests sont toujours réalisés en

association avec les traitements usuels du cancer.

Plusieurs groupes ont alors apporté quelques attees aux problématiques évoquées.
Certains ont modifié chimiquement la structure detigenes saccharidiques, notamment en
ajoutant des atomes de flubrYe et al. ont travaillé dans ce séfidls ont synthétisé de
nombreux analogues de l'antigene STn portant urdenx atomes de fluor sur différentes

positions, et I'ensemble a été conjugué a KLH (figl.21). Ces modifications ont permis

8 Buskas, T.; Li, Y.; Boons, G-J. The Immunogenicitf the Tumor-Associated Antigen LewisMay Be
Suppressed by a Bifunctional Cross-Linker RequiidCoupling to a Carrier ProteitChemistry - A European
Journal2004 10, 3517-3524.

8 Hoffmann-Réder, A.; Kaiser, A.; Wagner, S.; Gaidail.; Kowalczyk, D.; Westerlind, U.; Gerlitzki, BSchmitt,
E.; Kunz, H. Synthetic Antitumor Vaccines from Tmtg Toxoid Conjugates of MUC1 Glycopeptides witk th
Thompsen-Friedenreich Antigen and a Fluorine-Stisti Analogue Angewandte Chemie International Edition
201Q 49, 8498-8503.

8 vyang, F.; Zheng, X-J.; Huo, C-X.; Wang, Y.; Zhang; Ye, X-S.; Enhancement of the Immunogenicity of
Synthetic Carbohydrate Vaccines by Chemical Modifans of STn AntigerACS Chemical Biolog2011, 6, 252-
259.

44



Chapitre I: Introduction bibliographique

d'augmenter le taux d'anticorps IgG anti-STn andlarer le ratio IgG/IgM. Ces anticorps ont

démontré qu'ils reconnaissaient les cellules tutesmgui présentent la forme STn native.
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Figure 1.21: Vaccin glycoconjugué avec une ou plagirs modifications des structures antigéniques.

Le remplacement de la protéine porteuse KLH parpadescules virales VLPsVirus-Like
Particuleg a également été envisagé. Ces particules sonpas#as de plusieurs sous-unités
protéigues assemblées de maniere hautement ordbangé.caractére non infectieux et trés
immunogéne sont dus a différentes propriétés félesaelles que:

» Leur taille (<100 nm de diamétre), qui favoriserlagsimilation par les APCs.
» Leur structure répétitive, qui facilite la recorssince par les cellules B.

» Leur capacité a se lier aux récepteurs BCRs dadexB.

De plus, ces VLPs engendrent une présentatiordgse des antigenes saccharidiques au
systéme immunitaire. M. G. Finn, X. Huang et lecofiaborateur® ont notamment développé
un glycoconjugué @ Tn (Figure 1.22) dans lequel ils ont installé dembreuses copies de

I'antigéne Tn. Cette construction a démontré lesstdsts pré-cliniques, sa capacité a induire une
grande quantité d'lgG anti-Tn.
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Figure 1.22: Vaccin glycoconjugué de type @Tn.

8 Yin, Z.; Cormellas-Aragones, M.; Chowdhuri, S.;riley, P.; Kaczanowska, K; BenMohamed, L.; Gildeeste,

J. C.; Finn, M. G.; Huang, X. Boosting Immunity$onall Tumor-Associated with Bacteriophagg QapsidsACS
Chemical Biology2013 8, 1253-1262.
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D'autres laboratoires ont élaboré des approcheslugant a des candidats vaccins
comprenant plusieurs composantes. Ces approchestéieémploi de protéines immunogénes et
incluent seulement les éléments nécessaires dahatld'induire des réponses immunitaires

innées et humorales plus ciblées ainsi que plusfapées de I'antigéne saccharidique.

3. Vaccins synthétiques a deux composantes

Une premiere possibilité pour améliorer la prédsrades TACAS au systeme immunitaire
est de les conjuguer a un ligand qui cible et actes récepteurs des cellules immunitaires

appropriées. Quelques exemples relatent la corgogal'agonistes des récepteurs Toll (TLRS).

a. Les TLRs

Les TLRs ont un role central dans limmurfité® s sont exprimés par les DCs, les
macrophages et également les lymphocytes B. Cedssmrotéines transmembranaires de type |
qui partagent des éléments structuraux communsldarégion extracellulaire, correspondant a
des segments répétés de 24 a 29 acides aminésmifmrtent la séquence XLXXLXLXxx ou x est
n'importe quel acide aminé et ou L est une leudBes motifs structuraux sont des répétions
riches en leucine ou LRRs (poleucin-Rich RepeatsTous les TLRs contiennent plusieurs
LRRs formant une région de fixation au ligand esgthulaire. Le domaine intracellulaire des
TLRs est appelé TIR (podroll/IL-1 Receptoy. Comme l'illustre la figure 1.23A, les domaines
TIRs disposent de trois régions conservées nominékss 1, 2 et 3 qui servent de sites de
liaison pour certaines protéines responsablesnitgation des voies de transduction des signaux

par les TLRs.
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A B

Répétitions riches en leucine (LRRs)
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Figure 1.23: Les TLRs chez I'Homme. A) Structure; B Localisation. D'aprés Kindt et af.

A ce jour, 11 TLRs ont été identifiés chez I'Homn@omme nous l'avons précisé
auparavant, les TLRs reconnaissent des motifs mialiées appelées PAMPs. De maniéere
saisissante, chaque TLR détecte un répertoirendistie molécules indispensables aux
pathogenes. Les TLRs qui lient les ligands extraleates se trouvent a la surface des cellules
alors que ceux qui reconnaissent les ligands iglitdaires, tels que I'ARN viral ou I'ADN
bactérien, sont localisés dans des compartimetrcellulaires comme les endosomes (Figure
1.23B). Certains TLRs agissent sous forme de disné&rarmi eux, TLR4 forme un homodimere
et il semblerait que ce soit aussi le cas du TLRE& TLRs 1,2 et 6 forment, eux, des
hétérodimeres. Dans le cas des TLRs 3,7,8 et eunvent agir comme monomeres, aucun
partenaire existant n'a encore été mis en évidémcmajeure partie des ligands détectés par les
TLRs sont illustrés dans le tableau 1.1. Ainsi,s1pauvons, par exemple, voir que I'appariement
du TLR2, soit avec TLR1 soit avec TLR6, modifiesggcificité de reconnaissance. Par ailleurs,
la nature des ligands du TLR10 et du TLR11 n'agn&®re été identifiée.
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TLRs Ligands naturels Pathogénes cibles

TLR2+TLR1 Lipopeptides triacylés Mycobactéries
Protéines Parasites

TLR2+TLR6 Peptidoglycanes Bactéries Gram positif
Lipopeptides diacylés Mycobactéries
Zymosane Levures

TLR3 ARN double brin Virus

TLR4 Lipopolysaccharide (LPS) Bactéries Gram négatif

TLR5 Flagelline Bactéries

TLR7 ARN simple brin Virus

TLR8 ARN simple brin Virus

TLR9 Oligonucléotides avec des Bactéries

motifs CpG non méthylés
TLR10 et TLR11 Inconnus Inconnus

Tableau 1.1: Nature des ligands reconnus par les Rs chez I'Homme.

La reconnaissance des PAMPs par les TLRs stimukclatement d'adaptateurs protéiques
permettant I'enclenchement de différentes voiesigelisation intracellulair®®’ Ces adaptateurs
interagissent avec les domaines TIRs des TLRs.lle gommun étant MyD88 (pouiryeloid
Differentiation factor 83 Cependant, seul TLR3 emploi des voies indépardate MyD88. Le
recrutement de cet adaptateur peut conduire @vhtion du facteur de transcription NdB qui
controle I'expression de plusieurs génes codant gesi cytokines inflammatoiré§De maniére
générale, l'activation des voies de signalisatides TLRs induit la maturation des APCs et
notamment des DC4.Elles produisent alors des cytokines telles d&&lta, le TNFa ou I'lL-

12 qui stimulent d'autres effecteurs de l'immumitéée et peuvent éventuellement intervenir
dans la mise en place de réponses adaptatives.eDfaitc plusieurs groupes et plusieurs
industries pharmaceutiques ont développé des agensynthétiques mimant les ligands

naturels des TLRs afin de les utiliser comme adjtsvale vaccin® ou comme agents anti-

8 Kawai, T.; Akira, S. TLR signalingseminars in Immunolog3007, 19, 24-32.

8 Hemmi, H.; Kaisho, T.; Takeuchi, O.; Sato, S.;jBahl.; Hoshino, K.; Horiuchi, T.; Tomikawa, H.; Keda, K.;
Akira, S. Small anti-viral compounds activate imraucells via the TLR7 MyD88-dependent signaling path
Nature Immunolog®002 3, 196-200.

8 pulendran, B. Modulating vaccine responses witiddéc cells and Toll-like receptoréimmunological Reviews
2004 199, 227-250.

8 Romagne, F. Current and future drugs targetingaimes of innate immunity receptors: the Toll-lilezeptors.
Drug Discovery Todag007 12, 80-87.

% Cooper, C. L.; Davis, H. L.; Morris, M. L.; EfleS. M.; Al Adhami, M.; Krieg, A. M.; Cameron, D. .
Heathcote, J. CPG 7909, an Immunostimulatory TLR®mst Oligodeoxynucleotide, as Adjuvant to Engdsfk
HBV Vaccine in Healthy Adults: A Double-Blind PhaB# Study. Journal of Clinical Immunologg004 24, 693-
701.
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infectieux” ou anti-cancéreu¥ Certains ont méme été commerciali$ésous pouvons citer,
par exemple, I'lmiquimod (Aldafa3M), agoniste du TLR7 de la famille des imidazaogiines,
employé sous forme de creme. Il a été approuveé lgomaitement du carcinome basocellulaire

|.94

superficiel.”™ De fortes activités anti-tumorales ont égalemetd @emontrées, en phases

cliniques, pour le traitement du mélanome métagiaf®

Seder et ses collaborateurs ont, de leur coté, emigxergue que la conjugaison d'un
agoniste du TLR7 et du TLR8, comme le ResiquimoeB4{RB), avec la protéine antigénique
HIV-1 Gag, augmentait l'induction de réponses imitanes cellulaires et humorales chez la

souris® ainsi que chez les primates non humalins.

Cette capacité a pouvoir engendrer une stimulaifinace de nhombreux composants du
systéeme immunitaire, montrent toute l'importance gavét l'utilisation d'un agoniste d'un

récepteur TLR dans la conception d'un candidatimgumur le traitement du cancer.

b. Exemples de vaccins associant TACASs et ligand de&Rs

Pour commencer, nous pouvons citer le travail effepar Toyokuni et a°°qui met en
evidence I'emploi d'un agoniste de TLR2, le lipdukp PamCys (ou BCS), relié de maniére
covalente a une structure dimérique portant detigeames Tn par l'intermédiaire de l'acide 4-
aminobutyrique, pris comme espaceur (Figure 1B#®n que ce glycoconjugué n'ai seulement

L Horsmans, Y.; Berg, T.; Desager, J-P.; Mueller SEhott, E.; Fletcher, S. P.; Steffy, K. R.; Bamnia. A.; Kerr,
B. M.; Averett, D. R. Isatoribine, an Agonsit of R, Reduces Plasma Virus Concentration in Chromipdtitis C
Infection.Hepatology2005 42, 724-731.

2 Smits, E. L. J. M.; Ponsaerts, P.; Berneman, ZMsdn Tendeloo, V. F. I. The Use of TLR7 and TLRigdnds
for the Enhancement of Cancer Immunotherdpe OncologisP008 13, 859-875.

% Baldridge, J. R.; McGowan, P.; Evans, J. T.; GlGf; Mossman, S.; Johnson, D.; Persing, D. Takiripll on
human disease: Toll-like receptor 4 agonists asimacadjuvants and monotherapeutic ageakpert Opinion in
Biological Therapy2004 4, 1129-1138.

% Geisse, J.; Caro, |I.; Lindholm, J.; Golitz, L.aBipone, P.; Owens, M. Imiquimod 5% creamfor thattment of
superficial basal cell carcinoma: results from fhase I, randomized, vehicle-controlled studisurnal of the
American Academy of Dermatolog904 50, 722-733.

% Ray, C. M.; Kluk, M.; Grin, C. M.; Grant-Kels, 8. Successful treatment of malignant melandmaitu with
topical 5% imiquimod creaninternational Journal of Dermatolog?005 44, 428-434.

% Wille-Reece, U.; Wu, C-y.; Flynn, B. J.; Kedl, RI.; Seder, R. A. Immunization with HIV-1 Gag Pratei
Conjugated to a TLR7/8 Agonist Results in the Gatien of HIV-1 Gag-Specific Thl and CD§ Cell Responses.
The Journal of Immunolog®005 174, 7676-7683.

" Wille-Reece, U.; Flynn, B. J.; Loré, K.; Koup, R.; Kedl, R. M.; Mattapallil, J. J.; Weiss, W. FRRpederer, M.;
Seder, R. A. HIV Gag protein conjugated to a TibkIreceptor 7/8 agonist improves the magnitude carality of
Th1l and CD8 T cell responses in nonhuman primatesceedings of the National Academy of Scienceheof
United States of Americz005 102 15190-15194.

% Toyokuni, T.; Dean, B.; Cai, S.; Boivin, D.; Hakor S-1.; Singhal, A. K. Synthetic Vaccines: Syesis of a
Dimeric Tn Antigen-Lipopeptide Conjugate That Biclmmune Responses against Tn-Expressing Glycsipsot
Journalof the American Chemical Socidt§94 116, 395-396.

% Toyokuni, T.; Hakomori, S-1.; Singhal, A. K. Symiiic Carbohydrate Vaccines: Synthesis and Immurioigef
Tn Antigen Conjugate®ioorganic & Medicinal Chemistr§994 2, 1119-1132.
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induit qu'une faible quantité d'lgG, cette étudedé@montré qu'un antigéne saccharidique
synthétique pouvait favoriser une réponse immueitaans l'utilisation d'une macromolécule

porteuse.

: H
Ojg) o h 0 o
14 (1a Oa NHAc
OH

HO OH
|

Pam,Cys Dimére Tn
Figure 1.24: Vaccin conjuguant un glycopeptide dimgque Tn et le lipopeptide PamCys.

La méme méthode a été développée par Danishefslgsatollaborateurs, en conjuguant un
glycocluster trimérique LPea PamCys.'® %' Ce glycocluster engendre, chez les souris
immunisées, la production d'une quantité plus ingrae d'anticorps en comparaison avec celle
obtenue avec la construction portant une seuleecdeil'antigéne e Ces anticorps ont, par
ailleurs prouvé, qu'ils reconnaissaient les cedla@ncéreuses qui expriment I'épitopé haturel.
Cependant, ils étaient majoritairement de type EfMajout de l'immuno-adjuvant externe QS-
21 n'a pas permis une commutation de classe verdgle. Comme nous l'avons évoqué
auparavant, ces mémes auteurs ont construit dedides vaccins multi-antigéniques
unimoléculaires comprenant les TACAs Globo-HY,LEn, STn et TF attachés a un squelette
peptidique. Le glycopeptide généré n'a pas seule@&nassocié a la protéine KLH, mais
également au lipopeptide Pgys. Dans cette optique, les tests pré-cliniquésceies en
présence de QS-21, ont révélé la formation d'amtscdirigés contre tous les épitopes introduits.
Malheureusement, les anticorps mesurés apparteémqaianipalement a la classe IgM. Tous ces

résultats mettent en exergue que cette produatipoitante d'IgM est sGrement due a I'absence

10 Kudryashov, V.; Glunz, P. W.; Williams, L. J.; Hémmann, S.; Danishefsky, S. J.; Livingston, P.TOward
optimized carbohydrate-based anticancer vaccingofie clustering, carrier structure, and adjuvahinfluence
antibody responses to Lewisonjugates in miceProceedings of the National Academy of SciencekeofUnited
States of Americ2001, 98, 3264-3269.

1 Glunz, P. W.; Hintermann, S.; Schwarz, J. B.; Kiydst D.; Chen, X-T.; Williams, L. J.; Sames, Dariishefsky,
S. J.; Kudryashov, V.; Lloyd, K. O. Probing Cell réace "Glyco-Architecture through Total Synthesis.
Immunological Consequences of a Human Blood Groefeininant in a Clustered Mucin-like Contekburnal of
the American Chemical Societ999 121, 10636-10637.
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d'épitopes des cellulesyTqui favorisent la commutation de classe vers (€5 &insi qu'une
maturation de l'affinité de ces anticorps. Il satisicependant, quelques exceptions comme celle
développée par A. Spadoro, G. Geraci et leurs olieurs?? Le candidat vaccin présente un
"scaffold” non peptidique de type calix[4]aréne tpar de quatre copies d'une unité
glycomimétique de l'antigene T&Tn). Cet édifice, a été couplé a R&ys et a ensuite montré
lors des tests biologiqu&s vivo qu'il stimulait la production d'lgG anti-Tn (Figuf..25).

oH OH

OH

Calix[4]aréne présentant
4 unités S-Tn

Pam,;Cys
.‘\\\O\WH\
14

Figure 1.25: Calix[4]aréne décoré avec quatre unitéglycomimétiquesS-Tn et avec l'adjuvant PamCys.

192 Geraci, C.; Consoli, G. M. L.; Galante, E.; BousLE.; Pappalardo, M.; Spadaro, A. Calix[4]arerec@ated
with Four Tn Antigen Glycomimetic Units and P3CSniomoadjuvant: Synthesis, Characterization, andcantier
Immunological EvaluatiorBioconjugate Chemistr008 19, 751-758.
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c. Vaccins comportant des épitopes peptidiques des kaés Ty

Plusieurs groupes ont mis en place des structurdeus composantes incorporant des
TACAs et un épitope des cellules,. T Ce systéme permet d'améliorer l'interaction elese
cellules T, et les cellules B entrainant I'induction de foaisx d'anticorps et une commutation de

classe vers les IgG.

L'équipe de H. Kunz a élaboré un glycopeptide déde MUC1 portant un seul groupement
STn (épitope des cellules BY L'ensemble a été couplé au peptide OVA 323-338niésa un
épitope T (Figure 1.26). Cette structure a été co-admirestréec l'adjuvant CFAComplete
Freund's Adjuvanta des souris transgéniques exprimant des régspi€lRs spécifiques de ce
peptide OVA. Les résultats ont dévoilé la présate¢aux importants d'anticorps spécifiques du
peptide MUC1 glycosylé. Le méme type de résultadé$éaobtenu avec un glycopeptide MUC1

présentant a la fois I'antigéne STn et I'antigemé®T

OH

HO OH CO,H
AcHN &
HO OH (o]
o)
HO
AcHN
o)
| o>/—\n/lsoAVHAAHAE|NEAGR
GVTSAPDTRPAP
o]
| 3 |
MUC1-STn OVA 323-339
(épitope B) (épitope Ty)

Figure 1.26: Vaccin a deux composantes incorporanin glycopeptide dérivé de MUCL1 et un épitope .

Afin de mimer les glycosylations hétérogenes dgsiges derivés de MUCL, le groupe de
A. Delmas a synthétisé un candidat vaccin contetraigt épitopes différents des cellules B, a

savoir une unité MUC1 non glycosylée, une autresgméant I'antigeéne Tn et une derniére avec

13 Bay, S.; Fort, S.; Birikaki, L.; Ganneau, C.; Sam&.; Coic, Y-M.; Bonhomme, F.; Dériaud, E.; Led, C.;
Lo-Man, R. Induction of a Melanoma-Specific AntilyoResponse by a Monovalent, but not a Divalent tistic
GM2 NeoglycopeptideChemBioChen2009 4, 582-587.

1% Dziadek, S.; Hobel, A.; Schmitt, E.; Kunz, H. AljuSynthetic Vaccine Consisting of a Tumor-Assoeth
Glycopeptide Antigen and a T-Cell Epitope for tmeluction of a Highly Specific Humoral Immune Respen
Angewandte Chemie International Editid@05 44, 7630-7635.

195 Westerlind, U.; Hobel, A.; Gaidzik, N.; Schmitt,.;EKunz, H. Synthetic Vaccines Consisting of Tumor-
Associated MUC1 Glycopeptide Antigens and a T-Gglltope for the Induction of a Highly Specific Hurab
Immune Responséngewandte Chemie International Editid@08 47, 7551-7556.
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l'antigéne TF (Figure 1.27¥° Ces épitopes ont été conjugués & un épitapelél peptide
PADRE Pan-DR epitope Les souris immunisées avec cette constructioravetc I'alun
(adjuvant), ont produit des IgG dirigés contre ttessépitopes des cellules B reconnaissant les

épitopes natifs observés a la surface des celtaleséreuses du sein.

o o
H H
(PADRE)—(Muc1 N N. < 0
)\!f EJ\W TN MUCA-TE
o o

NH
° o
o)
N MUC1-Tn

Figure 1.27: Vaccin incorporant trois épitopes B etin épitope Ty.

C. Leclerc et ses collaborateurs ont développé mmunogéne synthétique, le MAG
(Multiple Antigenic Glycopeptigedans le but de générer des taux élevés d'apsi¢taM et IgG)
spécifiqgues de l'antigéne Tn. La premiére versioMAG synthétisée comprenait un squelette
polylysine non-immunogéne avec quatre Bfa3°®Chaque bras était composé d'un épitope des
cellules T CR* (peptide du virus de la polio PV) et d'une copd'dntigéne Tn. L'immunisation
des souris avec cette construction MAG:Tn-PV, es@nce de I'alun comme adjuvant, a induit
une réponse humorale tres encourageante. Néanraifisité et la diversité des anticorps anti-
Tn établies n'étaient probablement pas aussi irapt@$ qu'elles auraient dus I'étre pour détruire
efficacement la tumeur. En fait, il a été démonué I'antigéne saccharidique Tn exprimé sur les
glycoprotéines de types mucines a la surface didesecancéreuses, peut étre reconnu par

différents anticorps monoclonaux sous forme detetdS® L'anticorps monoclonal MLS128,

1% Cremer, G-A.; Bureaud, N.; Piller, V.; Kunz, Hijlér, F.; Delmas, A. F. Synthesis and Biologicatatiation of

a Multiantigenic Tn/TF-Containing Glycopeptide Mimi of the Tumor-Related MUC1 Glycoprotein.
ChemMedCher006 1, 965-968.

7Bay, S.; Lo-Man, R.; Osinaga, E.; Nakada, H.; kegl C.; Cantacuzéne, D. Preparation of a multpiggen
glycopeptide (MAG) carrying the Tn antigelaurnal of Peptide Researd®97, 49, 620-625.

1% 0-Man, R.; Bay, S.; Vichier-Guerre, S.; Dériaul,, Cantacuzéne, D.; Leclerc, C. A Fully Synthetic
Immunogen Carrying a Carcinoma-associated Carbabgdor Active Specific Immunotherap§ancer Research
1999 59, 1520-1524.

19 Reddish, M. A.; Jackson, L.; Koganty, R. R.; Qu; Hong, W.; Longenecker, B. M. Specificities aftiasialyl-

Tn and anti-Tn monoclonal antibodies generated gusiovel clustered synthetic glycopeptide epitopes.
Glycoconjugate Journdl997, 14, 549-560.
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identifié comme étant un anticorps anti-Tn, a m@wj'il reconnaissait des épitopes caractérisés
par trois Tn consécutifs®*

Ainsi, C. Leclerc et ses collaborateurs ont déaldésynthétiser une seconde version du
MAG ou chaque bras se rapproche des motifs multii@miques exprimeés par les mucines. lls
ont introduit un cluster trimérique Tn afin de mimaa mieux les sources natives Tn présentes
sur les cellules tumoralé¥ Le MAG:Tn3-PV dendrimérique obtenu (Figure 1.28§té inoculé
chez la souris avec l'alun. Lors des protocolepipylactiques ou thérapeutiques, les réponses
immunitaires produites ont permis d'augmenter I tde survie jusqu'a 80% chez des souris
cancéreuses. Pendant ces tests, le MAG:Tn3-PV kenégat démontré qu'il présentait une
immunogénicité plus élevée et gu'il était a l'aragide réponses humorales qui persistent plus
longtemps en comparaison avec celles observéedapeemiere version du MAG.

Ho OH HO OR
o
9 Ho
HO o
HO OH AcHN AcHN Jﬁﬁ

HON Qo
AcHN N KLFAVWKITYKDT TDKYTIKWVAFLK

o ¢ S\ oH

NHAc NHAc  Ho" OH

Ho OHO H OH B\ OH
0 Ho=2 K-K-K o} o
HO AcHN HO  OH HO
HO OH AcHN ¢

BAla

(e}

0 o o o
HO NH; | NHA
AcHN KLFAVWKITYKDT TDKYTIKWVAFLK ¢
N OH
0\)\”/NH o o~ % o o
NHAc NHAc Ho OH
0 OH
OH
o o
HO” OH HO OH
| I i J
Squelette polylysine Peptide PV Cluster trimérique Tn
(épitope Ty) (épitope B)

Figure 1.28: Représentation schématique du MAG:Tn3RV.

De plus, la quantité d'lgG générée était supériaucelle obtenue avec le glycoconjuguée
comprenant le cluster trimérique Tn lié a la pm¢eKLH. Ce systeme MAG immunogene est

capable d'activer le systéme immunitaire en présatign adjuvant inoffensif et toléré par

110 Nakada, H.; Inoue, M.; Numata, Y.; Tanaka, M.; &wshi, I.; Fukui, S.; Mellors, A.; Yamashina, Ipi®pic
structure of Tn glycophorin A for an anti-Tn antilyo(MLS 128).Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of AmeritQ93 90, 2495-2499.

111 Nakada, H.; Numata, Y.; Inoue, M.; Tanaka, M.;d§awa, H.; Funakoshi, I.; Fukui, S.; Yamashina, I.
Elucidation of an Essential Structure Recognizedmnti-GalNA@-Ser(Thr) Monoclonal Antibody (MLS 128)*.
The Journal of Biological Chemist@991, 266, 12402-12405.

112) o-Man, R.; Vichier-Guerre, S.; Bay, S.; Dériaufl; Cantacuzéne, D.; Leclerc, C. Anti-Tumor Immunit
Provided by a Synthetic Multiple Antigenic Glycopiele Displaying a Tri-Tn GlycotopeThe Journal of
Immunology2001, 166, 2849-2854.
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I'Homme (I'alun) alors que le conjugué Tn(c)-KLHcessite la co-administration d'un adjuvant
plus puissant tel que QS-21. Pour optimiser le ld@pement de leur systeme MAG, une étude
liée a l'influence du squelette aglycone (porteas esidusi-GalNAc) sur la reconnaissance du

glycotope Tn a aussi été entreprise. Cette étudeéé que le squelette peptidique Ser-Thr-Thr
correspondait a la forme la plus adéquate pouriiaedies anticorps anti-Tn qui interagissent de

maniere efficiente avec les différents clustergsadi.

En parallele, afin d'appliquer cette stratégie MAlez I'Homme, une autre modification
importante & cette construction, a été appdrtéen épitope T CB' universel capable de se lier
a de nombreux variants alleliques des moléculesaingn de classe || du CMH comme la toxine
tétaniqgue TT ou PADRE, a alors été introduit. Ce&QGviont été testés chez des primates non
humains entrainant la stimulation d'une productidigG anti-Tn qui ont présenté l'aptitude a
induire la destruction des cellules cancéreusesraapt Tn en médiant I'ADCC. Pour finir, on
peut ajouter que ce systeme MAG synthétisé présentmtage d'étre pur et défini en terme de

structure et de composition, ce qui est primordaais la perspective d'une mise sur le marché.

Dans le but de continuer a exploiter cette notiercldister pour la présentation efficace de
I'antigéne Tn au systeme immunitaire, C. Leclerdmy et leurs collaborateurs ont utilisé une
structure de type RAFTRegioselectivity Addressable Functionalized Terepfat Ce systéme
est constitué d'un squelette peptidiqgue cycliquetepo de quatre Tn (Figure 1.29). Cette

structure a été couplée a un peptide dérivé disdeula polio (PV - épitopey].

13| o-Man, R.; Vichier-Guerre, S.; Perraut, R.; D&daE.; Huteau, V.; BenMohamed, L.; Diop, O. M.yinigston,

P. O.; Bay, S.; Leclerc, C. A Fully Synthetic Thesatic Vaccine Candidate Targeting Carcinoma-Asdedi Tn
Carbohydrate Antigen Induces Tumor-Specific Antilesdin Nonhuman Primate€ancer Researcl2004 64,
4987-4994.

114 Grigalevicius, S.; Chierici, S.; Renaudet, O.; Man, R.; Dériaud, E.; Leclerc, C.; Dumy, P. Chenhestive
Assembly and Immunological Evaluation of Multiegito Glycoconjugates Bearing Clustered Tn Antigen as
Synthetic Anticancer VaccineBioconjugate Chemistr005 16, 1149-1159.
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Figure 1.29: Vaccin conjuguant un cluster Tn portépar une structure RAFT et le peptide PV.

Les testsn vivoont mis en exergue la capacité de ce candidatrvacstimuler la formation
d'anticorps reconnaissant spécifiquement les formas/es Tn retrouvées sur les cellules

tumorales humaines.

4. Vaccins synthétiqgues a composantes multiples

Sucheck et al. ont élaboré un candidat vaccinig tamposantes sans protéine portétise.

La construction définie incorpore un antigene Tpitte des cellules B), le peptide YAF de 20
acides aminés (épitopen)l dérivé de la membrane externe Meisseria meningitidest le
rhamnose, pris comme immuno-stimulant (Figure 1.8@% élément a été ajouté car plusieurs
études ont révélé que le sérum humain contenafortie taux d'anticorps anti-rhamnose. Par
hypothese, l'introduction du rhamnose favorisdiassimilation du candidat vaccin par les APCs
et faciliterait, de surcroit, la présentation épitope T, avec les molécules de classe Il du CMH.
Ceci peut s'expliquer par le fait que les APCslas particulierement les DCs possédent des
récepteurs Requi fixent les anticorps liés au rhamnose préssmtde candidat vaccin. Lors des

tests pre-cliniques, cette structure a permisdayction d'anticorps anti-Tn.

"5 35arkar, S.; Lombardo, S. A.; Herner, D. N.; TalRn,S.; Wall, K. A.; Sucheck, S. J. Synthesis dBiagle-
Molecule L-Rhamnose-Containing Three-Component \fecand Evaluation of Antigenicity in the Presemde
Anti-L-Rhamnose Antibodieslournalof the American Chemical Soci&91Q 132, 17236-17246.
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Figure 1.30: Vaccin a trois composantes associangsl épitopes B et | ainsi que le rhamnose.

Apres avoir collaboré avec C. Leclerc dans I'élabon d'un composé basé sur l'utilisation
d'une structure cyclique de type RAFT, P. Dumy Ief'%ont, par la suite, complexifié cette
construction. lls ont remplaceé le peptide PV papéptide PADRE et ont ajouté un épitope T
CD8" (peptide OVA 257-264) ainsi qu'un adjuvant, l'acipalmitique (Figure 1.31}'' Ce
candidat vaccin présente, comme précédemment.eqaiatigenes Tn. Cet édifice multivalent et
auto-adjuvant a été évalué chez la souris. Les tast décrit la présence d'lgG anti-Tn et
d'importantes réponses cellulaires T Lt T CIy'. De plus, cet édifice a démontré, en
conditions immuno-thérapeutiques ou immuno-propttidaes, une diminution de la

progression tumorale associée a une augmentatitaudude survie des souris.

1% Renaudet, O.; BenMohamed, L.; Dasgupta, G.; BettalDumy, P. Towards a Self-Adjuvanting Multieait B
and T cell Epitope Containing Synthetic GlycopegtigZncer VaccindChemMedChera008 3, 737-741.

117 Bettahi, I.; Dasgupta, G.; Renaudet, O.; Chento#fi A.; Zhang, X.; Carpenter, D.; Yoon, S.; Dun®y,;
BenMohamed, L. Antitumor activity of a self-adjuviang glyco-lipopeptide vaccine B cell, Cb4nd CD8 T cell
epitopesCancer Immunology and Immunother&$09 58, 187-200.

57



Chapitre I: Introduction bibliographique

HO
. OH HO_ oy
o)
OH OH (s OH HO_ o, OH
o o NHA
HO OH |©
A

Cluster tétramérique Tn cHN O\N NHAc N,O
présenté sur un RAFT | o o. |
(épitope B) O\ O.n Y
I_Jo
| |
oK —p—|K—p
/__k Kee /
P TSk NG
NH
o 2
$
Acide palmitique S

(adjuvant)
NH
PAM—SIINFEKL— {dA}K{Cha}VAAWTLKAA{dA}Ahx} 2
| | O
OVA257.264 Peptide PADRE
(épitope T CD8*) (épitope T CD4*)

Avec: dA= L-alanine; Cha= cyclohexylalanine; Ahx= L-acide 2-aminohexanoique.
Figure 1.31: Vaccin a quatre composantes avec uruster Tn porté par une structure RAFT.

Le laboratoire de G-J. Boons a, de son coté, dppéloun candidat vaccin a trois
composantes contenant un épitope des cellules Bpitope des cellulesyTet un agoniste des
TLRs pris comme immuno-adjuvant. Un premier modaletté mis en place conjuguant
l'antigéne Tn, le peptide YAF et le lipopeptide Rays (ligand de TLR2}*® Cette structure a
été incorporée dans un liposome et son immunogéracété evaluée chez la souris en présence
ou en absence de QS-21. Les résultats furent premngtavec malgré tout des quantités
relativement modérées en IgG anti-Tn. Dans uneeépastérieure, une autre construction
composée d'un glycopeptide MUC1-Tn (épitope B)nel'séquence peptidique dérivée du virus
de la polio PV et du ligand PaBysSK, a été développée (Figure 1.3%*°Ce composé,
introduit au préalable dans un liposome, a perhmduction d'un exceptionnel taux d'anticorps

IgG. Ces derniers ont prouvé qu'ils reconnaissatitacement les cellules cancéreuses MCF-7.

118 Buskas, T.; Ingale, S.; Boons, G-J. Towards ayF@ynthetic Carbohydrate-Based Anticancer Vaccine:
Synthesis and Immunological Evaluation of a LipgdaGlycopeptide Containing the Tumor-AssociatedAfitigen.
Angewandte Chemie International Editid@05 44, 5985-5988.

19ngale, S.; Wolfert, M. A.; Gaekwad, J.; Buskas, Boons, G-J. Robust immune responses elicited hylly
synthetic three-component vaccitature Chemical Biolog2007, 3, 663-667.

% ngale, S.; Wolfert, M. A.; Buskas, T.; Boons, Ghicreasing the Antigenicity of Synthetic Tumorsasiated
Carbohydrate Antigens by Targeting Toll-Like ReceptChemMedCherf009 10, 455-463.
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Grace a cette nouvelle construction, il a été dérdoque l'attachement covalent des ces trois
sous-unités ainsi que la présentation liposomalemdt nécessaires dans le but d'entrainer une
réponse humorale efficiente. Notamment, il a été em évidence que le ligand P&ysSK,
favorisait la libération de cytokines, importangesur |'activation d'autres cellules immunitaires
et facilitait l'internalisation du candidat vaccipar les APCs qui expriment le TLR2.
L'incorporation de ce type de ligand est donc pridi@ dans l'obtention de réponses

immunitaires optimales.

OH OH
(0]
HO Tn
AcHN
fo) (o]

O/\‘/\S/\HKSKKKKGC,_KLFAVWKITYKDT—GCTSAPDTRPAP

O)\ﬁ )ﬁj)o HNEO

14 14
| | | |
Pam3CysSK4 Peptide PV MUC1-Tn
(+ assimilation par APCs) (épitope Ty) (épitope B)

+
(+ production cytokines)

Figure 1.32: Vaccin a trois composantes liant depiopes B et T ainsi qu'un agoniste de TLR2.

Par conséquent, les candidats vaccins synthétigyuese de TACAs présentent un intérét
dans le cadre d'un traitement anti-tumoral. Cespos@s peuvent étre produits de manieres
reproductibles et caractérisent des structures igbement bien définies. Lors du
développement de ces composés, il est possibleodarer différents éléments requis pour
produire une réponse immunitaire adéquate servasdtradiquer les cellules cancéreuses.
Plusieurs éléments peuvent influencer ces répansesnitaires et notamment les agonistes des

TLRs qui sont capables d'activer les cellules dégdes du systeme inné.

II. Objectifs et présentation de |'étude

La conception de candidats vaccins entrainant épense immunitaire anti-tumorale dans
un cadre thérapeutique, est un challenge qui exigpriis de nombreuses années. L'objectif
principal qui m'a été confié était I'élaboration dandidats vaccins thérapeutiques a trois
composantes, permettant l'activation efficiente@€s, des lymphocytesyTet des lymphocytes
B. La finalité étant la sécrétion d'anticorps Igg&annaissant spécifiquement la forme native de
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I'antigene Tn exprimé a la surface des cellules@auses et induisant la destruction des ces
cellules (par CDC ou par ADCC).

L'une des composantes inclue dans I'édifice, est plateformep-tripeptoideO- ou S
glycosylée par des résidusGalNAc (Epitope B - Figure 1.33). Le$-peptoides sont des
analogues d@-peptides sur lesquels les chaines latérales rtepagrportées par les atomes de
carbone du squelette mais par l'azote du lien anlldesont peu sensibles aux processus
d'hydrolyses enzymatiques (protéases, hydroladed)sposent d'une grande biodisponibilité,
définie notamment par leur importante capacit@eetnser les membranes. De maniére générale,

~

iIs sont faciles a synthétiser et ne présentent ddasmunogénicité intrinseque. Toutes ces
considération font du squelefiepeptoide, un outils idéal pour la constructionvdecins anti-
tumoraux. Leurs caractérisations complétes, letfférentes méthodes de synthése ainsi que
leurs applications biologiques vous seront préces#raxpliciter dans lehapitre Il . Les résidus
GalNAc sont espacés du squelditpeptoide par un linker a trois carbones au lien dnique
carbone comme dans les chaines latérales de the s®ride la thréonine. Ainsi, la plateforfe
tripeptoideO- ou S-a-GalNAc, nous a servi de mime du cluster triméridumenaturel. Comme
nous l'avons évoqué précédemment, ces clustersdssentibles privilégiées pour les anticorps
monoclonaux. Cet aspect a notamment été démontrél'gaicorps MLS128 qui fixe
spécifiguement trois antigénes Tn consécutif€et "effet cluster" est un critére important pour

induire une réponse humorale efficace.

ONe l /HN /H /H Ligation chimiq ISQAVHAAHAEINEAGR

R G G

X=0ou$S
| | | [ |
Agoniste TLR7 Plateformes p-tripeptoides glycosylées OVA 323-339
(Immuno-adjuvant) (Epitope B) (Epitope Ty)

Figure 1.33: Structure de I'édifice candidat vaccira développer.
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Il est également important dans le cadre d'unedatien avec certains récepteurs, et plus
particulierement les lectines de type C (CLRs) emgs a la surface des DCs. Les CLRs
présentent un domaine de reconnaissance des samgesun ou plusieurs sites de liaison.
Généralement, les interactions multivalentes s@amaatérisées par la liaison simultanée de
ligands multiples, d'une entité biologique, aves técepteurs multiples tels que les lectitiés.
Les interactions multivalentes peuvent étre calleatent plus fortes que l'ensemble des
interactions monovalentes correspondafteBe ce fait, I'affinité des sucres pour les lecine
présentés sous forme de cluster, est plus éleve@says forme monomeérique. Nous avons choisi,
par l'intermédiaire de la plateforrfetripeptoide glycosylée, de cibler précisémentréeepteurs
MGLs (Macrophage Galactose C-type LegtinCe récepteur est une glycoprotéine
transmembranaire de type Il qui posséde un unigueadhe extracellulaire de reconnaissance
des sucres. Il est capable de se lier au galaetioaaN-acétylgalactosamine (GalNAc). Il est
exprimé sur les DCs immaturd chez I'Homme, la souris et le rat ainsi que sur le
macrophage$** Les MGLs sont capables de fixer spécifiquement desters saccharidiques
comprenant les antiggnes TF ou Tn des mucifte¥®Il a été également démontré que les
MGLs, qui sont des récepteurs endocytaires, poovai@voriser linternalisation de
glycopeptides de types Tn-MUCL1 et leur délivraneesdles endosomes conduisant au final a
une présentation antigénique avec les moléculetadse 1l du CMH?’ De plus, I'équipe du Pr.

C. Leclerc a mis en relief que le ciblagevivo de DCs dermiques, basé sur l'interaction cluster

2L Mammen, M.; Choi, S-K.; Whitesides, G. M. Polyvalénteractions in Biological Systems: Implicatiofts
Design and Use of Multivalent Ligands and Inhikétdkngewandte Chemie International Editi@898 37, 2754-
2794,

22| undquist, J. J.; Toone, E. J. The Cluster Glydegffect.Chemical Review002 102, 555-578.

123 Higashi, N.; Fujioka, K.; Denda-Nagai, K.; HashitmoS-i.; Nagai, S.; Sato, T.; Fujita, Y.; Morikawa.; Tsuiji,
M.; Miyata-Takeuchi, M.; Sano, Y.; Suzuki, N.; Yamato, K.; Matsushima, K.; Irimura, T. The Macropba@-
Type Lectin Specific for Galactos¢/Acetylgalactosamine Is an Endocytic Receptor Esggd on Monocyte-
derived Immature Dendritic Cell¥he Journal of Biological ChemistB002 277, 20686-20693.

124 penda-Nagai, K.; Kubota, N.; Tsuiji, M.; Kamata,;Nrimura, T. Macrophage C-type lectin on bone rmar
derived immature dendritic cells is involved in tingernalization of glycosylated antigerilycobiology2002 12,
443-450.

125 yamamoto, K.; Ishida, C.; Shinohara, Y.; HasegaWa, Konami, Y.; Osawa, T.; Irimura, T. Interactiaf
Immobilized Recombinant Mouse C-Type Macrophage tiheavith Glycopeptides and Oligosaccharides.
Biochemistryl994 33, 8159-8166.

126 gyzuki, N.; Yamamoto, K.; Toyoshima, S.; Osawa,lfimura, T. Molecular cloning and expression GfNA
encoding human macrophage C-type lectin. Its un@bohydrate binding specificity for Tn antigdie Journal
of Immunologyl 996 156, 128-135.

127 Napoletano, C.; Rughetti, A.; Argevig Tarp, M. Egleman, J.; Bennett, E. P.; Picco, G.; SaleDBnda-Nagai,
K.; Irimura, T.; Mandel, U.; Clausen, H.; Frati,;LTaylor-Papadimitriou, J.; Burchell, J.; Nuti, M.umor-
Associated Tn-MUC1 Glycoform Is Internalized thrbuthe Macrophage Galactose-Type C-Type Lectin and
Delivered to the HLA Class | and Il Compartment®iendritic CellsCancer ResearcR007, 67, 8358-8367.
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Tn-MGL grace a leur systeme MAG, constitue unetétyie@ prometteuse dans l'optique d'induire
une réponse anticorps robu$tg.

Pour contourner l'immuno-tolérance acquise pamtdgénes saccharidigues associés aux
tumeurs (5elf-antigef) de méme que leur incapacité a pouvoir induiralsseune réponse
immunitaire dépendante des celluleg, hous avons ajouté deux autres éléments immuno-
stimulants sur notre construction vaccinale. Le @&aint d'améliorer la présentation de notre
structure mimétique Tn au systeme immunitaire. tarper est un peptide de 17 acides aminés,
dérivé de I'ovalbumine: OVA 323-339. Ce peptidetimon plusieurs épitop&s *°qui, associés
aux molécules de classe Il du CM#:**?peut étre reconnu par les récepteurs TCR spéesfiqu
des cellules i (Figure 1.33). Le second élément immuno-stimutamtespond a un hétérocycle
aromatique, l'acide  4-{[6-amino-2-(2-méthoxyéthoBydxo-7H-purine-9(8H)-yliméthyl}
benzonitrile, décrit dans la littérature comme &tam agoniste puissant du récepteur TL&?7.

L'interaction entre cet immuno-adjuvant et le réeapTLR7, facilite la maturation des DCs.

L'objectif de ma these était, par la suite, de sitne ces édifices candidats vacdiiset S
GalNAc a des tests immunologiqu&hg@pitre V). L'intérét était de valider la fonctionnalité des
trois composantes incorporées dans les édificeligpant leur capacité a induire une réponse
immunitaire anti-Tn spécifique. Les tests immunddogsin vitro etin vivo ont été effectués par
I'équipe du Pr. Claude Leclerc (Unité de Regulafimmunitaire et Vaccinologie - INSERM
1041) a l'Institut Pasteur de Paris. Afin de canstr les édifices complexes, nous avons
développé des stratégies en solution pour synéndéis trois composantes individuellement et
pour les lier ensemble, suivant une chronologiejadt (1 et 2 - Figure 1.34). Dans un premier
temps, nous avons utilisé deux méthodes différepmsr synthétiser les plateformgss

tripeptoidesO- et S.glycosylées Chapitre Il). La suite des événements consistait & conjuguer

128 Freire, T.; Zhang, X.; Dériaud, E.; Ganneau, Gchier-Guerre, S.; Azria, E.; Launay, O.; Lo-Man; Ray, S.;
Leclerc, C. Glycosidic Tn-based vaccines targetiagnal dendritic cells favor germinal center B-cdlelopment
and potent antibody response in the absence ofadjBlood201Q 116 3526-3536.

129 Robertson, J. M.; Jensen, P. E.; Evavold, B. D1D®0 and OT-II T Cells Recognize a C-Terminal ®uahin
323-339 EpitopeThe Journal of Immunolog®00Q 164, 4706-4712.

130 Nakajima-Adachi, H.; Koike, E.; Totsuka, M.; Hid, E.; Wakatsuki, Y.; Kiyono, H.; Hachimura, S. @w
Distinct Epitopes on the Ovalbumin 323-339 Pepfidiferentiating CD4+T Cells into the Th2 or Thl Riogype.
Bioscience Biotechnology and Biochemig®éj2 76, 1979-1981.

131sun, L-Z.; Elsayed, S.; Aasent, T. B.; Van Do, Aardal, N. P.; Florvaag, E.; Vaali, K. Comparisoetween
Ovalbumine and Ovalbumine Peptide 323-339 Respomsesllergic Mice: Humoral and Cellular Aspects.
Scandinavian Journal of Immunolog91Q 71, 329-335.

132 Buus, S.; Colon, S.; Smith, C.; Freed, J. H.; Mll€.; Grey, H. M. Interaction between a "proce%sed
ovalbumine peptide and la molecul&oceedings of the National Academy of SciencebeofUnited States of
Americal986 83, 3968-3971.

133 Chan, M.; Hayashi, T.; Kuy, C. S.; Gray, C. S.; M@u C. N.; Corr, M.; Wrasidlo, W.; Cottam, H. Barson, D.
A. Synthesis and Immunological CharacterizationTofl-Like Receptor 7 Agonistic ConjugateBioconjugate
Chemistry2009 20, 1194-1200.
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ces plateformes a l'immuno-adjuvant hétérocycligyethétisé au préalable, par l'intermédiaire
d'un espaceuQhapitre Il ). Enfin, deux méthodes de ligation chimique ogtrétses en ceuvre
pour coupler le peptide OVA 323-339, commerciakri@orise Polypeptide Laboratories France)
au reste de l'édificeChapitre IV). La construction de ces édifices complexes medxargue
une approche modulaire convergente qui nous peneesurcroit, de modifier les trois parties

indépendamment les unes des autres.

NH,

T
0)|\N/ N

H O (o] (o] o
OMe (Espaceu N/\)J\N/\)J\NISQAVHAAHAEINEAGR
o J) J) J)

X X X
| | |
X=0Oou$

NH,
N XN

A =0
H o o 0
OMe OH HN/\)J\N/\)J\N/\)J\OH H,N—ISQAVHAAHAEINEAGR

X X X
| | |
X=0o0uS$S

Figure 1.34: Stratégies envisagées pour |'obtentiate I'édifice candidat vaccin.
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Dans ce chapitre, nous commencerons par faire use a point bibliographique sur des
composés peptidomimétiques que sont les peptolimss parlerons plus particulierement des
a-peptoides et dg3-peptoides. Nous décrirons successivement leursauiés de synthése (sur
support solide ou en solution) ainsi que certageeseurs préférences conformationnelles. Nous
montrerons que la synthése rapide et efficace eg®ijues, la possibilité de fonctionnaliser leurs
chaines latérales de différentes manieres ainsileues propriétés pharmacologiques, nous
permettent d'envisager de les employer comme platels présentatrices de pharmacophores.

Parmi ces pharmacophores, il en existe de nateehaadique. Ceci nous permettra alors
d'introduire le concept de glycopeptoide €t 3) dont les premiéres syntheses datent de 1995.
Nous présenterons, entre autre, la synthése deigeptmodeles portant un ou plusieurs sucres
grace a des liaison®-glycosidiques,N-glycosidiques ouC-glycosidiques. Nous décrirons
également, la synthése des comp&eglycoconjugués qui sont de bons analogues desas@sp

O-glycoconjugués naturels.

Lors de ma thése, nous nous sommes intéresséprplisément auf-glycopeptoides, peu
référencés dans la littérature. Nous avons dévéltampynthése de platefornfgsripeptoide<O-
et S-glycosylées dont les unités saccharidiqgues soM-démétylgalactosamine (GalNAc) mais
eégalement le mannose. Les plateformes mannosyt&esant permis d'optimiser les méthodes

de synthese choisies.
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|. Etude bibliographique sur les peptoides

A. Découverte et intérét des peptoides

Parmi les peptidomimétiques décrits dans la littgga nous pouvons citer I8speptides>*
les y-peptides > les aza>-peptided® et les oligouréed’ mais également d'autres composés

présentant un intérét considérable depuis quelguieses comme les peptoides (Figure 2.1).

R (0] H (0] ||? (0] H (0]
N
H H H =
n n n R
B2-peptides p3-peptides y-peptides aza-p3-peptides oligourées
RI (0] (0]
N
N
n R n

a-peptoides B-peptoides

Figure 2.1: Exemples de squelettes peptidomimétigae
1. Lesa-peptoides

Les a-peptoides, oligoméres de glycingsubstituées, sont des analogues de peptides dont
la chaine latérale est déplacée du cartwmser I'atome d'azote du lien amitf&!*°lIs ont été

décrits pour la premiére fois par R. Zuckermanri@®2'“° Les premiers oligoméres peptoides

134 Seebach, D.; Abele, S.; Gademann, K.; GuichardH®termann, T.; Jaun, B.; Matthews, J. L.; Sdbeej J. V.;
Oberer, L.; Hommel, U.; Widmer, H* andp®- Peptides with Proteinaceous Side Chains: Syrsteesi solution
structures of constitutional isomers, a novel flisecondary structure and the influence of salvatand
hydrophobic interactions on foldinglelvetica Chimica Actd998 2015-2022.

1% Guichard, G.; Huc, I. Synthetic foldame@®hemical Communicatior2011, 47, 5933-5941.

1% salauin, A.; Potel, M.; Roisnel, T.; Gall, P.; LeeG P. Crystal Structures of Afi8-peptides, A New Class of
Foldamers Relying on a Framework of Hydrazinotufitee Journal of Organic ChemistBp05 3367-3379.

137 Semetey, V.; Rognan, D.; Hemmerlin, C.; Graff, Briand, J.; Marraud, M.; Guichard, G. Stable Hallic
Secondary Structure in Short - Chain N,N' - Linkeligoureas Bearing Proteinogenic Side Chaiisgewandte
Chemie International EditioB002 41, 1893-1895.

138 Zuckermann, R. N. Peptoid OrigirBiopolymers2011, 96, 545-555.

139yo0, B.; Kirshenbaum, K. Peptoid architecturesaberation, actuation, and applicatid®urrent Opinion in
Chemicals Biologp008 12, 714-721.

0 Simon, R. J.; Kania, R. S.; Zuckermann, R. N.; bhe, V. D.; Jewell, D. A.; Banville, S; Ng, S.; Wg L.;
Rosenberg, S.; Marlowe, C. K. Peptoids: a modufgra@ach to drug discoveryroceedings of the National
Academy of Sciencé992 89, 9367-9371.
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longs d'une dizaine de résidus ont été synthésisésupport solide de maniere analogue a la
synthese des peptides en protégeant les monoraras groupement Fmoc (Schéma 2.1A).

A. Synthése par couplage de monoméres

R 0O R | R?
! A i ! NFmoc |
Déprotection NH
_NJ\/ “Fmoc — > OfNJ\/ HO . NJ\/N\H/\N,Fmoc
H H PyBOP H R2
B. Synthése par la méthode submonomeére
i) Synthése supportée
o 1
o R I e o R : o R
HO N R“-NH, N
o e Oy N e @y
H DIC, DMF H o Et;N H o IIQZ
DMF ou DMSO

ii) Synthése en solution

o]
o R x P o R 2 g
_ N R2-NH,
XJVNH X=Cl,Br _ XJ\/ m/\Br XJ\/N\H/\NH
_ Et;N, 0°C o Et;N 0O R?
X=OR,NHR ¢y Cl, ou THF CH,Cl, ou THF
ou EtOAc

Schéma 2.1: Les principales méthodes d'acces ampeptoides sur support et en solution.

L'encombrement stérique de I'amine secondaire leeaduplage plus difficile. L'emploi de
I'agent de couplage PyBop permet alors d'obtemsirésultats satisfaisants. Avec cette méthode,
il est possible de former des banques de peptg@deshimie combinatoire. Néanmoins, ceci
nécessite la préparation préalable de quantitésrianies de monomeres, ce qui est tres colteux

en temps.

Les mémes auteurs ont alors rapidement mis en pteeenéthode plus efficace de synthése
supportée, adaptée aux peptoides. lls l'ont app&@ébmonomer solid phase synthesis of
peptoids” ou méthode submonomeére (Schéma 2.1@3t Ghe méthode itérative en deux étapes.
Une premiére étape permet la synthese du squetetie couplage au DIC de l'acide
bromoacétique avec I'extrémitéterminale de I'oligomére portée par la résine. Jaeonde
étape de substitution nucléophile du bromoacétanmtermédiaire par une amine primaire
permet d'introduire la chaine latérale. Ces deapes sont répétées en faisant varier les amines

primaires. Grace a cette méthode, des peptoided allsqu'a une cinquantaine de résidus ont été
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synthétisés* La variation des amines apporte une grande di¢essiucturale aur-peptoides.
Certains travaux ont montré que les deux étapela adeéthode submonomere pouvaient étre
activées par irradiation micro-ond€8.Ce mode d'activation augmente l'efficacité du taygp
d'amines stériquement encombrées ou électroniguemésactivees. La méthode submonomere
est également adaptée a la synthese en solutiligod'@res de longueur inférieure a 10 résidus
a I'échelle du gramme. En solution, la premiérpest une acylation de I'amine par le chlorure
ou le bromure de bromoacétyle (Schéma 2.18t)).

2. LesB-peptoides

Ce sont des homologuesigheptoides et sont définis comme des oligomerds-alanines
N-substituées® Ils ont été décrits pour la premiére fois par Hampt al. en 1998 La
méthode submonomere a été adaptée a leur synthpeesente les mémes avantages (Schéma
2.2A). C'est aussi une méthode itérative en deapest le squelette @iipeptoide est formé par
acylation avec le chlorure d'acryloyle puis la cledatérale est introduite par une réaction d'aza-

Michael d'une amine primaire sur l'intermédiaireykomide.

A. Synthése supportée

(0]
(0] (0]
HN—O Cl)v VJ\N— RZ'NHZ HN/\)J\N_O
R Base R DMSO R2 R

CH,Cl,

B. Synthése en solution

CI)JV/ (o} (o}

2
HN/EL - \)J\N/zl R"-NH, HN&)J\N/EL
R Et;N, 0°C R! MeOH R2 R!
CH,CI, ou THF ou AcOEt 50°C

Schéma 2.2: Synthése d¢speptoides par la méthode submonomeére. A) SupportéB) En solution.

4L culf, A. S.; Ouellette, R. J. Solid-Phase Synthesi N-Substituted Glycine Oligomersi (- Peptoids) and
DerivativesMolecules201Q 15, 5282-5335.

12 0livos, H. J.; Alluri, P. G.; Reddy, M. M.; Salonp.; Kodadek, T. Microwave-Assisted Solid-PhasatBgsis
of PeptoidsOrganic Letter2002 4, 4057-4059.

3 Hjelmgaard, T.; Faure, S.; Caumes, C.; De SaRtisEdwards, A. A.; Taillefumier, C. Convenient Gidn-
Phase Synthesis and Conformational Studies of Nowelar and Cycliay,B-Alternating PeptoidsOrganic Letters
2009 11, 4100-4103.

144 Olsen, C. AB-Peptoid “Foldamers” — Why the Additional Methyledeit? Biopolymers (Peptide Scienc2)11,
96, 561-566.

195 Hamper, B. C.; Kolodziej, S. A.; Scates, A. M.;i8BmR. G.; Cortez, E. Solid Phase Synthesig-&feptoidsN-
Substituted3-Aminopropionic Acid OligomersThe Journal of Organic Chemistiy@98 63, 708-718.
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Les conditions de synthése supportée [glgeptoides ont été beaucoup moins étudiées et
optimisées que celles despeptoides. A I'heure actuelle elles ne permeftastla synthese de
longs oligomeéres avec une pureté et un rendemdfisasus. Pour remédier a ce probleme,
Shuey et al. ont utilisé une approche supportéecpaplage de blocs (dimeres ou trimefes
peptoides)*® Des oligoméres longs de 18 unités ont ainsi pa ébtenus. Récemment, une
méthode monomeére supportée a été exploitée popréparation d'un 16-mére en utilisant
DIC/HOBt **” comme agent de couplage. Par ailleurs, une optiiois des conditions
réactionnelles en solution ainsi que [l'utilisatidlamines primaires volatiles ont permis la
préparation de tétrameres a I'échelle du gramn¥eétapes sans purification chromatographique
intermédiaire (réalisée dans le laboratoire - Sehém)**® La présence d'alcénes, d'alcynes ou
d'amines tertiaires portés par les chaines latthlesquelette peptoidique, permet l'introduction
d'une grande diversité structurale par post-maatific.

1) Aza-Michael avec RNH,
o 2) Acylation (o) (o) o

o)
\)‘LotBu 4 itérations (7 étapes), 74% HN/\)J\N/\)J\N/\)LN/\)kotBu
Une seule chromatographie . \
I N

HZN\/ HaN ~ N
RNH, = :
HZN\/\ HzN\/\N/
|

Schéma 2.33-tétrapeptoide obtenu par la méthode submonomeére egolution en utilisant des amines volatiles.

%6 Shuey, S. W.; Delaney, W. J.; Shah, M. C.; Sciaédd\. A. Antimicrobial B]-peptoids by a block synthesis
approachBioorganic & Medicinal Chemistry Lette006 16, 1245-1248.

147 Jahnsen, R. D.; Frimodt-Mgller, N.; Franzyk, H.tifwicrobial Activity of Peptidomimetics against Migdrug-
ResistanEscherichia coli A Comparative Study of Different Backbondsurnal of Medicinal Chemistr012 55,
7253-7261.

18 Caumes, C.; Hjelmgaard, T.; Remuson, R.; Faurel@llefumier, C. Highly Convenient Gram-Scale @&@n-
Phase Peptoid Synthesis and Orthogonal Side-ClusitaNPodification.Synthesi®011, 2, 257-264.
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3. Autres composeés apparentés

En plus des- et desB-peptoides, il existe d'autres analogtf¢es a,B-peptoides? les
arylopeptoides® les azapeptoides?! les N-hydroxy-peptoides? et les N-alcoxy-peptoided>?

lIs sont le plus souvent obtenus par la méthodensabmere (Figure 2.2).

R 0 o " ©
N
. O N )
I = NH O OX O
R n n 4'\ n n

0" R X= H, N-hydroxy-peptoides
o,B-peptoides ol ml p-arylopeptoides azapeptoides X= R, N-alcoxy-peptoides

@= chaines latérales protéinogénes et/ou autres groupe9

Figure 2.2: Architectures des autres familles de eoposés apparentés aux peptoides.

B. Aspect structural

La modification structurale qui conduit aux pepasiddéplacement des chaines latérales du

carbonen vers l'azote du lien amide) a plusieurs conségegeimmeédiates:

» L'absence de chiralité du squelette.

» La capacité reduite a former des liaisons hydrogeeie a la disparition des NH
d'amides secondaires).

» La N-substitution des amides créée des amidg@é-disubstitués, ce qui facilitera la
présence de liaisons peptidiquas et trans (Figure 2.3A). Les peptoides ont alors une
grande liberté conformationnelle. Ainsi en solufiomn peptoide constitué de n

monomeres peut exister comme un mélange équilib®B tisomeéres. Son spectre RMN

199 5zekely, T.; Caumes, C.; Roy, O.; Faure, S.; @aithier, C. a-Peptoids and related compounds: 8gighand
control of the conformatiorComptes Rendu Chim#®13 16, 318-330.

0 Hjelmgaard, T.; Faure, S.; Staerk, D.; Taillefumi@.; Nielsen, J. Expedient Solution-Phase Syishesd NMR
Studies of Arylopeptoid€zuropean Journal of Organic Chemis®911, 17, 4121-4132.

51 Aubin, S.; Martin, B.; Delcros, J.; Arlot-Bonnemaj Y.; Baudy-Floc'h, M. Retro Hydrazino-azapepsoibs
Peptidomimetics of Proteasome Inhibitalsurnal of Medicinal Chemistr005 48, 330-334.

132 Crapster, J. A.; Stringer, J. R.; Guzei, |. A.a8twell, H. E. Design and conformational analysigpeptoids
containingN-hydroxy amides reveals a unique sheet-like seagrstaucture Biopolymers (Peptide Scienc2)11,

96, 604-616.

133 jordan, P. A.; Paul, B.; Butterfoss, G. L.; Rewfr®. D.; Bonneau, R.; Kirshenbaum, K. Oliljeglcoxy
glycines): Trans substantiating peptoid conformeiBiopolymers (Peptide Scienc)11, 96, 617-626.
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est donc en général une combinaison de différemésneres, ce qui rend son étude plus
complexe.

» La nécessité de construire une chaine peptoidéqusie en sens inverse par rapport a
celle du peptide qu'il mime, afin de conserver gmande similarité entre les deux
structures. A cet effet, les carbonyles et lesrdmlatérales du peptoide correspondent a
celles du peptide parent (Figure 2.3B).

. B
N c
R! H (0] R3
IIQ Keisttrans l? peptides E N /H( N N /'\ﬂ/g
o _N N s e
Y¥ e"\lr\f Hio rifio
Y I A
| o R 0 R
cis trans peptoides g)l\/N\h/\rl‘lJ\/N\g
0 R?
c ~N

Figure 2.3: Caractéristiques structurales des pepides.
A) Equilibre cigtrans du lien amide; B) Sens inversé des chaines peptijiges et peptidiques.
Malgré une flexibilité conformationnelle importanies peptoides sont capables d'adopter
des structures secondaires bien définies La comdioom hélicoidale de type polyproline | (PPI,

amides toutis)***

est la conformation préférentiellement adoptédgmm-peptoides qui portent
des chaines latérales aC branchées (Figure 2.4). Bien souvent une hétééigen
conformationnelle (isomérisatiocis'trans des amides) est observée. Diverses strat8gms

été développées consitant en l'introduction dengsalatérales engendrant I'apparition d'effets
stérique$™®1°’ d'effets électroniqué® ou le rétablissement de liaisons hydrogénes datre

carbonyle du squelette et les chaines latéfalésa structure de type polyproline Il (PPII), dont

%% Armand, P.; Kirshenbaum, K.; Falicov, A.; Dunbraik R. L.; Dill, K. A.; Zuckermann, R. N.; CoheR, E.
Chiral N-substituted glycines can form stable ralamnformationsiolding and Design1997,2, 369-375.

1% Gorske, B. C.; Stringer, J. R.; Bastian, B. L.whar, S. A.; Balckwell, H. E. New Strategies foetBesign of
Folded Peptoids Revealed by a Survey of Noncovdfgetactions in Model System8ournal of the American
Chemical Societ2009 131, 16555-16567.

%6 Roy, O.; Caumes, C.; Esvan, Y.; Didierjean, C.urBa S.; Taillefumier, C. The tert-Butyl Side Chaif
Powerful Means to Lock Peptoid Amide Bonds in tlis ConformationOrganic Letter2013 15, 2246-2249.

37 Stringer, J. R.; Crapster, J. A.; Guzei, |. A.agkwell, H. E. Extraordinarily Robust Polyprolingpe | Peptoid
Helices Generated via the Incorporation oeChiral Aromatic N-1-Naphthylethyl Side Chaindournal of the
American Chemical Socief011, 133, 15559-15567.

%8 Caumes, C.; Roy, O.; Faure, S.; Taillefumier, Be Tlick Triazolium Peptoid Side Chain: A Strocig-Amide
Inducer Enabling Chemical Diversityournal of the American Chemical Soci2f12 134, 9553-9556.
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tous les liens amides sofrans est néanmoins rencontrée dans le cas d'’homo-atiggam
constitués d'unités-(aryl)glycines™>*

Modeéle PPI Modéle PPII
(3,3 résidus/tour) (3 résidus/tour)

m%}:"z

hexamére N-(aryl)glycine

Figure 2.4: Structure des PPY** et PPII**° calculées par modélisation moléculaire.

Dans le cas ddg%-peptoides et des,3-peptoides, les études se sont essentiellemenédmi
a des analyses par dichroisme circulaire. A ce grule la conformation de composés cycliques
a pu étre déterminée. Les premiprpeptoides cycliques ont été préparés au laboeatoir2008
et un tétramer@-peptoide cyclique présentant quatre chaines pyglesr a pu étre cristallisé
(Figure 2.5)*° Il posséde une structure rigide symétrique préseniniqguement des liaisons

amidecis.

Figure 2.5: Structure RX d'un tétrameére cycliquep-peptoide.

19shah, N. H.; Butterfoss, G. L.; Nguyen, K.; Yoa; Bonneau, R.; Rabenstein, D. L.; KirshenbaumQKgo(N-
aryl glycines): A new twist on structured peptoidsurnal of the American Chemical Soci@§08 130, 16622-
16632.

%0 Roy, O.; Faure, S.; Thery, V.; Didierjean, C.;[ldiimier, C. CyclicB-peptoids.Organic letters2008 10, 921-
924.
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Un octameére cyclique de squelett@-peptoide a également été analysé par diffractesn d
rayons X (Figure 2.6Y°* Le macrocycle cristallin peut étre considéré commeectangle vrillé.
Il est constitué de quatre liaisomans et de quatre liaisongs alternées par paires.

el N o 0N /)
o }N%"st"fo
—~—l ey 8 (o] 5
= : ¢ ksf \ Ph ) o Nﬂ(ph
c'\;__ ) & 3 e )7N ?/
;/! o . s 1 o 4

Figure 2.6: Structure RX d'un I'octamére cycliquea,B-peptoide.

C. Applications des peptoides

L'intérét des peptoides repose sur leur facilitéydghése et la tres grande diversité possible
en termes de chaines latérales. Des travaux résentsont orientés dans le domaine des
biomatériaux®® mais & ce jour ils ont été essentiellement usilisémme peptidomimétiques
(peptoides amphiphiles antibactériens, surfactpotsonaires,..’f* en raison de leur grande
stabilité métabolique aux protéasésde leur meilleur perméabilitté membranaire que les
peptided® et de leur caractére non immunogéfie.

81 santis, E.; Hjelmgaard, T.; Faure, S.; Roy, Odi®ijean, C.; Alexander, B. D.; Siligardi, G.; Hass R.;
Javorfi, T.; Edwards, A. A.; Taillefumier, C. Cyclia,3-peptoids octamers with differing side chain patser
synthesis and conformational investigatidmino Acid2011, 41, 663-672.

162 Kudirka, R.; Tran, H.; Sanii, B.; Tae Nam, K.; Gh®. H.; Venkateswaran, N.; Chen, R.; Whitelam, S.
Zuckermann, R. N. Folding of a single-chain, infation-rich polypeptoid sequence into a highly oeder
nanosheeBiopolymers (Peptide Scienc#)11, 96, 586-595.

183 Zuckermann, R. N.; Kadodek, T. Peptoids as paibtiierapeuticsCurrent Opinion in Molecular Therapeutics
2009 11, 299-307.

8 Miller, S. M.; Simon, R. J.; Ng, S.; Zuckermann, R.; Kerr, J. M.; Moos, W. H. Proteolytic studie$
homologous peptide ard-substituted glycine peptoid oligomeBioorganic & Medicinal Chemistry Lettef094

4, 2657-2662.

185 Schroder, T.; Quintilla, A.; Setzler, J.; BirtaJaB.; Wenzel, W.; Brase, S. Joint experimental #mebrical
investigation of the propensity of peptoids as dragiers WSEAS Transactions on Biology and Biomedez20ty,

4, 145-148.

166 Astle, J. M.; Udugamasooriya, D. G.; SmallshawE.J.Kodadek, T. A VEGFR2 antagonist and other gieist
evade immune recognitiomternational Journal of Peptide Research and Tipet#tics2008 14, 223-227.
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A linstar des calixarénes ou des plateformes giepiés cycliques de type RARY toutes
ces propriétés décrites ci-dessus nous autorise doenvisager d'utiliser le squelette des
peptoides comme plateforme présentatrice de groapsnpharmacophores, et notamment de

sucres antigéniques.

II. Etude bibliographique sur les glycopeptoides

A. Des glycopeptides aux glycopeptoides

Le concept de "glycopeptoides” a été introduit gayremiere fois en 1995 par I'équipe de
René Roy*®® Il est actuellement employé dans de nombreux sasci#és a des structures
différentes (Figure 2.7). Le premier cas correspard conversion compléte d'un glycopeptide
en son homologue glycopeptoide (Figure 2.7A). Utreagas correspond au remplacement
seulement des sites de glycosylation du peptidel@amonomeéres glycopeptoides entrainant la
formation de structures hybrides appelées "glyctpepres" (Figure 2.7B§®° Enfin, les
peptoides peuvent servir de plateformes pour peéples glycoligands multivalents utilisés lors

de I'élaboration d'édifices plus complexes (FIgui#T).

A B C
=2 = =2

X X X

Glycopeptoides
X=0,N, S fo)
N
Hi \)L}OH (NH,)

(o} R? O R?
Jé\NW \)LN/\H/EL ;\N/'}(N\)LNJ\H/E‘
R! R O H o H o

N
(o]
Peptoides glycosylés sur Glycopeptomeéres Peptoides per-glycosylés
certains sites spécifiques
(R', R2 = Chaines protéinogénes)

n

Figure 2.7: Diverses structures de glycopeptoides.

157plg, S.; Figuet, M.; Dumy, P. Template-directedhbiatorial surface assembly for protein-proteitetiaction
mimetics.Comptes Rendus Chini€05 8, 833-839.

%8 5aha, U. K.; Roy, R. First Synthesis of N-Linkeb«®peptoid as New GlycopeptidomimeticEetrahedron
Letters1995 36, 3635-3638.

189 5zekely, T.; Roy, O.; Faure, S.; Taillefumier, om Gycopeptides to Glycopeptoidsuropean Journal of
Organic Chemistr014 5671-5657.
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Les deux premieres situations sont liées principald a la recherche et au développement
de composés glycopeptidomimétiques alors que laigter se réféere au développement de

nouveaux glycoclusters, importants pour la compréiom des interactions sucres-protéit@s.

La conjugaison des sucres aux peptides et auxipesténtervient naturellement suivant
différents types de liens glycosidiques (principa@t N- et O-glycosylations). LaN-
glycosylation au niveau de la chaine latérale ceabade du résidu asparagine (Asn) est I'un des
événements le plus fréequemment retrouvé. Un rdsibtglycosyl-Asn et son mime structuif@
NAsn glycine sont décrits sur la Figure 2.8. Oaglycosylation est une modification post-
traductionnelle qui apparait principalement au aivaeles chaines latérales des acides aminés
sérine (Ser) et thréonine (Thr). La conversion desdus Ser et Thr glycosylés en unités
peptoides requiert I'emploi de chaines latéralesotmguedNhSer eNhThr et norNSer etNThr
puisque ces dernieres conduisent a la formaticrodgoséN,O-cétals instables chimiquement.

N-glycosylation O-glycosylation

b Wo
Glycopeptides HO—N\;&/HM HO—\/Q\
o
Asn O H{NH serR=H) 9
Thr (R = Me) R/H/KO

NH
~
Hos—Q
o o R__O
Glycopeptoides HOD\;A/H\HAN/&O \[ :LN
) N~ ~O
o
% NhSer %
NhThr

Figure 2.8: Représentation ded\- et O-glycosylations au niveau des peptides et peptoides
B. Synthése de composés glycopeptidomimétiques

Nous avons récemment publié une réflidécrivant la synthése des glycopeptoides ainsi
que leurs applications. Dans la partie qui suitusn@llons décrire les exemples les plus

marquants.

' Roy, R. Recent Developments in the Rational Desi§rMultivalent GlycoconjugatesTopics in Current
Chemistryl997, 187, 241-274.
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1. GlycopeptoidesN-liés

Le premier modele proposé par R. Roy est un peptajue asparagineN-
acétylglucosaminid@.5, préparé en solution (Schéma 2#)Afin d'obtenir cet oligomére, une
stratégie convergente incluant une approche submergmcombinée a une approche monomere
(couplage de différents fragments peptoides), a udiiésée. L'amine glycosylée.2 est
synthétisée a partir de I'azoture de glycdayl décrit dans la littérature. Celle-ci est ensuite
employée dans une approche submonomere pour fdengipeptoide glycosyl@.3 en trois
étapes en partant du bromoacétateetebutyle. L'élongation de la chaine est accomplie pa
couplage peptidique en présence de l'acide cargme?.4 synthétisé initialement a l'aide de la
méthode submonomere. Aprés cela, la chaine latéaléa lysine (HN(CH,)sNHBocC) est
introduite par substitution du brome terminal etdennier résidiN-méthylglycine (sarcosine) est
incorporé par couplage peptidique en présencdl-deétylsarcosine. Au final, I'ensemble des

protections sont éliminées afin d'obtenir le glyepipide attendu.

1) H,, 10% Pd-C, MeOH, T.A, 30 min
OAc 2) Cbz-Gly-OH, DCC, HOB, T.A, 3h OAc

3) H,, 10% Pd-C, MeOH, T.A, 30 min
Aggoéé’us T - Agooé&ﬂ
NHAc 80% ¢ NHAc T NH2
2.1 2.2 0

Ph

o r
N
o 1) iBuNH, o H\ Ho)k/ N Br 0 (‘\ o) (Ph
substitution 24 O
tBuOJ\/Br tBuOJJ\/N\n/\NH 'BUOJ\/N\H/\NJ\/NY\Br
2) BrCH,COCI o) DCC, HOB, o o
Acylation AcO O DCM, T.A 1h AcO o
AcO 0 o o)
3) 2.2, DIPEA, CH;CN - A%dg NH 85% Az 03 NH
0°C, 1h, 70% NHAc NHAc
23

1) HzN(CH2)4NHB°c
DIPEA, CH;CN o O Me
T.A, 2h, 75% \

C
B
22:0
B
2:

(0] Me
2) . o) KF 0
0
HOJ\/N\AC H%&/

HO NH
DCC, HOBt, DCM HO
T.A, 3h, 81% NHAc NH,
3) Déprotections 25

(Quantitatives)
Schéma 2.4: Synthése du premier peptoidé-glycosylé 2.5.

Ces travaux ont été poursuivis par la synthese ameposésa-peptoidesN-glycosyleés,

analogues de la séquence %@usn-Phe-Pro-II€° présente au sein du substrat naturel
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(polyprotéinegal-pol) de l'aspartyle protéase HIVii: La synthése de I'analog@e6 (Figure
2.9A) dont la chaine latérale de l'asparagine lgsbgylée par un résidN-acétylglucosamine,
repose sur une combinaison des approches submama@hénonomere. L'activité inhibitrice

envers la protéase HIV-1 de ce composé s'est, rallheement, révelée tres faible.

Un second modele aFglycopeptoideN-lié 2.7 (Figure 2.9B), également décrit par le
groupe de R. Roy, est caractérisé par une séqhexeeerique portant un groupement lactosyle:
Ac-NMet-NGlu-NAsn(Lactose)-NhSer-NhTyr-NVaf? Ce glycopeptoide a été élaboré a l'aide
d'une méthode convergente en solution presqueidgdend celle mentionnée ci-dessus.

A B
OH CO,H

. Jt )

'BuCO,._N NJQN " JN J(J)VN N j\
O o I HO j]/\N N ON N ON
Hg&i\i )V ° HNlO ° Hs,me

NHAc

HO 27
OH

Figure 2.9: Autres exemples di-peptoidesN-glycosylés.
A) Analogue de la séquence LétP-Asn-Phe-Pro-I1le'®® B) a-glycopeptoideN-lactosylé.

2. GlycopeptoidesO-liés

Le premier exemple de peptoi@eglycosylé a également été proposé par R. Roy. Peur
faire, la séquence Val-Phe-S@rg-Xyl)-Glu-Ala correspondant a une partie des prgh¢canes
présents au niveau des os humains et du cartilag@ ahoisie comme prototype. Le rétro-
xylopeptoide NAla-NGlu-NhSeB¢D-Xyl)-NPhe-NVal .10 Schéma 2.5) a été synthétisé par
couplage peptidique entre deux fragments peptadadilisant le DCC, suivi d'une élimination

de I'ensemble des différents groupements protect&ur

"1 3aha, U.; Roy, R. Glycosylated Peptoids as Prpioay HIV-1 Protease Inhibitordetrahedron Letter§997, 38,
7697-7700.

"2 3aha, U.; Roy, R. Synthesis of New Glycopeptidoetios Based olN-Substituted Oligoglycine bearing &h
Linked Lactoside Side-chaidournal of the Chemical Society, Chemical Commuitina1995 2571-2573.

3 Kim, J. M.; Roy, R. New prototypical O-linked-glypeptidomimetics corresponding to the linkage negi®
proteoglycansCarbohydrate Research997, 298 173-179.
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o 1) HOCH,CH,N;, DMTST, 78% o
BzO ) 2CHoN;, , 718% Bz0
207 SPh BZMO\/\NHZ
BzO 2) H,, 10% Pd-C, MeOH, 95% BzO
2.8
COZtBU

o H o) CO,H
° \g/\n'n 1) DCC, DCM, 92% L )OIV i
e ) , 92% HO N N
N N N
" 2) NaOMe, MeOH lg\ r S jo]/\l\'n
o) Quantitatif o
3) 20% TFA, DCM HOS o)

‘BuO\[(\ N J\/N m/\NH Quantitatif OH
(o]

e

210

Schéma 2.5: Synthése du rétro-xylopeptoide.

Le fragment glycopeptoid®.9 a été élaboré, initialement, par la méthode itérat
submonomere comprenant deux étapdé$-alkylationN-bromoacétylation) a partir du
bromoacétate deert-butyle et en employant successivemdiNH,, BnNH,, ainsi que le 2-

aminoéthylB-D-xylopyranoside2.8 qui mime I'homosérine glycosylée.

Shin et Ban® ont, de leur coté, étudié l'intérét de la substitud'un résidu GalNAc-O-
Thr'! de la drosocine, par différents résidus pepto@gs/cosylés. La drosocine est un peptide
cationique anti-microbien, riche en proline et ésdleDrosophila melanogasteiElle présente
une faible toxicité envers les érythrocytes humamsi qu'une grande spécificité envers les
bactéries & Gram négatif. Certaines découvertepronté que la glycosylation de Fhjouait
un réle primordial dans l'activité anti-bactériende la drosocine et que la substitution de
l'aminoacide Sérpar Thf augmentait considérablement la stabilité¢ de cesognes. Forts de
cela, les auteurs ont alors proposé une série aleenax analogues glycopeptoides comme celui
représenté sur la figure 2.10. La substitution ékidu naturel GalINAc-O-Thr par un résidu
peptoideO-glycosylé favorise la stabilité de la liaison s#peptide. Cet analogue de 19 résidus
est obtenu par synthese supportée sur une résiwal-fang en utilisant un monomére
glycopeptoide. Par rapport & la drosocine, 'anaogodifié au niveau de THra montré une

plus forte activité anti-bactérienne.

174 Ahn, M.; Murugan, R. N.; Nan, Y. H.; Cheong, Cah®, H.; Kim, E-H.; Hwang, E.; Ryu, E. K.; Kang, W.;

Shin, S. Y.; Bang, J. K. Substitution of the GalN&®-Thrll residue in drosocin wit®-linked glyco-peptoid
residue: Effect on antibacterial activity and confational changeBioorganic & Medicinal Chemistry Lette011
21, 6148-6153.
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HO OH
o
HO§ X ﬁ
cHN

(0]

A
. 11 o
Gly-Lys-Pro-Arg-Pro-Tyr-Thr-Pro-Arg-Ala~ N_A Ser-His-Pro-Arg-Pro-lle-Arg-Val

Figure 2.10: Synthése d'un analogue glycopeptoidigue la drosocine.

La métathése croisée entre des peptdidakényles et une variété de glycosideallyles
protégés est une méthode qui a également pernsiséder aux peptoid€3-glycosylés'’ Dans
cette étude préliminaire, la réaction est effecterdee des dimeres glycines maNeallyles, N-
butényles etN-pentényles et des glycosid€allyles en utilisant le catalyseur de Grubbs
(CysP)xCl,Ru=CHPh. Néanmoins, deux inconvénients ont été&tapes: la faible réactivité des
peptoides ayant de courtes chaines latéraleslyfles etN-butényles) et la présence de sous-
produits résultant d'auto-métathéses entre legé®peptoides d'un coté et les dérivés glycosides
de l'autre. Un autre exemple de métathése croigéiaique a été établi par I'équipe de Kwon et
all’®en 2012. Cette fois-ci, les réactions de métaticésisée ont été appliquées sur support

solide.

3. GlycopeptoidesC-liés

La substitution de la liaiso®-glycosidique par la liaiso@-glycosidique présente, dans le
cas des peptoides, deux avantages: une résisterrce a I'hydrolyse enzymatique ainsi que la
possibilité de conserver une longueur d'espacduoe énsucre et le squelette peptoide identique
a celle observée naturellement au niveau des séfinethréoninesp-glycosylées. Fort de ces
considérations, le groupe de Kessler a synthéigédmier-peptoideC-glycosylé, analogue du
résidu Sel©-GIcNAc (Schéma 2.6’

" Hu, Y-J.; Roy, R. Cros-Metathesis of N-Alkenyl R&ds with O- or C-Allyl GlycosidesTetrahedron Letters
1999 40, 3305-3308.

178 Khan, S. N.; Kim, A.; Grubbs, R. H.; Kwon, Y-U. @&s Metathesis Assisted Solid-Phase Synthesis of
GlycopeptoidsOrganic Letter2012 14, 2952-2955.

" Dechantsreiter, M. A.; Burkhart, F.; Kessler, H. Siereoselective Synthesis of GxGlycosylated Peptoid
Building Block. Tetrahedron Letter&998 39, 253-254.
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Schéma 2.6: Synthése du peptoideglycosylé analogue du résidu SeB-GIcNAc.

La métathese croisée entre des glycositladlyles et des peptoiddé-alcényles a aussi été

réalisée afin de former des peptoideglycosylés:”

4. La stratégie N-alkylaminooxy

Dumy et Mutter ont mis en oeuvre une autre formglgeosylation des peptides a l'aide de
la stratégieN-alkylaminooxy'’® Celle-ci a été, par la suite, reprise par Carrasitod'accéder &
des composés glycopeptoides (Figure 21%)'%°La stratégieN-alkylaminooxy consiste a
coupler des lactols non protégés avec des subsatenant un groupement hydroxylamine
N,O-disubstituée. La méthode développée est trésyatita puisqu'au contraire des étapes
d'amination réductrice des lactols ou de formatiam lien oxime, la nature cyclique du sucre

est préservée.

Figure 2.11: Exemple de glycopeptoide obtenu suivhla stratégie N-alkylaminooxy.

18 peri, F.; Dumy, P.; Mutter, M. Chemo- and Steréaxdive Glycosylation of Hydroxylamino DerivativesA
Versatile Approach to Glycoconjugatd®trahedronl998 5, 12269-12278.

19 Carrasco, M. R.; Alvarado, C. I.; Dashner, S.Wong, A. J.; Wong, M. A. Synthesis of Aminooxy aNe
alkylaminooxy Amines for Use in Bioconjugatiojournal of Organic Chemistr®01Q 75, 5757-5759.

80 Seo, J.; Michaelian, N.; Owens, S. C.; Dashner,TS.Wong, A. J.; Barron, A. E.; Carrasco, M. R.
Chemoselective and Microwave-Assisted SynthesGlpéopeptoidsOrganic Letter2009 11, 5210-5213.
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C. Acces aux plateformes peptoides multivalentes

1. Approches itératives

» Synthéses submonomeéres supportées

Comega et De Riccardis ont décrit la synthése deposésa-peptoidesS-glycosylés
multivalents cycliques ou linéaires, par la méthedemonomeére sur support solidéLeurs
travaux inclus [l'utilisation de la résine 2-chloitple et d'un ensemble de 2-aminoéthyl
thioglycosides (Figure 2.12). Une fois décrochésadesine, certains composés ont été cyclisés
dans le but de générer des structures plus cotasaih'affinité de ces glycoclusters pour

certaines lectines a ensuite été évaluée.

HO _OH
0
HO—T> S
AcO OAc O
0
AcO OH
Aco&h‘ ﬁ\f Ho_  HO
S 0

g f
SO, @"i o
6 @)“m$ﬁ§

HO~ OH

Figure 2.12: Exemples de peptoides-glycosylés linéaire et cyclique.

Des composés oligopeptoid@smannosylés (Figure 2.13) ont également été preoduit
support solide en utilisant cette fois-ci la résRiek amide'®® La synthése de ces oligopeptoides
par la méthode submonomére a nécessité la préparadu préalable, du 2-aminoéthyl
mannoside2.11 La particularité de cette synthese réside danfiteque ce monomere est
employé sans aucun groupement protecteur. Les dbaters obtenus ont été par la suite
fonctionnalisés de différentes manieres (Danswiite) afin d'évaluer leurs capacités a interagir
avec une lectine modéle, la concanavaline A (Cori#gs tests ELLA ont montré que la

181 Comega, D.; De Riccardis F. An Efficient Modulappkoach for the Assembly of S-Linked Glycopeptoids.
Organic Letter2009 11, 3898-3901.

82yyasa, H.; Kamata, Y.; Kurono, S.; Hashimoto, lliSphase synthesis of oligomannopeptoids thatimttre
concanavaline A-binding trimannosidgioorganic & Medicinal Chemistry Letted®998 8, 2139-2144.
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structure pentamérique des oligomannopeptoideslaedhille minimale pour reconnaitre

efficacement ConA%3

= /
HO— OH HO— OH R=H O N
HO L2 HO L2 0
HO HO R=$-8 O (oligoméres+dansyl)
o o o
o
L gy H
R= & J\(\*N S H
NH N
2 HZNPJ\/N}R \H/\H 5 4 NH
X o o
2.1 n=1-6 BN
— — H N"o
(Ollgomeres blotmyles) H

Figure 2.13: Oligopeptoide€D-mannosylés testés pour l'interaction avec ConA.

» Couplage de monomeres en phase solide et en solntio

Y

Cette section correspond a la synthése de glycojugst multivalents a partir de
monomeres glycopeptoides protégés. Roy et collenobre une fois été les pionniers dans ce
domaine. lls ont, entre autre, utilisé le squelgtéptoide afin de présenter des mimes de
l'antigéne Tn (GalNac-0O-Ser)!®* Ainsi, ils ont réalisé des clustemsO-GalNAc comprenant 2,

3, 4, 6 et 8 unités répétitives en employant lahaoa® de couplage de fragments ou chaque
nouveau glycopeptoide obtenu présente le doublae tille de son précurseur (Figure 2.14 - a
gauche). Les auteurs ont également synthétisélgaspgptomeéres caractérisés par la répétition
de modules glycylglyciné\-substitués (Figure 2.14 - a droitéj.L'alternance de monoméres

glycines protéinogenes et d'unités glycopeptoidegnante la distance entre les groupements
lactosyles. De plus, la distance entre les sudrés sguelette peptoide est plus importante que

dans le cas des composgg)lycosylés.

8 Yuasa, H.; Honma, H.; Hashimoto, H.; Tsunooka, Kbjima-Aikawa, K. Pentamer is the minimum struetur
for oligomannosylpeptoids to bind to concanavalinBfoorganic & Meicinal Chemistry Letter2007, 17, 5274-
5278.

184 Kim, J. M.; Roy, R. Oligomeric GlycopeptidomimetiBearing the Cancer Relateg-Antigen. Tetrahedron
Letters1997 38, 3487-3490.

% Roy, R.; Saha, U. K. Rational design of multivalagiycoconjugate ligands. Synthesis of libraries of
conformationally flexible rotamers of poN-linked lactosyl glycinesChemical Communicatiori996 201-202.
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Figure 2.14: Glycopeptoides multivalents synthétisépar Roy et ses collaborateurs

L
o)

Les glycoprotéines antigel (AFGPAntifreeze Glycoproteifigouent un role essentiel dans
la survie des poissons a des températures néegdieqgzart leur capacité a inhiber la croissance
cristalline, elles ont soulevé un vif intérét dlears applications potentielles dans différents
secteurs tels que la médecine ou l'industrie aljmeataire (préservation des aliments). Les
AFGPs sont composées d'une répétition d'unitéseptigiques (Ala-Ala-Thr) au niveau
desquelles le groupement hydroxyle des thréoniseédiee a un disaccharid@-D-galactosyl-
(1—3)-a-N-acétylb-galactosamine. Parmi ces glycoprotéines, AFGP&alkt qui présente le
plus bas poids moléculaire avec seulement quaprétité®ns d'unités tripeptidiques et elle est
€galement caractérisée par la substitution denitagar la proline aux positions 4 et 10. Bang et
coll. ont récemment travaillé sur le développenwanalogues des AFGPs présentant une tres
bonne stabilité. Dans un premier temps, ils onparé un cycle glycopeptideyAFGP' et une
série de cycles glycopeptoidg@\FGP"® dont ils ont étudié les activités antigel (Fig@ra5)°
Leurs précurseurs linéaires ont été synthétis&sgoport solide avec la résine Fmoc-Ala-Trityl
puis ils ont été cyclisé en solution. Aucun dedeyglycopeptoides n'a démontré de capacité a
pouvoir inhiber la croissance cristalline au coinéralu cycle peptidique CyAFGRjui conserve

une activité antigel.

18 Ahn, M.; Murugan, R. N.; Shin, S. Y.; Kim, E.; Lek H.; Kim, H. J.; Bang, J. K. Synthesis of Cgaintifreeze
Glycopeptide and Glycopeptoids and Their Ice Reatfljzation Inhibition Activity. Bulletin of the Korean
Chemical Societ012 33, 3565-3570.
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Figure 2.15: Analogues de AFGPS8.
2. Post-modifications chimiques - Ligation par CUAAC siIr support

La post-modification sur support solide de peptsjdatilisant la réaction de CuAAC
(chimie click), a été en premier lieu étudiée parskenbaum. Ses travaux concernent la
conjugaison de nucléobases et de fluorophtifeSertaines études menées par Disney et oll.
ont permis le développement de ligands multivalesitdant spécifiquement les ARN, en
particulier ceux impliqués dans l'apparition destoyphies myotoniques de type 1 et 2 (DM1 et
DM2).1891%9Ces dystrophies myotoniques apparaissent lorsesidBRN mutants lient un facteur
d'épissage a savoir la protéine MBNL-MuscleBlind-like ) Les structures synthétisées
présentent plusieurs copies d'un ligand aminoglgepda kanamycine A, qui posséde une
grande affinité pour certaines boucles d'ARN m@gBchéma 2.7). Pour ce faire, les modules
contenant la kanamycine, fonctionnalisée par ugnalcont été greffés par CUAAC sur les
chaines latérales azidopropyles du peptoide. Rissigarametres ont été analysés tels que le
nombre optimal de modules kanamycine ainsi queskamce optimale entre eux. Cette distance
a été ajustée en faisant varier le nombre de mededpaceurs. Une fois la structure optimale
définie, les auteurs ont employé différentes chalattrales R au niveau des modules espaceurs
afin d'optimiser les propriétés pharmacocinétigdesces ligands multivalents (assimilation et

localisation cellulaires, toxicité).

187 Jang, H.; Fafarman, A.; Holub, J. M.; Kirshenbaun, Click to Fit: Versatile Polyvalent Display on a
Peptidomimetic Scaffolddrganic Letter2005 7, 1951-1954.

18| ee, M. M.; French, J. M.; Disney, M. D. Influengi uptake and localization of aminoglycoside-fumailized
peptoidsMolecular BioSystem2011, 7, 2441-2451.

189 ee, M. M.; Childs-Disney, J. L.; Pushechnikov; Brench, J. M.; Sobczak, K.; Thornton, C. A.; RignM. D.
Controlling the Specificity of Modularly Assemble@imall Molecules for RNA via Ligand Module Spacing:
Targeting the RNAs That Cause Myotonic Muscular tByghy. Journal of American Chemical Soci€x909 131,
17464-17472

1991 ee, M. M.; Pushechnikov, A.; Disney, M. D. Ratbrand Modular Design of Potent Ligands Targeting t
RNA That Causes Myotonic Dystrophy2CS Chemical Biolog2009 4, 345-355.
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Schéma 2.7: Synthése des ligands multivalents cibtdes ARN associés aux dystrophies myotoniques.

Dans la continuité de leurs travaux sur le dévetopgnt de composés peptoides utilisés
comme agents anti-adhésifs, Messersmith et al.étaftoré des édifices comprenant trois
domaines distincts: un pentapeptide (DOPA-Lys-DQBA-DOPA), un polypeptoide composés
de 20 unités portant des chaines latérales méttioplgé et une région saccharidique (glucose
ou maltose) qui est reliée au dernier monomeéreopéptpar un lien triazolyle (Figure 2.16.
Ces édifices sont des mimes du glycocalyx cellelain termes de composition et de capacité a
inhiber les interactions non spécifiques. lls aét greffés sur des surfaces en dioxyde de titane
(TiOy) a l'aide de leur domaine pentapeptidique. Le,TéOété choisi comme biomatériau
représentatif de ce qui est communément utilisé tendispositifs médicaux. Cette étude a alors
démontré que, contrairement aux peptoides non gp&®, la présence de glycopeptoides
greffés diminue considérablement l'attachementpietines, des fibroblastes et des bactéries.
De ce fait, cette propriété anti-adhésive permetréthiire les risques d'infections chez les

patients en limitant les colonisations bactériermesiveau des dispositifs médicaux.

¥IHam, H. O.; Park, S. H.; Kurutz, J. W.; SzleiferG.; Messersmith, P. B. Antifouling Glycocalyx-Metic
PeptoidsJournal of American Chemical Soci&913 135 13015-13022.
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Figure 2.16: Edifice polymeére glucosylé - agent aradhésif.

D. Les-glycopeptoides

La préparation de glycoclusters et de glycodendeséconstitués de plateformés
peptoides, a été minutieusement étudiée par Takedmll.®?'1% 1% sans que les termes
"glycopeptoide ou méme "peptoide” ne soient évogaés leurs publications. Le glycocluster
présenté dans la figure 2.3% est un exemple représentatif des structures narétsigues
synthétisées par les auteurs. Pour ce faire, ura¢égie de synthese a été développée en
modulant la distance entre les sucres et la platef@-peptoide. Une variété de monomeéres
protégés composés d'espaceurs amino-acides (gl\@iaknine, GABA) ont été formés au
préalable, avant d'étre couplés en présence daytliganophosphonate (DEPC). Ces méthodes
de synthése ont également été employées pour Eog@ement de composés conjugués a un
épitope antigénique, issu d'un polysaccharide geetianti-ulcéreux, dans le cadre d'une

approche en immunothérapi®.

192 Hada, N.; Sato, K.; Jin, Y.; Takeda, T. SynthesisNew Glycoclusters Derived fror8-Alanine. Part 2:
Optionally Modulated Distance between Side-ChaiariBhed PointsChemical & Pharmaceutical Bulletii005
53, 1131-1135.

19 Hada, N.; Sonoda, Y.; Takeda, T. Synthesis of wehglycosphingolipid from the millipedeParafontaria
laminata armigeraand the assembly of its carbohydrate moiety intdtivalent structuresCarbohydrate Research
2006 341, 1341-1352.

19 sato, K.; Hada, N.; Takeda, T. Syntheses of neptigie glycoclusters derived fror-alanine: di- and
trimerized glycoclusters and glycocluster-clust&@arbohydrate Researc2006 341, 836-845.

1% sato, K.; Hada, N.; Takeda, T. Synthesis of newtigie glycoclusters derived fror-alanine. Tetrahedron
Letters2003 44, 9331-9335.

1% Jin, Y.; Hada, N.; Oka, J.; Kanie, O.; Daikoku; Banie, Y.; Yamada, H.; Takeda, T. Syntheses ofd#o
Compounds Related to an Antigenic Epitope in Pdtitysaccharides froBupleurum falcatunt. (II). Chemical
& Pharmaceutical Bulletir2006 54, 485-492.
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Figure 2.17: Exemple de glycocluster non symétriquebtenu a partir de monomeres protéges.

L'utilisation deB-peptoides comme plateforme pour la présentatidtivakente de sucres a
également été étudiée dans notre groupe. Ces xras@ncernent la glycoconjugaison, par
réactions de CuAAC, de compodepeptoidedN-propargyles avec des sucres fonctionnalisés
par un groupement azotul¥.Les plateforme$-peptoides ont été préalablement synthétisées a
l'aide de la méthode submonomeére en solution (art Bhagauche du schéma 2.8). Les
glycoconjugués lineaire et cycligue ont été obtepass CUAAC sous activation micro-ondes,
suivi d'une élimination des groupements acétatessderes et de I'hydrolyse de I'esterteht
butyle. Ces glycoclusters ont ensuite fait I'oljenalyses sur leurs capacités a interagir avec des
lectines liant le galactose, telles ghgythrina cristagalli (ECA) et Pseudomonas aeruginosa
(PA-IL). Les analyses effectuées par titration dedétrique isotherme, ont permis de mettre en
exergue que le glycocluster cyclique présentait hiee meilleure affinité envers PA-ILK§=
296 nM) que le dérivé linéair&¢= 1,8 uM). De plus, il a été démontré que ce glisier
cyclique pouvait lier une lectine PA-IL sur chagésidu galactose (ratio glycocluster/lectine
1:4).

197 Cecioni, S.; Faure, S.; Darbost, U.; BonnamouR&rrot-Lopez, H.; Roy, O.; Taillefumier, C.; Wirenova, M.;
Praly, J-P.; Imberty, A.; Vidal, S. Selectivity amgppTwo Lectins: Probing the Effect of Topology, Muhlency and
Flexibility of "Clicked" Multivalent GlycoclustersChemistry-A European Journa011, 17, 2146-2159.
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Schéma 2.8: Synthése des glycoclusters multivalefits¢aires et cycliques.

Dans le cadre de ses travaux antérieurs a ma thksille Barra a utilisé le squelefe
peptoide pour la présentation multivalente de mined'antigéne Tn (Figure 2.18%Elle a
ainsi préparé un azoture-O-GalNAc per-acétylé qu'elle a greffé a l'aide derdaction de
CUuAAC au squelett@-tripeptoide, obtenu au préalable par la méthotdensmomere en solution.
Ce glycocluster est conjugué a un motif biotineagspir afin de pouvoir effectuer des tests
d'antigénicitéin vitro par la méthode de I'ELISA. Ces tests ont révéke cptte structure était
efficacement reconnue par deux des trois anticarpeoclonaux anti-Tn employés et que la
nature chimique de I'extrémit€-terminale n'avait pas d'influence sur le phénoméee
reconnaissance par les anticorps. Ces résultabsiegeants ont donc incité I'équipe a continuer
dans ce domaine mais en élaborant, cette foiesisttuctures plus complexes qui font I'objet de

mon travail doctoral.

1% Barra, M. Synthése et étude Bieptides glycoconjugués. Application en immunapée antitumorale. Thése
de Chimie organique et biologique, Université Bldascal: Clermont-Ferrar2)09
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Figure 2.18:B-tripeptoide O-GalNAc utilisé pour les tests d'antigénicité.

[1l. Acces aux plateforme$-tripeptoides O-glycosylées

Dans cette partie, sera présentée la synthése gétisforme [3-tripeptoide O-GalNAc
(Figure 2.19). Afin de mimer l&@-glycosylation naturelle caractéristique de |'aéig Tn,
présentée par les mucines, I'anomérie des sucrgsgo@s sur cette plateforme sera de type
Comme nous l'avons précisé en introduction de egitrie, nous développerons également la
synthese d'une plateforme greffée avec des réSkmsnannose. Les travaux réalisés pour son
obtention, nous ont permis de mettre au point nagégies de synthése. Par ailleurs, il est
important de noter que plusieurs structures manéesyont été soumises aux tests
immunologiques. Lors de ces tests, elles nous emti sde référence ou d'élément de

comparaison puigu'elles ne miment pas le clusteétique Tn.

o) o] o)
HNVLNVPVkofsu o HO OH

OH
HO 0 °
o ) o AcHN|

| | e

|
@ Mannose GalNAc

Figure 2.19: Structure générale des plateforme®-glycoconjuguées a synthétiser.

La conception de ces plateformes glycosylées ass#ééela synthése au préalable de
monomeres d@-alaninesN-substituées (Figure 2.20) a partir bumannose (compos&12?) et

duD-GalNAc (compose.13.

91



Chapitre 1l: Acces aux plateformgstripeptoides O- et S-glycosylées

OAc OAc
) 8‘° AcO o
AcO2 AcO .
H AcHN ¢
0\/\/ N \/\[(O Bu

o o
212 213

Figure 2.20: Monomeéres a synthétiser au préalable.

A partir de ces derniers, nous avons envisage pted&n solution les deux approches
caractéristiques de la synthése des peptoidese [Pam la méthode "submonomere" et d'autre
part la méthode monomeére (couplages peptidiquesiy. lener a bien ces stratégies de synthese,
les sucres ont été protégés au niveau de leuridmscalcools. Notre choix s'est porté sur le
groupement acétate, puisqu'il est trés facile épamer des sucres peraceétylés, de les désacétyler
sélectivement ou d'utiliser directement l'acétatensere dans une réaction de glycosylation.
L'objectif étant la mise en place de conditions rdactions adéquates dans le but d'étre
transposées a la synthése des glycosides dériv€aliNAc. Pour obtenir les plateform@s
glycopeptoides décrites ci-dessus, les sucreg@miugfinal désacétylés. L'ensemble des résultats
et optimisations sur la synthése des monomere8-alaninesN-substituées ainsi que sur les

deux approches qui en résultent seront discutes.

A. Synthese des monomeres amines

1. Optimisation de la syntheése du monomeére mannosylél2

a. Synthese du glycoside 2.16

Pour la synthese du monomeére deérivé du man@ds2 il nous fallait préparer, dans un

premier temps, l'azoture de glycosié6(Schéma 2.9).

Le D-mannose est tout d'abord peracétylé dans l'ardg/@cétique en présence de diiode
utilisé comme catalyseur acide de LewisLe compos&.14 est obtenu de maniére quantitative
sous forme d'un mélange d'anomeéres inséparabl@s70:30 - calculé sur le spectre RMN).
D'apres la littérature, ce ratio peut étre infliepar la quantité de diiode ajoutée et par le temps

de réaction.

199 Kartha, K. P.R; Field, R. A. lodine: A Versatilee&jent in Carbohydrate Chemistry IV. Per-O-Acetytat
Regioselective Acylation and Acetolysigetrahedronl997 53, 11753-11766.
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OH OAc HO__~_Cl
OH AC.O. | OAc OAc
HO (o] C20, I _ AcO (o) BF3.OEt2 OSC
HO o . AcO AcO
OH 0°C— T.A, 10 min OAc DCM, T.A,17h AcO
Quantitatif 52% (o) 0 cl
. ~TN
D-(+)-Mannose o/f (70:30) 214 215
OAc
Nal, Na"i:; OAc
DMF, 60°C,4h .o o)
AcO
98%
O~ N3
216

Schéma 2.9: Acces au glycoside 2.16.

La glycosylation est réalisée directement sur léange d'acétates anomeres en présence de
BF;.OEb et de 3-chloropropanol dans le DEXI & température ambiante. Aprés purification par
chromatographie sur gel de silice, nous avons réussler 'anomere 2.15qui est obtenu avec
un rendement de 52%. L'analyse par RMIN(CDCL), de la constante de couplage viscinale
Ju>= 1,6 Hz, est caractéristique d'un couplageHd équatorial-équatorial. Par ailleurs, on peut
penser que la réactivité préférentielle d'un degxdanomeres peut étre a l'origine de ce

rendement mitigé.

L'étape suivante consiste en l'introduction d'urifnazoture par substitution du chlore sur
le glycoside2.15 en utilisant I'azoture de sodium dans le DMF aCs%° Le 3'-azidopropyl-
2,3,4,6-tétrad-acétyla-D-mannopyranosid@.16 est alors formé avec un excellent rendement
de 98%. Par ailleurs, un premier essai non fruct@eait été réalisé, dans les mémes conditions,

N?°* comme solvant mais aucune substitution n‘avaioéservée. A partir

mais en prenant G&
du glycoside2.16 nous avons envisagé différentes stratégies dbésa dans le but d'obtenir le

monomere.12

b. Stratégies établies a partir du glycoside 2.16

La premiere stratégie a consisté en une réductmmuwsant a lI'amin€.17 qui est
directement engagée, sans purification préalalales dne réaction d'aza-Michael avec l'acrylate
detert-butyle (Schéma 2.10).

0 Hayes, W.; Osborn, H. M. I.; Osborne, S. D.; Rask A.; Romagnoli, B. One-pot synthesis of mdlient
arrays of mannose mono- and disaccharitiesahedror2003 59, 7983-7996.

2Lyy, H.; Huang, S.; Chokhawala, H.; Sun, M.; ZheHg, Chen, X. Highly Efficient Chemoenzymatic Syesis
of Naturally Occuring and Non-Naturahi-2-6-Syaliltransferase with Extremely Flexible Dotubstrate
Specificity. Angewandte Chemie International Editid@06 45, 3938-3944.
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8. % o8
AcO [e) Réduction AcO oc Aza-Michael AcO oc
AcO AcO > AcO H
O~ Ns O~ NH; 0\/\/N\/\[(01Bu
2.16 2.7 212 0

Schéma 2.10: Premiére stratégie envisagée pour knthése du monomére mannosylé 2.12.

Deux essais ont été effectués en faisant variesdlsnts. Les conditions de réactions et les

résultats sont présentés dans le tableau 2.1.

Essais Réduction Aza-Michael Rendements
1 H, (4 Bar), Pd/C Acrylate detert-butyle (1 €q) -
MeOH, T.A, 2h MeOH, 50°C, 24h
2 H, (4 Bar), Pd/C Acrylate detert-butyle (1 éq) -
AcOEt, T.A, 2h THF, 50°C, 24h

Tableau 2.1: Conditions testées pour I'obtention dummonomeére 2.12.

Lors de la synthese deB-peptoides en solution, les étapes d'aza-Michaelt so
communément réalisées dans le MeOH a 50®@artant de ce constat nous avons donc, dans un
premier temps, utilisé ce solvant. Cependant, i\ par CCM et la caractérisation par RMN
ont mis en évidence une élimination des groupenmemgtates. Nous avons, lors d'un deuxieme
essai, décidé d'utiliser I'AcCOEt pour la réductienle THF pour la réaction d'aza-Michael.
Malheureusement, aucune des analyses en RMN(CDCL) des produits isolés aprés
purification ne correspondent a la structBrié2 attendue.

Face a ces échecs, nous avons émis plusieurs bgpstiNous nous sommes, tout d'abord,
demandé si les conditions de réduction étaientafés. Pour veérifier ceci, nous avons réitére
I'expérience dans les mémes conditions que I'ésgd|bleau 2.1) et analysé directement le
produit formé par RMNH (CDCL). Les signaux caractérisent bien I'aming7. Les conditions
de réduction définies étaient donc adéquates.

Nous nous sommes ensuite demandé si la réactigitéachine2.17, pendant la réaction
d'aza-Michael, était suffisamment importante oul sie fallait pas exacerber son caractére
nucléophile (en ajoutant par exemple une base)plDs, nous avons constaté lors de ces
expériences, que cette amine était instable datesrps. Tous ces €léments conjugués, nous ont

incité a définir une nouvelle stratégie (Schémdy.1
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OAc H, (4 bar), Pd/C OAc
030 Boc,0, Et;N Oéc
AcO AcO
AcO AcO
AcOEt, T.A, 4h H ¢
O~ _Ns o._~_N__0Bu
91% \([)(
216 2.18
TFA/DCM (1:1) OAc 055
F : OAc : OAc
0°C—»T.A, 30 min A?Aoo o Aza-Michael A?AOO 0
c C
Quantitatif o NH. TEA Tableau 2.2 o H O'Bu
~ >~ NH2. ~ N \/\H/
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Schéma 2.11: Deuxiéme stratégie envisagée pour kebtion du monomére mannosylé 2.12.

Le glycoside2.16 est soumis a deux étapes successives (synthasegpdt') réalisées a
température ambiante dans AcOEt. Tout d'abordrdepgment azoture de ce glycoside est,
comme précédemment, réduit sous dihydrogene (4 draprésence de Palladium activé sur
charbon puis I'amine obtenue réagit directement dvdicarbonate de dért-butyle en présence
de triéthylamine. Ceci permet de réduire I'azokmeamine, qui est piégée situ sous forme de
Boc carbamate. Ces réactions sont effectuées denstaclave et conduisent au compasks
avec un rendement de 91%.

A ce stade, il nous a été possible d'effectueguifits essais afin de définir les conditions
optimales pour I'étape d'aza-Michael a partir dudgee TFA 2.19 (Tableau 2.2). Celui-ci est

auparavant obtenu quantitativement par éliminatiorgroupement Boc du glycosi@el8 dans
un mélange TFA/DCM (1:1).
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Essais Selde TFA 2.19  Acrylate de EtsN Conditions Rendements
tert-butyle

1 1éq 1éq 1éq THF Traces
0,1M 50°C, 20h

2 1éq 1éq 1éq CECN 20%
0,1M 50°C, 26h

3 1éq 1éq 2 éq CH;CN 53%
0,1M 50°C, 26h

4 1éq 1éq 3 éq CECN 48%
0,1M 50°C, 26h

5 2 éq 1éq 3 éq CH;CN 61%
0,1M 50°C, 26h

6 1éq 3 éq 2 €q CH:CN 70%
0,1M 50°C, 26h

& Rendements en monomeXd 2apres purification par chromatographie flash.

Tableau 2.2: Optimisation de I'étape d'aza-Michael.
Nous avons donc modulé différents parametres:

> Les ratios en sel de TFA19 en acrylate deert-butyle et en triéthylamine.
» Le solvant anhydre.

Dans l'ensemble, tous les essais ont été réalig® @ et dans des temps de réaction
pratiguement identiques. Le premier essai n‘a matusement pas été satisfaisant. A partir de
cet essai, nous avons fait varier certains paras&ir nous avons fixé ceux dont l'influence sur
le rendement était considérée comme positive. Taibord, le remplacement du THF par
CHsCN a permis d'augmenter [égérement le rendemesdi(s Une évolution encore plus forte
de celui-ci (53% - essai 3) est obtenue, dansGQDH en augmentant la quantité de triéthylamine
(2 éq). Ceci parait cohérent car la triéthylamiregnget de déprotonner les sels de TFA et
amplifie le potentiel nucléophile de I'amine réante. Au vu de I'essai 4, I'ajout d'un équivalent
supplémentaire de triéthylamine (3 éq), ne permast@laugmenter le rendement. Par ailleurs, a
linstar des travaux réalisés dans I'équipe swylgthése en solution dgspeptoides?® une
guantité d'amine primaire sous forme de sel de ZHAplus importante que celle en acrylate de
tert-butyle, améliore le rendement (essai 5). Néanménseilleur résultat est obtenu lorsque la
quantité d'acrylate deert-butyle est bien supérieure a celle du glycode9 (essai 6). Ce

dernier essai a déterminé nos conditions optingdes I'étape d'aza-Michael.
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2. Application a la synthese du monomere GalNAc 2.13

Apres avoir réussi a mettre au point une séque@aetionnelle adéquate permettant de
former le monomer@.12 il nous a été alors possible de l'appliquer syl&thése du monomere
GalNAc 2.13avec, cependant, quelques différences (Schéma 2.12

Aco OAc
1) 3-chloropropanol 0 (0] N3
"o OH cH.c00! AcO OAC AcO ey ~ N
o 0°C—=70°C, 6h (o} Nal, NaN;
HO . AcO —_— +
AcHN OH 2) ACZO, Pyrldlne AcHN 0/\/\CI DMF, 6000, 4h
T.A, 3h 80% (a/B) AcO OAc
D-(+)-GalNAc 62% 2.20 71% (o)
alp (80:20) AcO ey
¢ O~ Ns
H, (4 bar), Pd/C 2.21
BOCZO, Et3N AcO OAc TFA/DCM (1:1) AcO OAc
AcOEt, T.A, 2h (o] 0°C—=T.A, 30 min (o)
— > AcO H — > AcO
o e
83% ACHNO\/\/N\H/OtBU Quantitatif AcHN ¢ NH, TFA
(o]
2.22 2.23
t
/\[(O Bu AcO OAc
o (o}
Et;N, [10]=0,1 M AcO H
31N, =0, AcHN t
o N O'Bu
CH;CN, 50°C, 17h ~N V\n/
78% o
213

Schéma 2.12: Accés au monomeére dérivé du GalNAc 2.1

La premiére porte sur la chronologie des étapgsedacétylation et de glycosylation. Il est
reconnu que le groupement acétate en positionr2dila glycosylation du mannose peracétylé
2.14 entraine par assistance anchimérique, la synthegaritaire de I'anomere (passage par
un cation ponté). Or dans le cas du résidu GalNlAcetamide est en équatoriale. Dans ce cas,
I'assistance anchimérique conduit principalemeb&riomere3. Pour contourner ce fait, nous
avons choisi d'effectuer une glycosylation de Feschui conduit a l'isomerer par "effet
anomeére". La glycosylation est réalisée surDiSalNAc par traitement avec du chlorure
d'acétyle dans le 3-chloropropanol & 70°C pendéff’6Le 3'-chloropropyl-2-acétamido-2-
déoxy«/B-D-galactopyranoside est ainsi obtenu. Pour desmaipoatiques, il est directement
peracétylé en présence d'anhydride acétique eyridine a température ambiante pendant 3h.
Le glycoside2.20est alors formé sous forme d'anoméres insépar@htésna/f3 80:20 - mesuré

en RMN'H) avec un rendement de 62%. La deuxiéme différg@acerapport & la synthése du
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monomere2.12 réside dans le fait qu'il nous a été impossiplésces deux premiéres étapes de

séparer les anoméraset 3.

A ce stade les étapes qui suivent sont identiquediés optimisées pour les glycoconjugués
mannosylés. Nous avons débuté par une substitutionchlore par un motif azoture par
traitement avec de l'iodure de sodium et de l'arade sodium dans le DMF a 60°C. Le suivi par
CCM de la réaction a mis en évidence une séparatibre les deux anomereset 3. Aprés
purification par chromatographie sur gel de silize produit majoritaire est isolé dont I'HR-MS
était bien en rapport avec l'azoture attendu. Reucomposé, la constanigi . = 3,6 Hz
(CDCls) est caractéristique d'un couplage-Hih équatorial-axial Jnsorique (€9-ax)= 0-5 Hz).
Nous sommes donc parvenu a obtenir le galactopgided.21avec un rendement de 71%.

Il est ensuite soumis a deux réactions successiaas I'ACOEt a température ambiante
pendant 2h. Nous avons, tout d'abord, réduit leggment azoture sous dihydrogene (4 bar) en
présence de Pd/C puis protégé I'amine primairdteédge sous forme de carbamateeid-butyle
(Boc). Ces deux réactions sont effectuées dansitatlave et le glycosid2.22 est obtenu avec
un rendement de 83%. L'amine est déprotégée qaiiwdinent en présence de TFA dans le
DCM pour donner le sel de TEA23

Celui-ci est directement engagé dans l'étape d/hazhael en utilisant les conditions
optimisées auparavant (Tableau 2.2, essai 6). ifaura, nous avons laissé évoluer la réaction
moins longtemps (17h au lieu de 26h) afin d'éviteformation en trop grande quantité du
glycoconjugué issu de la double aza-Michael. Le onoére GalNAc2.13 est produit avec un
rendement de 78%.

Conclusion

Nous sommes donc parvenu a synthétiser les glyeopgiérivés du mannogel?2 et du
GalNAc 2.13 apres plusieurs études méthodologiques. Ces maasnodit é€té, par la suite,
utilisés comme synthons pour la formation des [atees 3-tripeptoidesO-glycosylées. Pour
ce faire, nous avons appliqué, en solution, la odghsubmonomeére et la méthode monomeére.

L'ensemble des résultats obtenus sont présentgses:
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B. Méthode submonomeére en solution

1. Optimisations initiales sur la synthese deB-peptoides

La simplicité structurale dg’-peptoides permet de les synthétiser en utilisamhéthode
submonomere grace a laquelle les résidus pepteidrées directement, de maniére itérative,
sur la chaine en croissance (Schéma 2.2B). Chaénag¢ion comporte deux étapes successives:
tout d'abord une acylation de I'amine terminalgoegsence de chlorure d'acryloyle suivie d'une

réaction d'aza-Michael de l'intermédiaire acylécawee amine appropriée.

Des efforts d'optimisation sur la synthése @gmeptoides par la méthode submonomere en
solution ont donc été menés dans I'équipe. L'objétztit de définir des méthodologies efficaces
et compétitives vis-a-vis des syntheses support€efies-ci devaient présenter les mémes
avantages en terme de rapidité et d'économie diicption mais avec l'avantage supplémentaire
de pouvoir étre réalisées a I'échelle de plusigrasxmes. Les travaux réalisés par le Dr. Thomas
Hjelmgaard*® (post-doctorant entre 2008 et 2010) et par Cécdemed™ (doctorante entre
2008 et 2011) notamment sur la synthes@-tistrapeptoides vont dans ce sens. lls ont réussi a
développer la synthese en solution de ces commussspt étapes avec de trés bons rendements
globaux et d'excellentes puretés (Schéma 2.3). Temugtermédiaires réactionnels sont isolés
soit apres filtration (étape d'acylation) soit @podncentration (étape d'aza-Michael). Une fois
isolés, ils sont suffisamment purs pour étre denment engagés dans I'étape suivante. Une seule

chromatographie sur gel de silice est ainsi néaesgaur I'obtention du produit final.

Pour acquérir ces résultats, ils ont, entre awaneélioré les étapes d'acylations. Ils ont
prouvé que le remplacement du DCM par le THF etostrpar I'ACOEt favorisait la
précipitation des sels d'ammonium (ici chlorure u&thylammonium), responsables de
I'apparition de sous-produits indésirables. listsaars facilement éliminés par filtration. Ceci
permet de former des intermédiaires acylés plus.de plus, l'utilisation de 'AcCOEt comme
solvant pour l'acylation ainsi que l'utilisation @2 équivalents de triéthylamine sont des
facteurs qui participent a I'amélioration du rendatnglobal. Grace a ces améliorations, les
rendements obtenus sont supérieurs a ceux rappdarEs la littérature pour les synthéses

supportées dp-tétrapeptoides.
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2. Application a la synthese des plateformeB-tripeptoides O-glycosylées

Dans le cadre de cette thése, nous avons tentgligiasr la méthode submonomére en
solution pour la synthese des plateforneglycopeptoides. La méthode submonomere a été,
dans un premier temps, expérimentée a partir duomere2.12 afin d'obtenir la plateformp-
tripeptoide O-mannosylée2.27. Comme nous l'avons précisé auparavant, les ghygogués
mannosylés servent a optimiser les conditions i@autlles avant que celles-ci ne soient
adaptées a la synthese des glycoconjugués deérivéGatNAc. La séquence réactionnelle
générale est présentée sur le schéma 2.13.

1 /\[(m

(0]
o Acylation

ére it&rati
HN/\)LOtBU (1¢"¢ itération) _ N/\/U\N/\)J\O‘Bu

2) OAc
OAc
AcO 0
lo) AcO
Ac

° 0
AcO .
AcO 219 O\/\/NHZ TFA AcO A(:Aocgg
OAc A‘za-MichaeI OAc fo)
OAc 212 (1% itération) OAc~ OAc

(0] (0] (0]
2éme itération
HN/\)J\N/\/U\ N VL O'Bu
Acylation
| Aza-Michael o o o
AcO o AcO o AcO o
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc

OAc OAc OAc 227

Schéma 2.13: Application de la méthode submonomeéea solution sur la synthése du glycoconjugué 2.27.

La plateformef3-tripeptoide O-mannosylée doit donc étre obtenue apres deuxtidesa
Pour la premiere itération (Schéma 2.14), nous sadécidé d'utiliser pour I'étape d'acylation, les
conditions optimales définies par les travaux piléoé du groupe. De ce fait, le glycositi#2
(1 éq, 0,2 M) est, au départ, traité par le chidiacryloyle (1,2 éq) et la triéthylamine (2,2 éq)
dans I'AcOEt. Au bout d'1h d'agitation a 0°C, llgea du milieu par CCM a révelé la présence
d'un produit trés majoritaire que nous avons suppdee le produit acyl@.24 attendu. Apres

élimination des sels de chlorure de triéthylammoniwelui-ci est directement engagé dans
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I'étape d'aza-Michael sans purification. Pour céitape, nous nous sommes inspirés des
conditions optimales mises en place pour la foromaties monomeres12et2.13(Tableau 2.2

- Essai 6). La différence, ici, réside dans le daié I'acrylamide.24 et le sel de TFA&.19sont
eéquimolaires (1 éq chacun, 0,1 M). Ceci nous peuigtiter de consommer une quantité trop
importante en glycosides mannosylés. Ainsi, lesxdeamposés sont mélangés dans;CH
anhydre en présence de triéthylamine (2 éq) a 50°C.

cl
LR ¢
o]
Et;N
o [212]=0,2M o o

HN/\)J\O'BU AcOBL 0°C, 1h HN/\/U\N/\)J\O‘BU

N >

N\
2) OAc
Olo\c
AcO
o © AcO o7 9 o7 °
A
Acé’gg 249 O _~_ NH,.TFA A?c?%é‘éﬁj
OAc Et:N OAc OAc

OAc 545 [2.24]= [2.19]= 0,1 M OAc OAc
) CH;CN, 50°C, 46h

Schéma 2.14: Premiére itération sans purificatiomitermédiaire.

Malheureusement, aucune réaction n'a été détegpées purification par chromatographie
flash sur gel de silice, nous avons récupére lémehtde départ et un produit dont les signaux en
RMN 'H (CDCkL) ne sont pas en rapport avecPlelipeptoide glycosyl®.25 souhaité. Deux
autres essais pour cette premiére itération oms &i@ effectués. Mais pour chacun d'entre eux,
nous avons décidé de purifier le glycoside a@yBd avant |'étape d'aza-Michael, afin d'éliminer
d'éventuelles impuretés indésirables. En utilistee mémes conditions d'acylation que
précédemment, ce composé est obtenu avec un rendden86% (Schéma 2.15). A partir de ce
dernier, nous avons fait varier certains paramgtoes I'étape d'aza-Michael a savoir la quantité
en glycosides et en base. Par ailleurs, pour chesgad, la concentration égale a 0,1 M concerne
le sucre limitant. L'utilisation de G&N anhydre comme solvant et la température (5006) s

des parametres qui sont restes fixes.
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Ay
o
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HN/\)J\OtBu Et3N \)‘LN/\)'LOtBu
AcOEt, 0°C, 1h
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(0] (0]
(0] (o)
AcO-— AcO-—
AcO AcO
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OAc 2.12 OAc 2.24
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Schéma 2.15: Optimisation de la premiére itération.

Les résultats pour I'étape d'aza-Michael sont ptéselans le tableau 2.3.

Essais Selde TFA 2.19 Acrylamide 2.24 | Conditions Rendements$
1 1éq 1,2 éq 2¢éq [2.19=0,1 M 30%
18h
2 3 éq 1éq 6éq  2[24=0,1M 41%
40h

#Rendements en glycoconjugRi®5apres purification par chromatographie flash

Tableau 2.3: Essais d'optimisation de I'étape d'azMlichael (premiére itération).

Dans un premier temps, nous avons augmenté |légerdenguantité en acrylamida24
(1,2 éq). Apres purification, IB-dipeptoideO-mannosylé2.25 est isolé avec un rendement de
30%.

Les travaux de Cécile Caumes et de Thomas Hjelrdgaarr la synthése en solution s
peptoides par la méthode submononi&é*® mettent en exergue I'utilisation d'une amine

primaire en exces. Le rendement relativement fablenu préecédemment, nous a donc incité a
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effectuer un nouvel essai ou, cette fois-ci, notma fortement augmenté la quantité en amine
primaire sous forme de sel de TR2AL9 (3 €q) ainsi que la quantité en triéthylamine ¢9. é
Apres purification, le glycoconjugu.25 est formé avec un rendement de 41%. Malgré ces
résultats non satisfaisants, nous avons quand ndécidé de faire la deuxieme itération, nous
permettant d'obtenir IB-tripeptoideO-mannosylé.27 (Schéma 2.16). Comme pour la premiere
itération, nous avons repris les conditions optéwatoncernant l'acylation. Pour I'étape d'aza-
Michael, nous avons utilisé les conditions qui teni la consommation en glycosides
mannosylés (Tableau 2.3 - Essai 1). Apres puriibainous obtenons l'acrylami@e26 avec un

rendement de 85% puis le glycoconju@u&7 attendu avec un rendement de 21%.

/\[(m
Et?N

0] (0] (0] o o
/\)j\ /\)J\O‘Bu [2.25]=0,2 M \)J\ /\/U\N/\)I\OtBu

AcOEt, 0°C, 1h

85%

\jﬁ Acgéﬁ ACO
OAc OAc OAc OAc

25 OAc OAc 2.26
OAc
Oéc
AcO
Et;N
o ) °
CH5CN, 50°C, 48h AcO Aco
AcO
21%
OAc OAc
OAc

Schéma 2.16: Deuxiéme itération.

3. Conclusion de I'étude

L'objectif de cette étude était d'appliquer la mét submonomeére en solution a la synthese
des plateformeB-tripeptoidesO-glycosylées. Dans I'ensemble, pour chaque itérales étapes
d'aza-Michael ont donné des résultats insuffisabés conditions mises en place pour la
synthese des monomeéres amirke$2 et 2.13 n'ont pas conduit a I'obtention efficace des
plateformes3-di et B-tripeptoidesO-mannosylées. Les modifications apportées n'orieggmt

pas permis une amélioration des rendements. Cependaus n'avons pas continué a
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approfondir I'optimisation de cette méthode. Cemitps'expliquer par le fait que nous avions, a
I'époque, travaillé en paralléle sur la syntheseplateforme$-tripeptoidesO-mannosylées par
la méthode monomeére (couplage peptidique) qui avag alors permis d'obtenir rapidement de

bien meilleurs résultats.

C. Méthode monomere en solution

1. Optimisations a partir des glycoconjugué-mannosylés

Suite aux résultats mitigés, obtenus avec la métteubmonomere, nous avons décidé
d'utiliser la méthode monomere en solution afirsgethétiser plus efficacement les plateformes
B-tripeptoidesO-glycosylées souhaitée€ette méthode a déja été expérimentée avec succes,
notamment par I'équipe de R. Roy, pour la syntleéssolution de composésglycopeptoides.

Elle consiste a réaliser plusieurs couplages pepid permettant de lier, a chaque étape,
différents monomeres a un oligomere en croissadbaas notre cas, ce sont des monomeres de
B-alanineN-substituées. Pour ce faire, il était nécessairendtre en place des conditions de
couplage adéquates (choix d'un agent de couplagspldant, de la base). Il était également
important de protéger certains groupes et d'enotiéger d'autres pour prévenir des réactions
non désirées. Par ailleurs, cette méthode a néedssipréparation préalable de quantités

importantes en monomeres.

Nous avons appliqué cette stratégie de couplagetit gdes glycosides dérivés du mannose
(Schéma 2.17). Comme dans le cas de la méthodeosalomere, nous sommes partis du synthon
2.12 que nous avons nommé, ici, monomeére amine manfggeape amine libre et groupe
carboxyle protégé). Aprés protection de son amieeorsdaire (introduction du groupement
protecteur GP) et déprotection de l'acide sous dodester ddert-butyle, nous obtenons le
glycoside2.29 appelé monomere acide mannose. Ces deux monoraaggssent ensemble par
couplage peptidique, aprés activation du monomeéidea l'aide d'un agent de couplage, pour
donner IeB-dipeptoideO-mannosylé€.30. De la méme maniéere, apres I'obtention de 'azidg
celui-ci est activé puis couplé au monomere amiaamase2.12 pour former le trimer@.32 De
maniere générale, il est commun d'activer la feamcticide carboxyligue du monomere et non de
I'oligomere en croissance afin d'éviter que celuie réagisse, de facon intramoléculaire, pour

conduire a des oxazolones, souvent a l'origineadémisations, ainsi qu'a des dicétopipérazines
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dans le cas des dipeptides. Ici, puisque nous senaneprésence dépeptoides glycosylés
I'activation de l'acide du dime&31ne pose a priori pas de probléme. La derniereeétapsiste

a éliminer le groupement protecteur de I'amine séaive de la plateforme. Ainsi, a l'inverse des
syntheses de peptoides et de peptides (synthebemlidield) sur support solide, la méthode
monomere que nous avons mis en place permet la&iongdu trimere de l'extrémit8l-

terminale vers I'extrémité-terminale.

o Protection o Déprotection de o

N I'extrémité C-terminal -
HN/\)L de I'amine GP NVko,Bu extrémité C-terminale  GP. /\)J\OH

OBu — T 7"

of of
AcO o AcO o AcO
AcO AcO
OAc OAc OAc
OA (o) OAc

¢ 2.12 Ac 2.28

212

Couplage o o Déprotection de
peptidique GP\N/\)J\NA)J\O,BU I'extrémité C-terminale ? /\/j\) /\)]\
0
AcO AcO AcOo AcO
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc OAc
OAc OAc OAc 2.31
212
Couplage Déprotection de
peptidique GP\N N/\)J\N/\)k I'extrémité N-terminale N N/\/U\N/\)J\O‘Bu

Ac Ac AC Ac Ac

OAc OAc OAc OAc
Schéma 2.17: Séquence réactionnelle pour la syntkédu trimére mannose 2.27 par la méthode monomere.

Les différentes conditions de synthése ont engtiéeléfinies. Dans un premier temps, nous
avons choisi de protéger I'amine avec un groupertaiitoxybenzyle car son élimination par
hydrogénolyse, nous permet de laisser intact lespgrments acétates des sucres. Pour ce faire,
le monomeére amine manna®d.2est traité avec le chloroformiate de benzyle étiéahylamine
& 0°C dans le DCM, pendant 24fi Le glycoside2.28est alors isolé avec un rendement de 87%.
Le monomere acide manno2e29 est formé quantitativement par hydrolyse de Ifedetert-

292 Mohler, D. L.; Shen, G. The sythesis of tetheigdrid dimers for PPARg-RXR protein heterodim@gganic &
Biomolecular Chemistr2006 4, 2082-2087.
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butyle du compos@.28 en présence de TFA dans le DCM a température atebgsendant 30
min. Il est utilisé directement sans purificaticegable (Schéma 2.18).

o Cbz-Cl (o) o

HN/\)kO‘Bu Et;N Cbz\N/\)J\o,Bu TFA/DCM (1:1) Cbz\N/\)kOH

DCM, 0°C, 24h 0°C— T.A, 30 min
87% Quantitatif

(o) (o) (o)

ooae 212 oShae 2.28 OQA 2.29
Schéma 2.18: Formation du monomeére acide mannose9.

A ce stade, une optimisation de la réaction de legep peptidique entre les deux
monomereR.12et2.29a été effectuée ou nous avons fait varier 'agertodiplage, la base et le
£os

solvants” Nous avons ainsi utilisé:

» Le couple EDCI/ HOBt sans ajout de base. L'EDCluesagent de couplage de la famille
des carbodiimides qui permet d'activer I'acide emmoséO-acyl-isourée trés réactif.
L'ajout de I'HOBt permet de transformer ce compaséster moins réactif, afin d'éviter
une racémisation des centres stéréogenes dars die peeptides.

> Le réactif de Ghose?* [Me,C=C(CI)NMe)] avec la pyridine qui permettent de
transformer I'acide en chlorure d'acyle, trés i€act

> Le chloroformiate d'isobutyle (IBCE¥ en présence de tributylamine qui impliquent la
formation d'un anhydride mixte intermédiaire.

» PyBroP (agent de couplage type phosphonium) avda @dPEA. Ces conditions sont
tres utilisées pour effectuer des couplages peptidi en présence d'amines encombrées
en évitant une racémisation des centres stéréod¥rfé4 'activation de l'acide passe par

la formation d'un sel d'acyloxyphosphonium.

2% Han, S. Y.; Kim, Y. A. Recent development of pdpttoupling reagents in organic syntheSitrahedror2004
60, 2447-2467.

204 7hang, H.; Curran, D. P. A Short Total of (+)-Epilmscine and (+)-Meloscine Enabled by a Cascad#cRla
Annulation of a Divinylcyclopropandournal of the American Chemical Socigf11, 133 10376-10378.

205 skander, M.; Humbert, N.; Collot, J.; Gradinary,Klein, G.; Loosli, A.; Sauser, J.; Zocchi, A.jl&doni, F.;
Ward, T. R. Artificial Metalloenzymes: (Strept)aindas Host for Enantioselective Hydrogenation byhifal
Biotinylated Rhodium - Diphosphine Complexdsurnal of the American Chemical Soci@04 126, 14411-
14418.

2% Coste, J.; Frérot, E.; Jouin, P. Coupling N-Metigti Amino Acids Using PyBroP and PyCloP
Halogenophosphonium salts: Mechanism and Field&pglication. The Journal of Organic Chemist994 59,
2437-2446.

207 Frérot, E.; Coste, J.; Pantaloni, A.; Dufour, M; Bbuin, P. PyBOP® and PyBroP: Two Reagents feifficult
coupling of the a,a-dialkyl amino acid, Aibetrahedronl 991, 47, 259-270.
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» HATU (agent de couplage de type uronium) en préselecDIPEA. Dans le groupe, ces

conditions ont notamment été utilisées pour maaissr deB-peptoides

L'ensemble des conditions et des résultats soseptés dans le tableau 2.4. Comme ce fut
le cas pour la méthode submonomeére, tous nos essdisété réalisés en limitant la

consommation de chaque glycoside partenaire (bégghague monomere).

Il est reconnu que les réactions de couplage pgptdsont beaucoup moins efficaces au
départ d'amine secondaire du fait de leur faibecti¢ité.*®® Ce caractére prend toute son
importance dans le domaine des peptoides. En &ffi@ine terminale engagée dans la réaction
de couplage est une amine secondaire. D'autreljgatpmbrement stérique du peptoide peut,
dans certains cas, avoir un effet significatif Bawvancement de la réaction de couplage. Dans
notre cas, ces deux facteurs, amine secondainecetrdrement stérique (présence des sucres),
sont réunis, ce qui peut expliquer l'obtention ddains rendements relativement moyens pour
les essais 1 & 4. De plus, lors de I'utilisationréactif de Ghosez (essai 2), la réactivité
importante de l'acide activé en chlorure d'acylat gére a 'origine de réactions secondaires.

Néanmoins, des résultats plus encourageants oonbttéus avec le couple HATU/DIPEA
(essais 5 a 7) et plus particulierement dans leamgé DCM/DMF (80:20). Partis de ce constat,
nous avons décidé d'effectuer un dernier essagm@enant les conditions précédentes mais cette
fois-ci en augmentant les quantités en HATU (2anqg3i qu'en DIPEA (2,5 éq) et en modifiant
légerement les proportions du mélange DCM/DMF (@):8e B-dipeptoideO-mannosylé2.30
est alors formé avec un rendement de 92%. Graee&{"8essai, nous avons mis en évidence

les conditions optimales pour nos prochains cowgsdaegptidiques.

8 Fara, M. A.; Diaz-Mochén J. J.; Bradley, M. Micrave-assisted coupling with DIC/HOBL for the synthesf
difficult peptoids and fluorescent labelled peptidea gentle heat goes a long wagtrahedron Letter2006 47,
1011-1014.
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(0]

HN/\)J\O‘BU

o]
AAcOO
0 212
0 OAc o o
Cbz\N/\)J\OH OAc N/\)LN/\)kO‘Bu
Agent de couplage, Base
Solvant, Conditions
\a’o (Voir Tableau ci-dessous) \é‘ \5’
AcO AcO
AcO AcO
o;c\)é\ ¢ 2.29 o;c\)cf‘ ¢ Y
Essais Agents de couplage Bases Solvants Conditions Rendementg
1 EDCI.HCI (1,2 éq)/ - DCM T.A, 45h 35%
HOBt.H,O (1,2 éq)
2 Réactif de Ghosez Pyridine DCM T.A, 22h 30%
(1,5 €q) (3 €q)
3 IBCF (1,2 éq) N(Bu)s; (1,2 éq) DMF 0°C, 16h 50%
4 PyBroP (1,5 éq) DIPEA (4 éq) DCM T.A, 13h 55%
5 HATU (1,2 éq) DIPEA (1,2 éq) DCM T.A, 24h 62%
6 HATU (1,5 éq) DIPEA (1,5 éq) DMF T.A, 13h 58%
7 HATU (1,2 éq) DIPEA (1,2 éq) DCM/DMF T.A, 40h 65%
(80:20)
8 HATU (2 éq) DIPEA (2,5 éq) DCM/DMF T.A, 20h 92%
(70:30)

& Rendements ep-dipeptoideD-mannosylé&.30apres purification par chromatographie flash.

Tableau 2.4: Essais d'optimisation du couplage peigiique.

L'acide2.31 est obtenu quantitativement aprés traitement thei2.30 par du TFA dans
le DCM pendant 30 min, & température ambiante (Bah2.19). Il est utilisé directement sans
purification préalable pour le couplage peptidiguec le monomére amine manndsé?2 en
utilisant les conditions optimales définies ci-desg¢Tableau 2.4 - Essai 8). PetripeptoideO-

mannosylé.32 est formé avec un rendement de 80%.
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(0] (o]
ez~ I~ g, TFADEM(1:1) N/\JKNA)L
0°C —T.A, 30 min
Quantitatif
(o] (o]
AcOO AcOO O
AcO AcO
OAc OAc OAc
OAc OAc 2.30

2.12, HATU (2 éq)
DIPEA (2,5 éq)

DCM/ DMF (70:30)
T.A, 20h Cbz N N /\)j\ N /\)J\OtBu

80%

o %’
OAc OAc

OAc OAc

Schéma 2.19: Synthése du trimere 2.32.

L'élimination du groupement carboxybenzyle (Cbhz)gtitcoconjugué2.32 est réalisée par
hydrogénolyse. Les premiers essais ont été effectaBs I'ACOEt en présence de Palladium sur
charbon a 10% (10% a 20% en masse par rapporgaadatité de glycoconjugu2.32 et de
dihydrogéne (4 bar), a température ambiante. Neémanaertaines difficultés ont été
rencontrées concernant, notamment, les vitesseSagéion. En effet, nous avons constaté que
les avancements étaient tres lents, malgré l'ajdahs la plupart des cas, d'une quantité
supplémentaire (au moins 10%) en catalyseur. Neapsaégalement observé une dégradation
croissante du milieu (augmentation du nombre d'mefg) au fur et a mesure du temps. Ainsi, en
fonction des essais réalisés, les temps de réagomvaient atteindre 6 jours avec des

rendements qui oscillaient entre 62% et 65%.

Afin d'accélérer I'avancement de la réaction etcdaméliorer I'efficacité de I'hydrogénolyse,
nous avons décidé de rajouter de l'acide acétitpeatjcomme source de protons. Nous avons
alors fait réagir le glycoconjugug32 (Schéma 2.20) dans I'AcOEt, en présence de PAQ% (2

en masse) et d'acide acétique glacial (0,6 % pgoraau volume d'AcOEt).
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H; (4 bar)
Pd/C (20 % en masse)

(o]
CH3;CO4H (0,6 vol %
N/\/U\N/\)J\O’Bu 3CO2H (0,6 vol %) N/\/U\N N/\)J\O’Bu
AcOEt, T.A, 4h
70%
Acgéi Acgg Acgg ACSJ Acg%i Acg%’
OAc OAc OAc OAc OAc OAc

OAc OAc OAc OAc

Z

Schéma 2.20: Synthése du trimére Mannose 2.27 paydrogénolyse.

Dans ces conditions, I@-tripeptoide O-mannosylé2.27 souhaité est obtenu avec un

rendement de 70% au bout de seulement 4h.

2. Application a la synthese des glycoconjugué3-GalNAc

Désormais, il nous est possible d'employer I'ensed cette stratégie réactionnelle pour la
synthese d-tripeptoideO-GalNAc 2.38 Les conditions utilisées, ici, sont donc idendga
celles mises en place a partir des glycosides é&du mannose. Comme précédemment, I'amine
du monomere GalNAR.13 est, au départ, protégée par un groupement cambaxyle et le

glycoside2.33est synthétisé avec un rendement de 80% (Sché&hp 2.

o Cbz-Cl o

Et.N
HN/\/U\O‘BU 3 Cbz\N/\)J\O‘Bu

DCM, 0°C, 24h
o 80% o
0 NHAc 0 NHAc
AcO AcO
AcO AcO

AcO AcO
213 2.33

Schéma 2.21: Obtention du glycoside 2.33.

Le monomere acide GalNA®Q.34 ainsi que le dimére acid®.36 sont formés
guantitativement. lls sont directement engagésatuiautre, sans purification, dans des étapes de
couplage peptidiqgue (Schéma 2.22). Pour ce famas ravons utilisé les conditions optimales
définies auparavant, a savoir: HATU (2 éq), DIPEA5(éq), DCM/DMF (70:30), 1 €qg pour
chaque glycoside, le tout a température ambiantedgeg 20h. Nous obtenons, dans un premier
temps, le dimére.35 avec un rendement de 80%. Malheureusement, apméfication par
chromatographie flash sur gel de silice, le trinf2B¥ attendu n'est seulement obtenu qu'avec un

rendement de 30%. Pour ce dernier couplage, noussadgalement isolé un autre composé en
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quantité majoritaire. L'analyse par RMRH(et *°C) et par HR-MS semble révéler la présence
d'un B-dipeptoideO-GalNAc présentant une fonction ester de méthylexérémitéC-terminale.
Nous pensions, au départ, a une contamination deungar du méthanol. Pour s'assurer qu'une
erreur de manipulation ne s'était pas produitesraons refait un autre essai de couplage dans
les mémes conditions. Néanmoins, a la suite deoceeh essai, les mémes résultats ont été

obtenus. Faute de temps, nous n'avons pas pu appod solution pour surmonter ce probleme.

2.13, HATU (2 éq)
o o DIPEA (2,5 éq)

O (0]
DCM/DMF (70:30)
Cbz\N/\)J\O,Bu TFA/DCM (1:1) Cbz\N/\)LOH T.A, 20h /\)J\O‘Bu
0°C—=T.A, 30 min 80%
Quantitatif
o (o]
%Hm %HAc J]HAC NHAc
AcO AcO AcO AcO
AcO AcO AcO AcO

0Ac” ™ oA
OAc 233 Ohc 2.34 ¢ 35

2.13, HATU (2 éq)
0 DIPEA (2,5 éq)

o DCM/DMF (70:30)
TFA/DCM (1 1) /\)J\OH T.A, 20h /\)L /\)J\
_hem
0°C—’T A, 30 min 30%
Quantitatif
NHAc Q NHAc NHAc 0 NHAc 0 NHAc
AcO AcO AcO AcO
AcO AcO AcO AcO AcO

Schéma 2.22: Couplages peptidiques et formation djlycoconjugué 2.37.

/\)J\O‘Bu

Enfin, nous avons utilisé les conditions optimak#hydrogénolyse misent en place
auparavant (dihydrogene (4 bar), Pd/C (20 % en e)asside acétique glacial (0,6 vol %),
acétate d'éthyle, température ambiante) dans leléwgynthétiser I@-tripeptoideO-GalNAC
2.38souhaité en 4h avec un rendement de 71% (Sch@&38p 2.

H, (4 bar)
Pd/C (20 % en masse)

CH3CO,H (0,6 vol%) 0 0 0
N/\)kN/\)J\N/\)LOtBu AOEL, T.A, 4h N NN NN .

J) 1%
o o (o] o
NHAc 0 NHAco NHAc 0 NHAc 0 NHAco NHAc
AcO AcO AcO AcO AcO
AcO AcO AcO AcO Aéco AcO

Schéma 2.23: Hydrogénolyse et synthése du trimerealBlAc 2.38.

2.38
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3. Déprotection des unités saccharidiques

Une fois les plateformeB-tripeptoidesO-glycosylées2.27 et 2.38 en notre possession, il
nous était alors possible de déprotéger les sgecedies. Les raisons, pour lesquelles nous avons

décidé de réaliser cette opération sont les swagant

» La possibilité de pouvoir utiliser ces plateformgk/coconjuguées pour les tests
biologiques sachant qu'elles font parti intégratete édifices candidats vaccins.

» La possibilité de pouvoir utiliser une méthode poiirra étre adaptée a la déprotection de
sucres présents sur des structures plus complexa@an{ment les structures avec

I'agoniste du récepteur Toll7 - Vahapitre 11 ).

Pour effectuer cette déprotection des sucres, raums employé les conditions de

désacétylation de Zempléen (Schéma 2.24):

(0] (0] (0]
HN/\)J\N/\)J\N/\)J\OtB MeONa /\)J\ /\)J\ /\)J\OtBU

MeOH, T.A, 1h
Quantitatif
(0] (0] (o]

Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc) Su(OH) Su(OH) Su(OH)

Su(OAc)= Man(OAc) 2.27 Su(OH)= Man(OH) 2.39
Su(OAc)= GaINAc(OAc) 2.38 Su(OH)= GalNAc(OH)  2.40

Schéma 2.24: Désacétylation des sucres.

Ces conditions impliquent de faire réagir les ptataes B-tripeptoidesO-glycosylées
dérivées du mannos227 ou du GalNAc2.38 avec une quantité catalytique en méthanolate de
sodium (Na/MeOH) dans du MeOH anhydre. Le milieact®nnel est laissé sous agitation
pendant 1h a température ambiante. Nous obtenons gliantitativement les glycoconjugués
2.39et2.40

4. Conclusion de I'étude

L'objectif de cette étude était d'appliquer la médmonomere en solution a la synthese des
plateformesp-tripeptoidesO-glycosylées. Pour ce faire, une optimisation desditions de
couplage peptidique a été réalisée pour laquells mwons utilisé différents agents de couplage,
différentes bases et différents solvants. Nous @\ansi réussi a mettre en place une méthode
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monomere efficace permettant de synthétiser, damspnemier temps, la plateform®-
mannosylée.32 a partir du monomere amirgl2 Ces conditions optimales ont, par la suite,
été transposées avec succes a la synthése de ltigue®-GalNAc 2.37 a partir du monomere
2.13 Néanmoins, l'obtention de ce dernier s'est ay@t&ecomplexe que nous l'avions escompte.
En effet, la formation majoritaire d'un sous pradunidésirable reste encore a ce jour sans
explication. Malgré tout, apres optimisation desditions d'élimination du groupement Cbz des
plateformes peptoides et aprés [l'utilisation edfite des conditions de Zemplén pour la
désacétylation des sucres, nous sommes finalenzeném a synthétiser les glycoconjugués
2.39 et 2.40 Partant dib-mannose et do-GalNAc, ces glycoconjugués ont pu étre formés en

13 étapes avec des rendements globaux, respectivedmé4% et de 8%.

V. Acces aux plateforme$-tripeptoides S-glycosylées

Les composés-glycoconjugués sont de bons analogues des com@sgégoconjugués
naturels puisque ces deux liens glycosidiques oet eonformation spatiale trés similaffé.
Cependant, l'utilisation de composg&glycoconjugués présentent un avantage supplémentai
En effet, la liaison thioglycosidique montre unesbilité plus faible a I'hydrolyse enzymatique
que la liaisorO-glycosidique*'® les glycohydrolases utilisent une catalyse acinle pssister la
coupure de la liaison, or le soufre est beaucoupsrzasique que I'oxygéene.

Dans cette partie, nous présenterons la syntheseplgeformesp-tripeptoides S-a-

mannose e&-a-GalNAc (Figure 2.21).
o] o o]
HN/\/“\N/\)J\N/\)kOtBu

OH OH
J) J) J) o o
HO
» _ HO
s s s (Sucrd) = HO N

-

Mannose GalNAc

Figure 2.21: Structure générale des plateformeS-glycoconjuguées a synthétiser.

29 Montero, E.; Garcia - Herrero, A.; Asencio, J. Hirai, K.; Ogawa, S.; Santoyo - Gonzélez, F.; @&fia. J.;
Jiménez - Barbero, J. The Conformational BehavidiMon - Hydrolizable Lactose Analogues: The Thyegiside,
Carbaglycoside, and Carba - Iminoglycoside Casesopean Journal of Organic Chemis290Q 1945-1952.
#0¥ip, V. L. Y.; Withers, S. G. Family 4 Glycosidas€arry Out Efficient Hydrolysis oh Thioglycosideg ana,8
- Elimination MechanismAngewandte Chemie International Editid006 45, 6179-6182.
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Les sucres ont été greffés sur la plateforme parréaction de couplage photochimique
thiol-ene ou TEC récemment mise au point dansdapg pour la synthése 8ealycopeptoides.
C'est une réaction de couplage radicalaire entréhioh et un alcene qui peut également étre
activée par voie thermique. Le produit formé estthinéther de type anti-Markovniko\*2
selon le mécanisme présenté dans la figure 2.28 €action a été décrite il y a plus d'un siecle.
Néanmoins, le caractére "click" de la version pbbimique de la TEC n'a émergé que
récemment et le terme "thio-click” a été introceiit2007 par Gress et%f Le caractére “click”
de cette réaction, repose sur son efficacité, gagpecificité, sa tolérance pour une grande
variété de groupements fonctionnels, l'utilisatippssible de I'eau comme solvant et le fait
qu'elle n'est pas sensible & la présence d'oxygéfieLa TEC répond également au principe

d'économie d'atome.

ZOR2

R1 S\/\RZ R1_S

H

R1_SH R1 S\)\ R2

Figure 2.22: Réaction radicalaire du couplage thieEne.

Pour obtenir nos compos&gglycoconjugués par cette méthode, nous avons slyséh au
préalable, les composésthiomannopyranosg.41eta-thioGalNAc?2.42 (Figure 2.23). Ensuite,

nous avons préparé, a l'aide de la méthode subn@ean solution, la platefornfietripeptoide

211 Griesbaum, K. Problems and Possibilities of theeFr Radical Addition of Thiols to Unsaturated Compds.
Angewandte Chemie International Editid@70Q 9, 273-287.

22Kshn, M.; Benito, J. M.; Ortiz, Mellet, C.; Lindmst, T. K.; Garcia Fernandez, J. M. Functional Batibn of
Carbohydrate-Centred Glycoclusters by Enzyme-Linkectin Assay: Ligands for Concanavalin @hemBioChem
2004 5, 771-777.

B Gress, A.; Volken, A.; Schaald, H. Thio-Click Méidation of Poly[2-(3-butenyl)-2-oxazolineMacromolecules
2007, 40, 7928-7933.

#“Dondoni, A. The Emergence of Thiol-Ene CouplingaaBlick Process for Materials and Bioorganic Clemgi

Angewandte Chemie International Editid@08 47, 8995-8997.

“SHoyle, C. E.; Lowe, A. B.; Bowman, C. N. Thiol-cki chemistry: a multifaceted toolbox for small mmle and
polymer synthesisChemical Society Review§1Q 39, 1355-1387.
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2.43 présentant des chaines latérales de type allgeddrivation des chaines latérales allyles

grace au couplage thiol-eéne, conduit a la formatian lien thioéther.

o) o)
OAc AcO OAc 0
OAc
Acoﬁﬁ 2 HN/\)J\N/\)LN/\)J\O‘BU

2
AcO
AcO
AcHN
1 % L, K K ﬁ

2.41 242 243

Figure 2.23: Structures préparées au préalable avanle réaliser la TEC.

A. Synthése desi-thiosucres peracétylés

1. Synthése de ti-thiomannopyranose 2.41

Pour accéder au compo2&1, nous nous sommes inspirés de conditions de o@acti
décrites dans la littératfr8 (Schéma 2.25).

OgH 1) Ac,0, HCIO, Oégc Oégc
HO (0] T.A, 1h AcO (0] Thiourée AcO (o)
HO Aco - AcO
OH 2) HBr, AcOH B Acétone, 65°C, 2h s NH. . HBr
T.A, 1h30 r .
D-(+)-Mannose 99% 244 29% 2.45 \l[‘l]/H

(rendement brut)

OAc
DCM/H,0 (1:1) AcO
70°C, 30 min SH
79% 2.41

Schéma 2.25: Accés ad-thiomannopyranose peracétylé 2.41.

Le D-mannose est, dans un premier temps, peracétypéésence d'anhydride acétique et
d'une solution d'acide perchloriqgue (70% dans )'edtule milieu réactionnel est laissé sous
agitation pendant 1h en maintenant la températureessous de 40°C. Le produit brute formeé

est directement engagé dans une étape de bronpatidraitement avec une solution d'HBr a 33%

21 Durette, P.; Shen, T. Y. Insulin-like, and inswintagonistic, carbohydrate derivatives. The sysishef aryl and
aralkyl D-mannopyranosides and 1-thio-D-mannopysétes.Carbohydrate research98Q 81, 261-274.
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dans l'acide acétiqué’ Le suivi CCM de la réaction a mis en évidencerésence d'un produit
majoritaire. Les signaux obtenus par analyses RMNe¢**C) de ce produit sont bien en rapport
avec le composé bron44 attendu. Due a son instabilité, ce composé brogté directement
engageé dans I'étape suivante de substitution pduidarée. Celle-ci est réalisée dans I'acétone
anhydre & 65°C pendant 3. Aprés purification par chromatographie sur gel silee, le
bromure de (2,3,4,6-tét@-acétyla-D-mannopyranosyl)-1-isothiouroniugh45 est obtenu avec
un rendement de seulement 29%. La formation darmm@mneren est gouvernée par l'assistance
anchimérique effectuée par le groupement acétafeosition 2. Ceci est confirmé par la faible
valeur de la constante de couplage entre les @dtoat H (CJurnz= 1,4 Hz).

L'hydrolyse du bromure d'isothiouroniugn45 en présence de métabisulfite de potassium
dans un mélange DCM® (1:1), pendant 30 min & 70% permet d'obtenir d-thiomannose
peracétyl€.41 souhaité avec un rendement de 79%. La faible valela constante de couplage
entre les protons Het H, (3Ju142 = 0,7 Hz) confirme bien la configuratiom du carbone
anomerique. Par ailleurs, lors de cette réactibn,cééviter une oxydation du soufre anomere, il

était préférable de dégazer le mélange DC)MIdous argon pour éliminer le dioxygene.

2. Synthése de ti-thioGalNAc peracétylé 2.42

Par hypothése, nous avons pensé que les condiéacsionnelles définies ci-dessus ne
pouvaient pas étre mises en place pour synthétsérioGalNAc peracétyl@.42a partir dub-
GalNAc. En effet, dans ces conditions de bromatidn.est plus courant de former
majoritairement, par effet anomeére, un composé Brdenconfiguratiom. Ceci aurait entrainé
une addition de la thiourée en positi@isubstitution nucléophile ou assitance anchiméraue
groupement acétamifieAu final, le carbone anomérique aurait présen fonction thiol erf3

et non eron comme espéré.

Nous avons alors décidé d'utiliser une autre méhigdrite dans la littérature réalisée, cette
fois-ci, a partir du chlorydrate de &galactosamine. De plus, cette méthode comport&snoi
d'étape (trois en tout) que la précédente méthamqui nous permet d'accéder plus rapidement a
I'a-thioGalNAc acétyl@.42attendu (Schéma 2.26).

27 Kozikowski, A. P.; Lee, J. A Synthetic Approach tite Cis-Fused Marine PyranopyransE)3and (Z)-
Dactomelyne. X-ray Structure of a Rare Organoméaiturhe Journal of Organic Chemistiy9Q 55, 863-870.

28 7hang, Q.; Lebl, T.; Kulczynska, A.; Boting, N. Phe synthesis of novel hex3c-labelled glucosinolates from
[**C4]-D-glucose Tetrahedror2009 65, 4871-4876.
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HO OH AcO OAc AcO OAc
(o) Ac,0, Pyridine (o] Réactif de Lawesson (o]
HO —— X AcO OAc > AcO
NH," OH 0°C, 24h AcHN Toluéne, 80°C, 3h S
. N\
HCl 80% (B) 70% (o) K
Chlorydrate de la 2.46 2.47

D-(+)-galactosamine

AcO OAc
TFA/H,0 o]
MeOH AcO
e AcHN
T.A, 2h SH
1% 2.42

Schéma 2.26: Accés ad-thioGalNAc acétylé 2.42.

Le chlorydrate de I@-galactosamine est peracétylé en présence d'adeydcetique et de
pyridine & 0°C pendant 24f’ Aprés concentration du milieu, le solide obtenuresristallisé.
Le 2-acétamido-2-déoxy-1,3,4,6-téttaacétylf3-D-galactopyranosidd.46 est ainsi obtenu avec
un rendement de 80%. La synthese de l'anofdésst confirmée par la valeur importante de la
constante de couplage entre les protongtth ((Juinz= 8,8 Hz, caractéristique d'un couplage
Hi-H, axial-axial).

Le composé2.46 est ensuite traité par le réactif de Lawesson ahngoluéne a 80°C
pendant 3h. Ce réactif permet la conversion deéttaside en thioamid&??**L'addition de
I'atome de soufre du thiocarbonyle sur le carbor@rerique engendre alors la formation d'un
cycle thiazoline. Apres purification par chromatagie sur gel de silice, le compagd7 est

obtenu avec un rendement de 70%.

Enfin, le cycle thiazoline du compos&47 est hydrolysé en présence d'un mélange
TFA/H,0 (1:1) dans du MeOEF°???|ors de cette hydrolyse, c'est la liaison C-S'idgre qui
est rompue et non la liaison C-S anomérique. Orebtionc le 2-acétamido-2-déoxy-1-thio-

3,4,6-tri-O-acétyla-D-galactopyranosg.42 souhaité avec un rendement de 71%.

“9Deng, S.; Gangadharmath, U.; Chang, C-W. T. Sasmdtry: A Powerful Way of Enhancing the Efficiency of
Carbohydrate Synthesishe Journal of Organic Chemist3006 71, 5179-5185.

220 Knapp, S.; Myers, D. S. SynthesisamiGalNAc Thioconjugates from am-GalNAc MercaptanThe Journal of
Organic Chemistr2002 67, 2995-2999.

221 Knapp, S.; Vocadlo, D.; Gao, Z.; Kirk, B.; Lou,; Withers, S. G. NAG-thiazoline, AmN-Acetyl-B-
hexosaminidase Inhibitor That Implicates AcetamiRfrticipation.Journal of American Chemical Societ$96
118 6804-6805.

222 Knapp, S.; Myers, D. Si-GIcNAc ThioconjugatesThe Journal of Organic ChemistBd01, 66, 3636-3638.
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B. Accés a la plateformeB3-tripeptoide N-allyle 2.43

Pour synthétiser la platefornfetripeptoide2.43 présentant des chaines latérales de type
allyle, nous avons utilisé la méthode submonomereaution. Comme nous l'avons précisée
précédemment, il s'agit d'une méthode itérativedeunx étapes: le squeletfepeptoide est
allongé par acylation avec le chlorure d'acryloyles la chaine latérale est introduite par une
réaction d'aza-Michael d'une amine primaire satelfimédiaire acrylamide. Dans notre cas, |l
était nécessaire de répéter deux itérations afiniehir la plateform@-tripeptoide2.43 attendue
(Schéma 2.27).

Des travaux d'optimisation de cette méthode entisoluont été accomplis dans I'équipe,
notamment en terme de rapidité et d'économie ddigqation. La synthése en solution permet,
en outre, de préparer des quantités importanteproguits. Nous avons, ainsi, utilisé les

conditions optimales suivant&®:

» Pour I'étape d'acylation: chlorure d'acryloyle (@¢g, EtN (2,2 €q), AcOEt, 0°C, 1h.
» Pour I'étape d'aza-Michael: allylamine (2 €q), MeGBPC, 1 nuit.

L'utilisation de I'AcOEt comme solvant d'acylatipermet une précipitation efficace des
sels d'ammonium. Une simple filtration du milieactonnel puis évaporation du filtrat permet
d'isoler les intermédiaires acrylamides avec destps suffisantes pour étre directement engagés
dans les étapes d'aza-Michael.

L'utilisation de I'allylamine, amine primaire vdlat permet son élimination par évaporation
en méme temps que le solvant en fin d'étape d'azhael et fournit des intermédiaires amines

secondaires suffisamment pures pour pouvoir coatilausynthése sans purification.

Tous ces intermédiaires ont été isolés par filiratet/ou par concentration du milieu
réactionnel sans purifications intermédiaires pamomatographie sur gel de silice. Un suivi
CCM est réalisé a chaque étape pour vérifier lpadison des intermédiaires acrylamides ou des
amines secondaires. Malgré tout, afin d'éliminettagees impuretés résiduelles, visibles en

CCM, une purification par chromatographie a étéegsaire a la derniere étape.

En outre, I'élimination presque totale des selsidianium, responsables de la formation de

sous-produits indésirables limitant alors l'effitdale la réaction d'acylation, l'utilisation d'un
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exces de triethylamine ainsi qu'un exces d'amiimagire volatile, sont des facteurs influengant

tres favorablement le rendement global.

NN
\)(J)\ " NH, /\)OJ\ Formation du monomére |
N 1, 1|
O'Bu Aza-Michael HN OBu
| 2.48
(o]

\)l\ /\)J\ > /\)J\ /\)J\
Acylation H O'BU  Aza-Michael HNH H O'Bu
| 2.49 | | 2.50

Acylatlon /\)J\ /\)]\ /\)]\
4>

Aza-Michael O'Bu

| HI |

243

Rdt global: 65%
(5 étapes)

Schéma 2.27: Synthése drtripeptoide 2.43 suivant la méthode submonomeére esolution.

Grace a toutes ces optimisations, nous avons dormpstater que le trimefpeptoide
2.43 pouvait étre isolé, aprés une seule purificatian ghromatographie, en 5 étapes avec un

rendement global de 65%.

Conclusion

Nous avons donc réussi a synthétiser les compasisomannopyranose.41 et a-
thioGalNAc 2.42 ainsi que la plateformp-tripeptoide2.43 présentant des chaines latérales de
type allyle. A ce stade, il nous est alors possd#epouvoir post-fonctionnaliser ces chaines

latérales par couplage thiol-éne afin de formect@aposés-glycosylés souhaités.
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C. Ligation multivalente par TEC

1. Etudes bibliographiques

Dans la littérature, différentes conditions réautielles sont décrites pour effectuer
efficacement le couplage radicalaire entre un teiain alcene par initiation photochimique. La
réaction peut étre initi€ée par irradiation avec lampe UV visible et avec un filtre quartz qui
laisse passer les rayons UV de haute énergie. @apgrcertains groupements étant sensibles
dans ces condition€? l'irradiation & travers un filtre Pyrex (qui neiske passer que les
longueurs d'onde supérieures a 300 nm) en présknt@hotoinitiateur est souvent préférée. Le
photoinitiateur le plus couramment employé est l2-dméthoxy-2-phénylacétophénone
(DPAP).

Cette réaction a été réalisée de facon efficace teau avec des thiosucres non protégeés
dans le but d'obtenir des protéirgglycosylées?* Dans I'équipe, une approche directe d'accés a
des glycoclusters peptoides par ligation multividedte type TEC, a également été développée
dans I'eau a partir de thiosucres non protégéscaedgitions optimales ont été mises au point a
l'aide d'une plateformp-tétrapeptoide portant quatre chaines latéralgkeslet protégée a ses

extrémités sous forme d'acétamide et d'ester deytediSchéma 2.28).

OH

)
H%Eﬁ&sm

o) OH lo)
Ac HCI 1M Ac

hv Pyrex
| 4 20% DPAP, H,0, nuit 4

Rdt: 81% S
Pureté: 100%

Schéma 2.28: TEC optimisée dans l'eau sur une pldteme B-peptoide avec des thiosucres déprotégés.

23| ubineau, A.; Lortat-Jacob, H.; Gavard, O.; Sana%.; Bonnaffé, D. Synthesis of Tailor-Mde Glyoogugate
Mimetics of Heparan Sulfate That Bind IRNn the Nanomolar Rang€hemistry A European Journ2D04 10,
4265-4282.

24 Floyd, N.; Vijayakrishnan, B.; Koeppe, J. R.; DavB. G. Thiyl Glycosylation of Olefinic ProteinS:Linked
Glycoconjgate Synthesidingewandte Chemie International Editid®09 48, 7798-7802.
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Le composé 1-thi@-D-glucose (sucre commercial sous forme de sel daursgda été
utilisé comme sucre pour la synthése. Pour quédation se réalise, il a été acidifiésitu par
une quantité équimolaire d'HCI 1M. Un excellentdement et une trés bonne pureté ont été
obtenus. Cette pureté correspond a un pourcengm®rmersion de l'alcene en thioéther (ou
pourcentage de couplage). Il est calculé par iatémgr, en RMN'H, des signaux résiduels des
alcénes. Pour aboutir a ces bons résultats, iléanétessaire de mettre en place certaines

conditions opératoires:

» Ultiliser un léger exceés de thiosucre par rappornambre de fonctions éthyléniques
présentes sur la plateforme (1,1 équivalents deslatcénes).

» Ultiliser 20 mol % de DPAP (par rapport a la quantite sucre). Cette quantité est
légerement supérieure a celle définie habituellérdans la littérature (10 mol %).

» Augmenter le temps de réaction a une nuit (dafistéasature, les réactions TEC durent,
de maniére générale, 1h).

» Laver le milieu réactionnel brut par un solvant amgue pour retirer l'exces de
photoinitiateur (DPAP). La phase aqueuse est ensidiposée sur une cartouche SPE de
silice greffée C18. Le peptoide glycoconjugué resteroché a la phase stationnaire alors
que le sucre libre peut étre élué avec un volureaud'Le peptoide est finalement
décroché de la phase stationnaire en éluant paseuh volume de méthanol. Ces

conditions permettent la purification du peptosiglycoconjugué.

Il est de plus important de noter qu'aucune épsaédn des sucres en position anomérique
n'‘a été observée au cours de cette réaction. Hsanti le 1-thioB-D-glucose, le produit

glycoconjugué formé est exclusivement sous fofme

D'autres groupes ont réalisé ce couplage thiolfgareinitiation photochimique dans de
nombreux solvants organiques en utilisant, ceitedp des sucres protégeés, le plus souvent, par
des groupements acétates. Dans ces conditionérélime cette réaction pour la glycosylation de
peptides et de protéines a été démontré par l'égléDondonf?® Le méme groupe a également
montré l'efficacité de la ligation multivalente decres (jusqu'a huit unités) sur les plateformes
de type calix[4]aréne par TEC photochimicfdlls ont, de plus, utilisé des calix[4]arénes

portant quatre alcénes sur la face supérieure atajalcynes sur la face inférieure qui ont été

2% Dondoni, A.; Massi, A.; Nanni, P.; Roda, A. A NeStrategy for Peptide and Protein Glycosylation:
Photoinduced Thiol-Ene CouplinGhemistry A European Journa004 10, 4265-4282.

% Fiore, M.; Chambery, A.; Marra, A.; Dondoni, A.n§le and dual glycoside clustering around calix{die
scaffoldsvia click thiol-ene coupling and azide-alkyne cycloditidn. Organic & Biomolecular Chemistr009 7,
3910-3913.
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fonctionnalisés séquentiellement par CUAAC et p|ETUnN glycocluster présentant des sucres

différents sur les deux faces du calix[4]arenengigiu étre obtenu (Figure 2.23).

Figure 2.24: Plateforme calix[4]aréne fonctionnaliée par CUAAC et TEC successivement.

Fiore et af?’ ont montré, au cours de leur étude (Schéma 2@)|'utilisation du DCM en
particulier, permettait d'éviter la formation dungipal sous-produit de cette réaction de TEC, le
disulfure issu du couplage du thiol sur lui-mémls. dnt également mis en évidence qu'en

augmentant le temps de réaction, elle pouvaiteédtestuée simplement a la lumiére naturelle.

OAc

hv Pyrex Acoﬁ/s
OAc o OMe 10% DPAP AcO 5 o OMe
DCM, 15 min Ac
AcO 0 .
AcO SH +

OAc 00 Rdt: 92% 00

1,2 éq 1éq
Schéma 2.29: Conditions de TEC optimisées pour l@gplage de sucres protégés.

De fagon générale dans la littérature, la réactlen TEC est décrite comme rapide
(maximum 1h) et un exces de thiol est employé pdatenir une conversion totale de l'alcéne.
De plus, la configuration du carbone anomeérique slgses est conservée, apres réaction, au

niveau du glycoconjugué (pas d'épimérisation).

22" Fiore, M.; Marra, A.; Dondoni, A. Photoinduced @®hEne Coupling as a Click Ligation Tool for
Thiodisaccharide SynthesiBhe Journal of Organic Chemist3009 74, 4422-4425.

122



Chapitre 1l: Acces aux plateformgstripeptoides O- et S-glycosylées

2. Mise au point des conditions de couplage

La recherche des conditions optimales pour laibganultivalente de thiosucres par TEC a
ete effectuée sur la platefornBetripeptoide2.43 portant trois chaines latérales de type allyle

avec lb-thiomannose peracétyke41

L'irradiation a, dans chaque cas, été menée dari3GM a l'aide d'un filtre Pyrex et en
présence de DPAP comme photosensibilis&féut.e dégazage et l'agitation du milieu
réactionnel s'est fait par bullage d'argon darsolation. Le DCM s'évaporant rapidement avec
cette méthode, un réajustement du volume du mélargé parfois nécessaire. Un premier essai
de couplage TEC (Tableau 2.5 - Essai 1) a étésgéaliec 1 équivalent de plateforme peptoide
2.43 pour 3 equivalents de thiosu@edl (c'est-a-dire 1 équivalent pour chaque alceneeptés
sur la plateforme). Le DPAP est a 10% molaire pgport a la quantité de monom&&l
Apres 3h de réaction, le milieu réactionnel brutdiectement purifié par chromatographie sur
gel de silice. Cependant, les analyses par RNet par HR-MS ont seulement montré la
présence dB-tripeptoides portant un ou deux sucres protégdessous-produits non identifiés.
La conversion des alcenes de la platefo@m8 n'était donc pas totale. Pour remédier a ce
probleme, nous avons effectué un deuxieme essakettel fois-ci, la quantité emthiomannose
percétylé2.41 a été augmentée (3,6 €q). Néanmoins, cette matiific ne nous a pas permis

d'aboutir au trimér@.51escompté (Tableau 2.5 - Essai 2).

OAc

OAc
o o o] A%%oﬁﬁ 2.41
HN/\)J\N/\)LN/\)J\O‘BU SH N/\/U\N/\/U\O‘Bu

hy Pyrex, DPAP
| | | DCM
2.43
AcO o AcO 0
AcO AcO
OAc OAc

OAc OAc
Essai Thiosucre 2.41 Peptoide 2.43 DPAP Temps Obsgions
1 3 €éq 1éq 10% molaire 3h Composés mono- et
di-glycosylés
2 3,6 éq 1éq 10% molaire 3h Composés mono- et
di-glycosylés

Tableau 2.5: Essais de TEC sur le composé 2.43.
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Dans l'équipe, les conditions de couplage thiol-aaaient été mises au point sur des
peptoides acétylés a l'extrémiteterminale. Nous avons donc décidé d'acétyler améene
extémité sur notre plateform@.43 par traitement avec du chlorure d'acétyle et de la
triéthylamine, dans I'AcOEt a 0°C pendant 3h (Scheén30). LeB-tripeptoide acétyl@.52 est
formé avec un rendement de 74%. Dans un secondstgpopr réaliser le couplage thiol-éne,
nous avons utilisé les mémes conditions que précédmt, c'est-a-dire: 1 équivalent de
plateforme acétylég.52 3,6 équivalents de thiosucr2gll, 10% molaire de DPAP et du DCM
comme solvant (Schéma 2.30). Apres 3h de réadésuivi CCM a mis en évidence la présence
d'un produit trés majoritaire qui, apres purifioatipar chromatographie sur gel de silice, s'avere
étre leB-tripeptoide2.53 attendu. Le rendement étant de 85%. Ce résultdire® bien le fait
que la protection de I'extrémitd-terminale du peptoide favorise la conversion desnas en

thioéthers.

(o) (0] (0] (0] (o) (o) (o)
HN/\)J\N/\)J\N/\)J\OtBu CH3COCI, Et;N )J\N/\)LN/\)]\N/\)]\OtBu

H H H AcOEt, 0°C, 3h H H H
| | | 74% | | |
2.43 2.52

hy Pyrex
10% DPAP 0

DCM, 3h )OLN N/\/U\N/\)J\O‘Bu

OAc
OAc
AcO O 2.4
AcO
SH AAocO AAocOo °
85% ¢ ¢
OAc OAc

OAc OAc

2.53
Schéma 2.30: TEC multivalente sur I@-tripeptoide acétylé 2.52.

Néanmoins, ce groupement acyle ne peut étre erddms méme que la présence
d'extrémitésN-terminales libres, sur nos plateformes glycopele® est primordiale pour la
construction des édifices candidats vaccins. Atages nous avons choisi de protéger I'extrémité
N-terminale sous forme de Fmoc carbamate, orthogammalacétates et a I'ester téet-butyle.

De plus, les réactions de photochimie étant effmgudans un réacteur en pyrex, ceci nous a
permis d'éviter d'irradier dans une zone ou le geowent Fmoc absorbe. Pour ce faire, la

plateforme B-tripeptoide 2.43 réagit en présence de Fmoc-Cl et d'une solutidaréa en
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hydrogénocarbonate de sodium, dans du 1,4-dioxd?€ &endant 4/ Le composé protégé
par un Fmo@.54 est obtenu avec un rendement de 74%.

Fmoc-Cli

(o] (o] (0] o (0] (0]
HN/\)LNK)LN/\AO‘BU NaHCO; sat N Fmoc\N/\)J\NVLN/\)J\OtBu

¢ f gome S

74%
243 2.54

hy Pyrex
DPAP 0

DCM Fmoc. A)j\ N N /\)J\O‘Bu

OAc
Oéc
AcO 2.41
AcO

SH AcOO 0
AcO
(Voir Tableau 2.6)
OAc OAc
OAc OAc OAc
2.55
Essais Thiosucre 2.41 Peptoide 2.54 DPAP Temps de réactionRendements
1 3,6 éq 1éq 10% molaire 5h Pas de trace
de 2.55
3,6 éq 1éq 20% molaire 7h 50%
3 4,2 éq 1éq 30% molaire 30h 50%

Tableau 2.6: Essais de TEC sur le peptoide 2.54.

A partir de cette plateform54 nous avons tout d'abord fait un premier essaodplage
en utilisant les conditions optimales définies ale@lateforme acétylég2.52 (Tableau 2.6 -
Essai 1). Aprés 5h d'irradiation, les produits fésnsont purifiés par chromatographie sur gel de
silice. Les analyses par RMIMl et par HR-MS ont révélé la présence de peptqidesnt un ou
deux sucres protégés. Aucune trace du compadsattendu n'a été détectée. Afin d'améliorer la
conversion de l'ensemble des alcenes de la platefonous avons augmenté la quantité en
DPAP (20% molaire) et le temps de réaction a 7hblfaas 2.6 - Essai 2). Grace a ces
modifications, nous avons réussi a isolefigipeptoideS-mannosylé2.55 souhaité, avec un
rendement de 50%. Un dernier essai a été effedtl@ldau 2.6 - Essai 3) ou cette fois-ci nous

avons augmenté de maniere plus significative lantiggaen DPAP (30% molaire), la quantité

2 Komba, S.; Kitaoka, M.; Kasumi, T. A New Method 6&arbohydrate Synthesis in Both Solution and Solid
Phases Using a Special Hydroxy Protecting Gr&uypopean Journal of Organic Chemis2@05 24, 5313-5329.
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d'a-thiomannose peracétyR41 (4,2 éq) et le temps d'irradiation (30h). Ces rications n‘ont

pas permis d'améliorer le rendement.

Enfin, I'élimination du groupement Fmoc est réeaisn présence de diéthylamine dans
CHsCN anhydre, a température ambiante pendant 3h.sApuéfication, le trimere2.51 est
obtenu avec un rendement de 73% (Schéma 2.31).

o Et,NH,CH,CN (1:2)

Fmoc N N/\)J\OtBu T.A, 4h N/\/U\N/\/U\N/\)kOtBu

/H 73% J)
AcO (o] O ) O 0
AcO A A
OAc OAc OAc OAc
OA Ac Ac

Schéma 2.31: Elimination du Fmoc du composg-glycoconjugué 2.51.

L'ultime étape consistait a établir un dernier dage thiol-éne en utilisant la plateforrfie

tripeptoide protégée par un Fnmé4 et la-thioGalNAc peracétyl@.42(Schéma 2.32).

AcO OAc

o)
o) AcO 242 o) o)

o 0 (o]
Fmoc.. /\)J\ N/\)J\O’Bu AcHNgy Fmoc\N/\)J\N/\/U\N/\)J\OtBu

hy Pyrex, 30% DPAP
| DCM, 7h

55%

2.54 0 NHAc NHAc 0 NHAc
AcO AcO AcO
AcO AcO AcO

OA

2.56

(o) (0] (0]
Et,NH, CH;CN (1:2) /\)J\ &)L &)kofau

T.A, 4h
70%
(0]
NHAc NHAc NHAc
AcO AcO AcO
AcO AcO AcO

OAc OAc OAc

2,57

Schéma 2.32: Synthése dttripeptoide S-GalNAc 2.57.

Nous avons ainsi appliqué les conditions les pffisages mises au point avec le mannose

(Tableau 2.6 - Essai 2) mais avec directement 3@RIAP. Aprés purification, IB-tripeptoide
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S-GalNAc 2.56 attendu est formé avec un rendement de 55%. Coomaessus, I'amine de la
plateforme peptoide est ensuite libérée de sonpgroant Fmoc et le trime257 est obtenu

avec un rendement de 70%.

D. Deprotection des unités saccharidiques

A ce stade, il nous été possible de déprotégesueses greffés sur les plateforms
tripeptoides2.51 et 2.57. Les raisons, pour lesquelles nous avons décidéediser cette

opération sont identiques a celles évoquées prauédat pour les composEsglycoconjugués.

Comme pour les plateformé€sglycosylées, cette réaction est effectuée sewedaditions

de désacétylation de Zemplén (Schéma 2.33):

(0] (0] (0] MeONa (0] (0] (0]
HN/\)J\N/\)J\N/\)J\O'BU MeOH, 1h HN/\)J\N/\/U\N/\)J\O’BU

NN O A

Su((l)Ac) Su((l)Ac) Su((l)Ac) Su(|OH) Su(|OH) Su(|OH)
Su(OAc)= Man(OAc) 2.51 Su(OH)= Man(OH) 2.58
Su(OAc)= GalNAc(OAc) 2.57 Su(OH)= GalNAc(OH) 2.59

Schéma 2.33: Désacétylation des sucres des platefies 2.51 et 2.57.

Les plateforme$-tripeptoidesS-glycosylées dérivées du mann@bBl et du GalNAc2.57
réagissent, ainsi, avec du MeONa, en quantitéytmpaé, dans du MeOH anhydre et le milieu
réactionnel est laissé sous agitation pendant Xam@érature ambiante. Nous obtenons alors

quantitativement les glycoconjugu2$8et2.59

E. Conclusion de I'étude

L'objectif de cette étude était d'appliquer la teghe de ligation par couplage thiol-éne a la
synthese des plateformBsaripeptoidesS-glycosylées. Pour ce faire, nous avons commenceé pa
préparer lesi-thiomonomeres peraceétyl@sAl et 2.42 ainsi que la plateform@-tripeptoideN-

allyle 2.43 en s'inspirant de la littérature. Une optimisatites conditions de TEC a ensuite été
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entreprise. Nous avons alors constaté qu'une piarede la plateforme peptoide par un
groupement Fmoc était nécessaire pour favorisedetion TEC. Dans ce cadre, les composés
Sglycosylés2.55 et 2.56 ont été synthétisés avec des temps d'irradiatictiege quantités en
DPAP plus importantes que ceux décrits dans lérdituire. De plus, malgré des rendements
relativement acceptables, I'obtention, a chaqueplage, d'une quantité non négligeable en
composés portant seulement un ou deux sucres congmosés non identifiés, nous laisse penser
que soit le groupement Fmoc engendre une géngudoouvant altérer |'efficacité du greffage,
Soit que ce groupe n'est pas completement inexte@ditions photochimiques. Ces hypotheses
ont pu étre étayées grace a l'essai de TEC réalise la plateforme peptoide acétyleg2 a
l'origine d'un rendement plus important avec unpeiirradiation plus court et une quantité en
DPAP plus faible. Malgré cela, aprés I'éliminatidn groupement protecteur Fmoc et la
déprotection efficace des sucres, nous sommes mave obtenir les structureS

glycoconjuguées mannoge8et GalNAc2.59souhaitées.
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avec |'agoniste du récepteur TLR7
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Chapitre lll: Couplage des plateformes avec I'agbamidu récepteur TLR7

Le ligand naturel du récepteur TLR7 est un ARN s@nipin riche en guanine et en uridine.
Ce récepteur est principalement localisé dans hepaotiment endosomal de certaines cellules
du systeme immunitaire telles que les cellules diégdes. Son activation permet la maturation
et la prolifération de ces cellules qui produisainisi des cytokines pro-inflammatoires (comme
par exemple: IL-6, IL-12 et TNE).”” Une variété d'agonistes synthétiques et de bads poi
moléculaires du récepteur TLR7 ont été développés dernieres années, allant des
imidazoquinolines (dont I''miquimod et le Resiquith@ux dérivés des bases purigtfé$3°23!
La découverte de ces composés a généré un viéirdans I'élaboration de nouvelles approches
en immunothérapie pour le traitement des maladitsctieuses et du cancer. Parmi eux, nous
pouvons citer le 9-benzyl-8-hydroxy-2-(2-méthoxyaty) adénine ou SM360320 (Figure 3.1)

qui est considéré comme étant un agoniste trésaeéfiet spécifique du récepteur TLRY.
NH,
NN
| S>—O0H
/I\ Z N>_

SR O

Figure 3.1: Structure du composé SM360320.

OMe

Certains groupes ont, par la suite, étudié l'intéle conjuguer des ligands du récepteur
TLR7, dérivés de l'adénine, a des structures mauldsrualaires afin d'obtenir une stimulation
plus importante du systéme immunitaire. Hayaskb#t**® ont synthétisé un dérivé du composé
SM360320 appelé UC-1V150, qui présente une fonctiolehyde libre sur le motif benzyle
permettant son couplage a la sérum albumine dess@8A pourMouse Serum Albumirpar
l'intermédiaire d'un linker bifonctionnel, le sugichidyl 6-hydrazino-nicotinamide acétone
hydrazone (SANH). Les résultats ont montré queecetinjugaison augmentait son activité

agonistein vitro et in vivo c'est-a-dire son potentiel d'induction de cytokii®m outre, la

229 Czarniecki, M. Small Molecule Modulators of Také ReceptorsJournal of Medicinal Chemistrg008 51,
6621-6626.

230 Kurimoto, A.; Hashimoto, K.; Nakamura, T.; NorinayrK.; Ogita, H.; Takaku, H.; Bonnert, R.; McInally.;
Wada, H.; Isobe, Y. Synthesis and Biological Evatra of 8-Oxoadenine Derivatives as Toll-like Retep?
Agonists Introducing the Antedrug Concejiturnal of Medicinal Chemistr01Q 53, 2964-2972.

%1 ee, J.; Chuang, T-H.; Redecke V.; She, L.; Pithayl.; Carson, D. A.; Raz, E.; Cottam, H. B. Malkez basis
for the immunostimulatory activity of guanine numdéde analogs: Activation of Toll-like receptorPtoceedings of
the National Academy of Sciences of the UnitedeStait Americ2003 100, 6646-6651.

232 Kurimoto, A.; Ogino, T.; Ichii, S.; Isobe, Y.: TebM.; Ogita, H.; Takaku, H.; Sajiki, H.; Hirota, KKawakami,
H. Synthesis and evaluation of 2-substituted 8-tbygadenines as potent interferon inducers with awed oral
bioavailabilities.Bioorganic & Medicinal Chemistr2004 12, 1091-1099.

Z3Wu, C. C. N.; Hayashi, T.; Takabayashi, K.; Sabkt,Smee, D. F.; Guiney, D. D.; Cottam, H. B.; &ar, D. A.
Immunotherapeutic activity of a conjugate of a Tiikdé receptor 7 ligandProceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Ame#i@@7, 104, 3990-3995.
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concentration minimale nécessaire en conjugué UCSIVMSANH-MSA (Figure 3.2) conduisant

a une libération efficace en cytokines est 10 afd0plus faible que celle de I'agoniste seul. Par
hypothese, il semblerait que la MSA interagissedeapent avec certains récepteurs présents sur
les cellules dendritiques favorisant I'endocytosecdnjugué et donc son transport dans les
endosomes ou réside le récepteur TLR7.

NH,
N
N
x =0
fo} N N (0]
H N~ | H MSA
OMe _N. ™
H n=5
[ |
UC-1v150

Figure 3.2: Conjugaison de l'agoniste UC-1V150 a lprotéine MSA.

Il est reconnu que l'endocytose de certains conspas&@éculaires peut également étre
facilitée grace a leur conjugaison & des structphesspholipidiques. A cet égard, Chan €t4l.
ont lié un ligand synthétique du récepteur TLR7 cave 1,2-dioleoylsnglycéro-3-
phosphoéthanolamine (DOPE, Figure 3.3). Il a étésiadémontré que la présence du

phosphoplipide améliorait ses capacités d'indugtiastro de cytokines.

NH,

H o)
NJ\EN J\/\/\/\/:\/\/\/\/
HO/QN/ N/Eo ?

OMe N~ R

| 0
Agoniste TLR7

Figure 3.3: Conjugaison d'un agoniste du TLR7 aveDOPE.

D'apres les auteurs, la présence du phospholipid®ED favoriserait I'assimilation du
conjugué (endocytose) par les cellules immunitagesaugmenterait sa persistance dans les
endosomes. Ces résultats ont mis en exergue labpitdsd'utiliser ce conjugué comme

immuno-adjuvant en vaccination thérapeutique. Lenm&onstat a été effectué lorsque cette

234 Chan, M.; Hayashi, T.; Kuy, C. S.; Gray, C. S.; Mu C. N.; Corr, M.; Wrasidlo, W.; Cottam, H. Barson, D.
A. Synthesis and Immunological CharacterizationTofl-Like Receptor 7 Agonistic ConjugateBioconjugate
Chemistry2009 20, 1194-1200.
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équipe a couplé le composé SM360320 a des chaéngslgithylene glycol (PEG, Schéma 3.4)
de hauts poids moléculaires (47 & 271 unft&s).

NH, n=6a 271
N
/N“\ T N—on R= CH,, CH,NH,, CH,N,
~
N
; N i
H 3/\NWOH
OMe N%/\()}R ‘ =N
o n
|
SM360320

Figure 3.4: Conjugaison du SM360320 a différenteshaines de PEG.

Par conséquent, I'ensemble de ces exemples onemilief que la conjugaison d'un
agoniste du récepteur TLR7 pouvait avoir des etférséfiques sur ses capacités d'induction de
cytokines et donc sur ses propriétés immuno-adjegarnLes structures moléculaires associées
permettant I'endocytose facilitent la rencontrereené ligand et le récepteur TLR7, ce qui

ameéliore la stimulation des cellules dendritiques.

Précédemment, nous avons construit des platefdBrrseptoidesO- ou S-a-GalNAc, qui
miment le cluster trimérique Tn, afin de pouvoibler les récepteurs MGLs des cellules
dendritiques ainsi que les récepteurs BCRs spéaeiigles cellules B. Ces interactions peuvent
intervennir dans l'endocytose de nos édifices fagat I'activation du TLR7. Nous avons choisi
comme agoniste du récepteur TLR7, celui utiliséc@démment par Chan et?af. pour la
ligation avec le phospholipide DOPE. Plusieursam@ésnous ont conduit a choisir cet immuno-

adjuvant:

» Acces rapide en 7 étapes.

» Présence d'une fonction acide carboxylique liéggrmupement benzyle permettant de
conjuguer ce ligand a différentes structures maéhias.

» Structure pratiquement identique a celle de 'UQAW qui est actif a des concentrations

de l'ordre du nanomolaifé®

Dans ce chapitre, nous décrirons la méthode etdssltats obtenus pour l'acces aux

structures agonistes TLR7-espacBtglycopeptoides (Schéma 3.5). Nous avons commegicé p

25 Chan, M.; Hayashi, T.; Mathewson, R. D.; Yao,&ay, C.; Tawatao, R. |.; Kalenian, K.; Zhang, Mayashi,
Y.; Lao, F. S.; Cottam, H. B.; Carson, D. A. Syrtiseand Characterization of PEGylated Toll Like &stor 7
Ligands.Bioconjugate Chemistr®011 22, 445-454.
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synthétiser l'immuno-adjuvant choisi. Stratégiguetnewous avons envisagé de coupler ce
dernier a l'acide amino-caproique (espaceur) peiscahjuguer le composé résultant aux
plateformes3-tripeptoidesO- et S.glycosylées?.27, 2.38 2.51 et 2.57, et enfin, pour les tests

immunologiques, de désacétyler les sucres grefiicles édifices ainsi formeés.

NH,
H
e

0 ) o)
OMe OH @ HN™ >">""CO,H @ HNVLNVLN/\)J\ofBu

o

X X X
Su((l)Ac) Su((l)Ac) Su((I)Ac) @

Agoniste TLR7 Acide amino-caproique Plateformes p-tripeptoides glycosylées
D'aprés Chan et al.?3*

X= 0, Su(OAc)= Man(OAc)  2.27
X= 0, Su(OAc)= GaINAc(OAc) 2.38
X= S, Su(OAc)= Man(OAc) 2.51
X='S, Su(OAc)= GaINAc(OAc) 2.57

NH,
H
S
O)\\N N
H H (0] (0] (0] (0]
OMe N\/\/\)J\N/\)J\N/\)]\N/\)I\OtBu

S S

Su(OH) Su(OH) Su(OH)

@ @ Couplages peptidiques @ Déprotection des sucres

Figure 3.5: Stratégie envisagée pour l'accés auxsttures agonistes TLR7-espaceuf-glycopeptoides.
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|. Conjugaison de l'agoniste du TLR7 avec l'espaceur

A. Voie de synthese générale de I'agoniste du TLR7 3.

La voie de synthese du dérivé de l'adént@é choisi comme ligand du TLR7, est
représentée sur le schéma %°?** Dans un premier temps, la chloration de la xaethin
commerciale, est effectuée en présence de triaelade phosphoryle et de DBU, au reflux
pendant 166 Pour cette synthése, PQGErt & la fois de réactif et de solvant. Le DB hpet
de déprotonner la xanthine, favorisant alors saotlision dans POglet sa chloration. Apres

recristallisation, la 2,6-dichloropuririel est obtenue avec un rendement de 62%.

La N-alkylation de la purin&.1, en position 9, est ensuite réalisée en préseadardmop-
tolunitrile et de carbonate de potassium dans I&FRMempérature ambiante pendant 22h. Le 4-
(2,6-dichloropurine-9-ylméthyl) benzonitril8.2 est obtenu avec un rendement de 57%.
Contrairement a la littérature, qui emploie unaffmation par chromatographie sur gel de silice,
ce composé est obtenu pur, aprés précipitation danMeOH. L'étape suivante consiste a
introduire une fonction amine primaire par subsittu nucléophile aromatique du chlore en
position 6 sur le composg2, en utilisant une solution d'ammonium méthanoligué M. Le
milieu réactionnel est placé a 60°C pendant 18Is danautoclave. Apres filtration, le 4-(amino-
2-chloropurine-9-ylméthyl) benzonitril@.3 est formé avec un rendement de 78%Ce dernier
est ensuite mis en réaction avec le 2-méthoxyétaende sodium dans du 2-méthoxyéthanol a
120°C, pendant 17h.

2% Zheng, Q.; Huang, B.; Danielsen, K.; Shukla, Ragi{ T. Facile and Practical Synthesis of 2,6-Qibpurine.
Organic Process Research & Developm20®4 8, 962-963.

135



Chapitre lll: Couplage des plateformes avec l'agbamidu récepteur TLR7

Br
e
Cl
N POCI;, DBU

Cl
7
HN | \> 1N/G |5 N\> K2C03 N)IN\>
8
Reflux, 16h DMF, T.A, 22h
o)\ﬂ N o c|)2\\N Cl)\\N N
3

4N
H H
62% 9 57% K@\
Xanthine 31 3.2 CN
NH, Ho/\/OMe NH,
MeOH-NH; (7 M) NP N Na NP N
60°C, 18h ] )\\ LY 120°C, 17h ] s L
’ cI”oN" N ’ o  >N“ N
T, ™ & O
CN OMe CN
3.3 3.4
NH, NH,
Br, N7 | N\>_ MeOH, Na N7 | N\>_
Br OMe
DCM, T.A, 24h 0)\\N N DME, 100°C, 18h o/k\N N
e T, " e QO
OMe CN OMe CN
3.5 3.6
1) EtOH, NaOH (10 M) NH,

Reflux, 15h Nﬁn
2) Nal, TMS-CI o )\\N | N>:°
CH,CN, 40°C, 4h H
82% OMe CO,H

3.7
Schéma 3.1: Voie de synthése de I'agoniste TLR71B.

La substitution nucléophile aromatique du chlorepesition 2 sur le compos®3 permet
alors l'obtention du 4-[6-amino-2-(2-méthoxyéth@uine-9-ylméthyl] benzonitril@.4 avec un
rendement de 72%. La bromation de cet hétérocydmatique est effectuée en présence de
dibrome dans du DCM, a température ambiante pergfdmaboutissant au compd&é avec un
rendement de 73%. Par la suite, la substitutiobrdme par un groupement méthoxy est réalisée
en utilisant le méthanolate de sodium dans du DMEQO°C pendant 18h. Le comp@é est

obtenu avec un rendement de 99% aprés purificg@rchromatographie sur gel de silice. Au
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final, l'agoniste du récepteur Toll 3.7) est formé suivant deux étapes successives a garta

purine 3.6.%**

Celle-ci est placée, dans un premier temps, dansélange EtOH/NaOH 10 M
(1:1) au reflux pendant 15h. Le milieu réactionest acidifié avec une solution d'acide
chlorydrique concentrée puis la phase aqueuseiatte avec du DCM. Conformément a ce qui
est décrit dans la littérature, différents prodgibet alors formés: le compo8é7 attendu ainsi

que l'acide 9-benzoique-8-méthdx et le 9-benzoate d'éthyle-8-08® (Figure 3.6).

NH NH
»—O0Me
;)\\N N ;)\\N N
OMe K(j\cozH OMe Kﬂj\cozEt

3.8 3.9

Figure 3.6: Produits formés avec l'agoniste TLR7 (3).

Ce milieu brut est ensuite traité par de l'lodueesddium et du chlorotriméthylsilane dans
CHsCN anhydre, a 40°C pendant 4h. Apres filtratiamriiuno-adjuvanB.7 est synthétisé avec
un rendement de 82%.

Pour finir, on peut ajouter que les rendementsrat#gour la synthése des purides 3.3,
3.4, 3.5et 3.6 sont plus importants que ceux relatés dans &ditlire. L'agoniste du TLR3.{)
a donc éte formé en 7 étapes avec un rendemeral gleli2% (rendement global obtenu dans la

littérature égale a 1,2%).

B. Essais de couplage avec l'espaceur

Comme nous l'avons précisé précédemment, |'espatt®isi, est I'acide amino-caproique
commercial. A ce stade, notre objectif était deimiédes conditions optimales de couplage
peptidique entre celui-ci et 'immuno-adjuvah?. Pour ce faire, nous avons décidé d'effectuer
différents essais a l'aide de l'acide benzoigus, gomme modéle. Ainsi, ce composé nous a
permis de mimer au mieux ce couplage peptidiqgueeelat fonction acide benzoique de
l'immuno-adjuvanB.7 et la fonction amine de I'espaceur (Tableau 3.1).
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(o)
P U UaN
©/COZH H,N CO,H @)‘xu/\/\/\cozH
Agent de couplage, base
Conditions
3.10
Essais Agents de couplage Bases Conditions Rendeisén
1 HATU Et:N DMF, T.A, 20h -
2 IBCF N(Bu) DMF/H,0 (3:1), 0°C, 2h30 75%

& Obtenus aprés purification par chromatographiesude silice

Tableau 3.1: Essais de couplage avec l'acide berqé.

Pour le premier essai, nous avons utilisé les tiomdi mises en place par Chan ef*al.
permettant la conjugaison de ce comp8s€avec la structure phospholipidique DOPE. De ce
fait, la réaction entre l'acide amino-caproiquel'&tide benzoique se déroule en présence
d'HATU et de triéethylamine dans le DMF, a tempémtambiante pendant 20h (Tableau 3.1 -
Essai 1). En outre, comme dans le cas de la synitiés plateforme®-glycosylées par la
méthode monomere (voir chapittg, nous avons, préactive l'acide benzoique avecUHaAvant
d'ajouter l'acide aminocaproique. La purificatianrdilieu réactionnel par chromatographie sur
gel de silice, nous a permis d'isoler dans les rséoneportions, deux produits. Néanmoins, les
analyses par RMNH (CDCL) de ces deux produits, n‘ont pas révélé la présdnccomposé

conjuguél.10souhaité.

Le deuxieme essai de couplage peptidique estécaliprésence d'IBCF et de tributylamine,
dans une solution DMFA® (3:1) a 0°C pendant 2h30 (Tableau 3.1 - EssalL@)composé
conjugué3.10 est obtenu avec un rendement de 75%. Grace &sahkaté nous étions donc en
mesure de pouvoir adapter ces conditions réactil@snau couplage peptidique entre I'agoniste
du TLR7 @.7) et I'acide amino-caproique (Schéma 3.2).

1) N(Bu); (1,5 éq)
DMF, T.A, 10 min

NH, 2) IBCF (1,5 éq) NH,
N)\/[H DMF, T.A, 10 min » H
| o : | o
H K@\ DMF/H,0 (3:1), 0°C, 28h H
H
0,
OMe COLH 55% OMe N__~_~_COH
o]

37 3.1

Schéma 3.2: Synthése de l'agoniste TLR7 conjuguél3.
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Nous avons, en outre, utilisé des quantités plysortantes en chloroformiate d'isobutyle
(1,5 éq), en tributylamine (1,5 éq) ainsi qu'erda@mino-caproique (5 €q). Cependant, le suivi
par CCM de I'évolution de la réaction s'est avéué pomplexe que prévu. En effet, les rapports
frontaux de I'agonist8.7 (réactif limitant) et de son dérivé conjugsid 1 étaient identiques (R
0,46; DCM/MeOH 85:15). Face a cette difficulté eup s'assurer que la réaction arrive a son
terme, nous l'avons laissé évoluer plus longter@ph)(que dans le cas du couplage effectué
avec l'acide benzoique. Nous avons, malgré tougsré isoler I'immuno-adjuvant conjugué
3.11 sous forme d'un solide blanc avec un rendementestedde 55%. Un autre essai a été
expérimenté avec une augmentation légére des tgsmeti agent de couplage et en base (2 éq
chacun). Malheureusement cet essai ne nous a pasmkaméliorer le rendement.

II. Conjugaison des plateforme$-tripeptoides glycosylées

Pour réaliser les couplages peptidiques entre Linoyadjuvant conjugued.l1l et les
glycopeptoides, nous avons décidé d'utiliser lemditions optimales mises en place
précédemment pour la synthése des platefor@rgb/cosylées par la méthode monomére en

solution:

» Agent de couplage: HATU (2 €q).
» Base: DIPEA (2,5 €q).
» Solvants: DCM/DMF (70:30).

Le compose.11let les glycopeptoides étant issus de voies daayatmulti-étapes et dans
un soucis de limiter leurs pertes, leurs quantiédpectives ont été fixées a 1 équivalent. Afin
d'éviter des réactions secondaires et pour facilés purifications, nous avons utilisé les
glycopeptoides présentant des sucres protégés.rémigr couplage a été effectué avec la
plateformep-tripeptoideO-mannosylée?.27 (Tableau 3.2 - Entrée 1). Le suivi par CCM de ce
couplage a mis en évidence un avancement de reaghis lent que pour la synthese des
plateformesO-glycosylées. Le temps de réaction était, de sitrqotus important (40h). Aprés
purification par chromatographie sur gel de sillescompos&.12est obtenu avec un rendement
de 53%.

De la méme maniére, nous avons réussi a réaliseouplage avec les plateformBs

tripeptoidesO-GalNAc 2.38 et Smannose2.51 (Tableau 3.2 - Entrées 2 et 3). Les résultats sont
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comparables a ceux obtenus pour le premier couplage de temps, nous ne sommes pas
parvenus a effectuer cette réaction avec la platef&GalNAc 2.57.

NH,

A)i u IS IS e

s

H
OMe N~~~ COH Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc)
3.11 ° X= 0, Su(OAc)= Man(OAc) 2.27
X= 0, Su(OAc)= GaINAc(OAc) 2.38
X= S, Su(OAc)= Man(OAc) 2.51
HATU (2 éq)
DIPEA (2,5 éq)
DCM/DMF (70:30)
NH, (Voir le tableau 3.2)
H
N
N ’
o =0
O N~ N

Oﬁe W\)L «)L Pt «)Lofsu

X= 0, Su(OAc)= Man(OAc) 3.12 J) J)

X= 0, Su(OAc)= GaINAc(OAc) 3.13
X= S, Su(OAc)= Man(OAc) 3.14 SU(OAC) SU(OAC) SU(OAC)

MeONa/ MeOH
1h, T.A

Quantitatif
NH,

xt =o
H o o) o] o
OMe N\/\/\)L «)L ~ A /\)kotBu

o
X= O, Su(OH)= Man(OH) 3.15 J) J) J)

X= 0, Su(OH)= GaINAc(OH)  3.16

X= S, Su(OH)= Man(OH) 3.17 Su(OH) Su(OH) Su(OH)
Entrées Glycopeptoides Temps de réaction Rendements
1 2.27 40h 53%
2 2.38 48h 53%
3 2.51 42h 55%

Obtenus aprés purification par chromatographiegysude silice.

Tableau 3.2: Synthése des édifices agonistes TLRSpaceur-glycopeptoides.
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Nous avons ensuite déprotégé les sucres des édifiattivalents3.12 et 3.13 grace aux
conditions de désacétylations de Zemplén. Les cegg®l5et 3.16 ont été obtenus de fagon
quantitative. Ces constructions ont été employées [es tests biologiqudsa vitro etin vivo
afin de valider I'importance de conjuguer ensendsdrois composantes du candidat vaccin. En
parallele, nous avons également réalisé ces dgkaaiis sur I'édificeSmannoses.14 avec la

méme réussite.

[1l. Conclusion de I'étude

Lors de cette étude, nous avons réussi a synthétises un premier temps, un dérivé de
l'adénine3.7, utilisé comme agoniste du récepteur TLR7. Nousrses parvenus a améliorer les
rendements de la plupart des étapes de la voigrdbése de ce composé par rapport a ceux
décrits dans la littérature. Par la suite, noushav@ussi a développer une méthode de ligation
entre cet agonist8.7 et l'acide amino-caproique. Pour cela, deux eskaisouplage, dans des
conditions différentes, ont été effectués a paldrl'acide benzoique, pris comme modele. La
construction agoniste TLR7-espac@utl ainsi obtenue, a pu étre conjuguée efficacement au
plateformeg3-tripeptoidesO- et S-glycosylée?.27, 2.38 et 2.51 grace a I'emploi de conditions

optimales de couplage peptidique établies dankdpitre précédent.
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

De nombreuses méthodes de ligation chimiosélectiessegments peptidiques, non
protégés au niveau de leurs chaines latéralegeeiidans la littératuré’ La stratégie appelée
ligation chimique native (NCL pounative chemical ligationmise au point par Kent et ses
collaborateur§®® est I'une des plus efficaces et des plus utiligées jour (Schéma 4.1). Elle

permet la formation d'un lien amide en faisant irdaig peptide thioester et un cystéinyle peptide.

HS H
e+ ko ? 1y
N - NCL N
H,N—] Peptide SR + H,N Peptide 24—CO,H H,N— Peptide N Peptide 24—CO,H
[ [ |

Peptide thioester Cystéinyle peptide

Schéma 4.1: Représentation de la méthode NCD!aprés Kent et coff*®

En France, le groupe de Melnyk a enrichi le répertde ligation native peptidique, en
développant une technique basée sur la réactivite gitoupement SEA (bis(2-
sulfanyléthyl)amino) porté eR-terminal; le second partenaire étant égalemenctysteinyle
peptide?*® Cependant, la présence d'un résidu cystéine au thioester étant des facteurs
limitant pour ces ligations, d'autres stratégiasnattant I'établissement d'un lien amide ont vu le
jour, telles que la ligation de Staudintf@ou la condensation entre des hydroxylamines et des

a-cétoacides terminauXt

En paralléle, plusieurs équipes ont mis en plasentiéthodes de ligations non natives. On

peut citer par exemple la formation de liens deetypioethe’*? thioester?** hydrazone**

%7 Hackenberger, C. P. R.; Schwarzer, D. Chemosetettigation and Modification Strategies for Pepsicend
Proteins Angewandte Chemie International Editi2008 47, 10030-10074.

8 Dawson, P. E.; Muir, T. W.; Clark-Lewis, |.; Kerfs. B. Synthesis of proteins by native chemicatiin.
Sciencel994 266, 776-779.

29 Ollivier, N.; Dheur, J.; Mhidia, R.; Blanpain, AVelnyk, O. Bis(2-sulfanylethyl)amino Native Pegtitigation.
Organic Letter201Q 12, 5238-5241.

20 Nilsson, B. L.; Kiessling, L. L.; Raines, R. T.aBtlinger Ligation: A Peptide from a Thioester anzida.
Organic Letter200Q 2, 1939-1941.

241 pattabiraman, V. R.; Ogunkoya, A. O.; Bode, J.GNemical Protein Synthesis by Chemoselective a-#Gito
Hydroxylamine (KAHA) Ligations with 5-OxaprolinéAngewandte Chemie International Editia12 51, 5114-
5118.

242 Englebretsen, D. R.; Garnham, B.; Alewood, P. FCassette Ligation Strategy with Thioether Replamenof
Three Gly-Gly Peptide Bonds: Total Chemical Synithesf the 101 Residue Protein Early Pregnancy Facto
[W(CH,SY®2°*5°7 "5 The Journal of Organic ChemistB002 67, 5883-5890.

“3Baca, M.; Kent, S. B. H. Catalytic contributionfzfp-substrate hydrogen bonds in "HIV-1 proteasgilored by
chemical synthesiProceedings of the National Academy of SciencabeotUnited States of Amerid®93 90,
11638-11642.

244 Gaertner, H. F.; Offord, R. E.; Cotton, R.; Timni3,, Camble, R.; Rose, K. Chemo-enzymatic Backbone
Engineering of Proteinghe Journal of Biological Chemistd94 269, 7224-7230.
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Chapitre IV: Conjugaison du peptide OVA 323-339

triazole (par CUAACY"” ou oxime. Ce dernier cas a, par ailleurs, étérixpaté par I'équipe de
Delmas dont nous avions déja évoqué un exempleégeéument (Figure 1.133.Celui-ci fait
référence a la synthése d'un candidat vaccin pgpédu deux unités MUC1 et un épitope T
(PADRE) sont lies ensemble par l'intermédiaireidisdns oximes. Une autre étude plus récente
concerne la ligation entre un peptide thioacideretutre peptide avec a l'extrémitéerminale

un groupement aziridine, entrainant I'établisserdemte forme réduite du lien amitf.

Dans ce chapitre, sont présentées deux stratégresagées pour la conjugaison du peptide
OVA 323-339 aux structures agoniste TLR7-espaetnipeptoidesO-glycosylées (Schéma
4.2).

A (0]
o
=gYEosy Coupl o)
. ouplage
Ester actif Peptidique Eamen )]\
. — Qs N ‘
B

P
Nski\f(n
(o]

Schéma 4.2: Assemblage du peptide OVA 323-339 audifices O-glycosylés:
A) Couplage peptidique direct; B) Ligation CUAAC.

(o) H ‘
CuAAC Edifices )J\N/\(/\N%(N
0-ql CO H N;NI o

bY

La premiere a consisté a effectuer un couplageigigpe direct entre I'extrémité\-
terminale du peptide et I'extrémi@terminale de nos structures, utilisées sous fadtasters
actifs (Schéma 4.2A). Deux essais de couplagesdipms ont été réalisés avec des édifices
présentant des sucres protégés ou déprotégéslaPaeronde stratégie, nous avons employé la
réaction de CUAAC (Schéma 4.2B). Pour ce fairétalt nécessaire de synthétiser des composés
fonctionnalisés en positioG-terminale par un alcyne (couplage avec la propangiyne) ainsi
que d'introduire un groupement azoture en positibterminale du peptide OVA 323-339

(couplage avec l'acide 6-azidohexanoique). Dansatke de ce type de ligation, les sucres

S valverde, I. E.; Lecalille, F.; Lalmanach, G.; Agoa, V.; Delmas, A. F. Synthesis of a Biologicallctive
Triazole-Containing Analogue of Cystatin A Throudgduccessive Peptidomimetic Alkyne-Azide Ligations.
Angewandte Chemie International Editid@12 51, 718-722.

246 Assem, N.; Natarajan, A.; Yudin, A. K. ChemoséleztPeptidomimetic Ligation Using Thioacid Peptides
Aziridine TemplatesJournal of American Chemical Soci&§1Q 132 10986-10987.
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greffés aux plateformes peptoides ont été désasétydbe maniere générale, les peptides

employés pour ces réactions ont été synthétisagoa f

|. Conjugaison par couplage peptidique

A. Essais avec des sucres protégés

Afin de mener a bien ce couplage peptidique, neossdécidé, au préalable, de mettre en
place des conditions de réaction a partir de cogpasodéles. L'intérét, ici, étant de limiter la
consommation en édifices agoniste TLR7-espafemipeptoides O-glycosylés, issus de
nombreuses étapes, et en peptide OVA 323-339. ¢ofaire, nous avons utilisé la plateforme
B-tripeptoide O-mannose2.32 et le chlorhydrate d'ester éthylique devaline (Schéma 4.3).
Cette forme salifiée de I'acide aminé est commkr@anous permet avantageusement d'étudier
les conditions de couplage a partir d'un ammonzomme c'est le cas du peptide OVA 323-339
(sel de TFA). Pour effectuer ce couplage peptidiqueus avons décidé de passer par la
formation d'un ester de pentafluorophényle (estBve) car, a l'instar de celui obtenu avedlia
hydroxysuccinimide (NHS), il est souvent employasita littérature dans le cadre de couplages
avec des peptides non protégés sur leurs chaitézalés et notamment lorsque des fonctions

acides carboxyliques sont présentes.

L'extrémité C-terminale de la plateform2.32 est tout d'abord déprotégée de son ester de
tert-butyle par le mélange TFA/DCM (1:1) a températambiante pendant 30 min. L'acide
carboxylique ainsi obtenu est directement engagé dae étape d'estérification de Stedfith
par traitement avec du DCC (1,9 éq), du DMAP (@2 et du pentafluorophénol (1,1 éq) dans
du DCM anhydre, & température ambidife*°La réaction est laissée sous agitation pendant
46h jusqu'a disparition complete de l'acide carbqug, observée en CCM. Cependant, afin
d'accélérer 'avancement qui s'avérait étre lenisravons dd, au cours de la réaction (a T= 21h),
rajouter 1 éq de DCC et de pentafluorophénol aijps 0,4 éq de DMAP. Au final, apres
élimination de la dicyclohexylurée (DCU) par filien et aprés purification du milieu par

247 Neises, B.; Steglich, W. Simple Method for the efification of Carboxylic Acids.Angewandte Chemie
International Edition1978 17, 522-524.

248 Rivera, J. M.; Martin, T.; Rebek, J. Jr. ChiraftBalls: Synthesis and Molecular Recognition PréiperJournal
of American Chemical Socie2p01, 123 5213-5220.

2% Hou, J-L.; Yi, H-P.; Shao, X-B.; Li, C.; Wu, Z-Qliang, X-K.; Wu, L-Z.; Tung, C-H.; Li, Z-T. Helit
Induction in Hydrogen-Bonding-Driven Zinc PorphyriRoldamers by Chiral &Incorporating Histidines.
Angewandte Chemie International Editid@06 45, 796-800.
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chromatographie sur gel de silice, I'ester de pleimi@phényled.1 est obtenu avec un rendement
de 70%. Le couplage peptidique avec le chloryddagster éthyligue de-valine est ensuite
réalisé en présence de triéthylamine dans un melanigydre DCM/DMF (80:20), a température
ambiante pendant une néif.Pour ce couplage, les quantités en esteet en acide aminé sont
toutes les deux fixées a 1 équivalent. Aprés pmatifbn, le composé.2 est isolé avec un
rendement de 90%.

1) TFA/DCM (1:1), T.A, 30 min

f
/\/lL /\)]\ /\)J\ (Quantitatif) N/\)LN/\)J\
2) PfpOH, DCC, DMAP
DCM, T.A, 46h
70%
0 0
Ac0® 0
AcD. é»pbcé» \JACO Acgg
OAc OAc OAc 2.32
OAc OAc OAc 3 e

Hol © Chz. N N/\)L o\/

Et;N, DCM/DMF (80:20)
T.A, nuit

90%
AcO 0 0
AcO

Schéma 4.3: Synthése du glycoconjugué 4.2.

Z

Z

Ces conditions efficaces de synthése utilisées agscomposés modéles ont alors pu étre
adaptées au couplage entre le peptide OVA 323-33%®difice agoniste TLR7-espacefiit-
tripeptoideO-mannose peracétylg.12 (Schéma 4.4). Comme précédemment, a partir de cet
edifice 3.12 l'acide carboxyligue est quantitativement formé grésence d'un mélange
TFA/DCM, a température ambiante pendant 30 minulEgasune nouvelle étape d'estérification
de Steglich est effectuée. Néanmoins, au vu dergelr de I'avancement observée avec la
plateforme peptoid@.32 nous avons directement introduit des quantités phportantes en
DCC (3 éq), en pentafluorophénol (2,1 éq) et en MVIA,6 €q). Apres disparition totale de
I'acide carboxylique au bout de 24h et apres matibon par chromatographie sur gel de silice,
I'ester activé4.3 est obtenu avec un rendement de 70%. Afin de euder maniére adéquate
I'évolution du couplage, cet ester et le peptideAC323-339 ont été caractérisés par HPLC

analytique. Leurs temps de rétention sont respatint de 19,4 min et de 4,2 min.

20 pryor, K. E.; Rebek, J. Jr. MultifunctionalizedyGolurils. Organic Letters1999 1, 39-42.
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Comme ce fut le cas avec nos composés modélesufgage peptidique (Schéma 4.4) est
effectuée par traitement avec de la triéthylamim@msdun mélange de solvants anhydres
DMF/DCM (80:20), a température ambiante. L'estepeletafluorophényld.3 et le peptide sont
en quantité équimolaire (1 €g chacun). La réaatisinlaissée sous agitation pendant une nuit.
Apres analyse du milieu réactionnel par HPLC, naxmns remarqué la disparition compléte de
I'ester4.3 mais également la présence du peptide OVA 323-@3 du pentafluorophénol (¥
18,5 min) et de deux nouveaux produits. Le preifiier 6,3 min), que nous appellerons produit
A, présentait une intensité sur le chromatogrammieCH@n mAU) presque identique a celle du

peptide alors que l'autre (¥ 21,9 min - produiB) était minoritaire.

Nous avons malgré tout pris la décision d'arré&eréaction et de purifier le milieu par
HPLC préparative dans le but d'identifier les coegs® et B. L'ensemble des composés ont
donc pu étre séparés et récupérés. Les prodlets ont été, par la suite, caractérisés par RMN
'H (D,0) et par HR-MS. Malheureusement, aucun des deaslufis ne correspondaient au
composé conjugud.4 attendu. La structure du prodiBt n'a pu étre identifiee alors que le
produitA s'est avéré étre l'acide carboxylique obtenu plefoénent a partir de I'édifice12 I
semblerait que la non réactivité entre le peptidAB23-339 et I'ester de pentafluorophényle
4.3 favorise la détérioration dans le temps de ce deraboutissant a la formation de I'acide
carboxyliqgue. On peut également penser que l'atadeoxylique s'est peut étre formé pendant
I'analyse HPLC. De ce fait, les conditions de cagpl mises en place ne permettaient pas

['établissement du lien amide.
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NH,
H
SN

’) (o] (o) (o) (o]
H
OMe NM /\/U\ /\)J\ /\)J\ "
N N N O'Bu
o) J)
(o] (0] (o]
312 AcOo AcOo AcO0
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc
OAc

OAc OAc

1) TFA/DCM (1:1), T.A, 30 min (Quantitatif)

NHz 2) PfpOH, DCC, DMAP, DCM, T.A, 24h
NN 70%
P N
o N~ N

(o) (0] (0]
4.3 AcO0 AcOo AcOo
AcO AcO AcO
OAc OAc OAc

OAc OAc OAc
NH
H
NZ | N>=O Et;N, DMF/DCM (80:20)
o)\\N N T.A, nuit

4.4 AcO AcO AcO

OAc OAc OAc
OAc OAc OAc

Schéma 4.4: Essai de couplage peptidique du pepti@d/A 323-339 avec I'édifice 3.12.

B. Essai avec des sucres libres

Pour réaliser le couplage peptidique avec des suitnes greffés sur nos structures, nous

nous sommes inspirés des travaux effectués par gbuses collaborateurs sur la synthese
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chimique en solution de glycopeptides & partir dmomeéres glycosyl&s2°2%>3 es fonctions
alcools libres de ces sucres permettent aux glytases d'étre solubles dans des solvants
organiques polaires et insolubles dans les aulypsstde solvants. La synthese de ces
glycopeptides se déroule donc dans des solvardsqiet le NMP ou le DMF (solutions
homogeénes) et leurs précipitations interviennentapdition de diéthyléther dans le milieu. Les
solides obtenus par filtration sont lavés alors sesous-produits de méme que les exces de
réactifs restent, eux, en majorité dans le filtEz. ce fait, 'utilisation de sucres libres etdis;

de diéthléther facilite la purification des glycppides formés a chaque étape de synthese. C'est
une méthode rapide, efficace qui permet, la plugarttemps, de s'affranchir des étapes de
purification par chromatographie sur colonne. Déspla présence de fonctions alcools libres a

l'avantage de ne pas altérer les couplages peptisliq

Nous nous sommes plus particulierement intéreasésnades opératoires définies pour le
couplage entre un nonapeptide et un glycotripepgtidsentant des sucres déprotégés (Schéma
4.5)?** Comme dans notre cas, le nonapeptide qu'ils eniljiposséde plusieurs fonctions acides
carboxyliques libres qui peuvent interférer dansélaction de couplage. L'activation de l'acide
carboxylique du glycotripeptide passe donc paotenftion d'un ester de pentafluorophényle.

1 Guo, Z.; Shao, N. Glycopeptide and GlycoproteintBgsis Involving Unprotected Carbohydrate BuildBigck.
Medicinal Research Revie®805 25, 655-678.

%2 Xue, J. Guo, Z. Efficient Synthesis of Complex Glgeptides Based on Unprotected Oligosaccharitles.
Journal of Organic Chemistrg003 68, 2713-2719.

#3Wen, S.; Guo, Z. Unprotected Oligosaccharidestas® Tags: Solution-Phase Synthesis of Glycopeptidi
Solid-Phase Workup®rganic Letter2001, 3, 3773-3776.

%4 shao, N.; Xue, J.; Guo, Z. Chemical Synthesis BRE Glycopeptides Containing the Acid-Labile Fudosy
Linkage.The Journal of Organic Chemist3003 68, 9003-9011.
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AcHNJk i( \)LO,B AcHN\)k i‘/N\)J\OH AcHN\)J\ i \)J\opfp

TFA, DCM DCC, PfpOH
NH NH - NH
T.A, 2h NMP, T.A, 5h
O/ _NHAc a O/ _NHAc b O/ _NHAc
OH OH OH
(o) (o) 0
d oOH d GOH d GOH
HO HO HO
HO O’/ NHAc HO 0"/ NHAc HO 0"/ NHAc
HO HO HO
o ©OH o OH o OH

c Nonapeptide
NMP, T.A, 5h

AcHN\)L i(NQL /CN\)L /Q(N\)L OHH\:)(J)\H/[:&\:)?\H/E:OH
NH /<:0 0 o4 O\ 0

H,N
0"/ _NHAc
OH o
o o OH Rendement sur 3 étapes: 43%
HO Traitement étape b: précipitation (Et,0)
HO O/ NHAc Traitement étape c: précipitation (Et,0) puis HPLC
HO
HO OH

Schéma 4.5: Exemple de stratégie de synthése enirenonapeptide et un glycotripeptide
D'aprés Guo et coft**

Dans un premier temps, nous avons synthétisé datement l'acide carboxylique
correspondant a I'édifice agoniste TLR7-espa@euipeptoide O-mannose-(OH)3.15 par
traitement par dans un mélange TFA/DCM (1:1), api@ature ambiante pendant 1h40 (Schéma
4.6).
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

NH,
H

N7 | N/L_o
O/I\\N N

o o) o)
3.15 HO o HO 0 HO 0
HO HO HO
OH OH OH

OH OH OH

1) TFA/DCM (1:1), T.A, 1h40
2) PfpOH, DCC, DMAP, NMP, T.A, nuit

NH, NMP
H T.A,3J
N7 N
0" "N" N

OMe H\/\/\)J\N NVkNVLH/
gy

Schéma 4.6: Essai de couplage peptidique du pepti@d/A 323-339 avec I'édifice 3.15.

Apres lyophilisation, celui-ci est directement egpgalans I'étape d'estérification de Steglich.
Contrairement aux essais précédents, nous avorie fms-ci utilisé des quantités tres
importantes en DCC (20 éq) et en pentafluorophéadl éq). De plus, par rapport a la
littérature?®* nous avons pris l'initiative de rajouter du DMARE éq). Au bout d'une nuit, du
diéthyléther est ajouté et nous obtenons alorsolidesblanc qui est directement engagé dans
I'étape de couplage peptidique avec le peptide Q2339 (1 €q) dans le NMP, a température
ambiante. De la méme maniére, aprés 3 jours ddovaan nouveau solide blanc est formé par
introduction de diéthyléther dans le milieu. L'aysal par HR-MS de ce dernier, a révelé la
présence de quantités importantes en peptide OVH332 ainsi qu'en acide carboxylique
synthétisé auparavant a partir de l'édifg@5 Malheureusement, aucune trace du composeé
conjugué4.5 souhaité n'a été détecté. Par conséquent, comnslelacas de I'essai avec les

sucres protégés, ces conditions opératoires nepssnfavorables au couplage avec le peptide
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

OVA 323-339. La mise en place d'une autre stratdgieonjugaison, notamment par CUAAC, a
alors été développée.

II. Conjugaison de type 1,2,3-triazole par CUAAC

A. Rappels bibliographiques

La cycloaddition thermique de Huisgen entre un@zobrganique et un alcyne vrai conduit
généralement & un mélange de 1,4- et 1,5-régioimsfie De maniére indépendante, les
groupes de Sharple$¥ et de Meldaf®’ ont montré que ['utilisation de €uconduisait
exclusivement au régioisomére 1,4 et diminuaietefs de réaction de 1fbis, permettant ainsi
de s'affranchir totalement de la nécessité d'ueeaébn de température (Schéma 4.7). On parle,

ici, de cycloaddition [3+2] azide-alcyne catalyséecuivre (CUAAC).

®@
NN N-R N N
CU(I) N’/ ‘N,R1 R1\N’ \‘N
+ ol - 5_/
R,—=——H Rz R;
régioisomeére 1,4 régioisomére 1,5
100% 0%

Schéma 4.7: Régiospécificité de la réaction de Cu&A

Les réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire airéalisées rentrent parfaitement dans le
cadre de la «Click Chemistry». C'est un concegnilgbur la premiére fois par SharplésSl|
se base sur différents criteres qu'une réactiarrewiplir afin de pouvoir étre qualifiée de «Click

Chemistry». Les criteres énonces par Sharplesdesoauivants:

» La réaction doit étre modulaire (mettant en jeu«lbfocs » a assembler).

%5 Huisgen, R. Kinetics and reaction mechanismscsasteexamples from the experience of forty yeBrse and
Applied Chemistryt 989 61, 613-628.

% Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; $piess, K. B. A Stepwise Huisgen Cycloaddition Rsx
Copper(l)-Catalyzed Regioselective "Ligation” ofides and Terminal Alkyneg&ingewandte Chemie International
Edition 2002 41, 2596-2599.

%" Tornge, C. W.; Christiensen, C.; Meldal, M.; Péptiiazoles on Solid Phase:[1,2,3]-Triazoles by iBsggcific
Copper(l)-Catalyzed 1,3-Dipolar Cycloadditions afriininal Alkynes to AzidesThe Journal of Organic Chemistry
2002 67, 3057-3064.

#8Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Clickh€@nistry: Diverse Chemical Function from a Few Good
ReactionsAngewandte Chemie International Editia@01, 40, 2004-2021.
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

La réaction doit présenter un large champ d'apjpdica
Des conditions de réaction simples (idéalemennisibées a I'oxygéne et a I'eau).
Des substrats de départ et des réactifs facileawmaissibles.

Absence de solvant ou utilisation d'un solvant texique (tel que l'eau).

YV V. V V V

Un processus de purification du produit formé qoit détre simple (méthodes non
chromatographiques).

A\

Les rendements doivent étre tres élevés.

A\

Les sous-produits générés doivent étre « inoffensét doivent pouvoir étre éliminés par
des méthodes non chromatographiques.
» La réaction doit étre stéréospécifique (mais passsairement énantiosélective).

L'espéce CUl peut étre introduite directement sous forme des s@ul, CuBr,
CUOTf.GHe...) mais elle peut également étre introduite Souse de sels de &, tels que

CuSQ.5H,0, en présence d'un réducteur, comme l'acide agoerbu l'ascorbate de sodium.

La cycloaddition 1,3-dipolaire par CUAAC est unetinoéle de ligation qui a été récemment
mise en exergue, par lI'équipe de Delmas et Aucagaoer le couplage de peptides non
protégé<*>®° 'hétérocycle 1,2,3-triazole est un bioisost&édu lien amidetrans présent
dans les peptides dont il mime trés précisément clé#gres géomeétriques, stériques et
électroniques. Il peut également participer a tangtion de liaisons hydrogenes et d'interactions
dipble-dipdle. De plus, certaines études ont matee ce cycle 1,2,3-triazole est un groupement

peptidomimétique qui peut favoriser la structunaiecondaire des peptid8s.

La réaction de CUAAC est donc une méthode robuespégle, régiospécifique, orthogonale a
d'autres réactions et surtout tolérante vis-a-gisidmbreux groupes fonctionnels et notamment

ceux présents sur les chaines latérales non pestégs peptides.

Afin de mettre en place cette stratégie de ligatimus devions, préalablement, élaborer des
édifices fonctionnalisés par un alcyne. Le pep@d&A 323-339, quant a lui, a été fonctionnalisé

par un azoture.

29 Aucagne, V.; Valverde, I. E.; Marceau, P.; Galipst.; Dendane, N.; Delmas, A. F. Towards the Sifigaition
of Protein Synthesis: Iterative Solid-Supported dtigns with Concomitant Purification®Angewandte Chemie
International Edition2012 51, 11320-11324.

?0Hua, Y.; Flood, A. H. Click chemistry generates/ipeged CH hydrogen-bonding triazoles: the lagddition to
anion supramolecular chemistyhemical Society Revie@91Q 39, 1262-1271.

*1Horne, W. S.; Yadav, M. K.; Stout, Y. C. D.; GhadM. R. Heterocyclic Peptide Backbone Modificatioin an
a-Helical Coiled Coil.Journal of American Chemical Socie904 126, 15366-15367.

%2Ko, E.; Liu, J.; Perez, L. M.; Lu, G.; Schaefer; Burgess, K. Universal Peptidomimeticiournal of American
Chemical Societ011, 133 462-477.
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

B. Synthese des édifices fonctionnalisés par un alcyne

L'introduction du groupement alcyne a été effectudextrémitéC-terminale par couplage
peptidigue avec la propargylamine sur des compgwésentant des sucres peracétylés.
Stratégiquement, nous avons décidé d'introduictiment ce groupement sur nos plateformes
B-tripeptoidesO-glycosylées protégées a l'extrémiMderminale. Ces plateformes ont, ensuite,
éte déprotégées puis couplées a I'agoniste du BLRIié a I'acide amino-caproique. Au final,
les sucres des édifices obtenus ont été désacét@éamoins, nous ne pouvions pas utiliser les
plateformesO-mannose2.32 et O-GalNAc 2.37 précédemment forméegh@pitre 11), car
I'élimination du groupement carboxybenzyle par bgeénolyse pourrait entrainer la réduction de
I'alcyne. Pour nos syntheses, le Cbz a alors étplaeé par un groupement Fmoc, généralement

éliminé dans des conditions basiques.

La synthése des plateform@aripeptoidedO-glycosylées, protégées dhterminale par un
Fmoc, a nécessité l'utilisation de la méthode mamweren solution. Pour ce faire, nous sommes
partis des monomeéres amines manm4e et GalNAc2.13 lIs sont, tout d'abord, traités en
présence de 9-fluorénylméthyle chloroformiate (Fr@bcet d'une solution aqueuse saturée en
bicarbonate de sodium dans le 1,4-dioxane (SchéBal4s glycosides mannodes et GalNAc

4.7 sont obtenus avec des rendements respectivem@igtlet de 84%.

o Fmoc-CI lo)
NaHCO; sat
HNVJ\O‘Bu Fmoc\NVkO,Bu
1,4-dioxane
0°C—T.A
0 “ 0
Su(OAc) Su(OAc)
Man(OAc) 212 Man(OAc) 4.6, 91%

SUOACK GaiNAc(OAC) 2.13 SulOAl GaiNAc(OA) 4.7, 84%

Schéma 4.8: Protection des monomeres amines 2.12¢i3 par un groupement Fmoc.

A partir de ces glycosides, nous avons utilisénhegles opératoires mis au point pour la
synthese des plateformeB-glycopeptoides2.32 et 2.37 protégées par le groupement
carboxybenzyle (Schéma 4.9). Les partenaires adddsoxyligues mannose et GalNAc sont
formés quantitativement par traitement des glycpmprés correspondants par un mélange
TFA/DCM (1:1), a température ambiante pendant 1HE5sont, a chaque fois, directement

engageés sans purification dans I'étape de coumlaggdique. Pour I'ensemble des couplages
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

peptidiques, nous avons utilisé les conditionsroglies définies auparavant (Tableau 2.4, essai
8). Les quantités en composés glycosylés engagba@ue couplage sont fixées a 1 é€q. Les
diméres mannos& 8 et GalNAc4.9 sont respectivement obtenus avec des rendemefttet

81%. Les trimeres mannodel0et GalNAc4.11sont, quant a eux, formés avec des rendements

de 87% et de 75%.

(0]

o 1) TFA/DCM (1:1) Q
Fmoc\N/\)ko,Bu 0°C —T.A, 1h15 N FmOC\N/\/U\N/\)]\OtBu

2) 2.12 ou 2.13, HATU (2 éq)
DIPEA (2,5 éq), T.A
DCM/DMF (70:30)

o 17h (4.8) ou 14h (4.9) o o
Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc)
_ Man(OAc) 4.6 _ Man(OAc) 4.8, 90%
Su(OAC)= GaINAC(OAC) 4.7 SU(OAC)= GaINAC(OAC) 4.9,81%

(o) (0] (o)
1) TFA/DCM (1:1)
0°C—T.A, 1h15 Fmoc. /\)L /\)J\ /\)I\OtBu

2) 2.12 ou 2.13, HATU (2 éq)
DIPEA (2,5 éq), T.A
DCM/DMF (70:30)

18h (4.10) ou 20h (4.11)

Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc)

Man(OAc) 4.10, 87%

Su(OAC)= GaINAC(OAC) 4.11,75%

Schéma 4.9: Synthése des plateformpsglycopeptoides 4.10 et 4.11 par la méthode monoméen solution.

Grace a ces résultats, il nous a été possiblesdeolmparer avec ceux observés auparavant
pour la synthése des glycoconjugu@snannose2.32 et O-GalNAc 2.37. Nous avons alors

constaté alors que:

» Dans l'ensemble, les couplages peptidiques effecavéc des composés mannosylés
donnent de meilleurs résultats.

» Les couplages peptidiques réalisés avec le Fmeacpmme groupement protecteur sont
plus efficaces. De ce fait, lors de la syntheseromere GalNAcN-Fmoc 4.11, nous
n'‘observons pas, cette fois-ci, la formation m&me d'une impureté comme ce fut le cas
avec le trimére GalNAbI-Cbz2.37.

A ce stade, nous avons été en mesure de pouvaiidanaliser ces trimeres par un alcyne
en positionC-terminale. Apres formation quantitative des acidasboxyliques, ces derniers

réagissent avec la propargylamine en utilisantcteglitions optimales de couplage peptidique
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

(Schéma 4.10). Les glycoconjugués manndsE et GalNAc 4.13 sont obtenus avec des
rendements de 86% et de 95%. La déprotection eitiqgodl-terminale de nos composés est
réalisée par traitement en présence d'un mélangéHETH;CN (1:2), a température ambiante

pendant 4h. Les glycoconjugués mannddd et GalNAc4.15sont produits quantitativement.

1) TFA/DCM (1:1)

(0] o] (0]
Fmoc. ~ I~ I~ Mg, _OCCTA 1hts Fmoc. A)L /\)L /\)L

S e g

DIPEA (2,5 éq), T.A, 18h

Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc) DCM/DMF (70:30) Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc)
_ Man(OAc) 4.10 _ Man(OAc) 4.12, 86%
Su(OAC)= GaINAC(OAC) 4.11 SU(OAC)= GaINAC(OAC) 4.13,95%

Et,NH/CH,CN (1:2)

T.A, 4h . HN/\)J\ /\)\ /\)J\N

A

Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc)

Man(OAc) 4.14
GalNAc(OAc) 4.15
Quantitatif

Su(OAc)=

Schéma 4.10: Synthése des plateformBgripeptoides O-glycosylées fonctionnalisées par un alcyne.

Nous avons, par la suite, couplé ces trimetdst et 4.15 avec l'agoniste TLRB.11
conjugué a l'acide amino-caproique (Schéma 4.1d9.ddifices0-mannoset.16 et O-GalNAc
4.17 sont respectivement obtenus avec des rendementS0%e et de 48%. Enfin, la
désacétylation des sucres dans les conditions depla, nous a permis de former

guantitativement les édificés18et4.19attendus.
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NH,

)\)ji >=0 HN/\)OL /\)OL /\)OLH/\\\

R

\/\/\)J\OH Su(OAc) Su(OAc) Su(OAc)

3.1 Su(OAc)= Man(OAc) 4.14; GalNAc(OAc)= 4.15

ZT

OMe

HATU (2 éq)
NH, DIPEA (2,5 éq)

DCM/DMF (70:30)
)ji o T.A, 40h
H o (0] (0] o
N\/\/\)J\

oS

Su(OAc)= Man(OAc) —  4.16,50%
GalNAc(OAc) 4.17, 48% SU(OAC) Su(OAc) Su(OAc)
MeONa, MeOH
TA, 1h
NH
N/
AT o
o " >N" N

i 77 s
Man(OH) 418

GalNAc(OH) 4.19
Quantitatif

Su(OH)= ] |
Su(OH) Su(OH) Su(OH)

Schéma 4.11: Acces aux édificé¥glycosylés fonctionnalisés par un alcyne.

Avant d'utiliser le peptide OVA 323-339, nous avensrepris de vérifier si la cycloaddition

1,3-dipolaire catalysée au @ était réalisable avec nos édifices fonctionnaligisun alcyne et

présentant des sucres déprotégés. Ainsi un essauAAC a été expérimenté entre I'édifide

mannose4.18 et l'acide 6-azidohexanoique. Ce dernier corradpmoiiespaceur qui a servi a

fonctionnaliser par un groupement azoture le pepB¥A 323-339. Cependant, il nous fallait,

au prealable, préparer cet espaceur. Pour ce faoeis avons fait réagir l'acide 6-
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bromohexanoique commercial avec l'azoture de sodiams du DMF a 85°C pendant 3h
(Schéma 4.12). L'acide 6-azidohexanoique est alitenu avec un rendement de 97%.

(0] NaN3 (0]
HO)J\/\/\/Br DMF, 85°C, 3h HOJJ\/\/\/ N3
Acide 6-bromohexanoique 97% Acide 6-azidohexanoique

Schéma 4.12: Synthése de l'acide 6-azidohexanoique

Pour la réaction de CuAAC, nous avons choisi deslitions aqueuses utilisées par I'équipe
de Delmas et Aucagne pour le couplage de peptiigseMma 4.13A). L'édificd.18(3 mM - 1
€q) et un léger exces d'acide 6-azidohexanoig@es(f), sont dissouts dans un tampon phosphate
a pH 8 (solution & 150 mM). Par la suite, une sofutle C&¥ (3 éq), est introduite dans le
mélange. Celle-ci est préparée a partir d'une isolute CuSQ5H,0 (0,5 M) et d'une solution
d'ascorbate de sodium (1 M). L'ensemble des solitamueuses sont réalisées sous argon et
dégazées afin d'éliminer au maximum la présenaiaggene pouvant altérer la cycloaddition.
Avec ces conditions, nous avons observé la dispartompléte de I'édificd.18 en CCM au
bout d'un heure de réaction.

Aprés élimination des sels de cuivre par centrifioga la solution aqueuse récupérée est
purifiée sur une cartouche SPE de silice greffé@ €le composéd.20est élué avec du MeOH
(voir partie expérimentale). Au final le proddi20issu de la cycloaddition est obtenu avec un
rendement de 70% (Schéma 4.13B). Nous pouvons edmslure que la réaction de CuAAC
peut étre adaptée a nos édifices fonctionnalisésrpalcyne.

263 Grandjean, C.; Boutonnier, A.; Guerreiro, C.; Foer, J-M.; Mulard, L. AThe Journal of Organic Chemistry
2005 70, 7123-7132.
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NH
N/
Jo I =0
0" "N N
OMe N~~~
N N N H/\
i J) J)
o) o) o)
4.18 Ho2{ o2 Ho®
HO HO HO
OH OH OH
o) OH o)
o)

Cu" (Cus0,.5H,0+Ascorbate de sodium)

NH, H tampon phosphate (150mM, pH 8)
N~ T.A,1h
PNy N/EO 70%
N
(o] (o) o (0]

(o] (0] (0]
(0] (0] (0]
HO HO HO
4.20 HO HO HO
OH OH OH
OH OH OH
B UV WIS 1
B =71y WL 305 nm
Tr=5,9 min

1000 4

780

250 4

o

\ T T T B
oo a0 10,0 150 20,0 25C 30,0 350 40,0

-200

Schéma 4.13: Synthése de I'édifice 4.20. A) Conditis réactionnelles et résultats;
B) Chromatogramme HPLC (MeOH/H,0 (0,1% TFA) 90:10; 205 nm).
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C. Essais avec le peptide fonctionnalisé par un azotir

Les conditions standards utilisées ci-dessus @orédction de CUAAC, ne sont pas toujours
compatibles avec la bioconjugaison de peptideseftat, I'association dans un milieu des ions
cuivre et de l'ascorbate de sodium, méme en conddnaérobique, peut étre a l'origine de
réactions indésirables au niveau des chaines liedénan protégées de certains acides aminés.
De maniéere générale, l'ascorbate de sodium egjemt eéducteur de choix qui permet de réduire
les ions C{f’ en C\f. Cependant, celui-ci peut également réduire I'érggmoléculaire résiduel,
entrainant la formation d'espéces réactives de/déne comme le péroxyde d'hydrogéfie.
Suivant une réaction de Fenton ou d'Haber-Weid$e espéce permet I'obtention du radical
hydroxyle (HO). Les espéces réactives de l'oxygéne, et pluscp@tement HQ peuvent
oxyder certaines chaines latérales sensibles daaithinés tels que la cystéine, la méthionine ou
I'histidine. Ainsi, certains groupes ont mis endévice |'oxydation du noyau imidazole de
I'histidine en 2-imidazolone par action du radicgdiroxyle?°>%°©2%’Ce dernier présente aussi la
faculté de pouvoir dégrader les protéines et lggtiges. Les produits issus de l'oxydation de
I'ascorbate de sodium, notamment le déhydroaseodialle glyoxal, peuvent interagir avec la
cystéine, la lysine ou l'arginine. Ceci aboutitaanhodification de la structure de leur chaine

568,269

latéral ou a la formation d'un lien covalent entre efi€s.

Le peptide OVA 323-339 posseéde trois acides amgasibles (deux histidines et une

arginine). Finn a montf&* que I'emploi d'un excés de ligand hydrophile defamille des

4 Baker, W. L.; Goode, J.; Cooper, L. EstimationHyfdrogen Peroxide Formed and Residual Ascorbatéén
Copper Catalysed Oxidation Reaction of Ascorbistikrochimica Actal992 106, 143-152.

%5 Uchida, K.; Kawakishi, S. Selective Oxidation afitlazole Ring in Histidine Residues by the Ascorhaid -
Copper lon SystenBiochemical and Biophysical Research Communicati@8§ 138 659-665.

%% g5choneich, C. Mechanisms of metal-catalyzed oiidath histidine to 2-oxo-histidine in peptides gndteins.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analy®®¥Q 21, 1093-1097.

%7Lju, Y.; Sun, G.; David, A.; Sayre, L. M. Modelusiies on the Metal-Catalyzed Protein Oxidationu&ture of a
Possible His-Lys Cross-LiniChemical Research in Toxicolog904 17, 110-118.

28 Thornalley, P. J. Glutathione-dependent detoxifitaof a-oxoaldehydes by the glycoxalase systenoliment
in desease mechanisms and antiproliferation agtfitglyoxalase | inhibitorsChemico-Biological Interactions
1998 111-112 137-151.

9 ghangari, N.; Chan, T. S.; Chan, K.; Wu, S. HBr@n, P. J. Copper-catalyzed ascorbate oxida@sults in
glyoxal/AGE formation and cytotoxicitiMolecular Nutrition & Food Researck007, 51, 445-455.

2’0 Nagaraj, R. H.; Sell, D. R.; Prabhakaram, M.; @, B. J.; Monnier, V. M. High correlation betwee
pentosidine protein crosslinks and pigmentation licapes ascorbate oxidation in human lens senescend
cataractogenesig$roceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of AmericE99], 88,
10257-10261.

2"LHong, V.; Presolski, S. I.; Ma, C.; Finn, M. G. &ysis and Optimization of Copper-Catalyzed Azidéyhe
Cycloaddition for BioconjugatiorAngewandte Chemie International Editid809 48, 9879-9883.
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polytriazolylamines?tel que le THPTA permettait l'interception rapides espéces réactives
de l'oxygéne. De plus, ce type de ligand peut foramecomplexe stable et protecteur avec les
ions C, ce qui les maintient sous cet état d'oxydaffor{®et empéche leur interaction avec les
azotes présents sur les imidazoles des histidiffeBout ceci favorise I'accélération de la
réaction de cycloaddition. L'équipe de Finn a égalet montré l'intérét d'utiliser un exces de
chlorhydrate d'aminoguanidine afin d'interceptdicatement les produits issus de l'oxydation
de l'ascorbate de sodium. De plus, il est en gépéeéerable de se placer dans des conditions

anaérobiques”

L'ensemble des solvants employés ont préalablegténtésoxygénés a travers plusieurs
cycles vide (a 15 mbar)/argon et toutes les réastie cycloadditions ont été effectuées sous
argon dans un tampon HEPES@od's buffef).?”® Celui-ci présente I'avantage, par rapport au
tampon phosphate, d'avoir une faible affinité pdes ions CH’,2”" ce qui limite leur
précipitation. Un premier essai a donc été réalsatilisant I'édificédD-mannosylét.18 (Schéma
4.14A). Cet édifice ainsi que le peptide OVA 32383fht, dans un premier temps, été dissouts
dans un mélange contenant un tampon HEPES (100ta\pld 7,5), de I'eau ultrapure et HFIP.
L'ajout d'eau ultrapure et du solvant organiqueR{Favorise la solubilisation de nos composés
et plus particulierement du peptide. L'utilisatidm tampon HEPES seul, n'étant pas suffisante.
D'autres solvants organiques ont également éiéstasls que MeOH et DMF, mais ils n'ont pas
permis d'aboutir a une solubilisation compléete dptjgle. L'une des conséquences dans I'emploi
du solvant HFIP est l'acidification du milieu rdaonel, pouvant inhiber la réaction de CuAAC.
De ce fait avant de débuter la réaction, il étatassaire d'ajuster de nouveau le pH a 7,5 a l'aide
d'une solution aqueuse NaOH a 0,5 N. Au final, deEnsnilieu réactionnel, I'édificeD-
mannosylé4.18 et le peptide OVA 323-339 (1 ég chacun) présentaiee concentration de 5
mM. En parallele, nous avons préparé une solutiatalytique aqueuse contenant le

22 Chan, T. R.; Hilgraf, R.; Sharpless, K. B.; FokM, V. Polytriazoles as Copper(l)-Stabilizing Ligtmn in
CatalysisOrganic Letter2004 6, 2853-2855.

“BWang, Q.; Chan, T. R.; Hilgraf, R.; Fokin, V. \Bharpless, K. B.; Finn, M. G. Bioconjugation by @ep()-
Catalyzed Azide-Alkyne [3+2] Cycloadditiodournal of American Chemical Soci&903 125 3192-3193.

2" Gaulier, C.; Hospital, A.; Legeret, B.; Delmas, R, Aucagne, V.; Cisnetti, F.; Gautier, A. A wasaluble Cts
NHC for CUAAC ligation of unprotected peptides undpen air conditionsgChemical Communicatiori2012 48,
4005-4007.

2 Kumar, A.; Li, K.; Cai, C. Anaerobic conditions teduce oxidation of proteins and to acceleratecthper-
catalyzed "Click" reaction with a water-soluble(bigzole) ligand Chemical CommunicatiorZ011, 47, 3186-3188.
?*Good, N. E.; Winget, D.; Winter, W.; Connoly, T.;Nzawa, S.; Singh, R. M. MHydrogen lon Buffers for
Biological Researci966 5, 467-477.

2’7 Sokolowska, M.; Bal, W. Cu(ll) complexation by 'meoordinating” N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulfonic acid (HEPES buffedpurnal of Inorganic Biochemistr3005 99, 1653-1660.

163



Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

CuSQ.5H,0 (2 éq), l'ascorbate de sodium (4 éq), le THPTAE( et le chlorhydrate
d'amminoguanidine (5 éq). Celle-ci est directenigjetctée dans le milieu réactionnel.

L'évolution de la réaction de CuAAC a été suivie L C analytique (Schéma 4.14B).
Apres 1h de réaction, nous avons alors remargpékence significative du peptide OVA 323-
339 (Tr= 13,7 min) et de I'édificd.18 (Tr= 10,7 min). Cependant, nous avons également
observé I'apparition d'un nouveau produit minogiTr= 11,6 min) que l'on supposait étre le
produit final 4.21 attendu. Afin d'accélérer I'avancement de la réaade CuAAC, nous avons
décidé d'injecter une nouvelle fois de la solubamalytique contenant les mémes quantités en
THPTA (6 €q) et en chlorhydrate d'aminoguanidin@@® mais avec des quantités doublées en
CuSQ.5H,0 (4 éq) et en ascorbate de sodium (8 éq).

Une heure aprés cette seconde injection, nous asmservé par HPLC l'augmentation en
intensité (mAU) du nouveau produit et la diminutemintensité du peptide ainsi que de I'édifice
O-mannosylé4.18 (T= 2h). Néanmoins, les trois produits présentai@mhéme intensité. Pour
finaliser la cycloaddition, nous avons ajouté aliemiréactionnel un mélange aqueux constitué
uniquement de CuS®H,;0 (4 éq) et d'ascorbate de sodium (8 €q). Un desuiwi par HPLC
(T= 3h), a mis en évidence la présence trés majaitu nouveau produit avec disparition totale
de I'édifice4.18 Nous avons donc pris la décision d'arréter ldoagidition en introduisant dans
le milieu une solution aqueuse contenant 0,5% d&. TFe milieu réactionnel est directement
purifié sur une cartouche SPE de silice greffée Gl&aide d'un gradient de solvants
H,O/CH;CN (voir partie expérimentale). Aprés avoir élimin@ maximum de réactifs et
dimpuretés tels que le cuivre, l'ascorbate de usndiet certains de ces sous produits
d'oxydation), le THPTA et le chlorhydrate d'aminagidine, nous sommes parvenus a isoler le

nouveau produit (Tr= 11,6 min).
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Chapitre IV: Conjugaison du peptide OVA 323-339

o (0]

\/\/\)OJ\N/\/?LN/\)J\N/\)LH/\\\

(0]

4.18

CuS0,.5H,0, Ascorbate de sodium

THPTA, Chlorhydrate d'aminoguanidine
Tampon HEPES (100 mM, pH 7,5), H,0, HFIP
T.A, 3h

77%

NH,
N ~

N

N

=0
N

4.21

A) Conditions

— T=1h
— T=2h
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IEdifice conjugué 4.21

Edifice 4.18

Peptide OVA 323-339
(fonctionnalisé)

T T T T T
10,00 11,00 12,00 13,00 14,00

Schéma 4.14: Synthése de I'édifice tripartit®-mannose 4.21:
et résultats de la réaction de CUAACB) Suivi réactionnel par HPLC analytique (Gradient A:

H,0 (0,1% TEA/H3PO, 1:1 et B: CH;CN; B augmente de 10% a 60% pendant 30 min-débit d& 80 mL/min).
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Chapitre IV: Conjugaison du peptide OVA 323-339

Ce produit isolé a été lyophilisé et sa masse aradysée par ESI-HR-MS (Figure 4.1) et
par MALDI-TOF (Figure 4.2). Ces analyses, nous petmis de conclure que ce produit était
bien I'édifice tripartitet.21 souhaité de masse exacte M= 3294, 6004 g/mol.

TS237-Tbis_240613 44 (1.434) AM (Cen 4, 70.00, Ar,5000.0,508.21,0.70 LS 5); Sm (Mn, 2x1.00); Cm (44:61) 1: TOF MS ES+
100~ 824.8961 27404

! [M+4H"/4]

B25.1453

8246455
“B25.3849

%

25,6467
ey [M+3H+/3]
629 1442 1099 5420

7843794 8323944 Toena0baoa0re

7841344  [|832.8861 1104.5381

214.0849

486.4993 648.3304

: : 838.3834 (
biscsss 3871476 629.3192._,| 648.6655 | 1105.2035
| I L) gy | 11326745
o L Ll i (I S Jidis kil L L.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

98,5842

Figure 4.1: HR-MS du composé 4.21.

En effet, par ESI-HR-MS, nous avons constaté lagée de deux pics caractéristiques de
I'édifice trichargé ([M+3H/3]) et tétrachargé ([M+4H4]). Grace a cette méthode, qui permet
I'étude des complexes, nous avons pu Vérifier quee rédifice tripartitet.21isolé, ne semblait
pas étre chélaté au cuivre. La techniqgue MALDI-Té¥raine généralement la formation d'ions
monochargeés. Ainsi, nous avons détecté la présemae type d'ion en rapport avec I'édifice

(IM+H™), au niveau du profil isotopique.
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Chapitre IV: Conjugaison du peptide OVA 323-339

Voyager Spec #1=>NR(2.00)=>MC[BP = 3296.6, 3511]
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Figure 4.2: MALDI-TOF de I'édifice 4.21.

Ces expériences de masse nous ont également phideistifier la présence d'une impureté,
qui pourrait correspondre a I'édifice tripart@mannose dont l'imidazole de l'une de ces
histidines est oxydée en 2-imidazolone (3310,56®n, +17,0027 - Figure 4.2). Finalement,
I'édifice 4.21 a été synthétisé avec un rendement de 77% etcaetétérisé par HPLC (Figure

4.3).
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

UVv_VIS_2
mAU WVL:214 nm

1800

15007 T,=7,2 min

1000+
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2004—+——+—+—————————————————
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

Figure 4.3: Edifice tripartite 4.21 aprés purification (H,O (0,1% TFA)/CH:CN 70:30; 214 nm).

Les conditions de cycloaddition par CuAAC utiliséés, ont donc permis de réaliser
efficacement la ligation entre le compo§€mannosylé4.18 et le peptide OVA 323-339
fonctionnalisé par un azoture. Ces conditions anépe utilisées avec le compodéGalNAc
4.19 (Schéma 4.15). Cependant, nous avons pris la daaisapporter certaines améliorations.
En premier lieu, afin de diminuer le temps de riéactnous avons introduit directement dans le
milieu, une solution catalytique contenant une gtende quantité en Cug6H,0 (4 éq), en
ascorbate de sodium (8 éq) et en chlorhydrate diaoguanidine (10 éq). La quantité en
THPTA restant fixée a 6 équivalents. Cette inM@tfut concluante puisque nous avons pu
arréter la réaction au bout de 1h15 au lieu déPahla suite, lors de I'utilisation de la cartouche
SPE, nous avons ajouté plusieurs paliers suppléinestau gradient #0/CH;CN dans le but
d'affiner I'élimination des différents réactifsigpuretés (voir partie expérimentale).
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Chapitre IV: Conjugaison du peptide OVA 323-339

H
N\/\/\)L
OMe I /HN/\)LN/\)LN/\)J\H/\\\
o o
4.19 J]HA%‘IHAC 0 NHAc

HO HO HO

80% | CuS0,.5H,0, Ascorbate de sodium

THPTA, Chlorhydrate d'aminoguanidine
Tampon HEPES (100 mM, pH 7,5), H,0, HFIP
T.A, 1h15

Schéma 4.15: Synthése de I'édifice tripartit®-GalNAc 4.22.

L'édifice tripartiteO-GalNAc 4.22 obtenu avec un rendement de 80%, a été caracpars

HPLC (Figure 4.4).
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Chapitre IV: Conjugaison du peptide OVA 323-339
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Figure 4.4: Edifice tripartite 4.22 aprés pur

ification (H,O (0,1% TFA)/CH;CN 70:30; 214 nm).

Ce composé a été analysé par ESI-HR-MS (Figure visualisation des pics [M+3¥#B] et
[M+4H"/4]) ainsi que par MALDI-TOF (Figure 4.6 - visuadison du pic [M+H] dans le profil

isotopique) dont la masse exacte M= 3417,6801 g/thalemblerait que l'impureté issue de

l'oxydation de l'une des histidines de I'édificat smgalement présente ici (profil isotopique

contenant le pic 3434,6072, figure 4.6). Néanmaiefie-ci parait moins importante que dans le

cas précédent. L'amélioration des résultats enetelenrendement et de pureté pourrait étre due

aux changements effectués sur les conditions déigéaet/ou sur les conditions de purification.
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Figure 4.5: HR-MS de I'édifice 4.22.
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

Voyager Spec #1=>NR(2.00)=>MC[BP = 3419.7, 11561]
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Figure 4.6: MALDI-TOF de I'édifice 4.22.

[1l. Conclusion de I'étude

Deux méthodes de conjugaisons entre le peptide @R3A339 et les édificed-glycosylés
ont été testés. Nous avons, tout d'abord, tentiectieer deux essais de couplage peptidique. Le
premier consistait a utiliser des édifices présanties sucres protégés, activés par un ester de
pentafluorophényle. Pour le deuxiéme, nous nousnssminspirés trés précisément des
conditions décrites par Guo et ses collaborafglssir la synthése en solution de glycopeptides
portant des sucres non protégés. Néanmoins, casedsais, effectués respectivement avec les

édificesO-mannosylé8.12et3.15 se sont avérés infructueux.

Nous nous sommes alors orientés vers le développedigne stratégie de ligation non
native permettant I'établissement d'un lien triazohr cycloaddition azide-alcyne catalysée au
cuivre. Pour ce faire, nous avons fonctionnaliséplateformes glycopeptoides par un alcyne et

le peptide OVA 323-339 a été acheté avec une fometzoture a son extrémiteterminale. Le
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Chapitre 1V: Conjugaison du peptide OVA 323-339

choix du couple CuS{bH,O/Ascorbate de sodium comme source d'ionf,Cainsi que la
présence, sur le peptide, de trois acides amim&sbdes aux réactions d'oxydations, nous a incité
a élaborer des conditions anaérobiques spécifiqagant I'ajout de THPTA et de chlorure
d'amminoguanidine. L'utilisation du tampon HEPES (p,5), du HFIP et de I'eau ultrapure,
dans des volumes bien définis, nous a permis debiliser nos réactifs mais aussi de nous
maintenir a des concentrations et a un pH qui fagot la cycloaddition. Grace a tous ces
éléments, nous sommes parvenus a synthétiser aveess'édifice complex®-mannosylét.21

A lissu de cette synthese, des améliorationsesucdnditions de réaction et de purification ont
pu étre mises en place afin de former efficacerteenandidat vaccid.22 Dans l'ensemble, les
rendements pour ces cycloadditions sont trés bons.
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Chapitre V: Tests immunologiques

Nous avons synthétisé un candidat vaccin a traisposantes. Ces composantes sont: un
agoniste du TLR7 (immuno-adjuvant), une platefofivtepeptoideO-a-GalNAc (épitope B) et
le peptide OVA 323-339 (épitopey)l La plateforme a été générée afin de mimer awxnie
cluster trimérique Tn exprimé a la surface desutes| tumorales. Ce candidat vaccin a été
soumis a des évaluations immunologiques effectydesl'équipe du Pr. Claude Leclerc a
I'Institut Pasteur de Paris, et notamment par Richa-Man et par Edith Dériaud. L'objectif de
ces tests était de vérifier la fonctionnalité efficacité de chacune des composantes, conjuguées
au sein de I'édifice, dans l'activation de leutdes respectives conduisant a la production d'une

réponse immunitaire spécifique contre I'antigénenatif.

Une réponse immunitaire humorale de ce type néeelssimise en place d'un mécanisme
d'action optimal résumé sur la figure 5.1 ou titgpes de cellules particulieres que sont, les DCs,

les cellules T et les cellules B interviennent.

o

Agoniste TRL7-glycopeptoide-OVA 323-339

B Cell

Figure 5.1: Mécanisme d'action du candidat vaccin evant étre validé lors des tests immunologiques.

Ce mécanisme peut étre explicité de la maniereastav A l'aide de sa structure mimétique
Tn, le candidat vaccin doit étre capable de cilker récepteurs MGLs des DCs. Apres
internalisation de I'édifice, I'immuno-adjuvant pelassocier, au niveau des endosomes, a son
récepteur TLR7 et générer un signal d'activatiamdaisant a la maturation des DCs qui peuvent
alors libérer des cytokines comme I'lL-6 et I'IL-{r®on représentées sur le schéma). La partie
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Chapitre V: Tests immunologiques

peptidique de I'édifice (OVA 323-339), dégradéeddlas endosomes, est associée aux molécules
de classe Il du CMH puis I'ensemble est expringt sutface cellulaire. La reconnaissance de ce
complexe par un récepteur spécifique des cellujesalves (TCR) et I'obtention de molécules
de costimulation, entraine l'activation et la géshtion de ces dernieres en lymphocytes T
CD4'". Par ailleurs, au cours de cette phase de la sépiommunitaire et selon le contexte, les
cytokines sécrétées par les DCs peuvent favoasaifferenciation phénotypique des cellules T
en quatre sous-populations possibles. Suivant [gugsotypes, les cellules; produisent alors
des cytokines différentes comme par exemple, IyFNFI'IL-5. En paralléle, le mime du cluster
trimérique Tn exposé par le candidat vaccin pewt €alement reconnu spécifiquement par des
anticorps membranaires (mlg) des cellules B na@ndsainant I'endocytose de I'édifice. Comme
pour les DCs, les cellules B sont des cellulesgmi@drices d'antigenes professionnelles: elles
peuvent présenter le peptide résultant de la déatoeddu peptide OVA 323-339 avec les
molécules de classe Il du CMH aux lymphocytgsagtivées. Les interactions, d'un c6té, avec le
candidat vaccin, de l'autre avec les cellulgsfdurnissent des signaux d'activation aux cellules
B naives. De plus, les cytokines libérées par @&kiles Ty, permettent la différenciation des
cellules B en plasmocytes produisant des IgG déebaaffinités pour le cluster trimérique Tn

exprimé a la surface des cellules tumorales.

Ainsi ces évaluations immunologiques, nous ont jede vérifier si ce mécanisme d'action

a bien été mis en place de maniére efficiente.

Comme nous l'avons dit précédemment, d'autreststascont été utilisées pour effectuer
ces tests biologiques. Les composés mannosylés arduservi de référence ou d'élément de
comparaison par rapport aux composés mimant |EmtigTn. L'ensemble des structures
employées et la nomenclature définie par I'InsBasteur sont répertoriés dans le tableau 5.1.

Références laboratoire “ Références Institut Pasteur

Composé.11 R7Link
Compos&.40 GalNAc3
OVA 323-339 OVA2
Composé3.1t R7Man3
Composé.1¢€ R7GalNAc3
Composét.21 R7Man30VA2
Composét.2z (candidat vaccin R7GalNAC30OVA2

Tableau 5.1: Nomenclature des composés utilisée sodes tests immunologiques.
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Chapitre V: Tests immunologiques

Désormais, nous utiliserons cette nomenclature gécrire I'ensemble des résultats obtenus.
Les tests immunologiqueis vitro et in vivo (chez la souris) comprennent des mesures de
I'adjuvanticité, de l'antigénicité et de lI'immunogété des composantes de I'édifice candidat
vaccin complexe R7GalNAc30VA2.

|. Tests immunologiquesn vitro

A. Tests d'adjuvanticité

L'intérét de ces mesures était de vérifier si uraunation efficace des DCs est obtenue,
grace a la présence de I'hétérocycle aromatiqliséuiomme agoniste du récepteur TLR7 au
sein de l'édifice candidat vaccin. Pour ce faires dellules de la moelle osseuse d'une souris
C57BL/6 ont été prélevées et mises en culture ésepice du facteur GM-CSEBranulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Facjpra 37°C pendant 6 jours (Figure 5.2). Les BMDCs
(Bone Marrow derived Dendritic Ce)l®nt ensuite été récupérées puis stimulées paiepits de
nos composeés fournis. Au bout de 48h d'incubatemng¢ytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-
12 ont été dosées a l'aide d'une technique vanBnt&LISA. Cette variante, appelée sandwich,
permet de quantifier dans un surnageant de culture,cytokine produite, par l'intermédiaire
d'anticorps spécifiques de celle-ci (Voir partipéimentale).

Culture: 48h a 37°C

o GM-CSF oo *Composés Mesure des quantités
—_— _——— _—
- 0% 6 jours o°e° en IL-6 et IL-12 (ELISA)
C57BL/6 Moelle 37°C  Cellules dendritiques
osseuse (BMDCs)

Figure 5.2: Méthode utiliséein vitro pour mesurer la réponse inflammatoire.

La production des cytokines IL-6 et IL-12 est Idlae d'une activation efficiente des
récepteurs TLR7 et donc d'une maturation des DE€s.resultats présentés sur la Figure 5.3,
montrent la concentration en IL-12p40 (p40 étard unité de IL-12 comme p70 - Figure 5.3a)

ou en IL-6 (Figure 5.3b), en fonction de la concatin en composeés testes.
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Figure 5.3: Résultatsin vitro des tests d'adjuvanticité. a) Dosage de IL-12; l)osage de IL-6.

Comme on pouvait s'y attendre, tous les composéfugués a TLR7 ont permis la
production de ce type de cytokine. De maniere gdegtes plus importantes quantités en
cytokines ont été obtenues en stimulant les DCsc aVédifice candidat vaccin
R7GalNAc30OVA2. Par ailleurs, il semblerait que tégence du peptide OVA 323-339, favorise
la sécrétion de ces cytokines. La mesure de cemsép inflammatoires nous ont donc permis de
mettre en évidence la propriété immuno-adjuvantd'atpniste de TLR7 choisi, au sein de
I'édifice complexe. Dans le cas des molécules gugas a des résiduasGalNAc, |'obtention de
telles réponses inflammatoires sous-entend qu'eltésnteragi, au préalable, avec le récepteur
MGL des DCs. Le composé mannosyle, quant a luy paénétrer a l'intérieur des DCs grace a

d'autres récepteurs lectines de type C.

B. Tests d'antigénicité T

L'objectif, ici, était de vérifier si la stimulatiocdes DCs permettait la présentation du peptide
OVA entrainant l'activation des celluleg, Tcaractérisée par une prolifération de ces dexsier
suivie d'une production de cytokine. Pour ce faites lymphocytes T (LT) ont été isolés des
ganglions de souris OT2 (Figure 5.4). Ce sont dmgis transgéniques qui expriment le
récepteur TCR spécifique du peptide OVA 323-33% Iyephocytes T obtenus ont été marqués
au CFSE CarboxyFluorescein diacetate Succinimydil Eptgui est un composé fluorescent,
non toxique émettant dans le canal FITC. Les BMEssouris C57BL/6, générées comme
précédemment, et les lymphocytes T CIT2 ont été, par la suite, mis en co-culture. A ce
milieu, différentes concentrations en composésétiijoutées. Apres 72h d'incubation a 37°C,

la prolifération des cellules T CD4 été mesurée au FACS par cytométrie en flux.
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Figure 5.4: Méthode utiliséein vitro pour mesurer l'activation des LT CD4 OT2.

Pour caractériser cette prolifération, il est néage de savoir qu'au cours de chaque
division cellulaire, l'intensité de fluorescencendiue de moiti€, ce qui permet de déterminer au
FACS le nombre de divisions cellulaires et le noentbe cellules en division. Sur la Figure 5.4,
sont représentés les profils graphiques généraleat#anus pour des cellules non activées ou
pour des cellules activées. La fluorescence de theseellules non activées differe de celle des
cellules activées. Cette derniére décroit progvessént et présente plusieurs pics en autant de

divisions cellulaires.

Les résultats ont montré que la prolifération desphocytes T CD40T2 a été fortement
induite par les édifices complexes intégrant letidepOVA 323-339 (Figure 5.5). Ce dernier a
donc été digéeré par les DCs et le peptide antigénigsultant a bien été présente, avec les
molécules de classe Il du CMH, aux lymphocytes B Eavorisant leur prolifération. On peut
également ajouté qu'il existe un réel bénéfice alaglicosylation avec le résidu GalNAc,
comparé a celle avec le mannose. En effet, auxlefibconcentrations, I'édifice
R7GalNAc30VA2 a induit une forte prolifération (aalentours de 80%) alors qu'a ces mémes
concentrations, le composé R7Man30OVA2 n'a pratiggempas engendré de divisions

cellulaires.
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Figure 5.5: Résultatsin vitro des mesures de prolifération des LT CD40T2.

Par la suite, une mesure de la quantité en cytdkiNey produite par les cellules T CD4
activées a été effectuée (Figure 5.6). La déteatdre dosage de cette cytokine ont été réalisés
dans le surnageant de culture par la méme techaugi@our I'lL-6 et I'lL-12. Les lymphocytes
T stimulés par les édifices intégrant le peptideAO823-339 ont ainsi sécrété de I'lRNsans

réel bénéfice entre les deux types de glycosylation
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Figure 5.6: Résultats des mesuras vitro de I'lFN-y.
C. Tests d'antigénicité B

Ces tests ont consisté a vérifier si notre mimeldater trimérique Tn, correspondant a la
plateforme 3-tripeptoide O-a-GalNAc, est reconnu efficacement par I'anticorps§-&8n 9A7
obtenu par I'équipe du Pr. Claude Lecféfdine variante de la technique ELISA a été mise en
place pour effectuer ces tests d'antigénicité. &dlesiste a immobiliser sur une microplaque, par
interaction électrostatique, différentes concemnat des édifices choisis. De maniere générale,
apres s'étre lié aux édifices, I'anticorps 9A7 f@xe reconnu par un second anticorps couplé a la
péroxydase de raifort (HRP), qui en présence dessbastrat libére un produit coloré. De ce fait,
la densité optique (DO) mesurée a 450 nm est ptiopoelle a la reconnaissance des différents
composés par l'anticorps 9A7. Les résultats sofidésur la figure 5.7. Dans chaque cas, la
densité optique est décrite en fonction de la catnagon en anticorps 9A7.

Nous avons alors remarqué que la reconnaissancerdposé R7GalNAc3 est moins forte
gue celle du peptide MUC1 (ALGS*T*T*PPA) de réfécenexposant un cluster trimeérique Tn
sur un squelette Ser-Thr-Thr (Figure 5.7a). Suiigare 5.7b, ont été représentés les résultats
obtenus pour nos composés fournis et pour certaimestures synthétisées par Marielle Barra
qui fut en thése auparavant au laboratoire (Figure). Ces structures correspondent a des
plateformesp-tripeptides O-a-mannose (MB496B) eO-a-GalNAc (MB467). Elles ont été

biotinylées afin d'étre immobilisées sur une mitagpe pré-coatée par de la streptavidine.

?8Mazal, D.; Lo-Man, R.; Bay, S.; Pritsch, O.; Déxia E.; Ganneau, C.; Medeiros, A.; Ubillos, L.; Qb@.;
Berois, N.; Bollati-Fogolin, M.; Leclerc, C.; Osiga, E. Monoclonal antibodies toward different Tniamacid
backbones display distinct recognition patterndqioman cancer cells. Implications for effective immdargeting
of cancerCancer Immunology and Immunother&t913 62, 1107-1122.
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Figure 5.7: Résultats des testis vitro d'antigénicité B.

On a alors pu constater que le composé R7GalNA&eptait une moins bonne
reconnaissance anticorps que la structure MB46anQa I'édifice candidat vaccin complexe
R7GalNAc30VA2, la fixation de l'anticorps a parueii meilleure que celle du composé
R7GalNAc3, et Iégerement supérieure a celle du ytadlB467. Néanmoins, ces résultats
doivent étre interprétés avec beaucoup de précaliv effet, ils sont directement influencés par
les propriétés d'adsorption des composés sur leoptamjue. D'un c6té, il est reconnu que les
produits biotynlés se fixent fortement a la micemple et de I'autre, il est possible de penser que
le peptide OVA 322-339 pourrait faciliter la fixati du candidat vaccin sur celle-ci. Ainsi, ces
résultats semblent indiquer un mimétisme partidlaigigene Tn naturel par notre plateforfize
tripeptoide O-a-GalNAc. Afin de s'assurer de la teneur de cesltasy nous synthétisons
actuellement les mémes plateform@stripeptoides O-a-glycosylées, mais cette fois-ci,

biotinylées.
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Conclusion sur ces tests immunologiques in vitro

Par conséquent, malgré une reconnaissance exigtate modérée de notre mime du
cluster trimérique Tn, nous sommes parvenus a olidermaniere efficiente une maturation des
DCs ainsi qu'une activation des cellules Tes testn vitro sont donc concluants et nous ont
permis de valider la fonctionnalité des trois cosmues conjuguées au sein du candidat vaccin
R7GalNAc30VA2. Grace a ces résultats, il nous péssible d'effectuer des testsvivo.

II. Tests immunolgiquesn vivo

A. Tests d'adjuvanticité

Des souris C57BL/6 ont été, dans un premier termpsjunisées soit avec les édifices
complexes (R7GalNAc30OVA2 ou R7Man30VAZ2) soit avecpeptide OVA 323-339 (Figure
5.8) a raison de 11,7 nmol par souris. Apres 2d4b,3aignée a été effectuée et une mesure de la
réponse inflammatoire dans le sérum, c'est-a-dirka ¢gproduction des cytokines IL-6 et IL-12, a

éte réalisée a l'aide de la technique ELISA typelaach.

Vaccination i. d.

avec les composés Saignée 24h aprés vaccination - . .
» | Analyse de la réponse inflammatoire
. (IL-6 et IL-12 par ELISA)

C57BL/6
Figure 5.8: Méthode utiliséein vivo pour détecter la réponse inflammatoire.

Les résultats obtenus (Figure 5.9), ont mis ened\dd la présence de ces cytokines induites
par le candidat vaccin. De ce fait, celui-ci présda capacitén vivo, de cibler les DCs (par les
récepteurs MGLS) et d'activer le récepteur TLR7Ijpr@ermédiaire de I'hétérocycle aromatique
incorporé. Ceci permet la maturation des DCs resgnes d'une réponse inflammatoire
appropriée. L'immuno-adjuvanticité de I'agonisteTd®7 intégré dans I'édifice candidat vaccin
complexe a donc été validée. Par ailleurs, unengminflammatoire a également été observée

avec le composé mannosylé.
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Figure 5.9: Résultatsin vivo des tests d'adjuvanticité. a) Dosage de IL-12; li)osage de IL-6.

B. Tests d'immunogénicité T

Comme dans le cas des tastsitro, I'objectif était de s'assurer d'une activaiilonivo des
lymphocytes T CD4 en présence du candidat vaccin. Des lymphocyt&DF venant des
ganglions de souris transgéniques OT2 ont étégpart injectés a des souris C57BL/6. Celles-
ci ont été, par la suite, immunisées par voie ddrmique (i.d.) avec différents composés (Figure
5.10). Aprés 5 jours d'incubation, la rate et lamgjions ont été prélevés afin de mesurer la
prolifération des lymphocytes T CD40T2 au FACS par cytométrie en flux ainsi que la
production de cytokine IFN-

©)

- (ON®)
oT2 LT CD4* OT2
(ganglions)
Vaccination i. d. l Mesure activation des LT CD4* OT2

avec les composes Sjours Oy - Prolifération cellulaire
—_— _> , ;
- OOOO par numération des cellules (FACS)

C57BL/6 Rate/ - Production de I'lFN-y

Ganglions

Figure 5.10: Méthode utilisédn vivo pour analyser l'activation des LT CD4 OT2.

Nous avons pu constater que le candidat vaccin RIA&8OVA?2 induisait, grace a la

composante OVA, une prolifération importante desgdiiocytes T CD4(Figure 5.11a). Dans la
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population CDZ, nous avons effectué par FACS le comptage desHgoyes T CD4OT2 qui
sécretent I'IFNy¢ (Figure 5.11b).

a) b) I R7Man30VA2

Il R7GalNac3 EaR7
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=
[—]
=

2500

2000+

=
[—2
o

1500+
10004

Nb OT2 par rate
2
Nb de OT2
secretant de I'lFN-y
par ganglion

—_
(=2
S

500+

10° 04

Figure 5.11: Résultats de limmunogénicité T. a) Msure de la prolifération des LT CD4 OT2 dans la rate; b)
Mesure des LT CD4 OT2 produisant I'lFN-y.

Ensuite les cellules de la rate, prélevées précenam ont été restimulées dans un milieu
de culture, en présence ou en absence du peptide328-339. Cette expérience a permis de
mesurer par ELISA, la quantité d'IRNproduite par les lymphocytes T CD®T2 activésin
vivo (Figure 5.12a). Nous avons alors pu détecter taétén de I''FNy dans le milieu en
présence du peptide OVA dans le cadre d'une imratimis préalable avec le candidat vaccin.

Une recherche de la cytokine IL-5 a également @tegrise, sans résultat (Figure 5.12hb).

a) 4000 b) 1000
. - -
E 3000 ™ OVA323-339 E [ OVA323-339
{@)] -
= 20001 2 500
. Vo)
&z Y
L= 10004 I =
C T T T T T O'-i'I-_.T-_iT-_-TL-T-_
S Sy
N S A > o S v
FSE FF
A S > A S

Figure 5.12: Résultats des productions de cytokingsar les LT CD4" OT2 activés.
a) Dosage de I'lFNy; b) Dosage de I'lL-5.

Le type de cytokine libéré par les lymphocytes T4CODT2 activés renseigne sur

l'orientation phénotypique de ces mémes cellulasgénéral, les cellules qui se différencient en
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lymphocytes 1 produisent I'lFNy. La sécrétion de I'IlL-5, quant a elle, n'est obegu'en
présence de lymphocytes;I L'orientation phénotypique est influencée patyfee de cytokine
libéré par les APCs et plus particulierement par€s. Dans notre cas, la présence de I'lL-12
générée par les DCs matures favorise le développteten phénotype (k. L'ensemble de ces
résultats a aussi été observé, de maniere prateptendentique, avec I'édifice complexe
mannosylé R7Man30VAZ2. Ainsi, avec la dose utilipéer immuniser les souris (a savoir 11,7
nmol), nous n‘avons pas observé de bénéfice déytagylation sur lI'immunogénicité T. Il
semblerait qu'il n'y ait pas de ciblage différeheietre le candidat vaccin et I'édifice mannosylé.
En résumé, nous avons malgré tout, obtenu une targeractivation des lymphocytes T CD4
OT2 par le peptide OVA 323-339 intégré dans I'édiitandidat vaccin complexe, avec mise en

évidence d'une orientation phénotypique de type T

C. Tests dimmunogénicité B

Lors de ces tests, nous avons analysé la quanhtaénature des anticorps induiisvivo par
le candidat vaccin R7GalNAc30VA2 ainsi que par tisicomposeés tels que R7Man30VA2,
R7GalNAc, R7Linker et OVA323-339. A partir de cesolétules, deux immunisations
successives des souris C57BL/6 par voie intra-dpren{Figure 5.13), ont été effectuées lors des
jours 1 (JO) et 21 (J+20) a raison de 11,7 nmolsparis, suivies de deux saignées aux jours 20
(J+19) et 28 (J+27). Le dosage et la détectionagigorps ont été réalisés par la technique
ELISA.

Vaccination i. d. & &
avec les composés & Jo J¥H19  J+20 J+27

C57BL/6 l 18re et 26Me gaignées l

Analyse de la réponse anticorps
(ELISA)

Figure 5.13: Méthode utiliséen vivo pour analyser la réponse anticorps.

Pour l'analyse des anticorps généres, le compo&alRAc3 et le peptide OVA 323-339
ont été immobilisés sur une microplaque (Figuresi®.et 5.14c). De son coteé, le peptide

biotinylé de référence Tn3G7KG-b (présentant traigigenes Tn - Figure 5.14b) a été
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immobilisé sur une plaque pré-coatée par de lptstvaline. Aprés révélation, on a constaté la

présence d'anticorps IgG qui reconnaissent seutemetnie mime synthétique du cluster

trimérique Tn. Ainsi, nous n'avons pas identifiantficorps fixant spécifiquement le peptide

OVA 323-339 ou le cluster Tn du peptide de réféeenc

Coating R7Galnac3

[ 1 injection
I 2 injections

Log10 du titre IgG

Coating Tn3G7K-b Coating OVA323-339
[ 1 injection : I 1 injection
3, [ 2 injections Q | M 2injections
e 4 B 4
= 3
=] o
S 34 S 3+
g g
2+ Enmm  ssomm  ssoam  =moam 24 S mm ssem sses =eoam
AV"" QV‘} é’b& 2?_‘,’5 4@' AV‘& Q’ba’ ?‘;'?.’
& &P & & &P &
’\&, (g& Q& 0@ '\%'b $’b ) 04?‘
< Q;\Co < Q:\O

Figure 5.14: Dosage et détection du type d'anticogpgénérén vivo.

Par la suite, une mesure de la reconnaissancestieles humaines cancéreuses Jurkat)Tn

par les IgG induits (issus de la deuxieme saignée)eté expérimentée (Figure 5.15).

Malheureusement, ces IgG ne fixent pas les fornadiwas du cluster Tn exprimées par ces

cellules cancéreuses. Des études plus pousséeblesendgalement indiquer une réponse

humorale dirigée contre notre composante adjuvrite
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= souris N°3 h ] ]
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OVA 323-339 R7Man30VA2 R7GalNAc30VA2

Figure 5.15: Analyse de la reconnaissance des cédisicancéreuses Jurkat (TH).
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Conclusion sur ces tests immunologiques in vivo

L'ensemble de ces résultats, nous permettent rdieffi que nous sommes parvenus a
construire un édifice candidat vaccin complexeogstcomposantes qui stimulent les effecteurs
cibles du systéme immunitaire que sont les DCscddlsles T, et les cellules B. Ceci a permis
I'établissement d'une réponse humorale conduisariiokdention finale d'anticorps IgG.
Néanmoins, dd a un mimétisme imparfait des strastlin au niveau du candidat vaccin, les IgG
induits ne sont pas spécifiques du cluster trimiidn naturel présent a la surface des cellules
tumorales. Certaines équipes et notamment cell®rduClaude Leclerc ont mis en exergue
l'influence que pouvait avoir la structure aglycalams la fixation des anticorps anti-Tn et donc
dans la production d'une réponse immunitaire adéquans notre cas, il est possible
d'envisager que la platefornfietripeptoide, de part son importante flexibilitéfalvorise la
reconnaissance anticorps anti-Tn. Afin d'acquéne uéponse humorale plus appropriée,
certaines modifications structurales au niveauateermime synthétique mais aussi au niveau de

I'immuno-adjuvant doivent étre apportées.
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bY

L'objectif de cette thése était de développer umdickat vaccin a trois composantes qui
puisse étre employé dans le cadre d'une approcimenemnothérapie antitumorale. D'un point de
vu stratégique, ces composantes devaient étre&igébs individuellement puis liées ensemble
suivant un ordre précis. Des constructions mangesylbnt été établies. Celles-ci nous ont
permis de mettre en place des conditions réacti@snepécifiques mais elles nous ont

également servi de référence pour les tests imrogitples.

Pour commencer, nous avons élaboré des structlyespgptoides a l'aide de trois
méthodes de synthése en solution. Dans le cas ldegfopmes-tripeptoidesO-glycosylées,
nous avons développé des monomeéres amines marnn®alNAc grace auxquels nous avons pu
opposer la méthode submonomere et la méthode moaomMeéus avons alors constaté que
I'approche submonomeére était inadaptée a I'obtedies produits escomptés. En paralléle, grace
a une étude approfondie de la méthode monoméres sommes parvenus a établir des
conditions de couplage peptidiqgue optimales. Loes cgtte étude, nous avons également
remarqué que l'élimination du groupement carboxghende nos plateformes n'était pas aussi

aisée que nous l'avions espére.

Pour accéder aux plateformpdripeptoideS-glycosylées, nous avons utilisé le couplage
thiol-ene par voie photochimigue. Nous avons moqtré cette méthode était particulierement
intéressante pour greffer rapidement et de maniadtivalente des thiosucres sur les
plateformes peptoides. Nous avons notamment obsgreéla conversion des alcenes était

influencée par la nature du groupement protecteuras plateformes.

Une fois ces glycoclusters en notre possessions agans été en mesure de pouvoir les
conjuguer a un puissant agoniste du TLR7Z)( par l'intermédiaire de |'acide amino-caproique.
Deux conditions efficientes de couplage peptidigné été mises au point pour lier, dans un
premier temps, l'agoniste avec l'espaceur et enquour lier le composé résultant a nos
glycoclusters. Néanmoins, faute de temps, cettei@ter étape n'a pu étre réalisée avec la
plateformeS-GalNAc 2.59 Nous n'avons donc pas pu poursuivre notre étuee las édifices

glycosylés.

Par la suite, nous avons démontré que la réacBoGUAAC était une méthode pertinente
pour conjuguer en solution le peptide OVA 323-388 adificesO-glycosylés. Dans ce cadre,
nous avons réussi a mettre au point des conditiienséaction et de purification optimales.
L'édifice complexeO-mannosylé4.21 et le candidat vaccid.22 associant ensemble les trois

composantes choisies, ont alors été synthétiséssanwees.
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Des tests immunologiques vitro et in vivo ont au final été effectués. Ces tests ont

démontré que la candidat vaccin induisait une fagiévation du systéme immunitaire inné et
adaptatif, conduisant a une réponse humorale éis@ par la production d'anticorps IgG. A ce
stade, le candidat vaccin répondait favorablememios attentes. Cependant, ces anticorps
n'étaient pas orientés vers la cible escomptéeefteh, ils ne reconnaissaient pas la forme Tn
naturelle. Dans la continuité de ce projet et p@gpudre ces problémes, nous devrons a priori
changer la partie glycopeptoide par un meilleur entha cluster trimérique Tn. La séquence Ser-
Thr-Thr, dont chaque résidu est glycosylé par diNGa et qui a été utilisée au sein du candidat
vaccin MAG:Tn3-PV mis au point a l'Institut Pastemourrait étre envisagée. Nous nous
rapprocherons alors des structures natives expsimpéeles cellules tumorales. D'autre part de
nombreux agonistes synthétiques du TLR7 ont ét@ldppés dans la littérature. Pour rester
dans l'état d'esprit d'un agoniste dérivé de I'm@¢mous pourrons utiliser un des composeés
phare de cette famille qui est le SM360320. Eneyudrvant de l'incorporer dans une structure
vaccinale, il sera nécessaire de vérifier, au ptda] si celui-ci n'induit pas de réponse anticorps

dirigée contre lui.

192



Partie expérimentale

193



194



Partie expérimentale

|. Syntheses organiques

A. Méthodes générales

1. Solvants, réactifs et chromatographies

Les solvants et réactifs anhydressont obtenus par distillation en milieu inerte coen
suit:
DCM: distillé sur CaH sous argon.
MeOH: distillé sur Mg} sous argon.

THF: distillé en présence de sodium et de benzaptersous argon.

YV V V V

CHsCN: issu d'une bouteille qualité «<HPLC» puis stoské tamis moléculaire 4 A et
sous argon.

Et:N, allylamine: distillés sur KOH puis stockés samis moléculaire 3 A et sous argon.
Toluéne: séché sur fils de sodium.

CHCl; et AcOETt: distillés, séchés puis stockés sur tamtikéculaire 4 A et sous argon.

YV V VYV V

DMF: issu d'une bouteille qualité «peptide syntbkesnine free» puis stocké sur tamis

moléculaire 4 A et sous argon.

Leschromatographies sur couche mince (CCMbpnt été réalisées sur des plaques de silice
KIELSELGEL 60 kss (MERCK) en aluminium. L'éluant utilisé est préct#ns chaque cas. La
révélation des plaques est, dans un premier tesffestuée par fluorescence UV a 254 nm, puis

complétée ou pas par l'utilisation de révélatebmigues:

» Acide phosphomolybdique et ninhydrine pour lesgitaimes3-peptoides.
» Acide sulfurique 30% dans le MeOH, vanilline, acge®sphomolybdique et ninhydrine

pour les composés glycosylées (conjuguées ou as'agoniste du récepteur TLR7).
NB: Les hétérocycles aromatiques ne sont révélés ayuguprescence UV a 254 nm.

Les purifications par chromatographie sur gel de silicesont effectuées avec de la silice
flash (40-63 um MERCK) et de faibles pressionsr d&mviron 200 mbars). L'éluant utilisé est

précisé dans chaque cas.
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Lesspectres HPLC analytiqueont été réalisés sur un appareil DIONEX (four TOWD a
30°C, pompe P580, injecteur ASI-100) couplé a uteatéur UVD340U. La majorité des
expériences ont été effectuées en phase inverseuaeecolonne Uptisphere (C18, 5 um, 120 A,
4,6x250 mm). Par ailleurs, les expériences permetta faire un suivi réactionnel de la ligation
par CUAAC, entre le peptide OVA 323-339 et lesiédif4.18et4.19 ont aussi été réalisées en
phase inverse mais avec une colonne UptisphertegyréC18, 5 um, 100 A, 4,6x250 mm). La
purification parHPLC préparative a été effectuée en phase inverse (C18, 5 um, 120 A
250%x41,4 mm) sur un appareil VARIAN (pompe Pre&E8), couplé a un détecteur a barrettes
diodes VARIAN ProStar 355RI. Le facteur de scalautifisé est de 81.

2. Analyses

Les points de fusion (PF)ont été mesurés sur un appareil microscope Reiehefont pas

été corrigés

Les pouvoirs rotatoires [O(]; ont été mesurés sur un polarimétre JASCO-TFR, a
longueur d'onde de 589 nm (raie D du sodium), demescuve de 10 cm, a une tempéraflire

(°C), en utilisant des concentratiomy €n g/100 mL.

Les spectres infrarouges (IR)ont été réalisés sur un appareil SHIMADZU FITR-83800
équipé d'un module ATR type Pike Technologies MIBAt Les nombres d'ondev)( sont

exprimés en ci Les spectres ont été enregistrés avec 16 saans 4000 et 400 cth

Lesspectres de masssont réalisés en mode electrospray posi$I{) sur un spectromeétre
Qtof-micro WATERS en utilisant une calibration imte (HPQO;"). Les conditions de I'appareil

sont définies ainsi:

Tension du capillaire égale a 3000V.
Tension du « sample cone » est égale a 35V.
Température de la source égale & 100°C

Température de désolvatation égale a 180°C.

YV V. V VYV V

Débit du gaz pour désolvater est de 250 L/h.

Les spectres de masse haute résolutt®l-HR-MS) sont effectués avec une calibration
externe (tyrosyl-tyrosyl-tyrosine m/z= 508,2084ptes échantillons de bas poids moléculaires

et avec d'autres composés polychargés pour lestitdres de haut poids moléculaires.
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Les analyses paWlALDI-TOF ont été réalisées sur un spectromeétre de massa@eo
DE-Pro, AB Sciex) en mode réflectron positif. Leha@ntillons ont été dilués dans un mélange
aceétonitrile-eau (50-50) contenant 0.1% acide uifbacétique puis co-cristallisés avec la
matrice (cyano-4-hydroxy-cinnamic acid) sur la eibLa calibration a été effectuée avec des

peptides en mélange (cal mix 2, Applied Biosystems)

Les spectres de Résonnance Magnétique Nucléaire (RMNNt été enregistrés sur un
spectrométre BRUKER AVANCE 400H: 400 MHz,**C: 100 MHz). Les spectrééC sont en
général réalisés avec une sequence Jmod. Les eémats chimiquesd) sont exprimés en
partie par million (ppm), en prenant pour référetesignal résiduel du solvant deutéreé utilisé,
qui est précisé dans chaque cas. Les constantesigiage J) sont exprimées en hertz (Hz). Les

abréviations employées pour décrire la multipliciés signaux sont les suivantes:

s: singulet t: triplet

se: singulet élargi td: triplet dédoublé
d: doublet g: quadruplet

dd: doublet de doublet qu: quintuplet
ddd: doublet de doublet de doublet m: multiptemassif

L'attribution des spectre$i et'C a été effectuée a partir d'expériences a deugrdifons
(COSY, HSQC...).

Par ailleurs, pour de nombreux spectres RM® attribués aux composés peptoides, il

existe plus de valeurs que de carbones. Ceci eéduit mélange de conformem@strans.

B. Procédures générales

1. Déprotection d'amine protégée par un groupement Boc

L'amine protégéee (1,00 mmol) est diluée dans 5,2@mn mélange TFA/DCM (1:1), a
0°C sous argon. Le milieu réactionnel est ensudeéa température ambiante pendant 30 min

puis concentré sous vide. L'exces de TFA est édnpar solubilisation du résidu dans un
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minimum de 20 mL de DCM puis par évaporation sodg.vL'opération est répétée plusieurs

fois. L'amine obtenue sous forme de trifluoroa&tBammonium est utilisée sans purification.

2. Déprotection d'acide sous forme d'ester deert-butyle (CO,tBu)

L'ester detert-butyle (1,00 mmol) est dilué dans 14 mL d'un mg&ainFA/DCM (1:1), a
0°C sous argon. Le milieu réactionnel est ensuéeépa température ambiante pendant un temps
donné (voir chaque cas particulier) puis concestrés vide. L'exces de TFA est éliminé par
solubilisation du résidu dans un minimum de 20 neLCM puis par évaporation sous vide.

L'opération est répétée plusieurs fois. L'acidba@aylique obtenu est utilisé sans purification.

3. Protection d'une amine par un groupement Fmoc

Un milieu hétérogéne contenant I'amine (1,00 mmahe solution d'NaHCOsaturée
(5,50 mL) et du 1,4-dioxane (2,30 mL) est placé@ Sous argon. A ceci est ajouté un mélange
contenant le Fmoc-Cl (2,00 mmol) dilué dans dudigkane (1,30 mL). L'ensemble est agité a
température ambiante pendant 4h, puis dilué avd@®dOEt (40 mL). Le milieu est lavé avec
de l'eau distillée (3x10 mL). La phase organiqueséshée sur MgSQfiltrée puis concentrée.
Le résidu obtenu est purifié par chromatograplastlsur gel de silice.

4. Déprotection d'amine protégée par un groupement Fmo

L'amine (1,00 mmol) est traitée par 38 mL d'un mgeaCHCN/ELNH (2:1) & 0°C sous
argon pendant 30 min puis a température ambiamdaoe 4 h. Le milieu est concentré sous
vide. L'exces de EMNH est éliminé par solubilisation du résidu dansminimum de 50 mL de
DCM puis par évaporation sous vide. L'opérationrégétée plusieurs fois. L'amine obtenue est

purifiée par chromatographie flash sur gel desilic

5. Couplage peptidique utilisant HATU et DIPEA

Une premiere solution contenant l'acide carboxgi¢i00 mmol), dilué dans un mélange
anhydre DMF/DCM (1:1), est placée sous argon a ésatpre ambiante. De la DIPEA est
ajoutée (2,50 mmol) et le milieu est mis sous &gitapendant 10 min. HATU (2,00 mmol) est

ensuite introduit dans le mélange et le milieu tiéaoel est laissé sous agitation pendant 10 min.
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Une seconde solution contenant I'amine (1,00 mmiis§oute dans du DCM est placée
sous argon a température ambiante. Le contenu Hallo& est ajouté au premier a l'aide d’'une
canule et I'ensemble est mis sous agitation pendatgmps donné (voir chaque cas particulier).

Apres concentration du milieu, le résidu obtenu dissout dans DCM puis lavé avec
successivement: une solution d'acide citrique 58d;edu distillée (2x), une solution saturée en
NaHCG; (2x), de l'eau distillée (2x) et enfin une solatisaturée en NaCl (2x). La phase
organique est séchée sur MgSfiltrée et le solvant est évaporé sous vide.dsdu obtenu est

purifié par chromatographie flash sur gel de silice

C. Procédures expérimentales du chapitre Il

3'-chloropropyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-mannopyranoside 2.15

%
4 C
AcO—10
AcO o1
3

0\/8\/C|
7 9

C17H25ClO10
M= 424,11 g/mol

A un mélange composé du mannose peracéyld (1 éq, 10,3 mmol, 4,02 g) et du 3-
chloropropanol (1,1 éq, 11,3 mmol, 0,96 mL) dils le DCM (50 mL) sous argon a
température ambiante est ajouté goutte a goutteOE (3,86 éq, 39,8 mmol, 5,00 mL). Apres
17h, le milieu réactionnel est dilué avec du DCM (BL), lavé avec une solution saturée en
NaHCG; (2x50 mL) puis avec de I'eau distillée (2x50 mila. phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et concentrée. Le produit brut est périfiar chromatographie flash sur gel de
silice (Cyclohexane/AcOEt 60:40). Le composé chrks est obtenu sous forme d'une huile

jaune clair (5,32 mmol, 2,26 g) avec un rendemerézpso.

CCM: Rs= 0,57 (AcOEt/Cyclohexane 40:60).

IR (ATR) v (cm™): 1746 ¢ C=0 acétates) ; 1439 ; 137C-H alkyles) ; 1221 ; 1136 ; 1084 ;
1046 ¢ C-O) ; 780y C-ClI).
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RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 2,00 (3H, s, El; acétate) ; 2,03 (3H, s,Hz acétate) ;
2,04 (2H, m, 2k ; 2,09 (3H, s, €3 acétate) ; 2,14 (3H, sHz acétate) ; 3,57 (1H, m,7H; 3,66
(2H, m, 2H) ; 3,90 (A1H, m, H) ; 3,98 (1H, m, ) ; 4,11 (1H, ddJues ou He-H5= 2,4 HZ elys.He
= 12,2 Hz, Hou H) ; 4,26 (1H, ddJus ou He-15= 5,3 HZ etlue.ne = 12,2 Hz, Hou H) ; 4,81
(1H, d,J41-12= 1,6 Hz, H) ; 5,26 (3H, m, K, Hz, Hy).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,7 ; 20,7 ; 20,8 (43H acétates) ; 31,9 (T; 41,4
(Co) ; 62,4 (G) ; 64,4 (G) ; 66,0 ;68,6 ;69,0 ; 69,4 §CCs, C4, Gs) ; 97,6 (G) ; 169,7 ; 169,9 ;
170,0; 170,6 (48=0 acétates).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 447,1034 ; trouvé 447,1036 (0,04 ppm).

[a]= +41 (T=25°C; c= 0,50 ; CHe)l

3'-azidopropyl-2,3,4,6-tétraO-acétyl-a-D-mannopyranoside 2.16

OAc

OAc
4 (6
AcO 0
AcO o1
3

0\/8\/ N;
7 9

C17H25N3010
M= 431,15 g/mol

Dans du DMF (17 mL) sont introduits le composé ch®b15(1 éq, 1,34 mmol, 570 mg), le
NaN; (10 éq, 13,4 mmol, 873 mg) puis le Nal (1 €q, IyBdol, 201 mg). Le milieu est chauffé a
60°C pendant 4h. Apres concentration et dilutioacatu DCM (100 mL), le mélange est lavé
avec de l'eau distillée (3x50 mL). La phase orgamigst séchée sur Mga@diltrée, concentrée
et le produit brut est purifié par chromatograpftéesh sur gel de silice (Cyclohexane/AcOEt
60:40). Le compos@.16 est obtenu sous forme d'une huile incolore (1,8iom565 mg) avec

un rendement de 98%.

CCM: Rs= 0,42 (AcOEt/Cyclohexane 40:60).

IR (ATR) v (cm™): 2100 ¢ N=N) ; 1747 ¢ C=0 acétates) ; 1437 ; 1432 ; 133@(H alkyles) ;
1221 ;1137 ;1083 ; 1046 C-O,v C-N).

RMN H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,88 (2H, m, 2k ; 1,98 (3H, s, €5 acétate) ; 2,03 (3H,
s, (H; acétate) ; 2,09 (3H, s,Hz acétate) ; 2,14 (3H, s,Hg acétate) ; 3,41 (2H, Jy9.ns = 6,5
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Hz, 2Hp) ; 3,51 (1H, m, i) ; 3,8 (1H, m, H) ; 3,94 (1H, dddJusH6 ou He' = 2,5 HZ,JHs-He ou HE'=
5,4 Hz etdys.va = 8,1 Hz, H) ; 4,10 (1H, ddJue ou He-H5= 2,5 HZ etlye.ne = 12,3 Hz, Hou Hs) ;
4,26 (1H, ddJue ou He-Hs= 5,4 Hz etye.ne = 12,3 Hz, Hou Hs) ; 4,80 (1H, dJni-12 = 1,6 Hz,
Hi) ; 5,27 (3H, m, H, Hs, Ha).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,8 (4&€H3 acétates) ; 28,6 (; 48,0 (G) ;
62,4 (&) ; 64,8 (G) ; 66,1 ;68,6 ; 69,0 ;69,4 {Cs5, C4s, Gs) ; 97,6 (G) ; 169,7 ;169,9 ; 170,0 ;
170,6 (4XC=0 acétates).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 454,1438 ; trouvé 454,1436 (0,4 ppm).

[a]= +55 (T=25°C; c= 0,50 ; CHe)l

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufe’

ComposéO-mannosylé 2.18

OAc

OAc
4
AcO— 1|0
AcO 21
3 s H

0._~_Nuo0Bu
g

C22H3sNO12
M= 505,22 g/mol

Dans un autoclave a hydrogénation est introduieessution contenant le compazd6 (1
€q, 2,32 mmol, 1,00 g) dans de I'AcOEt (54 mL). &te solution sont ajoutés du (Bg€) (1,5
éq, 3,50 mmol, 761 mg), Pd/C (20% par rapportgukmntité en compos®16 soit 200 mg) puis
de la triéthylamine (2 éq, 4,65 mmol, 0,65 mL). rhdieu réactionnel est placé a température
ambiante sous 4 bars de dihydrogéne pendant 4lesAjpration sur célite et concentration du
milieu, le produit brut est purifié par chromatggne flash sur gel de silice
(AcOEt/Cyclohexane 50:50). Le compdad8est obtenu sous forme d'une huile incolore (2,11
mmol, 1,07 g) avec un rendement de 91%.

CCM: R; = 0,20 (AcOEt/Cyclohexane 40:60).

IR (ATR) v (cm™): 1748 ; 1714\{ C=0 acétates et carbamate) ; 1515 ; 1450 ; 1868 H
alkyles) ; 1221 ;1168 ; 1136 ; 1082 ; 1047/-0O,v C-N).
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RMN H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1,43 (9H, s, 3x83 du groupemertert-butyle) ; 1,8 (2H,
m, 2Hs) ; 1,98 (3H, s, €3 acétate) ; 2,03 (3H, s,Hz acétate) ; 2,10 (3H, sHz acétate) ; 2,14
(3H, s, (H3 acétate) ; 3,21 (2H, m, 3H; 3,50 (1H, m, H) ; 3,75 (1H, m, H) ; 3,98 (1H, m, B ;

4,08 (1H, ddJus ou He-H5= 2,3 HZ etlye.ne = 12,3 Hz, H ou Hs) ; 4,27 (1H, ddJue ou He-H5= 5,4

Hz etJuene = 12,3 Hz, Hou Hs) ; 4,67 (1H, s, M) ; 4,78 (1H, dJu1-v2 = 1,6 Hz, H) ; 5,27

(3H, m, K, Hs, Ha).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,5 ; 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (&H; acétates) ; 28,3 (BH;
dutert-butyle) ; 29,7 (@) ; 37,7 (@) ; 62,4 (G) ; 66,0 (G) ; 66,1 ; 66,5 ; 69,0 ; 69,5 §0C;, Cy,
Cs) ; 79,3 C-(CHg)3) ; 97,6 (Q) ; 155,9 (Go) ; 169,7 ; 169,9 ; 170,0 ; 170,6 @=O acétates,
C]_o).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 528,2057 ; trouvé 528,2036 (4 ppm).

Monomeére amine Mannose 2.12

o5
4 (sVAC
AcO 0
AcO > 2 1
g H 4

o_~_N 12 O'Bu
2t

o

C24H39NO12
M= 533,25 g/mol

La synthése du monoméf@Mannose2.12 se déroule en deux étapes. Dans un premier
temps, la procédure générale déprotection d'amine protégée par un Boc edigage en

utilisant:

e Le compos@.18(1 éq, 2,31 mmol, 1,169 g)
« DuTFA (6 mL)
« DuDCM (6 mL)

Le sel de trifluoroacétate d'ammonildl9 est obtenu sous forme d'une huile marron clair

(quantitatif).

Dans un deuxiéme temps, I'ammonium formé ci-degbusy, 2,31 mmol) est dilué dans
CH3CN anhydre (23 mL permettant d'avoir une concentiaén ammonium de 0,1 M) sous

argon. A cette solution, sont ajoutés l'acrylataetebutyle (3 éq, 6,94 mmol, 1,02 mL) et la
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triethylamine (2 éq, 4,63 mmol, 0,64 mL). Le milieéactionnel est placé sous argon a 50°C
pendant 24h. Aprés concentration du milieu, le pitdorut est purifié par chromatographie flash
sur gel de silice (DCM/MeOH 90:10). Le monom&42 est obtenu sous forme d'une huile

orangée (1,62 mmol, 862 mg) avec un rendement %e 70

CCM: R;= 0,45 (DCM/MeOH 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 1748 ; 1675\ C=0 esters) ; 1457 ; 1430 ; 1360Q-H alkyles) ; 1223 ;
1159 ;1136 ; 1085 ; 1048 C-O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,44 (9H, s, 3x6; ester detert-butyle) ; 1,84 (2H,
quintuplet,Jys-H7mo = 7,0 Hz, 2H) ; 1,98 (3H, s, €3 acétate) ; 2,04 (3H, s,Hz acétate) ; 2,10
(3H, s, GH3z acétate) ; 2,15 (3H, sHz acétate) ; 2,25 (1H, sHN ; 2,49 (2H, tJy11-H10= 6,5 HZ,
2H11) ; 2,76 (2H, tJue-ns = 7,0 Hz, 2H) ; 2,88 (2H, tJ= 6,5 Hz, 2H() ; 3,53 (1H, m, H) ; 3,78
(1H, m, Hy) ; 4,00 (1H, dddJHs-He ou He'= 2,4 HZ,JHs-He ou He'= 5,2 HZ €tduspa = 7,6 Hz, H) ;
4,10 (1H, ddJus ou He-H5= 2,4 HZ etlye.ne = 12,3 Hz, H ou H) ; 4,29 (1H, ddJue ou He-H5= 5,2
Hz etdys.ne = 12,3 Hz, Hou Hy) ; 4,82 (1H, dJu1-v2 = 1,6 Hz, H) ; 5,28 (3H, m, K, Hs, Hy).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,7 ; 20,7 ; 20,8 (43H acétates) ; 27,5 (; 28,0
(3%CH3 estertert-butyle) ; 33,0 (&) ; 44,3 (Go) ; 46,1 (C9) ; 62,4 (§ ; 65,6 (G) ; 66,0 ; 68,5 ;
69,0 ; 69,3 (G GCs, C4, Gs) ; 81,6 C-(CH3)3) ; 97,5 (G) ; 169,7 ; 169,8 ; 170,0 ; 170,7 ; 171,4
(4xC=0 acétates, ).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 534,2551 ; trouvé 534,254 (2,1 ppm).

[a]= +29 (T= 25°C ; c= 0,50 ; CHe)l

3'-chloropropyl-2-acétamido-2-déoxy-3,4,6-triO-acétyl-a/B-D-galactopyranoside 2.20

AcO OAc
48 o )
AcO 7 9
3 2
AcHN %o/\s/\m

C17H26C|Ng
423,13 g/mol

Une solution contenant -GalNAc (1 éq, 4,50 mmol, 1,00 g) et le 3-chlorggaool (15
mL) est placée a 0°C sous argon. A ce mélangej@asieagoutte a goutte du chlorure d'acétyle

(1,2 éq, 5,40 mmol, 0,38 mL). Le milieu réactionest chauffé a 70°C pendant 6h. Apres
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refroidissement, du A© (4 mL) et de la pyridine (8 mL) sont introduit® milieu réactionnel
est laissé sous agitation a température ambiamtdapé 3h. Au final, aprés concentration et
purification par chromatographie sur gel de silieemélange d'anomeres chlorés (80:@(R)
2.20 est obtenu sous forme d'une huile jaune pale (&8®I, 1,18 g) avec un rendement de
62%.

CCM: R;= 0,48 (ACOEY).

IR (ATR) v (cm™): 3300 ¢ N-H) ; 1746 ¢y C=0 acétates) : 1662 C=0 acétamide) ; 1544 ;
1533 § N-H) ; 1434 : 1371§ C-H alkyles) ; 1229 ; 1161 ; 1131 ; 1077 ; 10450, v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): anomeérea: 1,95-2,15 (14H, m, 2&, CHs acétamide,
3xCHj3 acétates) ; 3,68-6,78 (1H, myh; 3,80 (2H, tJnoa-vs= 6,1 Hz, 2H,) ; 3,85-3,93 (1H, m,
Hzo) ; 4,03-4,26 (3H, m, K, 2Hes) ; 4,57 (1H, m, k) ; 4,89 (1H, dJnienze= 3,6 Hz, Ha) ;
5,13 (1H, ddJusenae = 3,2 HZ €Uhagrza= 11,4 Hz, Hy) ; 5,36 (1H, m, k) ; 5,63 (1H, dJn
Hea= 9,8 Hz, NHAC) - anomeéref: 1,95-2,15 (14H, m, 24d, CH; acétamide, 3xB; acétates) ;
3,51-3,61 (3H, m, b, 2Hep) ; 3,80 (1H, m, Hg) ; 4,03-4,26 (3H, m, K, 2Hep) ; 4,33 (1H, m,
Has) ; 5,00 (1H, m, k) ; 5,18 (1H, m, k) ; 5,30 (1H, m, &) ; 6,04 (1H, dJwn-H2s= 8,2 Hz,
NHAC).

RMN %C (100 MHz, CDCk) & (ppm): anomérea: 20,8 ; 20,9 ; 21,0 (38H; acétates) ; 23,5
(CH3 acétamide) ; 32,0 &) ; 41,7 (Gq) ; 48,0 (Gy) ; 62,2 (Gy) ; 65,1 (Gy) ; 67,1 ; 67,5 ;68,5
(Czq, Caay Csq) 5 98,0 (Ggy) ; 170,2 ; 170,5; 170,6 ; 171,2 @=O acétates et acétamide) -
anomeref: 20,8 ; 20,9 ; 21,0 (33H3 acétates) ; 23,45H3 acétamide) ; 32,3 ) ; 41,8 (Gp) ;
51,4 (Gg) ; 62,4 (Gg) ; 65,7 (Gp); 71,0, 71,6 ; 73,0 (8, Cag, Csp) ; 106,6 (Gg) ; 170,2 ; 170,5;
170,6 ; 171,2 (48=0 acétates et acétamide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 423,1369 ; trouvé 423,1371 (0,5 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 446,1188 ; trouvé 446,1205 (3,9 ppm).

[a]= +24 (T= 25°C ; c= 0,50 ; CHg)l
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3'-azidopropyl-2-acétamido-2-déoxy-3,4,6-tri©-acetyl-a-D-galactopyranoside 2.21

AcO OAc
2% o
AcO A1

AcHNO A _Ns
7 9

C17H26N4Og
M= 430,17 g/mol

Dans du DMF (35 mL) sont introduits le composé ehih20(1 éq, 2,73 mmol, 1,15 g), le
NaN; (10 éq, 27,3 mmol, 1,77 g) puis le Nal (1 éq, Zy¥Bol, 409 mg). Le milieu est chauffé a
60°C pendant 4h. Apres concentration et dilutioacatu DCM (200 mL), le mélange est lavé
avec de l'eau distillée (4x100 mL). La phase omamiest séchée sur Mg§@litrée, concentrée
et le produit brut est purifié par chromatograpitash sur gel de silice (DCM/MeOH 98:2). Le
compos€&.21 est obtenu sous forme d'une huile jaune (1,93 M&88l mg) avec un rendement
de 71%.

CCM: R;= 0,34 (DCM/MeOH 98:2).

IR (ATR) v (cm™): 3300 ¢ N-H) ; 2099 ¢ N=N) ; 1746 ¢ C=0 acétates) ; 1661 (C=0O
acétamide) ; 1539 ; 1538 (-H) ; 1436 ; 1371& C-H alkyles) ; 1225 ; 1165 ; 1132 ; 1083 ;
1046 ¢ C-O,v C-N).

RMN H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,91 (2H, quintupletlug.nzue= 6,1 Hz, 2H) ; 1,96 (3H,
s, (H3 acétamide) ; 2,00 (3H, s,Hz acétate) ; 2,05 (3H, s,Hz acétate) ; 2,16 (3H, s,Hz

aceétate) ; 3,40 (2H, m, 2H; 3,53 (1H, dtJy7.1s= 6,1 Hz etly7.v»= 10,1 Hz, H) ; 3,81 (1H, dt,
Jn7-ns=6,1 Hz etly7.y7= 10,1 Hz, H) ; 4,05-4,16 (3H, m, § 2H) ; 4,58 (1H, dddJyo-41= 3,6
Hz, Jyo-u3= 10,6 Hz etlyo.ny= 11,2 Hz, H) ; 4,88 (1H, dJy1-12= 3,6 Hz, H) ; 5,15 (1H, dd,
Jnz-na = 3,3 Hz etdyz2= 10,6 Hz, H) ; 5,37 (1H, dJus-nz= 3,3 Hz, H) ; 5,64 (1H, dJnpme=

11,6 Hz, NHAC).

RMN 'C (100 MHz, CDCk) 3 (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (38H; acétates) ; 23,3CHs
acétamide) ; 28,6 F; 47,8 (G) ; 48,5 (G) ; 61,9 (G) ; 65,4 (G) ; 66,8 ; 67,3 ; 68,3 (£ C,,
Cs); 97,8 (G) ;170,0; 170,3;170,4 ; 171,0 @=O acétates et acétamide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 431,1773 ; trouvé 431,1787 (3,2 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 453,1597 ; trouvé 453,1597.
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[a]= +32 (T=25°C; c= 0,745 ; CH¢gl

ComposéO-GalNAc 2.22

C2oH3zeN2011
M= 504,23 g/mol

Dans un autoclave a hydrogénation est introduitesaution contenant I'azotu?e21 (1 éq,
1,93 mmol, 830 mg) dans de I'AcOEt (42 mL). A cettdution sont ajoutés du (Bed) (1,5 éq,
2,90 mmol, 632 mg), Pd/C (24% par rapport a la tjieaen composé azido, soit 200 mg) puis
de la triéthylamine (2 éq, 3,86 mmol, 0,54 mL). rhdieu réactionnel est placé a température
ambiante sous 4 bars de dihydrogéne pendant 2lesAijttration sur célite et concentration du
milieu, le produit brut est purifié par chromatqgnée flash sur gel de silice (DCM/MeOH 98:2).
Le composé2.22 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (1p66l,n805 mg) avec un

rendement de 83%.

CCM: R;= 0,24 (DCM/MeOH 98:2).

IR (ATR) v (cm™): 3353 ; 3322\( N-H acétamide et carbamate) ; 30083p-H) ; 2931 ; 2924
(v CspzH) ; 1748 ; 1707 ; 1684(C=0 acetates, carbamate et acétamide) ; 1559; (63%-H) ;
1521 ; 1506 ; 1457 ; 1437 ; 13689E-H alkyles) ; 1228 ; 1167 ; 1132 ; 1071 ; 1048¢O,v C-
N).

RMN 'H (400 MHz, CDCly) & (ppm): 1,42 (9H, s, 3xE; dutert-butyle) ; 1,75 (2H, m, 28} ;
1,98 (3H, s, El3 acétamide) ; 2,01 (3H, sHz acétate) ; 2,04 (3H, sHz acétate) ; 2,16 (3H, s,
CHs acétate) ; 3,15 (1H, m,gH; 3,40 (2H, m, K, Ho) ; 3,75 (1H, m, H) ; 4,16-4,08 (3H, m, K
2Hg) ; 4,60 (2H, m, K, NH carbamate) ; 4,83 (1H, &;1-12= 3,0 Hz, H) ; 5,14 (1H, ddJu3.Hs=
3,2 Hz etdyzn2= 11,3 Hz, H) ; 5,37 (1H, dJus-n3= 3,2 Hz, H) ; 6,26 (1H, dJyu-H2 = 9,3 Hz,
NHAC).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 (3€H; acétates) ; 23,1CH; acétamide) ;
28,3 (3>CHs du tertbutyle) ; 30,0 (§ ; 37,8 (G) ; 48,5 (G) ; 61,9 (G) ; 65,7 (G) ; 66,6 ; 67,3 ;
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68,7 (G, C4, G ; 97,7 (GQ) ; 156,1 C=0O carbamate) ; 170,3 ; 170,4 ; 170,6 ; 170,8C&3
acétates et acétamide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 527,2217 ; trouvé 527,2193 (4,5 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 505,2392 ; trouvé 505,2444 (10 ppm).

[a]= +38 (T= 25°C ; c= 0,50 ; CHe)l

Monomeére amine GalNAc 2.13

AcO OAc
A% o

C24H4gN2011
M= 532,26 g/mol

La synthése du monomef@GalNAc 2.13 se déroule en deux étapes. Dans un premier
temps, la procédure générade déprotection d'amine protégée par un Boc ediqage en

utilisant;

e Le compos@.22(1 éq, 0,70 mmol, 352 mg)
« DuTFA (1,80 mL)
« DuDCM (1,80 mL)

Le sel de trifluoroacétate d'ammoniu23 est obtenu sous forme d'une huile marron clair
(quantitatif). Dans un deuxiéme temps, I'ammonionmg ci-dessus (1 €q, 0,69 mmol) est dilué
dans CHCN anhydre (7 mL permettant d'avoir une concemma¢in ammonium de 0,1 M) sous
argon. A cette solution, sont ajoutés l'acrylateéedebutyle (3 €q, 2,1 mmol, 0,31 mL) et |laHt
(2 éq, 1,40 mmol, 0,19 mL). Le milieu réactionnst placé sous argon a 50°C pendant 17h.
Apres concentration du milieu, le produit brut patifié par chromatographie flash sur gel de
silice (DCM/MeOH 95:5). Le monomeéi213 est obtenu sous forme d'une mousse jaune (0,55

mmol, 291 mg) avec un rendement de 78%.

CCM: R;= 0,60 (DCM/MeOH 90:10).
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IR (ATR) v (cm™): 3352 ¢ N-H acétamide et amine) ; 2980 : 29%0CspzH) ; 1748 ; 1734 ;
1674 ; 1663\ C=0 acétates, ester tirt-butyle et acétamide) ; 1551, 1549 N-H) ; 1517 ;
1472 ; 1457 ; 13715(C-H alkyles) ; 1225 ; 1203 ; 1180 ; 1159 ; 1138474 ¢ C-O,v C-N).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1,43 (9H, s, 3x6; ester deert-butyle) ; 1,88-2,14 (14H,
m, 3x (Hj acétates, B3 acétamide) ; 2,53-2,74 (2H, m, 2H; 2,93-3,08 (3H, m, 2§ Hyo) ;
3,09-3,19 (1H, m, ) ; 3,57 (1H, dddJu7-ns= 4,1 Hz,I47.4s= 6,5 HZ,Jy7.n7= 11,0 Hz, H) ;
3,88 (1H, dddJy7-ns= 3,9 Hz,Ju7-ns= 7,9 Hz,Jy7.v7= 11,0 Hz, H) ; 4,08 (2H, m, 2k) ; 4,24
(1H, m, H) ; 4,59 (1H, ddd,Jup-n1= 3,5 HZ,Jhon= 9,2 Hz,Jho-ns= 12,0 Hz, H) ; 4,88 (1H, d,
Jn1-n2= 3,5 Hz, H) ; 5,12 (1H, dduz-na= 3,2 Hz,Jyz.12= 12,0 Hz, H) ; 5,37 (1H, ddJngns=
1,1 Hz,Jdus-n3= 3,2 Hz, H) ; 6,80 (1H, dJyu-H2= 9,2 HZz).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,8 ; 20,9 ; 23,2 (33Hs3 acétatesCH; acétamide) ;
27,8 (G) ; 28,2 (3XCH3 dutert-butyle) ; 33,0 (&) ; 45,0 ;47,4 ; 47,7 (£ Co, Cro) ; 62,1 (G) ;
67,0 ;67,6 ;67,8 ;68,0 Cs4, Cs5, C7) ; 99,0 (G) ; 170,5;170,6 ; 170,7 ; 171,0; 172,8(30O

acétatesC=0 acétamide, G).
HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 533,2710 ; trouvé 533,2699 (2,1 ppm).

[a]= +34 (T= 25°C ; c= 0,50 ; CHg)l

Acrylamide O-Man 2.24

14 3
\13/U\N/\2)1J\ofsu
4
5
7 6
o (o]
AcO11 8
AcO 9
12
10\ OAc
\_ OAc )
Co7H41INO13

M= 587,26 g/mol

A une solution d'’AcOEt anhydre (1,40 mL) conterlanhonomere amine manno24.2 (1
€q, 0,28 mmol, 150 mg, 0.2 M) sous argon a 0°C agmités goutte a goutte la triethylamine
(2,2 éq, 0,62 mmol, 86 pL) puis le chlorure d'aayié (1,2 éq, 0,34 mmol, 27 uL). La réaction
est laissée sous agitation pendant 1h. Aprés '@@weOEt (2,80 mL), le milieu réactionnel est
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filtré, concentré (huile orangée obtenue) puisfupar chromatographie flash sur gel de silice
(DCM/MeOH 98:2). Le composg.24 est obtenu sous forme d'une huile orangée (0,26Imm

158 mg) avec un rendement de 96%.

CCM: R;= 0,61 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 1748 ; 1700 C=0 esters et amide) ; 1653 ; 16L40=C) ; 1478 ; 1432 ;
1369 § C-H alkyles) ; 1222 ; 1152 ; 1138 ; 1083 ; 104TT(O,v C-N) ; 980 ; 835 ; 790 C-H

alcene).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,36 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,83 (2H, m,
2Hs) ; 1,90-2,08 (12H, m, 4X@; acétates) : 2,47 (2H, m, 2H 3,34-3,55 (5H, m, 2k 2H,,
He) ; 3,67 (1H, m, ) ; 3,89 (1H, m, hk) ; 4,00 (1H, m, Hb) ; 4,20 (1H, m, k) : 4,72 (1H, s
élargit, H) ; 5,14-5,26 (3H, m, bl Ho, Hi0) ; 5,65 (1H, dddJy14-H14= 1,8 HZz,J(CiSH14-H13 =
10,3 Hz et)= 23,6 Hz, H,) ; 6,27 (1H, dddJy14-114= 1,8 Hz,J= 10,0 Hz et)(tranS)i14-H13 =
16,7 Hz, Ha) ; 6,54 (1H, dt)(CiSh13H1a= 10,3 Hz et(transhs.nia = 16,7 Hz, Hy).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,4 ; 20,5 ; 20,6 (43H; acétates) ; 27,5 ; 27,8 ; 28,9
(3xCHj3 ester deert-butyle, G) ; 33,7 ; 35,3 (@) ; 42,5 ;43,5 ;43,6 ; 45,1 {CCy) ; 62,2 (Go) ;
64,6 ; 65,8 ; 65,9 ; 66,2 ; 68,3 ; 68,5 ; 68,7,96859,2 ; 69,3 (& Cs, Cy, Cio, C11) ; 80,5; 81,2
(C-(CHg)3) ; 97,4 ;97,5 (@ ; 127,0; 127,3 ; 128,3 ; 128,5:Cy4) ; 166,1 C=0 acrylamide) ;
169,4 ;169,5;169,6 ; 169,8;170,0 ; 170,3 ;,478xC=0 acétates, {J.
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Plateforme B-dipeptoide O-Man 2.25

CaaHegN2023
M= 992,42 g/mol

La synthése de la plateforme dipepto@dlannose2.25 se déroule en deux étapes. Dans
un premier temps la procédure générdie déprotection d'amine protégée par un Boc est

appliguée en utilisant:

e Le compos@.18(1 éq, 0,39 mmol, 196 mg)
« Du TFA (1,00 mL)
« DuDCM (1,00 mL)

Le sel de trifluoroacétate d'ammonidrl9 est obtenu sous forme d'une huile marron clair

(quantitatif).

Ensuite, dans un premier ballon, une solution ¢arel’ammonium formé ci-dessus (3 éq,
0,39 mmol) et la triéthylamine (6 éq, 0,78 mmol7 10.) dans 0,70 mL de GBN est mise sous
argon a température ambiante. Dans un deuxiemenbalhe solution contenant l'acrylamide
2.24(1 éq, 0,13 mmol, 76 mg) dans 0,50 mL de;CN, est également préparée sous argon et a
température ambiante. Le contenu de ce deuxienienba@st introduit dans le premier a l'aide
d'une canule. La réaction est laissée sous agitagodant 40h. Apres concentration, le produit
brut est purifié par chromatographie flash surdglisilice (gradient DCM/MeOH 94:6 jusqu'a
90:10) afin d'obtenir le compogg25 sous forme d'une huile jaune pale (0,054 mmolmgd

avec un rendement de 41%.

CCM: R;= 0,36 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2954 ¢ CspzH) ; 1747 ¢ C=0 esters) ; 164% (C=0 amide) ; 15508(N-
H) ; 1452 ; 1440 ; 136D(C-H alkyles) ; 1223 ; 1136 ; 1084 ; 1046G-O estersy C-N).
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RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,43 (9H, m, 3xEs ester detert-butyle) ; 1,79-2,14
(28H, m, 12xCEl; acétates, 4) ; 2,25 (1H, m, M) ; 2,47-2,57 (2H, dt)= 7,3 Hz et 13,8 Hz,
2H,) ; 2,84-3,88 (14H, m, 2K 4Hs, 4Hs, 4Hs) ; 3,97 (2H, m, 2kh) ; 4,08 (2H, m, 2k}) ; 4,27
(2H, m, 2H,) ; 4,78-4,85 (2H, m, 2§} ; 5,18-5,33 (6H, m, 2§ 2Hy, 2H,().

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 20,9 (&H5 acétates) ; 26,4 ; 26,5 ;
26,6 ; 26,7 ; 27,4 ; 28,0 ; 28,2 (BM3 ester ddert-butyle, 2G) ; 29,3 ; 29,6 ; 33,7 ;34,2 ;42,0 ;
43,1;43,5;45,0;45,1;45,3 ;46,4 ; 46,7A42Z;, 2C,) ; 62,4 (2Gy) ; 64,9 ; 65,6 ; 65,7 ; 65,9 ;
66,0 ; 66,1 ; 66,2 ; 68,5 ; 68,6 ; 68,7 ; 69,0,169%69,2 ; 69,4 ; 69,5 (2C2GCs, 2Cy, 2C, 2Ci1) ;
80,9 ; 81,5C-(CHa)3) ; 97,3 ;97,4 ; 97,5 ; 97,6 (2C, 169,6 ; 169,7 ; 169,9 ; 169,9 ; 170,1 ;
170,2 ; 170,3 ; 170,6 ; 170,7 ; 171,2 ; 171,5 ;,87BxC=0 acétates, £ C=0 plateforme
peptoide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]= 993,4291 ; trouvé 993,4240 (5,1 ppm).
[a]=+93 (T=25°C ; ¢c= 0,13 ; CHe)l

HPLC: 30,8 min (MeOH/HO (0,1% TFA) 80:20).

Plateforme B-dipeptoide O-Man 2.26

4 0o )

14
\/“\ N /\/U\ N /\)J\OtBu

3
75 ﬁf
OAc 10 OAc
OAc )
Ca7H70N2024

M= 1046,43 g/mol

A une solution d’AcOEt anhydre (0,20 mL) contenl@ntipeptoide mannos225 (1 éq,
0,042 mmol, 41,5 mg, 0.2 M) sous argon a 0°C, sgmités goutte a goutte la triethylamine
(2,2 éq, 0,092 mmol, 13 pL) puis le chlorure d'aoe (1,2 éq, 0,05 mmol, 5 pL). La réaction
est laissée sous agitation pendant 1h. Aprés 1'@@weOEt (0,40 mL), le milieu réactionnel est

filtré, concentré (huile orangée obtenue) puisfgupar chromatographie flash sur gel de silice
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(DCM/MeOH 98:2). Le composg.26 est obtenu sous forme d'une huile orangée (0,26Imm
158 mg) avec un rendement de 85%.

CCM: R = 0,40 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2931 ¢ Csp3-H) ; 1747 ; 171W(C=0 esters et amides) ; 1645 : 1636 ;
1614 ¢ C=C) ; 1455 ; 1433 ; 1369 (C-H alkyles) ; 1221 ; 1136 ; 1084 ; 1047E-O,v C-N) ;
980 ; 918 ; 7964 C-H alcene).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,43 (9H, m, 3xE; ester deert-butyle) ; 1,80-1,92 (4H,
m, 4H) ; 1,97-2,14 (24H, m, 12443 acétates) ; 2,49-2,74 (4H, m, H 3,31-3,73 (12H, m,
AHs, 4Hs, 4Hg) ; 3,96 (2H, m, 2kt) ; 4,08 (2H, m, 2kb) ; 4,28 (2H, m, 2kb) ; 4,79 (2H, m,
2H;) ; 5,19-5,33 (6H, m, 2§ 2Ho, 2Hy0) ; 5,72 (1H, m, Hy) ; 6,34 (1H, m, k) ; 6,50-6,57 (1H,

m, H;|_3).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,9 (83H; acétates) ; 27,6 ; 28,0 ; 28,1 ;
28,8 ; 29,0 ; 29,7 (33H3 ester deert-butyle, 2G) ; 31,4 ; 32,7 ; 33,7 ; 34,7 ; 34,9 @C 42,2 ;
42,3 ;42,4 ;43,1 ; 43,2 ; 43,3 ; 43,4 ; 43,5 ,64343,7 ; 43,9 ; 44,1 ; 454 (2Q2C) ; 62,4
(2Cy2) ; 64,8 ; 65,1 ;65,2 ;66,0 ; 66,1 ; 66,3 ; 6868,5; 68,6 ; 68,7 ;69,0;69,1;69,2;694;
69,5 ; 69,6 (26 2Gg, 2Cy, 2C10,2Cyy) ; 80,7 C-(CHg)3) ; 97,5; 97,6 (29 ; 127,2; 127,3 ;127,5;
128,4 ; 128,5 ; 128,6 (& Ci4) ; 166,5 C=0 acrylamide) ; 169,6 ; 169,7 ; 169,8 ; 170,00,57,
170,6 ;171,1;171,1; 171,2 B=0 acétates, £, C=0 plateforme peptoide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]= 1047,4397 ; trouvé 1047,4360 (3,53 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 1069,4216 ; trouvé 1069,4153 (5,89 ppm).
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Monomeére O-Man 2.28

4 o o )
15 13 3
14
16©/\0/U\N/\2)11\0t3u
17 54
(0] 7 o :
AcO11 8
AcO 9
12
101 OAc
\_ OAc )
C3oH4sNO14

M= 667,28 g/mol

Le monomere amine manna2d.2 (1 éq, 0,624 mmol, 333 mg) est solubilisé dan®aiv
(2,10 mL) sous argon a 0°C. Du chloroformiate dezlgke (1,03 éq, 0,643 mmol, 91 uL) et de la
triethylamine (1,27 éq, 0,79 mmol, 0,11 mL) somud$s a ce mélange. Le milieu réactionnel est
mis sous agitation et sous argon a 0°C pendant24iDCM est introduit et le milieu est lavé
avec une solution d'acide citrique 10% (30 mL)wetcade I'eau distillée (2x30 mL et 1x22 mL).
La phase organique est séchée sur Mg3dirée puis concentrée. Le composé brut obtestu e
purifié par chromatographie flash sur gel de si(iCgclohexane/AcOEt 60:40). Le prod@if28
désiré est obtenu sous forme d'un huile incolof@(éhmol, 363 mg) avec un rendement de 87%.

CCM: R = 0,34 (Cyclohexane/AcOEt 60:40).

IR (ATR) v (cm™): 1749 ¢ C=0 esters) ; 170v(C=0 carbamate) ; 1478 ; 1456 C=C) ;
1447 ; 1422 ; 1369D(C-H alkyles) ; 1221 ; 1153 ; 1135 ; 1084 ; 104TC(O,v C-N) ; 980 ; 912
(& C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,42 (9H, s, 3xE;3 ester deert-butyle) ; 1,80-1,87 (2H,
m, 2H;) ; 1,97 (3H, s, €3 acétate) ; 2,02 (3H, s,Hz acétate) ; 2,08 (3H, sHz acétate) ; 2,14
(3H, s, 3 acétate) ; 2,49 (2H, m, 2H; 3,35-3,47 (3H, m, 2k He) ; 3,50 (2H, tJqzH2 = 7,4
Hz, 2k) ; 3,69 (1H, m, i) ; 3,97 (1H, m, k) ; 4,06 (1H, ddJn12 ou H12-H11= 1,7 HZ €Un1o-pa2
= 12,2 Hz, Hy,0u Hi2) ; 4,27 (1H, m, kb ou H») ; 4,77 (1H, m, H) ; 5,12 (2H, s, 2k}) ; 5,20-
5,33 (3H, m, H, Hy, Hip) ; 7,27-7,34 (5H, m, 24, 2H6, Hi7).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 20,9 (8H; acétates) ; 28,0 (BH;
ester deert-butyle) ; 28,6 () ; 34,4 ; 35,1 (@) ; 43,2 ;44,0 ; 44,7 ; 45,2 {0Cy) ; 62,4 (Go) ;
65,8 ; 66,1 ; 66,2 ; 67,0 ; 68,4 ; 68,9 ; 69,0 ,57(Cs, Cg, Gy, Cio, Ci1, Ci3) ; 80,7 ; 80,8 C-
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(CH3)3) ; 97,6 ; 97,7 (@ ; 127,7 ; 127,8 ; 127,9 ; 128,4 (&C2Ci, Ci7) ; 136,6 ; 136,7 (Q) ;
155,8 ; 155,9 ; 156,800 carbamate) ; 169,7 ; 169,8 ; 170,0 ; 170,883 acétates, {J.

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 668,2918 ; trouvé 668,2920 (0,3 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 690,2738 ; trouvé 690,2728 (1,45 ppm).

[a]= +43 (T= 25°C ; c= 0,50 ; CHe)l

HPLC: 36,7 min (MeOH/HO (0,1% TFA) 70:30).

Monomeére O-GalNAc 2.33

4 o o )
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CaoH4eN2013

M= 666,30 g/mol

Le monomere amine GalNAZ13(1 éq, 0,37 mmol, 197 mg) est solubilisé dans QWD
(1,50 mL) sous argon a 0°C. Du chloroformiate dezlgke (1,03 €q, 0,38 mmol, 54 pL) et de la
triethylamine (1,27 éq, 0,47 mmol, 66 uL) sont &sua ce mélange. Le milieu réactionnel est
mis sous agitation et sous argon a 0°C pendantR4iDCM est introduit et le milieu est lavé
avec une solution d'acide citrique 10% (20 mL)acade I'eau distillée (3x20 mL). La phase
organique est séchée sur MgS€iltrée puis concentrée. Le composé brut obtesiperifieé par
chromatographie flash sur gel de silice (DCM/MeO82). Le produit2.33 désiré est obtenu
sous forme d'une huile jaune (0,29 mmol, 194 mgrawn rendement de 80%.

CCM: R = 0,18 (AcOEt/Cyclohexane 40:60).

IR (ATR) v (cm™): 3323 ¢ N-H) ; 2971 ; 2916\ CspzH) ; 1748 ; 1722 ; 1695 ; 1684 C=0
esters, carbamate et acétamide) ; 1588I{H) ; 1478 ; 1453 C=C) ; 1424 ; 13704 C-H
alkyles) ; 1225 ;1221 ; 1153 ; 1132 ; 10463-0O,v C-N) ; 954 ; 845 C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,42 (9H, s, 3xB5 de I'ester deert-butyle) ; 1,73-1,88
(2H, m, 2H) ; 1,93-2,14 (12H, m, 3Xd; acetatesCH3; acétamide) ; 2,45-2,56 (2H, m, 2H
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3,22-3,75 (6H, m, 2k} 2H,, 2He) ; 4,06-4,18 (3H, m, H, 2H:) ; 4,60 (1H, m, k) ; 4,78 (1H, m,
Hy) ;5,12 (3H, m, K, 2Hhs) ; 5,34 (1H, m, ) ; 6,10-6,85 (1H, m, NAC) ; 7,27-7,36 (5H, m,
2H315, 2Hi6, Hi7).

RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 22,9 (33H; acétatesCH; acétamides) ;
27,5 (G) ; 28,0 (3xCH3 de I'ester de tertbutyle) ; 34,7 ; 35,0 2)(€42,3 ; 42,4 ; 43,6 (§.Cy) ;
47,3 ;47,4 ;47,5; 47,6 ;61,9 (Go) ; 64,1 (G) ; 66,7 ;67,2 67,3 ;68,8 {(C10 Cr1, Cr3) ;
81,0 C-(CHa)3) ; 97,6 ; 97,7 (© ; 127,6 ; 127,8 ; 128,0 (26 2Cis, Ci17) ; 136,5 (Gy) ; 156,1
(C=0 carbamate) ; 170,4 ; 170,7 (3=O acétatesz=0 acétamide, {.

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 689,2898 ; trouvé 689,2879 (1,9 ppm).

[a]= +19 (T=25°C; c= 0,50 ; CHe)l

Plateforme B-dipeptoide O-Man 2.30

e
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Cs2H7aN2025
M= 1126,46 g/mol

La synthése de la plateforfiedipeptoideO-mannosylé®.30se déroule en deux étapes. La
premiere étape consiste a appliquer la procédurérgie d'hydrolyse d'acide carboxylique sous

forme d'ester deert-butyle, en utilisant:

* Le compos&.28(1 éq, 0,68 mmol, 452 mg)
« DuTFA (4,80 mL)
« Du DCM (4,80 mL)

L'acide carboxylique.29 est obtenu au bout de 30 min d'agitation, sousdad'une huile
orangée de maniere quantitative. La deuxieme pdeida synthése consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidiqgue (métmaaemere), en utilisant:
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» L'acide carboxyliqu@.29formé ci-dessus (1 éq, 0,68 mmol)
* Le monomére amine mannadd2(1 éq, 0,68 mmol, 361 mg)
« HATU (2 éq, 1,35 mmol, 515 mQ)

 DIPEA (2,5 éq, 1,69 mmol, 0,28 mL)

 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 5,90 mL et 2mBD

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatioscets argon pendant 20h. Apres traitement
du milieu (détaillé dans la procédure générale) perification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (DCM/MeO8129, le compos&.30 est obtenu sous

forme d'une huile jaune (0,62 mmol, 701 mg) avecamidement de 92%.

CCM: R;= 0,42 (DCM/MeOH 98:2).

IR (ATR) v (cm™): 1748 ¢ C=0 esters) ; 1699 ; 1648 C=0 amides et carbamate) ; 1480 (
C=C) ; 1440 ; 1422 ; 1369 (C-H alkyles) ; 1221 ; 1136 ; 1084 ; 104¥ ¢-O,v C-N) ; 980 ;
915 © C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,41 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,69-1,86 (4H,
m, 4H;) ; 1,95 (3H, s, €3 acétate) ; 2,01 (3H, sHz acétate) ; 2,07 (3H, s,Hz acétate) ; 2,12
(3H, s, Gz acétate) ; 2,33-2,68 (4H, m, 4H 3,24-3,70 (12H, m, 4 4H,, 4Ho) ; 3,94 (2H, m,
2H11) ; 4,05 (2H, m, 2kb) ; 4,26 (2H, ddJh12 ou hiz-r1i= 4,8 HZ o= 12,1 Hz, 2H) ;
4,75 (2H, m, 2H) : 5,19 (2H, s, 2kb) ; 5,19-5,31 (6H, m, 2kl 2Ho, 2H10) ; 7,27-7,33 (5H, m,
2His, 2Hy6, Hi).

RMN *3C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,5 ; 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (&H5 acétates) ; 27,5 ; 27,9 ;
28,5 ; 28,7 (3€H3 ester deert-butyle, 2G) ; 31,6 ; 31,3 ;33,8 ;34,7 ;34,8 (3C42,4 ;43,1 ;
43,2 ;43,5 ;43,7 ;44,4 ; 44,6 ; 45,1 ; 45542%) ; 62,4 (2Gy) ; 65,2 ; 65,9 ; 66,0 ; 66,2 ;
66,9 ; 67,0 ; 68,4 ; 68,5 ; 68,6 ; 69,0 ; 69,4 46@RG;, 2Cs, 2Cy, 2Ci, 2Ci3, Ci3) ; 80,6 ; 81,2
(C-(CHy)3) ; 97,5 ; 97,7 (29 ; 127,7 ; 127,9 ; 128,0 ; 128,4 (&C2Cs, Ci7) ; 136,6 ; 136,7
(C14) ; 155,9 C=0O carbamate) ; 169,6 ; 169,7 ; 169,8 ; 169,9 ;,@7A70,5 ; 171,1 (83=0
acétates, ; C=0 plateforme peptoide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H+N4&][/2 = 575,2279 ; trouvé 575,2244 (6,08
ppm).

[a]= +37 (T=25°C; c= 0,50 ; CHe)l

HPLC: 11,3 min (MeOH/HO (0,1% TFA) 80:20).
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Plateforme B-dipeptoide O-GalNAc 2.35

NHA 1? NHAG
AcO AcO
AcO AcO

OAC )

CsoH76N4O23
M= 1124,49 g/mol

La synthese de la platefornfiedipeptoideO-GalNAc 2.35 se déroule en deux étapes. La
premiére étape consiste a appliquer la procédurérgie de déprotection d'acide carboxylique
sous forme d'ester dert-butyle, en utilisant:

* Le compos&.33(1 éq, 0,28 mmol, 183 mQ)
e DuTFA (2,00 mL)
 DuDCM (2,00 mL)

L'acide carboxylique.34 est obtenu au bout de 30 min d'agitation, sousdad'une huile
orangée de maniére quantitative. La deuxieme pddida synthese consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidiqgue (métmoaemere), en utilisant:

» L'acide carboxyliqu®.34formé ci-dessus (1 éq, 0,28 mmol)
* Le monomére amine GalNA:13(1 éq, 0,28 mmol, 146 mg)
HATU (2 éq, 0,55 mmol, 209 mg)

DIPEA (2,5 ég, 0,69 mmol, 0,11 mL)

DCM/DMF (70:30) soit respectivement 2,40 mL et 1n0D

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatioscets argon pendant 20h. Apres traitement
du milieu (détaillé dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (DCM/MeOH39, le compos.35 est obtenu sous
forme d'une huile jaune-orangée (0,22 mmol, 245argkr un rendement de 80%.

CCM: R = 0,34 (DCM/MeOH 96:4).
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IR (ATR) v (cm™): 3335 ¢ N-H) ; 2952 ¢ CspzH) ; 1747 ; 1676 ;1664 ; 164% C=0 esters,
carbamate et acétamides) ; 158N(H) ; 1478 ¢ C=C) ; 1424 ; 13704 C-H alkyles) ; 1222 ;
1153 ;1131 ;1073 ; 1045 C-O,v C-N) ; 949 ; 8463 C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,41, 1,43 (9H, s, 3X@; de I'ester déert-butyle) ; 1,57-
1,86 (4H, m, 4H) ; 1,90-2,14 (24H, m, 6Xd; acétates, A3H; acétamides) ; 2,30-2,76 (4H, m,
4H,) ; 3,28-3,74 (12H, m, 41 4H,, 4Hs) ; 4,02-4,26 (6H, m, 2H, 4Hy,) ; 4,60 (2H, m, 2k ;
4,85 (2H, m, 2H) ; 5,11 (4H, m, 2kl 2H3) ; 5,35 (2H, m, 2hkt) ; 6,33-7,07 (2H, m, 2xNAC) ;
7,28-7,36 (5H, m, 2k4, 2Hse, Hiv).

RMN *C (100 MHz, CDCLk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 22,9 : 23,0 ; 23,1 (B%; acétates,
2xCH3 acétamides) ; 27,4 ; 27,5 ; 27,6 ; 27,7 ; 28,8,82 29,2 (3€H3 de I'ester d¢ert-butyle,
2Cs) ;32,0;32,1;32,3;33,8;34,0;34,8; 380, ;41,7;42,1;425;43,0;43,1; 43,3;
43,8 ;44,0 ;44,9 ;453 ; 45,8 QC) ; 47,3 ;47,4 ;47,5 ;47,6 ; 47,7 @C 61,8 ; 62,0 ;
62,1 ; 62,2 (2¢) ; 64,1 ;64,2 ;64,3 ;64,4 ; 64,5 ; 64,8 ; 6485 (2G) ; 66,5 ; 66,6 ; 67,0 ;
67,1 ;67,2 ;67,3 ;68,0 ;68,6 (Q2Ci0, 2Cy1, Ci3) ; 81,1 C-(CHy)3) ; 97,5; 97,6 ; 97,7 ; 97,8
(2Cy) ; 127,4 ; 127,9 ;128 ; 128,1 ; 128,2 ; 128,28,6 (2G5, 2C6, Ci7) ; 136,4 ; 136,5 (Q) ;
156,5 C=0 carbamate) ; 170,3 ; 170,4 ; 170,5 ; 170,6 ;,47@70,8 ; 171,4 ; 171,5 (€<O
acétates, 28=0 acétamides;=0 plateforme peptoide

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2N4]/2 = 585,2348 ; trouvé 585,2351 (0,51
ppm).
[a]= +32 (T=25°C ; ¢c= 0,13 ; CHe)l
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Plateforme B-tripeptoide O-Man 2.32

é o

J\N N/\/U\N/\)*O‘Bu

o]
7? ﬁfﬁ
o]
OA OAc 10 OAc

OAc OAc )

C72H10IN3036
M= 1585,63 g/mol

La synthése de la plateforridripeptoideO-mannosylé®.32se déroule en deux étapes. La
premiere étape consiste a appliquer la procédurérgie d'hydrolyse d'acide carboxylique sous

forme d'ester deert-butyle, en utilisant:

 Le compos&.30(1 éq, 0,13 mmol, 151 mg)
« Du TFA (0,95 mL)
e DuDCM (0,95 mL)

L'acide carboxylique.31 est obtenu au bout de 30 min d'agitation, sousdad'une huile
orangée de maniere quantitative. La deuxieme pddida synthése consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidiqgue (métmoaemere), en utilisant:

» L'acide carboxyliqu®.31formé ci-dessus (1 éq, 0,13 mmol)
e Le monomere amine mannadd.2(1 éq, 0,13 mmol, 72 mg)
« HATU (2 éq, 0,27 mmol, 102 mg)

« DIPEA (2,5 éq, 0,34 mmol, 55 pL)

 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 1,20 mL et OgBD

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 20h. Apres traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (DCM/MeO8129, le compos®.32 est obtenu sous
forme d'une huile incolore (0,11 mmol, 170 mg) auveegendement de 80%.

CCM: R;= 0,28 (DCM/MeOH 98:2).
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IR (ATR) v (cm™): 1746 ; 1732\ C=0 esters) ; 1704 ; 164% C=0 amides et carbamate) ;
1480 ¢ C=C) ; 1447 ; 1423 ; 137@ C-H alkyles) ; 1220 ; 1135 ; 1082 ; 1046G-O,v C-N) ;
980 © C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,72-1,88 (6H,
m, 6Hs) ; 1,96-2,14 (36H, m, 1244 acétates) ; 2,47-2,69 (6H, m, §H 3,31-3,71 (18H, m,
6Hs, 6Hs, 6He) : 3,97 (3H, m, 3hh) ; 4,08 (3H, m, 3hb) ; 4,28 (3H, ddJh12 ou Hiz-H11= 4,5 HZ et
Jni2-12 = 12,2 Hz, 3Hb) ; 4,76 (3H, m, 3K ; 5,11 (2H, s, 2k}) ; 5,18-5,31 (9H, m, 3§l 3Hy,
3H) ; 7,27-7,34 (5H, m, 2H, 2H;6, Hi7).

RMN **C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,3 ; 20,4 ; 20,5 ; 20,6 (12¥; acétates) ; 27,3 ; 27,4 ;
27,8 ;27,9 ;28,4 ; 28,5 ; 28,6 ; 29,4 (3% ester ddert-butyle, 3G) ; 31,2 ; 31,5, 31,7 ; 31,8 ;
31,9;32,0,;32,1,;33,6;345;34,7(pC42,1 ;42,2 ;42,7 ;428 ;42,9 ;43,3 ;43,4 ;
445 ;44,9 ; 45,1 ; 45,3 (3C3Cy) ; 62,2 (3Gy) ; 65,0 ;65,1 ; 65,9 ; 66,0 ; 66,1 ; 66,7 ; 68,2
68,4 ; 68,5 ; 68,7 ; 68,8 ; 68,9 ; 69,0 ; 69,1,26969,3 (3G, 3G, 3Gy, 3G, 3G, Ci3) ; 80,4 ;
80,5 ;81,0 ;81,1G-(CHa)s) ; 97,3 ;97,4 ;97,5 (3F,; 127,5; 127,6 ; 127,7 ; 128,3 (&C2Cys,
Ci17) ; 136,6 (Gg) ; 155,6 ; 155,7@=0 carbamate) ; 169,4 ; 169,5; 169,6 ; 169,7 ;1.7270,2 ;
170,4;170,6 ;170,8;170,9 ; 171,0 (C20O acétates, Z3=0 plateforme peptoide L

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H+N&J/2 = 804,8155 ; trouvé 804,8148 (0,87
ppm) ; m/z calculé pour [M+H+K]/2 = 812,8025 ; trouvé 812,8035 (0,12 ppm) ; mizwé
pour [M+2Naf*/2 = 815,8059 ; trouvé 815,8054 (0,61 ppm).

HPLC: 11,6 min (MeOH/HO (0,1% TFA) 80:20).
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Plateforme B-tripeptoide O-GalNAc 2.37

C72H10eN6O33
M= 1582,68 g/mol

La synthese de la platefornfiedipeptoideO-GalNAc 2.37 se déroule en deux étapes. La
premiére étape consiste a appliquer la procédurérgie de déprotection d'acide carboxylique
sous forme d'ester dert-butyle, en utilisant:

* Le compos&.35(1 éq, 0,23 mmol, 256 mg)
e DuTFA (1,80 mL)
« DuDCM (1,80 mL)

Le milieu réactionnel est laissé sous agitationsetis argon pendant 20h. L'acide
carboxylique2.36 est obtenu au bout de 30 min d'agitation, soundod'une huile orangée de
maniere quantitative. La deuxieme partie de la l®seg consiste a appliquer la procédure

générale de couplage peptidiqgue (méthode mononemreltjlisant:

» L'acide carboxyliqu®.36formé ci-dessus (1 éq, 0,23 mmol)

Le monomeére amine GalNAx13(1 éq, 0,23 mmol, 121 mg)
HATU (2 éq, 0,46 mmol, 173 mg)

DIPEA (2,5 éq, 0,57 mmol, 94 pL)

DCM/DMF (70:30) soit respectivement 2,00 mL et 08D

Apres traitement du milieu (détaillé dans la pragédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de silicEMMeOH 96:4), le compos2.37 est obtenu
sous forme d'une huile jaune (0,07 mmol, 108 mgrawn rendement de 30%.

CCM: R;= 0,30 (DCM/MeOH 95:5).
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IR (ATR) v (cm™): 3340 ¢ N-H) ; 2962 ¢ CspzH) ; 1748 ; 1733 ; 1684 ; 163V C=0 esters,
carbamate et acétamides) ; 158INEH) ; 1472 ¢ C=C) ; 1432 ; 1371 C-H alkyles) ; 1222 ;
1158 ;1129 ; 1075 ; 1045 C-O,v C-N) ; 952 § C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,42 (9H, s, 3xEl; de I'ester deert-butyle) ; 1,71-1,86
(6H, m, 6H) ; 1,89-2,16 (36H, m, 9xd; acétates, 3BH; acétamides) ; 2,30-2,78 (6H, m, HH
3,32-3,73 (18H, m, 6% 6H,, 6Hs) ; 4,03-4,25 (9H, m, 3H, 6Hy,) ; 4,60 (3H, m, 3k ; 4,86
(3H, m, 3H) ; 5,11 (5H, m, 3k 2H;3) ; 5,36 (3H, m, 3ht) ; 6,59-7,46 (8H, m, 3xNACc, 2H;s,

2H16, Hi17).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 22,7 ; 22,8 ; 22,9 ; 23,0QPts
acétates, 38H; acétamides) ; 27,4 ; 27,5 ; 27,6 ; 27,7 ; 278,02 28,9 ; 29,4 (3B8H3 de I'ester
de tertbutyle, 3¢) ; 32,1 ;32,2 ;32,4 ;33,9 ;34,0;34,9; 38C,) ;41,8;42,2;42,5;43,0;
43,1 ;43,4 ;43,9 ;44,0 ; 44,8 ; 45,2 ; 4594RLCy) ; 47,3 ; 47,4 ; 47,5 ; 47,6 (3C, 61,7 ;
61,8 ;61,9 ;62,0 (20 ; 64,2 ;64,3 ;64,4;64,5 ;64,6 ;64,9 ; 6465,0 (3G) ; 66,4 ; 66,5 ;
66,6 ; 67,0 ;67,2 ;67,3;67,9;68,2;68,4,568G, 3Cy, 3C1, Cy3); 81,2 C-(CHy)3) ; 97,5;
97,6 ;97,7;97,8 (3¢, 127,4 ; 127,5; 127,7 ; 128,1 ; 128,2 ; 128]@8,8 (2Gs, 2C, Ci17) ;
136,4 ; 136,5 (&) ; 157,0 C=0O carbamate) ; 170,3 ; 170,4 ; 170,5 ; 170,6 ;217070,8 ;
170,9; 171,4 (98=0 acétates, 33=0 acetamides, 2xC=0 plateforme peptoide, C

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 792,3479 ; trouvé 792,3438 (5,1 ppm) ;
[M+K+H] ?*/2 = 811,3196 ; [M+2N4&]/2 = 814,3284.
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Plateforme B-tripeptoide O-Man 2.27

-

N N/\/U\N/\)J\O’Bu

AcO 0 AcO?
AcO AcO12
OAc OAc 10 OAc

OAc OAc )

Ce4H97N3034
M= 1451,60 g/mol

A une solution contenant la plateforddripeptoideO-mannosylée.32 (1 €q, 0,03 mmol,
50 mg) et du Pd/C (10 mg, 20 mol%) dans de I'Ac@EO0 mL) dans un autoclave a
hydrogénation est ajouté du @EOOH glacial (48 pL, 0,6 vol%). L'ensemble est plac
température ambiante sous 4 bars de dihydrogergdapedh. Le milieu est ensuite filtré sur
célite puis concentré. Le produit brut est puriiig chromatographie flash sur gel de silice
(gradient : DCM/MeOH 95:5 puis 90:10). Enfin le qomsé2.27 est obtenu sous forme d'une

huile jaune clair (0.02 mmol, 32,5 mg) avec un emment de 70%.

CCM: R; = 0,33 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2949 ; 2916\ CspzH) ; 1745 ; 1741 C=0 esters) ; 1641 (C=0 amides) ;
1452 ;1440 ; 1431 ; 1378 C-H alkyles) ; 1224 ; 1137 ; 1082 ; 1046G-O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEs ester detert-butyle) ; 1,78-2,14
(42H, m, 12xEi; acétates, 6§) ; 2,24 (1H, m, W) ; 2,47-2,79 (4H, m, 45 ; 2,93-3,86 (20H,
m, 2H,, 6Hs, 6Hy, 6He) ; 3,96 (3H, m, 3H) ; 4,07 (3H, m, 3hb) ; 4,27 (3H, ddJn12 ou H12-H11=
5,2 Hz etlqi2-H12= 12,0 Hz, 3Hy) ; 4,77-4,84 (3H, m, 3§ ; 5,17-5,34 (9H, m, 3§l 3Ho, 3H,).

RMN *3C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,7 ; 20,8 ; 20,9 ; 21,0 ; 21,1 (12M5 acétates) ; 26,4 ;
26,5 ;26,6 ;27,4;275 ;27,7 ;27,8 ;28,2,3288,8 ; 28,9 ; 29,1, 29,2;29,3;29,4 ;29,5
29,8 (3>CHj3 ester ddert-butyle, 3G) ; 31,3 ; 31,5; 31,6 ; 32,1;33,9;34,0; 3435 ; 42,3 ;
42,5;42,7;43,0;,43,1;43,3;43,6;43,8,1455,2 ;45,4 ;455 ;46,4 ; 46,5 ; 46,6 {38C;,
3C,) ; 62,6 (3Gy) ; 65,0; 65,2 ;65,3 ;65,6;65,7;65,8; 6686,1;66,2;664;665;68,7;
68,8 ; 68,9 ;69,2 ; 69,2 ;69,3 ;69,4 ; 69,5,669%69,7 (3G, 3G, 3G, 3G, 3G) ;80,9 ;815
(C-(CHa)3) ; 97,4 ;97,6 ; 97,7 ;97,8 (3C 169,7 ; 169,8 ; 169,9 ; 170,0; 170,1 ; 170Z0,3 ;

223



Partie expérimentale

170,4;170,5;170,6 ;170,7;170,8;170,9;17171,2;171,3;171,4;171,6 ;171,7;171,9
(12xC=0 acétates, 23=0 plateforme peptoide,

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]"/2 = 726,8055 ; trouvé 726,8067 (1,65 ppm) ;
m/z calculé pour [M+H+KJ"/2 = 745,7835 ; trouvé 745,7787 (6,44 ppm).

HPLC: 1,8 min (MeOH/HO (0,1% TFA) 70:30).

Plateforme B-tripeptoide O-GalNAc 2.38

(" o o , O )
HN/\/U\N/\)LN/\)J\O’BU

Ce4H100N6031
M= 1448,64 g/mol

A une solution contenant la plateforifadripeptoideO-GalNAc 2.37 (1 éq, 0,03 mmol, 50
mg) et du Pd/C (10 mg, 20 mol%) dans de 'AcOEI{8nL) dans un autoclave a hydrogénation
est ajouté du C¥COOH glacial (48 uL, 0,6 vol%). L'ensemble est pladempérature ambiante
sous 4 bars de dihydrogene pendant 4h. Le milieeresuite filtré sur célite puis concentré. Le
produit brut est purifié par chromatographie flasin gel de silice (gradient : DCM/MeOH 95:5,
90:10 puis 85:15). Enfin le compo2&38 est obtenu sous forme d'une huile jaune clair2(0,0

mmol, 29 mg) avec un rendement de 71%.

CCM: R;= 0,60 (DCM/MeOH : 90:10).

IR (ATR) v (cmY): 3322 ¢ N-H acétamides et platefornfietripeptoide) ; 2942\ CspzH) ;
1745 ; 1732 ; 1654 ; 1636 (C=0 esters et amides) ; 1542 ; 1586N-H acétamides et
plateformef3-tripeptoide) ; 1432 ; 1426 ; 137d C-H alkyles) ; 1222 ; 1225 ; 1156 ; 1130 ;
1048 ; 1036\ C-O,v C-N).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1,39-1,42 (9H, m, 3xB; ester de tertbutyle) ; 1,70-2,13
(43H, m, 9x@; acétates, IBH3 acétamides, 641 NH plateformef3-tripeptoide) ; 2,18-2,83 (6H,
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m, 6Hb) ; 2,90-4,01 (18H, m, 6416H,, 6Hs) ; 4,03-4,36 (9H, m, 3H, 6Hy) ; 4,58 (3H, m, 3k ;
4,82-5,00 (3H, m, 39 ; 5,13 (3H, m, 3k) ; 5,36 (3H, m, 3kt) ; 6,54-7,45 (3H, m, 3xNAC).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,7 ; 20,8 ; 20,9 ; 22,8 ; 22,9 ; 23,0 ; 23,1 ;223
(9xCH3 acétates, 3BH3 acétamides) ; 27,3 ; 27,4 ; 27,5 ; 28,0 ; 28,8,92 29,0 ; 29,1 ; 29,6
(3xCH3 ester deert-butyle, 3G) ; 31,3 ;31,6 ; 31,8; 33,8 ; 33,8 ; 33,9 ; 34%,7 ; 34,8 (39 ;
41,9 ;42,1 ;42,3 ;42,4 ;425 ;42,7 ;42,9,04343,1 ;43,9 ;44,0;44,9;45,2;45,3 ;45,4
455 ;47,2 ;47,4 ;475 ;47,6 ;47,7 ; 47,8,94748,2 ; 48,3 (3¢; 3C4, 3G) ; 61,7 ;61,8 ; 62,1 ;
62,2 ;62,3 ;62,4 ;625 (3¢9 ;64,5;64,7;64,9 ;65,0 ;66,4 ;66,5 ; 6665,7; 67,2;67,3;
67,7 ;67,8 ;68,1;68,4 ;68,5 (@3C, 3G 3Cy);81,1;81,6C-(CHy)s); 97,6 ;97,7 ;97,8;
97,9 (3G) ; 170,2;170,4 ; 170,5; 170,6 ; 170,8 ; 17M01,1; 171,9; 172,1 (=0 acétates,
3xC=0 acétamides, 2xC=0 plateforme peptoidg, C

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 725,3295 ; trouvé 725,3262 (4,5 ppm) ;
[M+Na+H]?*/2 = 736,3177 ; [M+H] = 1449,5292.

Plateforme B-tripeptoide O-Man(OH) 2.39

(" 0 o) o )
3
HN/\)J\N/\)J\N/\)J\O‘BU

CaoH73N3022
M= 947,47 g/mol

Une solution contenant la plateforn@etripeptoide O-mannosylée?.27 (0,0094 mmaol,
13,7 mg) diluée dans 2,50 mL de MeOH anhydre, regiéé par 0,25 mL d'une solution de
MeONa (30 mg dans 25 mL, pH= 8) pendant 1h sousnaige milieu est ensuite neutralisé par
de la résine Dowex 50W-X8 (M La résine est filtrée, lavée par du MeOH etilgat est
concentré sous vide pour donner le compga88 sous forme de solide blanc (0,0094 mmol, 8

mg) de maniere quantitative.

CCM: R¢= 0,35 (Propanol/tD 70:30).
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IR (ATR) v (cm™): 3517-3168 ¢ N-H, O-H) ; 2926 ; 2857w CspzH) ; 1715 ; 1656 ; 1630 ;
1625 ¢ C=0 ester et amides) ; 1555 ; 1483N(H) ; 1345  C-H) ; 1233 ; 1154 ; 1123 ; 1060 ;
1047 ¢ C-O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,80-2,09
(6H, m, 6H) ; 2,50-3,00 (6H, m, 6§) ; 3,20-3,90 (36H, m, 6516H,, 6Hs, 3Hs, 3Hy, 3H;0, 3H11,
6H12) ; 4,70 (3H, m, 3H).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 27,3 ; 28,5 ; 28,7 : 29,5 ; 29,7 ; 30,0 ; 30,1,23(B0,3 ;
30,5 ; 30,6 (3G 3xCHj3 ester ddert-butyle) ; 32,3 ; 33,5;34,0; 34,1 ; 35,2 ; 38&,) ; 40,4 ;
40,6 ; 43,1;44,1,44,5 ;44,7 ;45,7 ;47,1 24759,6 ; 63,1 ; 65,2 ; 65,6 ; 65,7 ; 66,2 ; 66,3
67,6 ;68,9;69,0;71,2;72,6;72,8;72,9,57475,0 (G, 3G, 3G, 3C;, 3G, 3G, 3G, 3G,
Cio) ; 81,4 ; 82,0C(CHz)3) ; 97,5; 97,7 ;97,8 ;98,0 (3C, 172,7 ; 173,4 ; 173,5; 173,7 ;
173,8;173,9;174,0;174,1;174,2 ; 174,3 ;,,472xC=0 plateforme peptoide;)C

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]= 948,4764 ; trouvé 948,4776 (1,3 ppm).

Plateforme B-tripeptoide O-GalNAc(OH) 2.40

(" o o 0 )
HN/\)J\N/\)J\N/\Z)J\O’BU

J) 4
o

NHAc0 NHAc‘Io NHAc
HO o

10 OH )

CaeHs2NeO22
M= 1070,55 g/mol

Une solution contenant la plateforifdgripeptoideO-GalNAc 2.38(0,0049 mmol, 7,1 mg)
diluée dans 1,30 mL de MeOH anhydre, est traitéed@8 mL d'une solution de MeONa (30
mg dans 25 mL, pH= 8) pendant 1h sous argon. Lieundst ensuite neutralisé par de la résine
Dowex 50W-X8 (H). La résine est filtrée, lavée par du MeOH etilkeat est concentré sous
vide pour donner le compog&0sous forme de solide blanc (0,0049 mmol, 5,2 negndniére

guantitative.

CCM: R¢=0,22 (Propanol/kD 70:30).
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IR (ATR) v (cm™): 3514-3160 ¢ N-H, O-H) ; 2926 ; 2853 CspzH) ; 1710 ; 1653 ; 1634 ;
1623 ¢ C=0 ester et amides) ; 1554 ; 146MN¢H) ; 1342 p C-H alkyles) ; 1233 ; 1154 ; 1123 ;
1058 ; 1041\ C-O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,80-2,09
(15H, m, 6H, 3xCH3 acétamide) ; 2,50-3,00 (6H, m, §H 3,20-3,90 (33H, m, 641 6H,, 6Hs,
3Hy, 3H10, 3H11, 6Hy2) ; 4,30 (3H, m, 3k ; 4,70 (3H, m, 3H).

RMN **C (100 MHz, CD;0D) & (ppm): 23,8 ; 23,9 ; 24,0 (33H3 acétamide) ; 27,4 ; 27,5 ;
27,6 ;28,4 ;28,5 ;28,6 ;29,6 ; 29,7 ; 29,8,23030,3 ; 30,4 ; 30,7 ; 30,8;32,3;32,4 ;325
34,7 ; 35,4 ; 35,5 ; 35,6 (3C3G;, 3XCH; ester ddert-butyle) ; 43,5 ; 43,6 ; 43,7 ; 43,8 ; 43,9 ;
44,1 ;44,5 ;44,6 ; 44,7 ; 44,8 ; 45,5 ; 45,6 ,74547,0 ; 47,1 ; 47,5 ; 47,6 ; 47,7 ; 47,9 ; 51,6
51,7 ;62,9 ; 63,1, 65,8 ;66,0 ;66,1 ; 66,2,36666,4 ; 66,5 ; 66,6 ; 66,7 ; 66,8 ; 67,0 ; 67,1
67,2 ;69,2 ;69,3;695;69,6;69,7;69,8,9972,7; 72,8; 72,9 ; 73,0 (3B, 3G, 3G,
3Ci0, 3Gi1, 3G ; 82,1 ; 82,4C(CHg)3) ; 98,6 ;98,8 ;98,9 ;99,0; 99,3 @3C172,4;172,5;
172,6 ; 172,7 ;1729 ; 173,2 ; 173,3 ; 173,4 ;,873L73,9 ; 174,0 ; 174,1 (2xC=0 plateforme
peptoide, 3xC=0 acétamides)C

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]= 536,2819 ; trouvé 536,2825 (1,1 ppm).

1-bromo-2,3,4,6-tetraO-acétylea-D-mannopyranoside 2.44

OAc

OAc
4 (6
AcO 0o
AcO > 2 1

Br

C14H19BrOg
M= 410,02 g/mol

A une solution contenant de l'acide perchloriquq0mL) dissout dans de I'anhydride
acétique (7,5 éq, 207,7 mmol, 19,6 mL), est ajpateportion deb-mannose (1 éq, 27,7 mmol,
5,00 g) pendant 1h, en maintenant la températurdesaous de 40°C. Ensuite, a température
ambiante, le bromure d'hydrogene 33% dans l'acid¢icaie (22 mL) est versé. Apres 1h30
d'agitation, le mélange est dilué dans du DCM (&0 puis lavé avec une solution aqueuse de
NaHCG; a 5% jusqu'a ce que le pH de la phase aqueuségalith 8. La phase organique est
séchée sur N8O, et concentrée. Le composé brothé4 est obtenu sous forme d'une huile

jaune orangé (10,77 g, 26,2 mmol) avec un rendedeff%.
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CCM: R¢ = 0,61 (AcOEt/Cyclohexane 50:50).

IR (ATR) v (cm™): 1749 ¢ C=0) ; 1432 ; 13703(C-H alkyles) ; 1217 ; 1163 ; 1129 ; 1050 (
C-0).

RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,98 (3H, s, €5 acétate) ; 2,04 (2H, m, 3H; 2,07 (3H,
s, (H; acétate) ; 2,14 (3H, sHz acétate) ; 4,10 (1H, ddws ou He-rs5= 2,1 Hz etlene= 12,5 Hz,
He ou Hs) ; 4,19 (1H, dddJus.te ou He= 2,1 HZ,Jus.H6 ou He= 4,9 Hz etlusps= 10,2 Hz, H) ;
4,29 (1H, ddJus ou He-Hs= 4,9 Hz etlysne= 12,5 Hz, K ou Hs) ; 5,33 (1H, t,dhanz= Jna-ns=
10,2 Hz, H) ; 5,41 (1H, ddJio-41= 1 Hz etyoz= 3,4 Hz, H) ; 5,68 (1H, ddJys.2= 3,4 Hz et
Jna-na= 10,2 Hz, H) ; 6,27 (1H, dJu1n2= 1 Hz, H).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,4 ; 20,5 ; 20,6 ; 20,7 (£H acétates) ; 61,4 (;
65,2 (G) ; 67,8 (G) ; 72,0 (G) ; 72,7 (G) ; 83,0 (G) ; 169,5 ; 169,6 ; 170,5 (4xC=0 acétates).

Bromure de (2,3,4,6-tetra©-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-1-isothiouronium 2.45

%
4 C
AcO—1[0
AcO 21
3

S NH, - HBr

NH

C]_5H 23BrN 2098
M= 486,03 g/mol

Dans une solution d'acétone anhydre (10 mL), estdoit le composé brom2.44 (1 éq,
15,4 mmol, 6,34 g). A ce mélange, est ajouté dhitaurée anhydre (1,2 éq, 18,5 mmol, 1,41 )
et le tout est chauffé au reflux pendant 2h sogerarAprés évaporation, du DCM (20 mL) est
ajouté et le précipité de thiourée formé est filteé filtrat est concentré et le produit brut est
purifié par chromatographie flash sur gel de silfgeadient passant d’AcOEt a un mélange
AcOEt/MeOH 90:10). La solide obtenu est recrisséllia froid dans un mélange acétone,
diéthyléther 1:1 pour donner le composé deaidd (1,43 g, 3,52 mmol) sous forme d'un solide

blanc avec un rendement de 29%.

CCM: Rf = 0,24 (AcOEt/MeOH 90:10).
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IR (ATR) v (cm™): 3380 ; 3371\ N-H) ; 3040 ¢ CspzH) ; 1756 ; 1735\ C=0) ; 1657 ; 1641
(v C=N) ; 1433 ; 1368 C-H alkyles) ; 1238 ; 1225 ; 1109 ; 1067 ; 1082tO,v C-N) ; 750
(v C-S).

RMN 'H (400 MHz, Acétone-d) & (ppm): 2,00-2,20 (4xEl; acétates) ; 4,23 (1H, dds ou He-
5= 2,4 Hz etlysne= 12,4 Hz, H ou Hs) ; 4,31 (1H, dd,hs ou He-H5= 6,0 HZ etlye.e= 12,4
Hz, Hs ou Hs) ; 4,53 (1H, m, B) ; 5,16 (1H, ddJhs.+2= 3,4 Hz etlyzna= 10,0 Hz, H) ; 5,34
(1H, t, Jnanz= Jnans= 10,0 Hz, H) ; 5,48 (1H, ddJpzn1= 1,4 Hz ethyo3= 3,4 Hz, H) ; 6,53
(1H, d,Ju1-12= 1,4 Hz, H) ; 9,52 (3H, se, NH, N}.

RMN *3C (100 MHz, Acétone-@) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,9 (43H; acétates) ; 62,5 (L;
66,1 (G) ; 69,7 (G) : 69,8 (G) : 72,4 (G) : 83,1 (G) ; 169,4 (C=N thiourée) : 170,1 : 170,2 :
170,4 ; 170,8 (48=0 acétates).

2,3,4,6-tetraO-aceétyl-1-thio-a-D-mannopyrannose 2.41

OAc

OAc
4 (6
AcO\>-Q
AcO 21
3

SH

C14H2000S
M= 364,08 g/mol

Un mélange DCM/BED (1:1, 3 mL) est dégazé a l'aide d'un bullagegdiarde 10 min. De
cette solution sont prélevés 2,60 mL, servant aedila thiourée glycosylé2.45 (1 éq, 1,23
mmol, 500 mg). Le potassium bisulfite (1 €q, 1,2Bah 274 mg) est ajouté et le tout est chauffé
au reflux sous argon pendant 30 min. Aprés un retodempérature ambiante, la phase
organique est séparée de la phase aqueuse. Elvéstavec de I'eau froide (3x5,00 mL) puis
séchée sur N8Q,, filtrée et enfin concentrée.d-thiomannose peracéty®41 est obtenu sous

forme d'une gomme transparente (0,98 mmol, 356aveg un rendement de 79%.

CCM: Rs= 0,48 (AcOEt/Cyclohexane 50:50).
IR (ATR) v (cm'™): 2923 ; 2850\ CspzH) ; 2600 ¢ S-H) ; 1746 C=0) ; 1434 ; 13705 C-H
alkyles) ; 1223 ;1115 ; 1050 C-O) ; 757 ¢ C-S).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,99 (3H, s, €5 acétate) ; 2,05 (3H, s,H; acétate) ;
2,10 (3H, s, €3 acétate) ; 2,16 (3H, s,Hz acétate) ; 2,27 (1H, dsn.q1= 6,8 Hz, $) ; 4,11
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Partie expérimentale

(1H, dd,JHe ou H6'-H5— 2,1 Hz eUHe.HG': 12,2 HZ, Iﬂ ou H;) X 4,30 (1H, deHG ou H6'-H5— 5,0 Hz
etJne-ne= 12,2 Hz, Hou H) ; 4,35 (1H, m, K ; 5,27-5,33 (3H, m, K Hs, Hy) ; 5,55 (1H, dd,
Jn1-H2= 0,7 Hz etly1.su= 6,8 Hz, H).

RMN *C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,4 ; 20,5 ; 20,6 ; 20,8 (£H acétates) ; 62,0 (;
66,0 ; 68,4 ; 69,5 ; 71,7 6CCs, Ci, G5) ; 76,9 (G) ; 169,5 ; 169,7 ; 169,8 ; 170,5 @=O
acétates).

2-acétamido-2-déoxy-1,3,4,6-tétr&-acétylf3-D-galactopyranoside 2.46

AcO OAc

4&655 o)
AcO3 A OAc

AcHN '

C16H23NO10
M= 389,13 g/mol

Une solution contenant le chlorydrate deblgalactosamine (1 €q, 1,39 mmol, 301 mg)
dissout dans 1,1 mL d'A© est placée a 0°C. De la pyridine (4,80 mL) esuga ajoutée a ce
mélange. Le milieu réactionnel est laissé soustgit a 0°C pendant 24h. Les exces dAet
de pyridine sont éliminés par ajout de 5,00 mL dieéne puis par évaporation sous vide.
L'opération est répétée trois fois afin d'obtemirsolide qui est recristallisé dans du MeOH. Au
final, le compos&.46 est obtenu sous forme de solide blanc (1,11 md®%, mg) avec un

rendement de 80%.

CCM: R;= 0,24 (AcOEY).

IR (ATR) v (cm™): 3262 ¢ N-H) ; 2918 ¢ CspzH) ; 1752 ; 1739\ C=0 acétates) ; 164¥ (
C=0 acétamide) ; 1568 ; 1558 N-H) ; 1374 § C-H alkyles) ; 1261 ; 1216 ; 1166 ; 1158 ; 1132 ;
1076 ; 1041\ C-0).

RMN 'H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,94, 2,02, 2,05, 2,13, 2,17 (15H, m, #Cacétates,
CHg3 acétamide) ; 4,03 (1H, tdys.na= 1,2 HZ etys-neme= 6,8 Hz, H) ; 4,09-4,20 (2H, m, 2§) ;
4,45 (1H, dtJuo-ninn= 8,8 Hz etlyo.n3= 11,4 Hz, H) ; 5,08 (1H, ddJyz.na = 3,4 HZ elyz =

11,4 Hz, H) ; 5,36-5,39 (2H, m, i NH acétamide) ; 5,69 (1H, d,:-+2= 8,8 Hz, H).
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RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,7 ; 20,8 ; 20,9 @M acétatesCHs
acétamide) ; 62,1 @ ; 65,6 ; 68,4 ; 68,8 (£ Cs, Cy) ; 70,6 (G) ; 90,6 (G) ; 168,1 ; 169,6 ;
169,7 ; 170,0 ; 170,6 (430 acétateC=0 acétamide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 412,1220 ; trouvé 412,1209 (2,6 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles mportées dans la littératufé’

Thiazoline glycosylée 2.47

C]_4H 19NO7S
M= 345,09 g/mol

Une solution contenant le compog&6 (1 éqg, 0,93 mmol, 360 mg) et le réactif de
Lawesson (0,85 éq, 0,79 mmol, 319 mg), dissouts @200 mL de toluene, est portée a 80°C
sous argon pendant 3h. Apres l'ajout de 30 mg d¢(Oy, le milieu réactionnel est concentré
puis purifié par chromatographie flash sur gel dieees (AcOEt/DCM 50:50). Au final, le
composé2.47 est obtenu sous forme d'un huile jaune foncé (Opd3ol, 223 mg) avec un

rendement de 70%.

CCM: R;= 0,40 (DCM/AcOEt 50:50).

IR (ATR) v (cm™): 1748 ¢ C=0) ; 1630 C=N) ; 1434 : 1371 C-H alkyles) ; 1226 ; 1153 ;
1123 ; 1078 ; 1044/(C-0) ; 733 ; 656\ C-S).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 2,03 (3H, s, Chlacétate) ; 2,06 (3H, s, GHcétate) ;
2,11 (3H, s, Chlacétate) ; 2,25 (3H, m, 3H 4,07 (1H, ddJus ou He-Hs= 5,6 HZ etle.ne = 11,4
Hz, Hs ou H) ; 4,20 (1H, ddJue ou He-ns= 7,4 Hz etlye-ne = 11,4 Hz, H ouHs) ; 4,25-4,29 (1H,
m, Hs) ; 4,37 (1H, m, H) ; 5,18 (1H, ddJuz-na = 3,3 Hz etlyz-v2 = 7,8 Hz, H) ; 5,49 (1H, tJa-

nams = 3,3 Hz, H) ; 6,23 (1H, dJu1-n2 = 6,2 Hz, H).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,8 ; 20,9 ; 21,1 ; 21,6 (8%; acétates, § ; 61,1 (G) ;
66,5 (G) ; 70,7 ; 70,8 (& Gs) ; 74,6 (G) ; 89,2 (G) ; 168,9 ; 170,0 ; 170,4 ; 170,7 @B=O
acétates, @.
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HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]= 346,0960 ; trouvé 346,0952 (2,5 ppm).
HPLC : 6,5 min (HO/CHsCN (0,1% TFA) 20:80).

[a]= +58 (T=25°C ; ¢ = 0,435 ; CH¢Jl

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé’

2-acétamido-2-déoxy-1-thio-3,4,6-tr©-acétyl-a-D-galactopyranose 2.42

C14H21NOgS
M= 363,10 g/mol

Le compos&.47 (1 éq, 0,45 mmol, 157 mg) est tout d'abord dilagdsdl,5 mL de MeOH
anhydre. Ensuite, 123 pL de TFA et 123 pL £DHsont ajoutés a ce mélange. Le milieu
réactionnel est laissé sous agitation a tempéraimt@ante pendant 2h. Le milieu est concentré
puis purifié par chromatographie flash sur gel diees(DCM/MeOH 96:4) pour donner le
composé2.42 (0,32 mmol, 117 mg) sous forme d'une mousse bamstec un rendement de
71%.

CCM: R = 0,50 (DCM/MeOH 96:4).

IR (ATR) v (cm™): 2500 ¢ S-H) ; 1746 ¢ C=0 acétates) ; 1660 ; 16538 C=0O acétamide) ;
1558 ; 1539 N-H) ; 1436 ; 1370& C-H alkyles) ; 1228 ; 1224 ; 1119 ; 1085 ; 1084CC0O,
v C-N) ; 668 ¢ C-S).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,94 (1H, dJsp.+1 = 6,0 Hz, $) ; 1,97 (3H, s, CH

acétate) ; 2,00 (3H, s, GHcétate) ; 2,03 (3H, s, GHcétate) ; 2,13 (3H, s, GHcétate) ; 4,02
(1H, dd,Jn6 ou He-H5= 6,4 Hz etlhe.ne = 11,4 Hz, Hou Hs) ; 4,14 (1H, ddJus ou He-ns= 6,4 Hz

et Jue-ne = 11,4 Hz, Hou H;) ; 4,52 (1H, tdJys.nsa = 1,2 HZ etlys.peme = 6,4 Hz, H) ; 4,69-

4,75 (1H, dddJyz-41 = 5,6 Hz,J4o.nH = 8,4 HZ,Jh2-43= 11,8 Hz, H) ; 5,07 (1H, ddJuz-1a = 3,2

Hz etJusn = 11,8 Hz, H) ; 5,38 (1H, ddJuans = 1,2 HZ ethans = 3,2 Hz, H) ; 5,86 (1H, t,

JH1-H2isu= 5,6 Hz, H) ; 5,94 (1H, dJyu-H2 = 8,4 Hz, NH).
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RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,8 ; 20,9 ; 23,4 (33H; acétates, Ciacétamide) ;
48,5 (G) ; 61,8 (G) ; 67,3 (G) ; 67,9 ; 68,0 (¢Cs) ; 79,8 (G) ; 170,4 ; 170,5 ; 170,6 ; 171,3
(3xC=0 acétatez=0 acétamide).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]= 364,1061 ; trouvé 364,1368.

[a]= +76 (T=27°C ; ¢ = 0,265 ; CHg)l

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé’

Plateforme B-tripeptoide 2.43

o o) o)
HN/\)LN/\/U\N/:;\Z)J\O‘BU
4
| T

C2oH37N304
M= 407,28 g/mol

1°® addition d'aza-Michaél:

Dans une solution de MeOH anhydre (25 mL)teld-butylacrylate (1 €g, 10,0 mmol, 1,45
mL) est introduit a température ambiante sous argatlylamine (2 €q, 20,0 mmol, 1,5 mL) est
ajoutée puis le mélange réactionnel est laissé agiiation a 50°C durant toute la nuit. La
solution est concentrée et I'amiad8est obtenue sous forme d'un liquide incolore ()86

1°® réaction d'acylation:

Le produit préecédemment synthétisé est dilué dag®Et (50 mL) sous argon. Le chlorure
d'acryloyle (1,2 €q, 12,0 mmol, 0,97 mL) puis lattrylamine (2,2 éq, 22,0 mmol, 3,06 mL) sont
ajoutés. La solution est laissée sous agitationlgp@nlh a 0°C. Par la suite, aprés avoir rajouté
de I'AcOEt (30 mL), le tout est filtré et le filtraécupéré est concentré. L'acrylamiid9 est

formé sous forme d'une huile jaune orangé (2,37 g).

Zéme

addition d'aza-Michaél:

Mémes conditions de réaction que pour la premidditian. L'amine2.50 est obtenue sous

forme d'une huile jaune orangé (2,94 g).
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Zéme

réaction d'acylation:

Mémes conditions de réaction que pour la premiéytation. L'acrylamide est obtenu sous

forme d'une huile jaune orangé (3,21 g).

3°™e addition d'aza-Michaél:

Mémes conditions de réaction que pour la premi@lditian. La solution est ensuite
concentrée et le produit brut est purifié par chatographie flash sur gel de silice (gradient:
DCM/MeOH 95:5 puis 90:10). La plateforn243 est obtenue sous forme d'une huile orangée

(6,50 mmol, 2,65 g) avec un rendement de 65%.

CCM: Rf = 0,38 (CHCIly/MeOH 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 3320 ¢ N-H) ; 2980 ; 2840\ CspzH) ; 1725 ¢ C=0 esters deert-butyle) ;
1650 ; 1638\ C=0,v C=C) ; 1472 ; 1456 ; 1417 ; 1394 ; 13@8G-H alkyles) ; 1209 ; 1152 (
C-O,v C-N) ; 964 ; 919 C-H alcenes).

RMN *H (400 MHz, CDCly) & (ppm): 1,35 ; 1,36 ; 1,37 (9H, m, 3*G ester ddert-butyle) ;
2,38-2,61 (6H, m, 6} ; 2,78-2,92 (3H, m,23-NH, NH plateformeB3-tripeptoide) ; 3,21 (2H, m,
2H4-NH) ; 3,44-3,58 (4H, m, 4% ; 3,90 (4H, m, 4k) ; 5,02-5,15 (6H, m, 6§ ; 5,61-5,73 (2H,
m, 2H) ; 5,78-5,87 (1H, mHs-CH,-NH).

RMN C (100 MHz, CDCL) & (ppm): 28,1 (3>CHs ester deert-butyle) ; 31,7 ; 31,8 ; 31,9 ;
32,0;32,7:32,8;34,0;34,1:34,5;34843042,7 ; 42,8 : 42,9 ; 43,0 ; 43,5 : 44,7 {BC
47,7 ;47,9 ;48,2 ;48,2 ;51,0 ; 51,3 ; 52,3 45@C) ; 80,7 ; 80,8 ; 81,3 ; 81,{(CHa)s) ;
116,6 ; 116,8 ; 117,2 ; 117,3 ; 117,6 {8€132,9 ; 133,0 ; 133,2 ; 133,3 ; 133,4 {PC135,7 ;
135,8 ; 136,0Cs-CH,-NH) ; 170,0 ; 170,3 ; 170,5; 171,0 ; 171,2 ; B71171,5; 171,6 ; 171,7 ;
171,8 (2XC=0 plateforme peptoide

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 408,2862 ; trouvé 408,2843 (4,7 ppm).
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Plateforme B-tripeptoide acétylée 2.52

(o] (0] (0] (o]
s)J\N/\)LNK)LN}\Z)J\O‘Bu
4
o7
C24H39N305

M= 449,29 g/mol

La plateforme-tripeptoide2.43 (1 é€q, 1,03 mmol, 420 mg) est diluée dans I'AcOEt
anhydre (10 mL) a 0°C sous argon. La triethylanfthéq, 2,06 mmol, 288 L) puis le chlorure
d'acétyle (1,1 éq, 1,14 mmol, 81 pL) sont ajoutgses 3h d'agitation, de I'AcOEt (20 mL) est
versé dans la solution. La phase organique esklavéis avec 10 mL de NaHG@®aturé. Les
phases aqueuses sont lavées avec de I'AcOEt (10emtgutes les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgPis filtrées. Apres concentration, le produittbacétylé est
purifié par chromatographie flash sur gel de siligeOEt/MeOH 95:5). La plateform@-
tripeptoide acétylé@.52 est obtenue sous forme d'un solide blanc (0,77 348 mg) avec un

rendement de 74%.

CCM: R; = 0,37 (AcOEt/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2980 : 2851\ CspzH) ; 1722 ¢ C=0 ester de¢ert-butyle) ; 1646 ¢ C=0
amide) ; 1637 ; 1618/(C=C) ; 1480 ; 1436 ; 1406 ; 1391 ; 13@63-H alkyles) ; 1310 ; 1249 ;
1210 ; 1152\ C-O,v C-N) ; 958 ; 9223 C-H alcénes).

RMN *H (400 MHz, CDClL) & (ppm): 1,42 (9H, s, 3xE; ester deert-butyle) ; 2,15 (3H, s,
3Hg) ; 2,44-2,76 (6H, m, 6 ; 3,5-3,65 (6H, m, 6§ ; 3,97 (6H, m, 6k) ; 5,08-5,22 (6H, m,
6He) ; 5,68-5,81 (3H, m, 3§).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 21,5 (G) ; 28,1 (3XCHs ester deert-butyle) ; 31,6 ;
31,7:31,8:32,1;32,2;34,1;34,6;34,843042,7 ; 42,8 ;42,9 ; 43,0 ; 43,5 ; 43,6 ; 43,8
44,4 ; 445 (3¢) ; 47,7 ; 47,8 ;47,9 ;48,0 ; 48,1 ; 48,3 ; 4851,0 ; 51,3 ;51,4 ; 52,2 ; 52,3
(3Cy) ; 80,7 ; 81,3C-(CHs)s) ; 116,4 ; 116,5 ; 116,6 ; 116,7 ; 117,2 ; 117137,5 ; 117,6 (36) ;
133,0 ; 133,1 ; 133,2 ; 133,3 ; 133,4 ; 133,55{3C170,3 ; 170,4 ; 170,6 ; 170,8 ; 171,0; 171,1 ;
171,2:171,3;171,4; 171,5; 171,7 ; 171,832Q plateforme peptoide,;0C)).

Point de fusion :91°C.
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Plateforme B-tripeptoide 2.54

C37H47N306
M= 629,35 g/mol

La plateforme-tripeptoide protégée par un Fm@c4 est obtenue en appliquant la

procédure générale de protection d'amine par urcFemoutilisant:

* Plateforme3-tripeptoide2.43(1 éq, 0,98 mmol, 400 mg)
*  FmocCl (1 éqg, 0,98 mmol, 254 mg)

« NaHCQ; (5,40 mL)

e 1,4-dioxane (3,50 mL)

Apres traitement du milieu (détaillé dans la prarédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de silicadgnt: AcOEt/Cyclohexane 50:50, 70:30 puis
100:0). Le compos@.54 est obtenu sous forme d'une huile jaune pale @m8I, 459 mg) avec

un rendement de 74%.

CCM: R;= 0,76 (ACOEY).

IR (ATR) v (cm™): 2982 ; 2859 CspzH) ; 1724 ¢ C=0 ester deert-butyle) ; 1685 ; 1644 ;
1630 ¢ C=0 amide et carbamate,C=C) ; 1474 ; 1440 ; 1406 ; 1378 ; 13@CG-H alkyles) ;
1318 ; 1244 ;1208 ; 1171 ; 1157 ; 11483-O,v C-N) ; 962 : 946§ C-H alcénes).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,40, 1,41, 1,42, 1,43 (9H, m, 3Kg ester detert-
butyle) : 2,22-2,73 (6H, s, 6M; 3,30-3,64 (6H, m, 68 : 3,80-4,00 (6H, m, 61 : 4,20 (1H, m,
He) : 4,45 (2H, m, 2H) ; 5,00-5,18 (6H, m, 6§ : 5,58-5,78 (3H, m, 38 : 7,28 (2H, tJu1s.
Hiom12 = 7,4 Hz, 2Hy) ; 7,37 (2H, tdniz-mymis= 7,5 Hz, 2Hp) ; 7,55 (2H, dJnio-v11= 7,3 Hz,
2H19) ; 7,73 (2H, dJn1s-n12= 7,4 Hz, 2H3).

RMN C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 28,2 (3>CHs ester deert-butyle) ; 31,7 ; 31,8 ; 31,9 ;
32,2;34,2;34,5;34,6 ;34,8 (3C 42,8 ;43,1 ;43,6 ;44,3 ;44,4 (3C 47,5 (G) ; 47,8 ;
48,0 ;48,3 ;48,4 ;50,5 ; 50,6 ; 50,7 ; 51,1,35151,4 (3G) ; 67,1 ;67,3 (& ; 80,8;80,9;81,4
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(C-(CHs)s) ; 116,5 ; 116,6 ; 116,7 ; 117,1 ; 117,3 ; 117}4.7,5 ; 117,6 (36 ; 120,1 (2Gy) ;
1249 ;125,1 (2¢) ; 127,1; 127,2 (2G) ; 127,8 (2G) ; 133,0; 133,1; 133,2 ; 133,3; 1334 ;
133,5; 133,6 (3¢} ; 141,5; 144,1 (6 Cus) ; 156,1 C=0 carbamate) ; 170,4 ; 170,6 ; 171,1 ;
171,4;171,6;171,7 ; 171,8 @=0O plateforme peptoide 1

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 652,3363 ; trouvé 652,3370 (1,1 ppm) ;
m/z calculé pour [M+N4d]= 630,3538 ; trouvé 630,3578 (6,3 ppm).

Point de fusion :103°C.

Plateforme B-tripeptoide acétyléeS-Man 2.53

S S S
AcOo' AcOQ Ac01o 8
AcO AcO AcO12 9
OAc OAc 10\ OAc

\_ OAc OAc OAc )

Ce6Ho9N303:S3
M= 1541,54 g/mol

Une solution contenant la plateforrfieripeptoide2.52 (1 €qg, 0,11 mmol, 50 mg)aF
thiomannose peracéty®41(3,6 éq, 0,40 mmol, 146 mg) et le DPAP (0,36 éa4 tnmol - 10%
molaire par rapport au sucg4l1, 10,3 mg) dans 2,40 mL de DCM, est placée dantube
Pyrex. Le tube est attaché a une lampe Hg de meypression, équipée avec un filtre Pyrex
thermostaté a l'aide d'une circulation d'eau. Liiemréactionnel est irradié pendant 3h avec un
bullage d'argon, a température ambiante. Apres ertration du milieu, le produit brut est
purifié par chromatographie flash sur gel de si(ilBeOEt/MeOH 97:3). La molécule attendue
2.53 est obtenue sous forme d'une huile jaune oran840nmol, 146 mg) avec un rendement
de 85%.

CCM: R;= 0,49 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2927 ; 2853 CspzH) ; 1747 ¢ C=0 esters) ; 1641 (C=0 amides) ; 1428 ;
1423 ; 13698 C-H alkyles) ; 1223 ; 1153 ; 1104 ; 1050G-O,v C-N).
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RMN H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,37 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,75-1,87 (6H,
s, 6H) ; 1,91 (9H, s, €3 acétate) ; 1,96 (3H, m, 35 ; 1,98 (9H, s, B3 acétate) ; 2,02 (9H, s,
CHs; acétate) ; 2,09 (9H, sHz acétate) ; 2,39-2,64 (12H, m, §6Hs) ; 3,29-3,93 (12H, m, 64

6H,) ; 4,07-4,25 (9H, m, 3H, 6H,>) ; 5,03-5,27 (12H, m, 3K 3Hs, 3Hg, 3H0).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 20,9 ; 21,0 (12M; acétates ; G) ;
27,4 ;275 ;28,1;28,2;285;28,6;28,8,72931,3;31,4;31,5;31,8;32,0;321;322
33,9;34,1; 34,1; 34,7 ; 34,8 ; 35,0 3% ester ddert-butyle, 3G, 3G;, 3G) ; 42,4 ; 42,7 ;
43,0 ;43,6 ;43,7 ;44,5 ;44,6 ;44,8 ;449 347475 ;47,6 ; 47,9 ;48,0 ;48,1 ; 48,3 ; 48,4
51,0;51,3;52,1;52,2 ;523 (3BC); 62,4 (3G ; 66,1; 66,2 ;69,1;69,2;69,3;694;
69,5;70,7;71,1; 71,2 (3C3C, 3Gy, 3Ci1) ; 80,8 ; 81,5C-(CHs)3) ; 82,4 ; 82,5 (39 ; 169,7 ;
169,8 ; 169,9; 170,5; 170,6 ; 170,8; 171,1 ;,272xC=0 plateforme peptoide,;C3).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2N&]/2 = 793,7585 ; trouvé 793,7599 (1,76
ppm).

Plateforme B-tripeptoide S-Man 2.55

r

OAc

AcO AcO AcO
OAc

AcO AcO
o f\)Ac OAc
c
(o) 0

t
N \/\”/ N \/\ﬂ/ N \3/\‘[1]/0 Bu
0 0 0 y
C79H107N3033S3

M= 1721,59 g/mol

Une solution contenant la plateforrfdripeptoide2.54 (1 €q, 0,12 mmol, 72,6 mg)a¥
thiomannose peracety®41(3,6 €q, 0,42 mmol, 151 mg) et le DPAP (0,72 éa8 dhmol - 20%
molaire par rapport au sucg4l, 21,2 mg) dans 2,40 mL de DCM, est placée dantube
Pyrex. Le tube est attaché a une lampe Hg de meyprassion, équipée avec un filtre Pyrex
thermostaté a l'aide d'une circulation d'eau. Liiemréactionnel est irradié pendant 7h avec un
bullage d'argon, a température ambiante. Apres erdration du milieu, le produit brut est

purifié par chromatographie flash sur gel de siligeOEt/Cyclohexane 90:10). La molécule
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attendue2.55 est obtenue sous forme d'une huile jaune palés (thol, 103 mg) avec un
rendement de 50%.

CCM: R = 0,29 (AcOEt/Cyclohexane 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 2933 ; 2926\ CspzH) ; 1748 ; 1718\ C=0 esters) ; 1695 ; 1685 ; 1641 ;
1636 ¢ C=0 amides et carbamateC=C) ; 1473 ; 1448 ; 1424 ; 1420 ; 13@Q-H alkyles) ;
1224 ;1153 ;1104 ; 1064 ; 1050C-O,v C-N) ; 915 p C-H aromatiques).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,38-1,40 (9H, m, 3xB; ester deert-butyle) ; 1,46-
1,88 (6H, s, 6k) ; 1,91-2,15 (36H, m, 124d; acétate) ; 2,16-2,67 (12H, m, §HHs) ; 2,96-
3,58 (12H, m, 6k 6H,) ; 3,97-4,10 (3H, m, 3H) ; 4,18 (1H, m, Hy) ; 4,22-4,38 (6H, m, 3H,
3H12) ; 4,48 (2H, m, 2kb) ; 5,14-5,30 (12H, m, 3K 3Hs, 3Hg, 3Hig) ; 7,28 (2H, tIn17-H16/H18=
7,2 Hz, 2H7) ; 7,35 (2H, tJn1s-n17m19= 7,2 Hz, 2Hg) ; 7,53 (2H, dJnie-H17= 7,2 Hz, 2Hp) ;
7,72 (2H, dJh1o.n18= 7,2 Hz, 2Ho).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,7 ; 20,8 ; 20,9 ; 21,0 (12%; acétates) ; 27,2 ; 27,3 ;
27,4 ;275 ,;28,2;284 ;285 ;28,6 ; 28,7,8289,7 ;31,5;31,6;31,8;32,0;32,2; 33,9
34,8 ; 35,0 (3€H; ester ddert-butyle, 3G, 3G;, 3G) ; 42,4 ; 43,0 ;43,2 ;43,4 ;43,6 ; 43,7 ;
44,6 ; 44,7 ;44,8 ;47,0 ; 47,3 ;47,5 ; 47,643BC) ; 62,4 (3Gy) ; 66,2 ; 66,3 ; 66,6 ; 66,6 ;
67,7 ;69,1 ;69,3;695; 71,0; 71,1 (38C, 3Cy, 3Ci1, Ci4) ; 80,8 ;80,9;81,5;81,6 ;81,7
(C-(CHg)3) ; 82,4 ;82,5; 82,6 ; 82,7 (3C, 120,1 (2Qo) ; 124,8 ; 124,9 (2() ; 127,2 (2@) ;
127,8 (2Gg) ; 141,5; 144,1 (26, 2Cyo) ; 155,9 ; 156,0¢=0 carbamate) ; 169,7 ; 169,8 ; 170,0 ;
170,3 ; 170,6 ; 170,7 ; 170,9 ; 171,0 ; 171,1 ;,271171,3 (12€=0 acétates, 3=0
plateforme peptoide, L

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2N4]/2 = 883,7872 ; trouvé 883,7897 (2,83
ppm).
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Plateforme B-tripeptoide S-Man 2.51

(

N N/\)J\N%ofsu

0 0
AcO11
12
OAc 10 OAc
OAc

OAc

CeaHo7N3031S3
M= 1499,53 g/mol

La synthése de la platefornfetripeptoide Smannosylée2.51 consiste a appliquer la

procédure générale de déprotection d'amine profggéen Fmoc, en utilisant:

* Le compos&.55(1 éq, 0,019 mmol, 32,8 mg)
s EGNH (0,23 mL)
¢ CHsCN (0,51 mL)

Apres traitement du milieu (détaillé dans la pragédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de siligadgnt: DCM/MeOH 97:3 puis 95:5), I'amine
2.51 est obtenue sous forme d'une huile jaune pald4@mol, 22 mg) avec un rendement de
73%.

CCM: R;= 0,35 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2957 ; 2924 CspzH) ; 1746 ¢ C=0 esters) ; 164® (C=0 amides) ; 1458 ;
1434 ; 13698 C-H alkyles) ; 1223 ; 1154 ; 1101 ; 1049G-O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,43 (9H, m, 3xE; ester detert-butyle) ; 1,80-2,18
(42H, m, 12xCEi; acétates, 64) ; 2,45-2,82 (12H, m, 65 6Hs) ; 2,93-3,06 (5H, m, 241 2H,,
NH) ; 3,40-3,56 (8H, m, 4%l 4H,) ; 4,04-4,14 (3H, m, 3H) ; 4,25-4,39 (6H, m, 3H, 3Hy)) ;
5,19-5,35 (12H, m, 3 3Hg, 3H, 3H0).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,8 ; 20,9 ; 21,0 ; 21,2 (125 acétates) ; 27,4 ; 27,5 ;
28,3 ; 28,7 ;28,9 ;29,9 ; 31,7 ; 34,1 ; 36,4(Bks ester deert-butyle, 3G, 3G, 3G) ; 44,6 ;
449 ; 45,0 ;45,1; 45,2 ;453 ; 46,0 ; 46,7,54; 49,8 (3G, 3C) ; 62,6 ; 62,7 (3¢) ; 66,3 ;
66,5 ;69,2 ;69,3;69,4;69,7; 711 ;71,2 371714 (3G, 3G, 3Gy, 3CGy) ; 80,5; 80,8C-

240



Partie expérimentale

(CHs)s) ; 82,4 ;825 ; 82,6 ; 82,7 ; 82,8 @C 169,9 ; 170,0 ; 170,2 ; 170,3 ; 170,4 ; 170,5 ;
170,8 ; 170,9 (128=0 acétates, Z3=0 plateforme peptoide

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H{/2 = 750,7707 ; trouvé 750,8103 ; m/z
calculé pour [M+H+N&]"/2 = 761,7617 ; trouvé 761,7992.

Plateforme B-tripeptoide S-GalNAc 2.56

é AcO AcO AcO 1o

OAc OAc
OAc OAc 11 OAc
AcHN o AcHN 0 AcHN 0

C79H110N60320S3
M= 1718,64 g/mol

Une solution contenant la plateforrfieripeptoide2.54 (1 €q, 0,12 mmol, 77 mg)oF
thiomannose peracety®42(3,6 €q, 0,44 mmol, 160 mg) et le DPAP (1,08 €43 dhmol - 30%
molaire par rapport au suc2e42, 34 mg) dans 2,20 mL de DCM, est placée dans lm Ryrex.

Le tube est attaché a une lampe Hg de moyenneigmessquipée avec un filtre Pyrex
thermostaté a l'aide d'une circulation d'eau. Liiemréactionnel est irradié pendant 7h avec un
bullage d'argon, a température ambiante. Apres erdration du milieu, le produit brut est
purifié par chromatographie flash sur gel de siligeadient DCM/MeOH 97:3 puis 95:5). La
molécule attendu@.56 est obtenue sous forme d'une mousse blanche (M@&al, 115 mg)

avec un rendement de 55%.

CCM: R;= 0,51 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2931 ¢ CspzH) ; 1748 ; 1731 C=0 esters) ; 1672 ; 1650 ; 1643 ; 1540 (
C=0 amides et carbamateC=C) ; 1430 ; 1369 C-H alkyles) ; 1223 ; 1229 ; 1154 ; 1114 ;
1083 ; 1047\ C-O,v C-N) ; 978 p C-H aromatiques).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,38-1,40 (9H, m, 3xB; ester deert-butyle) ; 1,72-
1,90 (6H, s, 6k) ; 1,94-2,16 (36H, m, 9xd; acétates, 3xk; acétamides) ; 2,21-2,76 (12H, m,
6H,, 6Hg) ; 3,18-3,61 (12H, m, 6516H,) ; 3,97-4,24 (7H, m, 64, Hi,) ; 4,42-4,57 (5H, m, 34,
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2Hs3) ; 4,66-4,78 (3H, m, 3§) ; 4,93-5,05 (3H, m, 3§} ; 5,35 (3H, m, 3hb) ; 5,42-5,58 (3H, m,
3H,) : 5,90-6,78 (3H, m, 3xN acétamides) : 7,29 (2H, m, 2H: 7,37 (2H, m, 2kt) ; 7,54 (2H,
d, n1e-H17= 7,2 Hz, 2Hg) ; 7,73 (2H, dJH19-H18= 7,5 Hz, 2Hy).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,9 ; 23,3 ; 23,4 (%BH; acétates, 33H; acétamides) ;
27,6 ;27,7;27,8;27,9; 28,0 ; 28,2, 28,6,72828,8;29,0;29,9;31,9; 32,1, 32,2; 32,3
32,4 ;32,6 ; 34,0 ; 34,9 ; 35,0 @BM; ester de tertbutyle, 3C3G;, 3G) ; 41,9 ; 43,7 ; 44,8 ;
45,0;45,1;47,2 ;47,4 ;47,5 ; 48,4 (368G, 3G, Ci5) ;61,9 ;62,0 (3¢); 67,4,67,5; 68,4 ;
68,5 ; 68,6 (3G, 3Cy, 3C1, C1g) ; 81,0;81,1; 81,60-(CHg)3) ; 84,9;85,0;85,1;85,3;85,5;
85,6 (3G) ; 120,2 (2Go) ; 124,8 (2Ge) ; 127,3 (2G7) ; 127,9 (2Gy) ; 141,6 ; 144,1 (2G, 2Co) ;
156,0 ; 156,1C=0 carbamate) ; 170,5; 170,6 ; 171,0; 171,1 ;27171,3 (9€=0 acétates,
3xC=0 acétamides, Zx=0 plateforme peptoide

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 860,3293 ; trouvé 860,3246 (5,46
ppm) ; m/z calculé pour [M+H+N&}2 = 871,3196 ; trouvé 871,3153 (4,9 ppm).

[a]=+277 (T= 25°C ; ¢c= 0,10 ; CH¢)l

Plateforme B-tripeptoide S-GalNAc 2.57

é AcO _, AcO AcO

OAc 70 OAc
OAc 11 OAc
AcH AcH Ac;l

HN\/\”/N\/\H/N 1_O'Bu

CeaH100N6028S3
M= 1496,57 g/mol

La synthese de la plateforrBetripeptoideS-GalNAc 2.57 consiste a appliquer la procédure

générale de déprotection d'amine protégée par wtFen utilisant:

* Le compos@.56(1 éq, 0,024 mmol, 41 mQ)
e EtNH (0,30 mL)
* CH3CN (0,64 mL)

242



Partie expérimentale

Apres traitement du milieu (détaillé dans la prarédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de silicadgent: DCM/MeOH 95:5 puis 90:10), I'amine
2.57 est obtenue sous forme d'une huile jaune pald 7{0y@mol, 25 mg) avec un rendement de
70%.

CCM: R;= 0,58 (DCM/MeOH 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 2927 ; 2849 CspzH) ; 1746 ¢ C=0 esters) ; 1672 (C=0 amides) ; 1460 ;
1371 § C-H alkyles) ; 1232 ; 1225 ; 1220 ; 1151 ; 109939 ¢ C-O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,43 (9H, m, 3xE; ester deert-butyle) ; 1,74-2,26
(43H, m, 6H, 9xCH3 acétates, 3xk3 acétamides, N) ; 2,30-2,90 (12H, m, 641 6Hs) ; 3,05-
3,72 (12H, m, 6k} 6Hy) ; 4,03-4,32 (6H, m, 6H) ; 4,55 (3H, m, 3tk) ; 4,62-4,79 (3H, m, 34} ;
5,00-5,11 (3H, m, 3k} ; 5,31-5,50 (3H, m, 3H) ; 5,51-5,72 (3H, m, 3}).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 1497,5820 ; trouvé 1497,5752 (4,5 ppm) ;
m/z calculé pour [M+2H]/2 = 749,2947 ; trouvé 749,2899 (6,4 ppm).

Plateforme B-tripeptoide S-Man(OH) 2.58

s

Ca0H73N3010S3
M= 995,40 g/mol

Une solution contenant la platefornfietripeptoide O-mannosylée2.51 (1 éq, 0,0094
mmol, 14,1 mg) diluée dans 2,50 mL de MeOH anhyese traitée par 0,25 mL d'une solution
de MeONa (30 mg dans 25 mL, pH= 8) pendant 1h aoysn. Le milieu est ensuite neutralisé
par de la résine Dowex 50W-X8 {H La résine est filtrée, lavée par du MeOH etilteat est
concentré sous vide pour donner le com@h58 sous forme de solide blanc (0,0094 mmol, 9,4

mg) de maniere quantitative.

CCM: R = 0,31 (Propanol/kD 70:30).
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IR (ATR) v (cm™): 3512-3200 ¢ N-H, O-H) ; 2926 ; 2858 CspzH) ; 1711 ; 1653 ; 1645 ;
1628 ¢ C=0 ester et amides) ; 1555 ; 1483N¢H) ; 1345 p C-H alkyles) ; 1233 ; 1154 ; 1128 ;
1055 ; 1038\ C-O,v C-N).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 996,4073 ; trouvé 996,4085 (1,2 ppm).

Plateforme B-tripeptoide S-GalNAc(OH) 2.59

r

HN«)LN«)LN«)LUBU

fHA%}]HAc 0 NHAc

OH OH )

CaeHg2N6O10S3
M= 1118,48 g/mol

Une solution contenant la plateforreripeptoideO-GalNAc 2.57 (1 é€q, 0,011 mmol,
16,3 mg) diluée dans 2,90 mL de MeOH anhydre, regiéé par 0,50 mL d'une solution de
MeONa (30 mg dans 25 mL, pH= 8) pendant 1h sousnaige milieu est ensuite neutralisé par
de la résine Dowex 50W-X8 (M La résine est filtrée, lavée par du MeOH etilzat est
concentré sous vide pour donner le comp@h56 sous forme de solide blanc (0,011 mmol, 12,2

mg) de maniere quantitative.

CCM: R¢= 0,25 (Propanol/tD 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3555-3212 N-H, O-H) ; 2926 ; 2880V CspzH) ; 1715 ; 1653 ; 1644 ;
1628 ¢ C=0 ester et amides) ; 1555 ; 1483\¢H) ; 1345 p C-H alkyles) ; 1233 ; 1155 ; 1130 ;
1055 ; 1038\ C-O,v C-N).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]=1119,4870 ; trouvé 1119,4895 (2,2 ppm).
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D. Procédures expérimentales du chapitre Il

2,6-dichloropurine 3.1

C5H2C|2N4
M= 187,97 g/mol

Une solution contenant POGWLO éqg, 401 mmol, 37,5 mL) et de la xanthine (;148gmmol,
6,08 g) est placée sous argon a 50°C. De la DBlajestée (6 €q, 239 mmol, 35,8 mL) et le
milieu réactionnel est porté au reflux sous argendant 16h. Apres étre revenue a température
ambiante, la solution est versée dans un mélange géace (300 g) sous une forte agitation. Le
pH est amené a 4 a l'aide d'une solution aqueudéa@d a 50% puis le mélange est filtré sur
célite. Le milieu est extrait avec de I'AcOEt (3%2B1L). Les phases organiques sont réunies,
séchées, filtrées et concentrées. Le solide jabteno est dissout dans 80 mL de MeOH et du
charbon actif (0,30 g) est ajouté. L'ensemble estiépa ébullition. Aprés filtation sur célite, le
filtrat est Iégérement concentré. Le produit chlBrE précipite et est récupéré sous forme d'un
solide blanc (25,0 mmol, 4,69 g) avec un renderderG@2%.

CCM: Rs = 0,22 (AcOEt/Cyclohexane 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3125 ¢ N-H) ; 1619 ; 1568y C=C et C=N) ; 1355 ; 124& (C-N) ; 1017 ¥
C-Cl aromatique) ; 87&(C-H aromatique).

RMN H (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 8,70 (1H, s, k).

RMN C (100 MHz, DMSO-t) & (ppm): 1275 (G) ; 146,5 (G) ; 147,0 (G) ; 149,7 () ;
155,2 (G).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 188,9735 ; trouvé 188,9729 (3,18 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 210,9554 ; trouvé 210,9566 (5,69 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératufé®
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4-(2,6-dichloropurine-9-ylméthyl) benzonitrile 3.2

C13H 7C|2N5
M= 303,01 g/mol

L'hétérocycle3.1 (1 éq, 18,3 mmol, 3,45 g) est introduit dans wiat®on de KCO; (3,13
éq, 57,3 mmol, 7,93 g) dans du DMF (58 mL). Le {dArométhyle) benzonitrile (1,38 éq, 25,0
mmoles, 4,95 g) est ajouté a cette solution. Ldemikéactionnel est laissé a température
ambiante pendant 22h. Aprés filtration, de l'eastiltBe (1,70 L) est ajoutée et le milieu est
extrait avec de I'AcOEt (2x450 mL et 1x250 mL). jlaase organique est séchée sur MgSO
filtrée puis concentrée. Le résidu orangé qui esodi& est dilué dans du MeOH (60 mL) afin de
faire précipiter le milieu (NB: le filtrat récupérést traité de la méme maniére que
précédemment). Au final, apreés filtration, le corsg®.2 est obtenu sous forme d'un solide jaune

clair (10,4 mmol, 3,17 g) avec un rendement eg7dé.

CCM: Rs= 0,36 (AcOEt/Cyclohexane 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3100 ¢ N-H) ; 2229 ¢ C=N) ; 1588 ; 1553 ; 1450)(C=C et C=N) ; 1354 ;
1224 ¢ C-N) ; 1160 ; 1130 C-Cl aromatique) ; 83®(C-H aromatique).

RMN 'H (400 MHz, Acétone-@) & (ppm): 5,73 (2H, s, 2kb) ; 7,62 (2H, dJ(0rthohiz.r13 =
8,3 Hz, 2H>) ; 7,79 (2H, dJ(orthOl13.H12= 8,3 Hz , 2H53) ; 8,68 (1H, s, i).

RMN **C (100 MHz, Acétone-d) & (ppm): 46,9 (Go) ; 112,0 (G, ; 118,0 C=N) ; 127,6 (G) ;
128,7 (2G,) ; 132,6 (2Gy) ; 141,0 (Gy) ; 147,5 () ; 150,6 ; 152,1 (et G) ; 154,0 (G).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+Nd]= 325,9976 ; trouvé 325,9979 (0,92 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles portées dans la littératufé®

246



Partie expérimentale

4-(6-amino-2-chloropurine-9-ylméthyl) benzonitrile 3.3

C13HoCINg
M= 284,06 g/mol

Le compose.2 (6,73 mmol, 2,05 g) est dilué dans une solutioMeé®©H-NH; (8 mL). Le
milieu réactionnel est chauffé a 60°C dans un davecpendant 18h. Le mélange biphasique
(solide + liquide) est refroidi a 0°C. Apres filti@n, le composé dési@3 est obtenu sous forme
d'un solide blanc (5,29 mmol, 1,50 g) avec un reretd de 79%.

CCM: R;= 0,30 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 3340 ; 3150 ; 311 M (N-H et GpzH) ; 2236 ¢ C=N) ; 1653 ; 1595 ; 1576
(v C=C et C=N) ; 1310 ; 1302 ; 1244 C-N) ; 1164 ; 1039 C-Cl aromatique) ; 929 ; 813 (

C-H aromatique).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 5,45 (2H, s, 2hb) ; 7,41 (2H, dJu12-H13= 8,3 Hz,
2H12) ; 7,83 (2H, dh1s-H12= 8,3 Hz |, 2H3) ; 8,27 (1H, s, k).

RMN *°C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm): 44,9 (Go) ; 109,6 (Gs) ; 116,8 ; 117,5Q=N, GCs) ;
127,1 (2G,) ; 137,7 (2Gy) ; 140,5 ; 141,2 (§ C1a) ; 149,5 ; 152,2 ; 155,8 ¢CCs, Co).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 285,0655 ; trouvé 285,0656 (0,04 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 307,0475 ; trouvé 307,0492 (5,54 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé®
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4-[6-amino-2-(2-méthoxyéthoxy) purine-9-ylméthyl] kenzonitrile 3.4

r NHZ N
6 7

)\\>8

H N 1&@
Me 12°CN)

(o)
\_

C16H16N6O2
M= 324,13 g/mol

Du sodium (2 éq, 7,74 mmol, 178 mg) est additioané&-méthoxyéthanol (33 mL) sous
argon. Une solution contenant I'hétérocy8l8 (1 éq, 3,87 mmol, 1,10 g) dissout dans le 2-
méthoxyéthanol (330 mL), est ajoutée a la prensetetion. Le milieu réactionnel est chauffé a
120°C sous argon pendant 17h. Apres concentratiomitieu, le résidu rouge foncé obtenu est
solubilisé dans de l'eau et de I'AcCOEt (un minimde 350 mL pour chaque solvant).
L’ensemble est extrait avec de I'AcOEt (3x250 nilgs phases organiques sont réunies, séchées,
filtrées puis concentrées. Le résidu orangé brupesfié par chromatographie flash sur gel de
silice (dépot solide, éluant : DCM/MeOH 95:5). Lentposé3.4 est obtenu sous forme d'un
solide blanc (2,77 mmol, 900 mg) avec un renderdent2%.

CCM: Rf=0,2 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 3339 ; 3310 ; 3146v(N-H, GspzH) ; 2231 ¢ C=N) ; 1666 ; 1611 ; 1588 ;
1491 ¢ C=C et C=N) ; 13844 C-H alkyles) ; 1351 ; 1333 ; 1277 ; 1114 ; 10VL(N et C-O) ;
943 ; 835 ; 7904 C-H aromatique).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 3,26 (3H, s, El5-0) ; 3,58 (2H, t,)= 4,7 Hz, G1,-0) ;

4,29 (2H, tJ= 4,7 Hz, G1,-0) : 5,37 (2H, s, 2i) ; 7,27 (2H, s, M) ; 7,45 (2H, dJ(orthoi».
H13 = 8,2 Hz, 2H2) 17,82 (2H, d,J(ortho)413_H12= 8,2 Hz 2H3) : 8,07 (1H, S, @

RMN '°C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 44,6 (Go) ; 57,0 CH3-0) ; 64,3 CH,-0) ; 69,2
(CH»-0) ; 109,4 (Gy) ; 114,1 : 117,6G=N, Gs) ; 127,4 (2G) ; 131,6 (2G5) ; 138,4 ; 141,6 (€,
C11) ; 150,1 ; 155,8 ; 160,3 ¢CCs, Cs).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 325,1413 ; trouvé 325,1406 (2,1 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 347,1232 ; trouvé 347,1219 (3,7 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé®
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4-[6-amino-8-bromo-2-(2-méthoxyéthoxy) purine-9-ylmthyl] benzonitrile 3.5

r NHZ N

/k \>—Br

H N 1&@
Me 12°CN)

(o)
\_

C]_GH 15,BI'N 602
M= 402,04 g/mol

Du Br; (64 éq, 148 mmol, 7,46 mL) est ajouté a une smiutiontenant I'nétérocyci4 (1
éq, 2,30 mmol, 746,7 mg) dilué dans du DCM (220 nile milieu réactionnel est placé a
température ambiante sous agitation pendant 24bi-Geest dilué avec du DCM puis lavé avec
une solution de N&,03 (0,2 M, 750 mL) ainsi qu'avec une solution satlegeNaHCQ (500
mL et 130 mL). La phase organique est séchée s 8Qy]diltrée puis concentrée. Le résidu
jaune clair obtenu est purifié par chromatograghigh sur gel de silice (dépét solide, éluant :
CH.Cl,, MeOH 97:3). Le composé désiBs est obtenu sous forme d'un solide blanc (1,65

mmol, 666,4 mg) avec un rendement de 73%.

CCM: R = 0,29 (DCM/MeOH 97:3).

IR (ATR) v (cm™): 3322 ¢ N-H) ; 2226 ¢ C=N) ; 1636 ; 1591\ C=C et C=N) ; 1402 ; 1393
(0 C-H alkyles) ; 1336 ; 1322 ; 1167 ; 1112 C-N et C-O) ; ; 826 ; 7671 (C-H
aromatiques) ; 685 (C-Br).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,26 (3H, s, ©3-0) : 3,59 (2H, tJ)= 4,7 Hz, G1,-0) ;
4,30 (2H, tJ=4,7 Hz, G‘|2-O) , 5,35 (ZH, S, ZH)) X 7,39 (2H, dJ(OI’thO)qlz.HB: 8,2 Hz, 2H2) X
7,48 (2H, S, “<H2) X 7,83 (2H, dJ(OI’thO)-|13.H12: 8,2 Hz, 2H3)

RMN 'C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm): 45,0 (Go) ; 57,1 CH3-0) ; 64,5 CH,-O) ; 69,2
(CH2-O) ; 109,6 (Gs) ; 114,4 ; 117,5G=N, Gs) ; 122,7 (G) ; 127 (2G>) ; 131,7 (2Gs) ; 140,5
(C11) ; 151,4 ; 154,7 ; 160,4 ¢CCq, Co).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 403,0518 ; trouvé 403,0521 (0,3 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 425,0338 ; trouvé 425,0359 (4,9 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé®
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4-[6-amino-8-méthoxy-2-(2-méthoxyéthoxy) purine-94ynéthyl] benzonitrile 3.6

r NHZ N

/k \>—0Me

H N 1&@
Me 12°CN)

(o)
\_

C17H18NeO3
M= 354,14 g/mol

Une premiére solution contenant du sodium (3 é87 Bnmol, 124 mg) additionné a du
MeOH anhydre (110 mL), est placée sous argon aéeatyre ambiante. Une seconde solution
contenant I'hétérocycle aromatique broBng (1 éq, 1,79 mmol, 722 mg) dissout dans du DME
(55 mL) est également mise sous argon et a temypérambiante. Le contenu de la premiére
solution est ajouté a la deuxieme. L'ensemble lemtféé au reflux (température atteinte égale a
100°C) pendant 18h. Aprés addition de /8H(2 éq, 3,58 mmol, 192 mg) le milieu est cona&ntr
et le résidu orangé brut obtenu est purifié paomriatographie flash sur gel de silice (dépét
solide, éluant: DCM/MeOH 95:5). Le composé dégré est obtenu sous forme d'un solide

blanc (1,78 mmol, 577 mg) avec un rendement de 99%.

CCM: R;= 0,37 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 3476 ¢ N-H) ; 3105, 3094\ CspzH) ; 2226 ¢ C=N) ; 1646 ; 1608 ; 1565 ;
1494 ¢ C=C et C=N) ; 1419 ; 1400 ; 1388 C-H alkyles) ; 1336 ; 1254 ; 1127 ; 1022C-N et
C-0) ; 998 ; 828 ; 786(C-H aromatiques).

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 3,27 (3H, s, E1s0-CH) ; 3,57 (2H, t,J= 4,7 Hz,
CH,-O) ; 4,05 (3H, s, 830-Cy) ; 4,27 (2H, tJ= 4,7 Hz, G1,-0) : 5,13 (2H, s, 2k8) ; 6,93 (2H,
S, N‘Iz) ; 7,39 (2H, d,J(ortho)412_H13= 8,4 HZ, 2H2) ; 7,80 (2H, d,J(OrthO)-|13_H12= 8,4 HZ,
2H).

RMN C (100 MHz, DMSO-t) & (ppm): 42,4 (Go) ; 55,9 CH30-C) ; 57,0 CH3O-CH) ;
64,2 CH»-0) ; 69,3 CH,-0) : 109,1 ; 109,4 (€ C) ; 117,6 C=N) : 127,0 (2G) ; 131,6
(2C13) ; 141,2 (G) ; 149,9 ; 152,3 ; 153,5 ; 159,04Cy, Cs, Co).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 355,1519 ; trouvé 355,1505 (3,8 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 377,1338 ; trouvé 377,1357 (5,04 ppm).
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Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé®

Acide 4-{[6-amino-2-(2-méthoxyéthoxy)-8-oxo-7H-pune-9(8H)-yllméthyl}benzonitrile 3.7

6.5 N7
TN Ng
dl L =0
0~ "N74 N9
3 10l 12 "
OMe 7~ OH
\_ o )
C16H17N505

M= 359,12 g/mol

Une solution contenant I'hétérocycle aromatigué(1 €q, 1,22 mmol, 433 mg) dissout dans
un mélange EtOH/NaOH 10 M (1:1, 87 mL), est chaufééreflux pendant 15h. Le milieu
biphasique est acidifie¢ avec du HCI concentré jlasqud= 1. De l'eau distillée (33 mL) est
ajoutée afin de dissoudre le solide blanc obterauphase aqueuse est extraite avec du DCM
(3x90 mL) et les phases organiques sont réuniesesApéchage sur MggCfiltration puis
concentration, le résidu blanc obtenu est diluésdin CHCN anhydre (108 mL) puis du Nal
(3,4 éq, 4,16 mmol, 623 mg) et du TMS-CI (3,4 €G64nmol, 0,53 mL) sont introduits dans le
milieu réactionnel. Ce dernier est chauffé a 408@dant 4h sous argon. Ensuite, la solution est
refroidie dans un bain de glace pendant 1h purgdilsur verre fritté. Apres lavage avec de I'eau
(5,00 mL) et avec du diéthléther (2x7,00 mL), lenpwsé3.7 est obtenu sous forme d'un solide

beige (1 mmol, 355 mg) avec un rendement de 82%.

CCM: R;= 0,46 (DCM/MeOH 85:15).

IR (ATR) v (cm™): 3328 ¢ N-H et O-H) ; 3095 ; 3061v(CsprH) ; 1740 ¢ C=0 acide
carboxylique) ; 1705 C=0 urée cyclique) ; 1677 ; 1613 ; 1604 ; 158CEN et C=C) ; 1475 ;
1435 ; 1425& C-H alkyles) ; 1357 ; 1311 ; 1297 ; 1126 ; 100&¢N et C-O) ; 975 ; 862D(C-

H aromatiques).

RMN H (400 MHz, DMSO-dk) & (ppm): 3,24 (3H, s, El3-0) : 3,57 (2H, t.)= 4,4 Hz, G4,-0) ;
4,30 (2H, tJ= 4,4 Hz, G1,-0) : 4,93 (2H, s, 2k¥) ; 7,10 (2H, s, M) ; 7,38 (2H, d,J(ortho)..
H13 = 8,2 Hz, 2H2) 17,88 (2H, d,J(ortho)413_H12= 8,2 Hz, 2H3) : 10,75 (1H, S, COB)
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RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 46,1 (Go) ; 58,0 CH3-0) ; 66,3 CH»-O) ; 69,4
(CH2-0) ; 95,6 (G) ; 126,7 (2Go) ; 126,9 (2G3) ; 130,0 (Gg) ; 140,1 (G1) ; 145,8 (G) ; 151,0;
153,2; 155,0 (& G, G) ; 170,2 C=0 acide carboxylique).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 360,1308 ; trouvé 360,1304 (1,1 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 382,1127 ; trouvé 382,1114 (3,4 ppm).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé?

Acide 6-benzamidohexanoique 3.10

(0]
4 6 8. Y41 0H
5 N/\/\/\”/
H 7 9
1 3 (o]
2

C13H17NO3
M= 235,12 g/mol

Un premiére solution contenant I'acide aminocap®i® €q, 1,52 mmol, 200 mg) dissout
dans 15 mL d'un mélange DMF@ (1:1), est tout d'abord préparée sous argon a Of@
seconde solution contenant l'acide benzoique (10,86, mmol, 93 mg) dilué dans 15 mL de
DMF, est par la suite préparée sous argon a tempérambiante, dans laquelle est ajoutée la
N(Bu); (1,2 éqg, 0,91 mmol, 0,22 mL). Aprés agitation ertd10 min, le chloroformiate
d'isobutyle (1,2 €q, 0,91 mmol, 0,12 mL) est intibdlans ce milieu. Apres de nouveau 10 min
d'agitation, la seconde solution est mélangée &veremiére a l'aide d'une canule. Le milieu
réactionnel est placé sous argon pendant 2h30 gp0ORCconcentré. Aprés dilution du résidu
obtenu dans 3,00 mL d'eau ultrapure, le mélangaadifié jusqu'a pH= 2 en utilisant du HCI
IN. Enfin 30 mL d'HO sont introduits et la phase aqueuse est lavée2a&0 mL d'AcOEt. Les
phases organiques sont réunies, concentrées é&ggsirpar chromatographie flash sur gel de
silice (DCM/MeOH 95:5) pour donner le compa34.0 (0,57 mmol, 134 mg) sous forme de

solide blanc avec un rendement de 75%.

CCM: R;= 0,20 (DCM/MeOH 95:5).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,40-1,50 (2H, m, 28 ; 1,62-1,70 (4H, m, 2 2Hs) ;
2,37 (2H, tJnio-o= 7,4 Hz, 2Ho) ; 3,46 (2H, m, 29 ; 6,29 (1H, se, N) ; 7,42 (2H, m, 2b) ;
7,48 (1H, m, H) ; 7,75 (2H, m, 2k).
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Conjugué agoniste TLR7-espaceur 3.11

6 . 5 N7
TN N 8
ol L O
O~ "N74 N9
H 3 0l 2 " o
OM 15 H\/17\/19\)J\
e
14 %6 18 2021 OH
\_ o J
C2oH28NeO6

M= 472,21 g/mol

Une premiere solution contenant l'acide aminocao®i(5 €q, 0,975 mmol, 128 mg)
dissout dans un mélange DMRK®M (1:1, 4,00 mL en tout), est mise sous argon a s une
seconde solution contenant I'hétérocyglé (1 €q, 0,19 mmol, 70 mg) dilué dans du DMF (4
mL), également placée sous argon a températureaatabiest ajouté la N(Buj1,5 éq, 0,292
mmol, 70 pL). Aprés agitation pendant 10 min, ldoabformiate d'isobutyle (1,5 éq, 0,292
mmol, 38 uL) est introduit. Apres de nouveau 10 diagitation, le contenu du deuxieme ballon
est versé dans le premier a l'aide d'une canulaiilieu réactionnel est placé sous argon pendant
28h a 0°C. La solution est, ensuite, concentréeeg\plilution du résidu obtenu dans de l'eau
ultrapure (7,00 mL), le mélange est acidifié juaqut= 1 en utilisant du HCI 1N. L'ensemble est
refroidi a 0°C pendant quelques heures puis fétréncé avec un minimum d'eau. Le composé

3.11(1,08 mmol, 51 mg) est obtenu sous forme d'umleddlanc avec un rendement de 55%.

CCM: R;= 0,46 (DCM/MeOH 85:15).

IR (ATR) v (cm™): 3419 ¢ N-H, O-H) ; 3103 ; 3039(CspzH) ; 2935 ; 2858\ CspzH) ; 1705 ;
1636 ; 1616\ C=0 urée cyclique, amide, acide carboxylique) 5315 1506 ; 1452V C=N,
C=C); 1419 ; 13754 C-H alkyles) ; 1348 ; 1327 ; 1125 ; 1092G-N, C-O) ; 949 ; 779 ; 71%(

C-H aromatiques).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 1,26 (2H, m, 2hk) ; 1,50 (4H, m, 2k} et 2Ho) ;
2,19 (2H, t,dn20-H19= 7,2 Hz, 2H0) ; 3,21 (2H, m, 2hkb) ; 3,26 (3H, s, E3-0O) ; 3,56 (2H, tJ=
4,5 Hz, H,-O) ; 4,24 (2H, tJ= 4,5 Hz, G1,-0) ; 4,89 (2H, s, 2I) ; 6,53 (2H, s, M) ; 7,34
(2H, d,J(orthol12-413= 8,0 Hz, 2H>) ; 7,76 (2H, dJ(orthOl13-H12= 8,0 Hz, 2H5) ; 8,39 (1H, t,
Inn-H16= 5,0 HZ, NH amide) ; 10,00 (1H, s,Mlurée cyclique) ; 12,00 (1H, s, CGQ
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RMN *3C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm): 23,2 (Go) ; 24,9 (Gg) ; 27,8 (G7) ; 32,6 (Go) ; 38,0
(Cie) ; 41,1 (Go) ; 57,0 CH3-0) ; 64,3 CH»-0) ; 69,2 CH,-0) ; 97,3 (G) ; 126,2 (2Gy) ; 126,3
(2Ci3) ; 133,0 (Ga) ; 139,0 (G1) ; 146,7 (G) ; 150,0 ; 151,2 ; 153,0 ¢CCs, Cg) ; 167,0 (Gs) ;
173,4 (Gy).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 473,2149 ; trouvé 473,2146 (0,5 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 495,1968 ; trouvé 495,1957 (2,2 ppm).

Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-Man 3.12
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CegeH123N9O39
M= 1905,79 g/mol

La synthése de I'édific®-mannosylé3.12 consiste a appliquer la procédure générale de

couplage peptidique, en utilisant:

* L'hétérocycle aromatiqu&11(1 éq, 0,024 mmol, 11,5 mg)

* La plateformeB-tripeptoideO-mannose.27 (1 €q, 0,024 mmol, 35,5 mg)
« HATU (2 éq, 0,05 mmol, 18,6 mg)

 DIPEA (2,5 éq, 0,06 mmol, 10 uL)

 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 1,05 mL et Odb

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 40h. Aprés traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradigxdOEt/MeOH 95:5 puis 90:10), I'édifice
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glycosylé 3.12 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (Gy0f8l, 23 mg) avec un
rendement de 53%.

CCM: R;= 0,60 (AcOEt/MeOH 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 3352 ; 3329\( N-H) ; 2962 ; 2925 ; 2858 (CspzH) ; 1745 ; 1733 ; 1657 ;
1645 ; 1640 ; 1633 ; 1628 ; 161w C=0 urée cyclique, esters, amides) ; 1571 ; 15460 ¢
C=C, C=N,0N-H) ; 1438 ; 1428 ; 1373(C-H alkyles) ; 1260 ; 1233 ; 1222 ; 1159 ; 1153 ;
1130; 1081 ;1076 ; 1034 C-O,v C-N) ; 800 § C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CDCly) & (ppm): 1,42 (1H, s, 3x8 ester deert-butyle) ; 1,58-1,90 (12H,
m, 6Hs, 2H;s, 2Hi6, 2Hi7) ; 1,93-2,15 (36H, m, 12X acétates) ; 2,25-2,72 (8H, m, H12H,,) ;
3,34-3,76 (25H, m, 6k 6Hs, 6Hs, 2His, 2Hy5 0u 2H6, O-CH3) ; 3,97 (3H, m, 3Hh) ; 4,09 (3H,
m, 3H2 ou 3H2) ; 4,28 (3H, ddJu12 ou H12-H1= 4,7 HZ etdqio-ni2= 12,1 Hz, 3H20u 3Hp) ;
4,41 (2H, m, 2k ou 2Hy) ; 4,81 (3H, m, 3K ; 5,00 (2H, m, 2k) ; 5,16-5,31 (9H, m, 3§l
3Hy, 3H0) ; 5,73 (2H, m, M,) ; 7,36-7,44 (3H, m, 2k, NH espaceur) ; 7,80 (2H, Gy21-H22=
7,9 Hz, 2H,) ; 10,07 (1H, m, M cyclique).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,9 ; 21,0 ; 21,1 ; 21,2 (12%; acétates) ; 27,7 ; 27,8 ;
27,9, 28,0,;28,3;29,0; 29,1, 29,9; 30,7435, Ci6, C17, 3XCH3 ester deert-butyle) ; 31,7 ;
32,3;32,9;33,1;34,1;34,8; 35,7 {3Cuy) ; 43,1 ;43,2 ;43,3 ;43,4;435; 45,6 ; 45,7
45,8 ; 46,0 (3¢ 3Cy, Cig, Co) ; 59,2 (OCH3) ; 62,7 (3Gy) ; 65,2 ; 65,3 ; 65,4 ; 65,5 ; 66,1 ;
66,2 ; 66,3 ; 66,4 ; 66,5 ; 66,6 ; 66,7 ; 68,7 ,86868,9 ; 69,3 ; 69,4 ; 69,5 ; 69,6 ; 69,7 ; 69,8
(3G, 3G, 3Gy, 3Ci0, 3Gy, Gos 0u Gg) ; 71,0 (Gs ou Ge) 5 81,9 ; 82,3C(CHg)s) ; 97,7 ; 97,8 ;
97,9 (3G) ; 99,5 (G) ; 127,7 ; 127,8 ; 128,5 ; 128,6 (2C2GC,) ; 134,4 ; 134,5; 139,9 ; 140,1
(Con, Co3) ; 144,6 ; 148,1 ; 153,2 ; 160,74CCy, Cs, Cg) ; 169,8 ; 169,9 ; 170,1 ; 170,2 ; 170,3 ;
170,7 ;170,9;171,0; 171,4 (12=O acétates, Z3=0 plateforme peptoide 10C;3, Cy9).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 953,9037 ; trouvé 953,9047 (1 ppm) ;
m/zcalculé pour [M+H+N&[/2 = 964,8947 ; trouvé 964,9034 (9 ppm).
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Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-GalNAc 3.13

s NHZ N

H

x #°
OMe 22 20 19_N 7 15 13 N/\)J\N/\)J\NMOtBu

CasH126N12036
M= 1902,84 g/mol

La synthese de I'édific®-GalNAc 3.13 consiste a appliquer la procédure générale de
couplage peptidique, en utilisant:

* L'hétérocycle aromatiqu&11(1 éq, 0,022 mmol, 10,4 mg)

* La plateformeB-tripeptoideO-GalNAc 2.38(1 éq, 0,022 mmol, 31,9 mg)
« HATU (2 éq, 0,044 mmol, 16,7 mg)

 DIPEA (2,5 éq, 0,051 mmol, 10 pL)

 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 1,05 mL et Odb

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 48h. Aprés traitement
du milieu (détaillé dans la procédure générale) perification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradiex¢tOEt/MeOH 90:10, 85:15 puis 80:20),
I'édifice glycosylé3.13 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (@id, 22 mg) avec

un rendement de 53%.

CCM: Rf = 0,64 (AcOEt/MeOH 85:15).

IR (ATR) v (cm™): 3354 ; 3330\ N-H) ; 2960, 2923, 2853/(CspzH) ; 1746 ; 1733 ; 1656 ;
1649 ; 1640 ; 1633 ; 1622 ; 161% C=0 urée cyclique, esters, amides) ; 1570 ; 154460 ¢
C=C et C=N,0N-H) ; 1436 ; 1428 ; 1371(C-H alkyles) ; 1259 ; 1233 ; 1227 ; 1158 ; 1153 ;
1129; 1081 ; 1075 ; 1035 C-O,v C-N) ; 800 § C-H aromatiques).
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RMN H (400 MHz, CDCly) & (ppm): 1,43 (9H, s, 3x8 ester deert-butyle) ; 1,54-1,85 (12H,
m, 6H;, 2H;s, 2H6, 2H17) ; 1,90-2,16 (36H, m, 9xXd; acétates, 3xKk; acétamides) ; 2,20-2,70
(8H, m, 6H, 2Hy,) ; 3,30-3,74 (25H, m, 651 6H,, 6Hs, 2His, 2Hy5 0u 2H, O-CH3) ; 4,05-4,27
(9H, m, 3H34, 6H;7) ; 4,43 (2H, m, 2k ou 2Hy) ; 4,53-4,64 (3H, m, 3§) ; 4,85-5,08 (5H, m,
3H7, 2Hy4) ; 5,15 (3H, m, 3l ; 5,37 (3H, m, 3hkb) ; 5,77 (2H, m, M) ; 6,76-7,73 (8H, m, 24,
2H,,, NH espaceur, 3xN acétamides) ; 10,16 (1H, mH\tyclique).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,9 ; 21,0 ; 23,2 (3BH; acétates, 38H; acétamides) ;
28,2 ; 28,3 (3€Hj3 ester deert-butyle) ; 29,3 ; 29,4 ; 29,4 ; 29,5 ; 29,6 ; 2920,8 ; 29,9 ; 30,0 ;
30,1 (3G, Cus5 Cis, C17) ; 32,1 ;33,5;34,3; 35,2 ;36,1 (3CL) ; 43,2 ;43,3 ;43,4 ;44,2 ;
44,7 ; 45,8 ; 46,6 ; 46,7 (3C3C,, Cig, Ca) ; 47,7 ; 47,8 ; 47,9 ; 48,0 ; 48,1 ; 48,2 £BC59,2
(O-CH) ; 62,1 ;62,2;62,3;62,4 ;62,5 B, 66,5 ; 66,6 ; 66,7 (3-Cs0u Ge) ; 66,8 ; 66,9 ;
67,0 ; 67,2 ; 67,3 ;67,4 ; 67,5 ; 67,6 ; 68,3¢RC10, 3Ci) ; 70,9 (Gs ou G) ; 81,9 ; 82,3
(C(CHg)s) ; 97,0 (G) ; 97,9 ;98 ; 98,1 (3¢ ; 127,5 ; 128,6 (26, 2Cy) ; 134,2 ; 139,8 (&,
Co9) ; 144,1 ; 149,9 ; 153,6 ; 160,7 ACCs, Cs, Cg) ; 170,6 ; 170,7 ; 170,8 ; 170,9 ; 171,0 ;
171,1 ; 171,2 ; 171,3 171,4 ; 171,5 ; 171,6 ; 171]71,8 ; 171,9 (9B=0 acétates, 33=0
acétamides, 23=0 plateforme peptoide ;0Ci3, Cio).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H[/2 = 952,4277 : trouvé 952,4245 (3,4 ppm).

[a]= +286 (T=25°C ; c= 0,052 ; CH¢}I
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Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide S-Man 3.14

e NH2 N
H
x %0
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19 NM
OMe 22 5 20 = N N N N/\/U\N/\)J\O‘Bu
o J)
S
OAc OAc 10 OAc
\_ OAc OAc Y,
CasH123N90O3653

M= 1953,72 g/mol

La synthése de I'édific&mannosylé3.14 consiste a appliquer la procédure générale de

couplage peptidique, en utilisant:

* L'hétérocycle aromatigu&11(1 ég, 0,02 mmol, 9,6 mg)

* La plateformeB-tripeptoideS- mannose.51(1 éq, 0,02 mmol, 30,5 mg)
« HATU (2 éq, 0,04 mmol, 15,4 mg)

* DIPEA (2,5 éq, 0,05 mmol, 9 pL)

 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 0,90 mL et 0D

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatioscets argon pendant 42h. Apres traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradigxtOEt/MeOH 95:5 puis 90:10), I'édifice
glycosylé3.14 est obtenu sous forme d'une mousse jaune cl@iti0nmol, 21,4 mg) avec un

rendement de 55%.

CCM: Rf = 0,46 (AcOEt/MeOH 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 3355 ¢ N-H) ; 2952 ; 2923\ CspzH) ; 1748 ; 1743 ; 1653 ; 1628 C=0
urée cyclique, esters, amides) ; 1541 ; 147€%£C, C=N,d0 N-H) ; 1424 ; 1372& C-H alkyles) ;
1235; 1222 ;1106 ; 1082 ; 1049 ; 10345°¢O,v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,43 (1H, m, 3xE; ester detert-butyle) ; 1,57-1,93
(12H, m, 6H, 2H;5, 2Hy6, 2H17) ; 1,95-2,17 (36H, m, 12Xd; acétates) ; 2,29-2,72 (14H, m, HH
258



Partie expérimentale

6Hs, 2H14) ; 3,23-3,65 (17H, m, 6516H,, 2His, O-CH3) ; 3,71 (2H, m, 2k ou 2Hs) ; 4,09 (3H,
m, 3H; ou 3Hy) ; 4,27-4,37 (6H, m, 3H, 3Hi;20u 3H2) ; 4,42 (2H, m, 2k ou 2H) ; 5,00
(2H, s, 2Hy) ; 5,17-5,37 (12H, m, 3K 3Hs, 3Hy, 3Hg) ; 5,65 (2H, m, M,) ; 7,36-7,42 (3H, m,
2H,,, NH espaceur) ; 7,80 (2H, m, 2Bl; 9,93 (1H, m, M cyclique).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,8 ; 20,9 ; 21,0 ; 21,1 (12%; acétates) ; 27,5 ; 28,3 ;
28,6 ; 28,7 ;28,9;29,8;29,9; 32,9, 33,5,138G, 3G, 3G, Cis, Ci5 Cis, Ci7, 3XCH3 ester
detert-butyle) ; 43,2 ; 43,3 ;44,9 ;47,6 ; 51,2 ; 5181,5 ; 52,5 (3¢; 3C;, Cig C9) ; 59,2 (O-
CH3) ; 62,5 (3Gy) ; 66,3 ; 66,4 ; 69,2 ; 69,3 ;69,4 ; 69,6 ; 69¢®,7 ; 70,9 ; 71,1 ; 71,2 (3C
3Co, 3G, 3G, Cos, Ce) ; 82,4 ; 82,5 ; 82,6 (3¢ ; 84,0 C(CHa)a3) ; 99,5 (G) ; 127,7 ; 128,4
(2C1, 2Gyy) ; 134,45 139,9 (6, Ca) ; 147,9 ; 149,9 ; 150,0 ; 160,7 4QCs, Cg, Cg) ; 169,9 ;
170,0 ; 170,12 ; 170,2 ; 170,3 ; 170,4 ; 170,8 ;,27@2>C=0 acétates, Zx=0O plateforme
peptoide, G Ci3, Cio).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H[/2 = 977,8689 ; trouvé 977,8150 ; m/z
calculé pour [M+H+Kf"/2 = 996,8468 ; trouvé 996,8468 (5,7 ppm).

Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-Man(OH) 3.15
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Ce2HogNgO27
M= 1401,67 g/mol

Une solution contenant I'édifie@mannosylé3.12(0,0028 mmol, 5,3 mg) dilué dans 0,80
mL de MeOH anhydre, est traitée par 74 pL d'unetesl de MeONa (30 mg dans 25 mL, pH=

8) pendant 1h sous argon. Le milieu est ensuitgaleé par de la résine Dowex 50W-X8"{H
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La résine est filtrée, lavée par du MeOH et lediltest concentré sous vide pour donner le
composé.15sous forme de solide blanc (0,0028 mmol, 3,9 neghdniere quantitative.

CCM: R = 0,60 (Propanol/kD 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3508-3175{ N-H, O-H) ; 2928 ; 2859\ CspzH) ; 1710 ; 1645 ; 1630 ;
1620 ¢ C=0 ureée cyclique, amides) ; 1560 ; 14650=C, C=N,d0 N-H) ; 1373 ; 1345 C-H
alkyles) ; 1155; 1120 ; 1061 ; 1040C-O,v C-N) ; 971 p C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CD;0D) & (ppm): 1,57-1,71 (6H, m, 24, 2He, 2H:7) ; 1,78-1,95 (6H, m,
6Hs) ; 2,32-2,84 (8H, m, 651 2Hys) ; 3,39-3,98 (43H, 6} 6Hs, 6Hs, 3Hs, 3Ho, 3H10, 3H11, 6Huo,
2H1g, 2Hps 0U 2Hbg, O-CHa) ; 4,45 (2H, m, 2bk ou 2H) ; 4,72 (3H, m, 3k) ; 5,07 (2H, s,
2H,4) ; 7,50 (2H, dhzs2a= 8,1 Hz, 2Hy) ; 7,80 (2H, dJoanizs= 7,7 Hz, 2Hy).

RMN **C (100 MHz, CD;OD) & (ppm): 26,3 ; 27,8 ; 28,5 ; 28,6 ; 29,5 ; 29,4 : 30,0 3(80,2 ;
30,3 ;30,5 ; 30,7 (3¢ Cis, Ci, C17) ; 32,1 ;33,4 ;33,9;34,0; 35,1 ;35,5 §3C14) ; 40,7 ;
40,9 ;42,9 ;44,0442 44,8 ;46,6 ; 47,2 44759,2 ; 63,0 ; 65,1 ; 65,4 ; 65,5 ; 66,1 ; 66,3
67,8 ;68,7 ;68,8 ;71,9722 ;724 ;725 87474,9 (3G, 3C, 3G, 3Gs, 3Gy, 3Cio, 3C11,
3C12 Cis, Cosr Cos, Cos, O-CHs) ; 80,2 C(CHa)s) ; 94,9 (G) ; 128,2 ; 129,1 (26, 2C) ; 134,4 ;
139,8 (Go, C3) ; 141,5 ; 149,7 ; 150,7 ; 154,9 ; 161,%(Cy, Cs, Cg) ; 169,8 ; 172,7 ; 173,3 ;
173,5; 174,4 (2€=0 plateforme peptoide,;C;3, Cig).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 701,8403 ; trouvé 701,8415 (1,6 ppm) ;
m/z calculé pour [M+H+N&J/2 = 712,8313 ; trouvé 712,8329 (2,4 ppm).
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Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-GalNAc(OH) 3.16

s NHZ N

6 H

A #°
OMe 22 20 19_N 7 15 13 N/\)J\N/\)J\NMOtBu

CegH10aN12027
M= 1524,74 g/mol

Une solution contenant I'édifid@-GalNAc 3.13 (0,0083 mmol, 15,7 mg) dilué dans 2,40
mL de MeOH anhydre, est traitée par 0,23 mL d'wietisn de MeONa (30 mg dans 25 mL,
pH= 8) pendant 1h sous argon. Le milieu est enstdralisé par de la résine Dowex 50W-X8
(H"). La résine est filtrée, lavée par du MeOH eilteat est concentré sous vide pour donner le

composé.16sous forme de solide blanc (0,0083 mmol, 12,6 degnaniére quantitative.

CCM: R¢= 0,23 (Propanol/tD 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3501-3181 ¢ N-H, O-H) ; 2928 ; 2853 CspzH) ; 1720 ; 1642 ; 1625 ;
1615 ¢ C=0 urée cyclique et amides) ; 1555 ; 146%EC et C=NO N-H) ; 1374 ; 13404 C-
H alkyles) ; 1153 ; 1123 ; 1060 ; 1039¢-O,v C-N) ; 971 p C-H aromatiques).

RMN 'H (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 1,42-1,45 (9H, m, 3xB; ester deert-butyle) ; 1,55-
1,71 (6H, m, 2k, 2H6, 2Hi7) 5 1,75-1,93 (6H, m, 6§) ; 1,99-2,03 (9H, m, 3xK; acétamides) ;
2,38-2,88 (8H, m, 6k 2H:4) ; 3,33-3,90 (40H, 6k 6Hs, 6Hs, 3Ho, 3H10, 3H11, 6Hi2, 2Hig, 2Hos
ou 2hps, O-CH3) ; 4,28 (3H, m, 3B ; 4,45 (2H, m, 2k ou 2Hy) ; 4,75-4,83 (3H, m, 3H ;
5,01 (2H, s, 2hk) ; 7,47 (2H, dJn22-v21= 8,2 Hz, 2H,) ; 7,78 (2H, dJu21-122= 8,2 Hz, 2H,).

RMN 3C (100 MHz, CD;OD) & (ppm): 22,8 (3>CHs acétamides) ; 23,7 ; 26,3 ; 27,7 ; 27,8 ;
28,4 ;28,6 ;28,7 ;30,1; 30,2 ; 30,3 ; 30,4,5300,6 ; 30,8 (36; Ci5, Ci6 Ci7, 3XCHj3 ester de
tert-butyle) ; 32,0 ; 32,5 ;33,1 ;33,9; 34,7 ;34,9 ; 35,4 ; 35,6 ; 38,1 ; 38,2 (BCy) ;
40,1 ;44,0; 44,3 ;47,3 ;47,4;51,6 ;51,7,259%2,9 ; 65,9 ; 66,0 ; 66,2 ; 66,3 ; 66,4 ; 66,5
66,6 ; 66,7 ; 67,9 ; 69,6 ; 69,7 ; 69,8 ; 69,9,07071,7 ; 72,6 ; 72,8 ; 72,9 ; 73,0 6338C,, 3G,
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3Cg, 3G, 3Cyg, 3Ci1, 3G, Cig Cos, Cos, Cog, O-CHg) : 84,0 C(CH3)3) : 93,0 (Q,) :128,7 ;129,1
(2C,1, 2Gy) ; 135,0 ; 139,2 (g, Cp3) ; 141,4 ; 148,7 ; 150,8 ; 160,84y, Cs, Cg) ; 169,7 ;
171,2;172,3;173,9 ; 174,0 @=0 plateforme peptoide, =0 acétamides, {£C;3, Cig).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 763,3802 ; trouvé 763,3774 (3,7 ppm).

Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-Man(OH) 3.17

NH, h

et
OMe H\/\/\)J\ /\)j\ N /\/lP /\)J\OtBu

. OH J

Ce2HogN9O24S3
M= 1449,60 g/mol

Une solution contenant I'édific®-mannosylé3.14 (0,0053 mmol, 10,3 mg) dilué dans
1,40 mL de MeOH anhydre, est traitée par 0,27 nubel'solution de MeONa (30 mg dans 25
mL, pH= 8) pendant 1h sous argon. Le milieu esugaseutralisé par de la résine Dowex 50W-
X8 (H"). La résine est filtrée, lavée par du MeOH eilteat est concentré sous vide pour donner
le compos&.17 sous forme de solide blanc (0,0053 mmol, 7,6 neghdniére quantitative.

CCM: R = 0,55 (Propanol/kD 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3510-3176 ¢ N-H, O-H) ; 2930 ; 2859 CspzH) ; 1710 ; 1645 ; 1639 ;
1615 ¢ C=0 urée cyclique et amides) ; 1566 ; 146 EC et C=NO N-H) ; 1374 ; 1348 C-
H alkyles) ; 1155 ; 1128 ; 1061 ; 1040¢-O,v C-N) ; 972 p C-H aromatiques).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 725,8056 ; trouvé 725,8070 (1,9 ppm).
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E. Procédures expérimentales du chapitre IV

Plateforme B-tripeptoide O-Man 4.2

( )

C75H10dN4037
M= 1656,67 g/mol

La synthése de la plateforretripeptoideO-mannosyléet.2 se déroule en trois étapes. La
premiere étape consiste a appliquer la procédunérgie d'’hydrolyse de d'acide carboxylique

sous forme d'ester dert-butyle, en utilisant:

* Le compos&.32(1 éq, 0,015 mmol, 24 mg)
« Du TFA (125uL)
« Du DCM (125pL)

L'acide carboxyliqgue est obtenu au bout de 30 magithtion, sous forme d'une huile
orangée de maniere quantitative. Par la suitej-cekst directement engagé dans une réaction
d'estérification de Steglich (formation de I'estetivé). Cet acide carboxylique (1 éq, 0,015
mmol) est dilué dans 0,50 mL de DCM anhydre, esgmée de pentafluorophénol (1,1 éq, 0,017
mmol, 1,8 pL), de DCC (1,87 éq, 0,028 mmol, 6 mgde DMAP (0,2 éq, 0,4 mg). Afin
d'accélérer I'avancement de la réaction, 1 éq dé BxGle pentafluorophénol ainsi que 0,4 éq de
DMAP, sont ajoutés au bout de 21h d'agitation sogen a température ambiante. Au final, le
milieu réactionnel est laissé sous agitation pend&. Aprés filtration et concentration, ce
milieu est purifié par chromatographie flash sur @ge silice (DCM/MeOH 98:2) pour donner
I'ester de pentafluorophényel avec un rendement intermédiaire de 70%. Pourrlsiéte étape,
une solution contenant cet ester (1 €q, 0,007 mb2oing), le chlorydrate d'ester éthyliqueLde
valine (1 €qg, 0,007 mmol, 1,3 mg), la triethylam{es éq, 0,011 mmol, 1,5 pL) dissouts dans

un meélange DMF/DCM (80:20, 0,90 mL), est mise saggation sous argon a température
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ambiante pendant une nuit. Aprés concentration dieun le milieu est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice (DCM/MeOH39 pour donner le compodé2 attendu

avec un rendement de 90%.

CCM: R;= 0,10 (DCM/MeOH 99:1).

IR (ATR) v (cm™): 1747 ; 1735( C=0 esters) ; 1705 ; 1648 C=0 amides, carbamate) ; 1485
(v C=C aromatique) ; 1447 ; 1427 ; 13MG-H alkyles) ; 1220 ; 1138 ; 1086 ; 1039¢-O,v
C-N) ; 980 § C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CDCl) 8 (ppm): 0,87-1,00 (6H, m, 2x83) ; 1,24-1,30 (4H, m, 3K H,) ;
1,82-1,91 (6H, m, 6k ; 1,96-2,17 (36H, m, 12X acétates) ; 2,50-2,73 (6H, m, §H 3,31-
3,77 (16H, m, 6K 6Hs, 4H,0) ; 3,90-4,33 (14H, m, 2H 2H;o, 3H;5 6His, NH) ; 4,50 (1H, m,
Hs) ; 4,79 (3H, m, 3Hh) ; 5,13 (2H, m, 2Hkt) ; 5,19-5,35 (9H, m, 3H, 3Hhs, 3Hhy) ; 7,28-7,36
(5H, m, 2Hg, 2Hz0, Hay).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H[/2 = 829,3419 ; trouvé 829,3450 (3,7 ppm).

Monomeére O-Man 4.6

C39H49NO14
M= 755,32 g/mol

La synthése du monome@&mannosylé4.6 consiste a appliquer la procédure générale de

protection d'amine par un Fmoc, en utilisant:

* Le monomére amine mannadd2(1 éq, 0,78 mmol, 416 mg)
* Le Fmoc-CI (2 éq, 1,60 mmol, 402 mg)

e Une solution de NaHC{»saturée (4,30 mL)

* Du1l,4-dioxane (2,80 mL)
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Apres traitement du milieu (détaillé dans la prasédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de silicgc(@exane/AcOEt 60:40), le compo$® est

obtenu sous forme d'une huile jaune pale (0,71 mB3& mg) avec un rendement de 91%.

CCM: R = 0,40 (AcOEt/Cyclohexane 40:60).

IR (ATR) v (cm™): 2964 ; 2939 ; 2920v( CspzH) ; 1747 ¢ C=0 esters) ; 170lv(C=0
carbamate) ; 1479 ; 1450 C=C aromatique) ; 1423 ; 1368 C-H alkyles) ; 1220 ; 1151 ; 1136 ;
1084 ; 1047y C-O,v C-N carbamate) ; 980 ; 760 ; 742(-H aromatique).

RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,43 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,50-1,80 (2H,
m,2Hs) ; 1,98 (3H, s, B3 acétate) ; 2,01 (3H, s,Hz acétate) ; 2,08 (3H, s,Hz acétate) ; 2,14
(3H, s, Hs acétate) ; 2,23 (1H, 342 oy H2-H3= 6,4 Hz, H ou H) ; 2,43 (1H, tJn2 ou H2-H3= 6,4
Hz, H, ou Hy) ; 3,11-3,69 (6H, m, kK Ha, He) ; 3,95 (1H, m, Hh) ; 4,07 (1H, ddJn12 ou H12-H11=
2,1 Hz etlh1o.m12 = 12,1 Hz, Ho 0u Hio) ; 4,25 (2H, m, Hu et Hip ou Hip) ; 4,52 (2H, m, 2k) ;
4,75 (1H, m, H) ; 5,25 (8H, m, B, Ho, Hig) ; 7,30 (2H, tJu17-H18H16= 7,4 Hz, 2H;) ; 7,38 (2H,
t, Jn1s-H17m19= 7,4 Hz, 2Hg) ; 7,56 (2H, m, 2kk) ; 7,75 (2H, dJni9-H18= 7,4 Hz, 2H).

RMN *3C (100 MHz, CDCLk) & (ppm): 20,9 ; 20,9 ; 21,1 (43H; acétates) ; 28,3 (8H3 ester
detert-butyle) ; 28,5 (§) ; 34,6 ; 34,9 (© ; 43,4 ; 44,3 ; 45,1 ; 45,3 §CCy) ; 47,6 (Gy) ; 62,6
(C1) ; 66,2 ;66,3 ;66,7 ;67,2 ;68,7 ;69,2 ; 6969,8 (G, Cs, C, Ci0, C11, C13) ; 80,9 ; 81 C-
(CHs)3) ; 97,8 ;: 97,9 (@ ; 120,1 (2Go) ; 124,8 ; 125,0 (2() : 127,3 ; 127,8 (2G, 2Cp) ;
141,6 ; 144,2 (2¢, 2Gyo) ; 156,0 ; 156,1¢=0 carbamate) ; 169,9 ; 170,0 ; 170,2 ; 171,8
(4xC=0 acétates, {J.

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 756,3231 ; trouvé 756,3228 (0,4 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 778,3051 ; trouvé 778,3056 (0,64 ppm).

HPLC: 26,2 min (MeOH/HO (0,1% TFA) 80:20).
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Monomeére O-GalNAc 4.7

C39Hs50N2013
M= 754,33 g/mol

La synthése du monomef@GalNAc 4.7 consiste a appliquer la procédure générale de

protection d'amine par un Fmoc, en utilisant:

* Le monomeére amine GalNAt13(1 éq, 0,67 mmol, 359 mg)
* Le Fmoc-CI (2 éq, 1,35 mmol, 350 mg)

* Une solution de NaHCgsaturée (3,70 mL)

* Du 1,4-dioxane (2,40 mL)

Apres traitement du milieu (détaillé dans la prasédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de silice@E&t/Cyclohexane 95:5), le compo$& est

obtenu sous forme d'une huile jaune pale (0,56 423 mg) avec un rendement de 84%.

CCM: R = 0,40 (AcOEt/Cyclohexane 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 3353 ; 3323\( N-H acétamide) ; 2979 ; 292V CspzH) ; 1747 ; 1728 ;
1700 ; 1695 ; 1679(C=0 esters, carbamate, acétamide) ; 1560 ; 15RBH) ; 1479 ; 1458 ;
1451 ¢ C=C aromatiques) ; 1369 C-H alkyles) ; 1224 ; 1221 ; 1153 ; 1131 ; 107944 ¢
C-O,v C-N) ; 953 ; 739 ; 737)C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEl; de l'ester déert-butyle) ; 1,67-1,81
(2H, m, 2H) ; 1,93-2,19 (13H, m, 3xd; acétatesCH; acétamide, b ; 2,45 (1H, m, H) ; 3,06-
3,66 (6H, m, 2H, 2Hs, 2Hs) ; 4,03-4,22 (4H, m, H, 2H1, His) ; 4,50 (2H, m, 2kt) ; 4,60 (1H,
m, Hg) ; 4,80 (1H, m, ) ; 5,13 (1H, ddJug-H10= 3,0 Hz etdyg.ns= 11,7 Hz, H) ; 5,37 (1H, d,
Jn10-ne = 3,0 Hz, Hop) ; 6,19-6,79 (1H, m, NAc) ; 7,32 (2H, tJu17-H1em18= 7,6 Hz, 2H7) ; 7,39
(2H, t, n1s-H17m19= 7,6 HZ, 2Hg) ; 7,55 (2H, m, 2kb) ; 7,75 (2H, dJu1g-118= 7,6 Hz, 2Hy).
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RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 23,0 (33H; acétatesCH; acétamide) ;
27,6 (C5) ; 28,0 (3@H3 de l'ester deert-butyle) ; 34,5 ; 34,6 (8 ; 42,3 ; 43,6 ; 44,0 ; 44,9 {C
Cs) ;47,3 ;47,5 (& Cig) ; 61,9 ;62,2 (&) ; 64,0 ;65,1 (¢) ; 66,7 ;67,0 ;67,3 ;67,4;68,1;
68,8 (G, Cio, Ci1, Ci3) ; 81,0 C-(CHs)3) ; 97,6 ; 97,7 (@ ; 120,0 (Gg) ; 124,6 (Ge) ; 127,0
(Ci7) ; 127,7 (Gg) ; 141,4 ; 143,7 ; 143,8 ; 143,9 (C2C0) ; 156,0 C=0 carbamate) ; 170,4 ;
170,6 ; 170,7 ; 171,0 (80 acétatesC=0 acétamide, (.

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 755,3391 ; trouvé 755,3402 (1,5 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 777,3205 ; trouvé 777,3250 (5,8 ppm).

Plateforme B-dipeptoide O-Man 4.8

@ AcO AcO A

AcO AcO \10
9712
OEAC 1 A(?Ac
o c 8 o c
(0] (0]

Cs9H78N2025
M= 1214,49 g/mol

La synthese de la plateforrfiedipeptoideO-mannosyléet.8 se déroule en deux étapes. La
premiere étape consiste a appliquer la procédurérgke d'hydrolyse d'acide carboxylique sous

forme d'ester deert-butyle, en utilisant:

* Le composél.6(1 éq, 0,63 mmol, 488 mq)
« DuTFA (4,40 mL)
« Du DCM (4,40 mL)

L'acide carboxylique est obtenu au bout d'1h15itdtgn, sous forme d'une mousse jaune
orangé de maniére quantitative. La deuxieme paltiela synthése consiste a appliquer la
procédure générale de couplage peptidigue (métmatemere), en utilisant:

» L'acide carboxylique formé ci-dessus (1 éq, 0,63oihm
* Le monomere amine mannadd.2(1 éq, 0,63 mmol, 338 mg)

« HATU (2 éq, 1,27 mmol, 482 mg)
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» DIPEA (2,5 éq, 1,58 mmol, 0,28 mL)
 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 5,50 mL et 280D

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 17h. Apres traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradi®@M/MeOH 99:1 puis 98:2), le dipeptoide
glycosylé 4.8 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (0r6@l,n690 mg) avec un
rendement de 90%.

CCM: R = 0,50 (DCM/MeOH 98:2).

IR (ATR) v (cm™): 2947 ¢ CspzH) ; 1746 ¢ C=0 esters) ; 1698 ; 1649 C=0 amide et
carbamate) ; 1479 ; 1450 C=C aromatiques) ; 1440 ; 1422 ; 13@8C-H alkyles) ; 1220 ;
1136 ; 1084 ; 104A(C-O,v C-N) ; 980 ; 743& C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 1,43 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,57-1,83 (4H,
m, 4H) ; 1,95-2,14 (24H, m, 8Xd; acétates) ; 2,30-2,60 (4H, m, 4K 3,10-3,71 (12H, m, 44
4H,, 4Hg) ; 3,96 (2H, m, 2H) ; 4,10 (2H, m, 2kb) ; 4,27 (3H, m, 2kb, His) ; 4,52 (2H, m,
2H13) ; 4,77 (2H, m, 2K ; 5,25 (6H, m, 2l 2Hy, 2H,0) ; 7,30 (2H, m, 2hk) ; 7,38 (2H, tJu1s-

Hizmie = 7,5 Hz, 2Hg) ; 7,57 (2H, dJnier17 = 7,5 Hz, 2He) ; 7,75 (2H, dJni9-H1s = 7,5 Hz,

2H;9).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (88H; acétates) ; 27,6 ; 27,9 ; 28,0 ;
28,3 ; 28,8 (3€H3 ester ddert-butyle, 2G) ; 31,7 ; 31,8 ; 31,9 ; 32,0 ; 33,8 ; 33,9 ; 3431,8
(2Cy) ; 42,3 ;43,0 ;43,3 ;43,6 ;44,5 ;45,1 ; 4B&;, 2Cy) ; 47,3 (Gy) ; 62,4 (2Gy) ; 65,3 ;
66,0 ; 66,2 ; 66,5 ; 66,6 ; 66,9 ; 68,4 ; 68,4,6688,9 ; 69,0 ; 69,4 ; 69,5 ; 69,5 RCG, 2C,
2Cy0, 2Ci3, 2G3) ; 82,2 C-(CHg)3) ; 97,5 ;97,7 (29 ; 119,9; 124,7 ; 124,7 (26, 2Cg) ; 127,0,
127,6 (2G7, 2Cg) ; 141,3 , 144,0 (26, 2GCy) ; 155,8 ; 155,9¢=0 carbamate) ; 169,7 ; 169,7 ;
169,9;170,0;170,6 ; 170,8 ; 171,2 (80O acétateC=0 plateforme peptoide .

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H] = 1215,4972 ; trouvé 1215,4957 (1,23 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Nd]= 1237,4870 ; trouvé 1237,4824 (3,72 ppm).

HPLC: 22,3 min (MeOH/H20 (0,1% TFA) 80:20).
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Plateforme B-dipeptoide O-GalNAc 4.9

AcO AcO 1o

N
OAc9 12OAc
OAc8 " OAc
AcHN7 g AcHN7 o
(0] 6 (0] 7
421

N N. 2.1 _O'Bu
\n/ \/\n/ 3
o o) o

J

Cs9HgoN4O23
M= 1212,52 g/mol

La synthése de la platefornfiedipeptoideO-GalNAc 4.9 se déroule en deux étapes. La
premiere étape consiste a appliquer la procédurérgi® de déprotection d'acide carboxylique

sous forme d'ester dert-butyle, en utilisant:

* Le composé.7 (1 éq, 0,47 mmol, 355 mg)
« DuTFA (3,40 mL)
e DuDCM (3,40 mL)

L'acide carboxylique est obtenu au bout d'1h15itdtgn, sous forme d'une mousse jaune
orangé de maniére quantitative. La deuxieme paltiela synthése consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidiqgue (métmoaemere), en utilisant:

» L'acide carboxylique formé ci-dessus (1 éq, 0,47othm

* Le monomeére amine GalNAt13(1 éq, 0,47 mmol, 251 mg)
HATU (2 éq, 0,94 mmol, 358 mg)

DIPEA (2,5 éq, 1,18 mmol, 0,21 mL)

DCM/DMF (70:30) soit respectivement 4,00 mL et 180D

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 14h. Aprés traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradiBx@M/MeOH 97:3), le dipeptoide glycosye9
est obtenu sous forme d'une mousse blanche (0,39, %80 mg) avec un rendement de 81%.

CCM: R; = 0,44 (DCM/MeOH 95:5).
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IR (ATR) v (cm™): 3307 ¢ N-H) ; 2953 ¢ CspzH) ; 1745 ; 1715 ; 1676 ; 1648 C=0 esters,
carbamate, amides) ; 1555 ; 1522N-H) ; 1479 ¢ C=C aromatiques) ; 1426 ; 1370 ¢-H
alkyles) ; 1223 ; 1153 ; 1132 ; 1047 ; 104243-O,v C-N) ; 944 ; 769 ; 745)(C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCk) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEl; de I'ester déert-butyle) ; 1,49-1,84
(4H, m, 4H) ; 1,93-2,14 (24H, m, 6Xd; acétates, 28H3 acétamides) ; 2,26-2,71 (4H, m,AH
3,06-3,76 (12H, m, 4kl 4H,, 4Hg) ; 3,98-4,23 (7TH, m, 2H, 4H, Hiy) ; 4,38-4,63 (4H, m, 2§

2H13) ; 4,84 (2H, m, 2K ; 5,13 (2H, m, 2B ; 5,35 (2H, m, 2hk) ; 6,34-7,10 (2H, m,
2xNHAC) ; 7,30 (2H, tJni7-iemis= 7,4 Hz, 2H7) ; 7,38 (2H, tJnis-rizrio= 7,4 Hz, 2Hg) ; 7,54
(2H, m, 2Hg) ; 7,75 (2H, dJn19-H18= 7,4 Hz, 2Hy).

RMN *C (100 MHz, CDCLk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 22,9 : 23,0 ; 23,1 (B%; acétates,
2xCH3 acétamides) ; 27,4 ; 27,5 ; 27,6 ; 27,9 ; 28,8,42 29,2 ; 29,3 ; 29,6 ; 31,9 ; 32,1
(3xCHj3 de l'ester dé¢ert-butyle, 2G) ; 33,9 ; 34,3 34,8 ; 35,0 (2C; 41,9 ;42,1 ;42,4 ; 42,7 ;
42,8 ;43,0 ; 43,2 ; 43,6 ; 43,8 ; 44,7 ; 44,8 ]14545,2 ; 45,7 (2§, 2Cy) ; 47,1 ; 47,3 ; 47,4 ;
475 ;475 ;47,6 (26 Ciy) ; 61,7 ;61,9 ;62,0 ; 62,1 (2§ ; 64,1 ; 64,2 ;64,3 ;64,4 ;64,9 ;
65,0 (2G) ; 66,5 ; 66,6 ; 66,8 ; 67,0 ; 67,1 ; 67,3 ; 67637,9 ; 68 ; 68,5 ; 68,6 ; 68,7 (2QCy,
2Cy1, Ci3) 5 81,0; 81,7C-(CHg)3) ; 97,4 ;97,6 ; 97,6 (2¢; 119,9; 120,0 (2(9) ; 124,5; 124,6
(2C9) ; 127,0 ; 127,1 (2G) ; 127,7 ; 127,8 (2G) ; 141,4 ; 143,7 ; 143,8 ; 143,9 ; 144,0 (2C
2Cy) ; 155,9 ; 156,0 ; 156,2 ; 156,80 carbamate) ; 170,3 ; 170,4 ; 170,5 ; 170,6 ;470
170,8 ; 171,4 (68=0 aceétates, Z3=0 acétamide<;=0 plateforme peptoide,;C

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+H]=1213,5292 ; trouvé 1213,5251 (3,4 ppm).
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Plateforme B-tripeptoide O-Man 4.10

( AcO AcO AcO

AcO AcO AcO 10
l(\)Ac 0‘L(\)Ac o;(\)Ac
o 0 c 8 c

C79H10/N3036
M= 1673,66 g/mol

La synthése de la plateforridripeptoideO-mannosylé&.10se déroule en deux étapes. La
premiére étape consiste a appliquer la procédurérgie d'hydrolyse d'acide carboxylique sous
forme d'ester deert-butyle, en utilisant:

* Le composél.8(1 éq, 0,51 mmol, 614 mg)
 DuTFA (3,50 mL)
e DuDCM (3,50 mL)

L'acide carboxylique est obtenu au bout d'1h15itdtgn, sous forme d'une mousse jaune
orangé de maniere quantitative. La deuxieme paltiela synthese consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidigue (métmademere), en utilisant:

» L'acide carboxylique formé ci-dessus (1 éq, 0,51othm

* Le monomére amine mannadd2(1 éq, 0,51 mmol, 270 mg)
HATU (2 éq, 1,01 mmol, 385 mQ)

DIPEA (2,5 éq, 1,26 mmol, 0,22 mL)

DCM/DMF (70:30) soit respectivement 4,50 mL et 180

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatioscets argon pendant 18h. Apres traitement
du milieu (détaillé dans la procédure générale) perification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradi®@M/MeOH 98:2 puis 97:3), le tripeptoide
glycosylé 4.10 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (0mdl,NY38 mg) avec un

rendement de 87%.

CCM: R = 0,50 (DCM/MeOH 97:3).
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IR (ATR) v (cm): 2937 ¢ CspzH) ; 1749 ¢ C=0 esters) ; 1699 ; 1645 ; 1640G=0 amides
et carbamate) ; 1480 ; 1458 C=C aromatiques) ; 1441 ; 1423 ; 1380Q-H alkyles) ; 1223 ;
1136 ; 1084 ; 104A(C-O,v C-N) ; 970  C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,40 (9H, m, 3xEl; ester deert-butyle) ; 1,60-1,80 (6H,
m, 6H) : 1,91-2,15 (36H, m, 1246, acétates) : 2,40-2,62 (6H, m, §H 3,10-3,70 (18H, m,
6Hs, 6Hs, 6H) ;) ; 3,94 (3H, m, 3id) ; 4,06 (3H, m, 3hb) ; 4,25 (4H, m, 3kb, His) ; 4,47 (2H,
m, 2H3) ; 4,75 (3H, m, 3K ; 5,25 (9H, m, 3kl 3Hy, 3Hg) ; 7,29 (2H, m, 2kt) ; 7,36 (2H, t,
Jn1s-H17H19= 7,5 HZ, 2Hg) ; 7,56 (2H, dJnie-vi7= 7,5 Hz, 2He) ; 7,73 (2H, dJuio-mis= 7,5 Hz,
2Hyo).

RMN **C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (123H; acétates) ; 27,5 ; 27,6 ; 28,0 ;
28,3 ; 28,4 ; 28,8 (33H3 ester deert-butyle, 3G) ; 31,6 ; 31,7 ; 33,5; 33,8 ; 34,8 (G 43,0 ;
43,1 ;43,6 ; 44,6 ; 44,8 ; 45,0 ; 45,1 ; 45,3 ;54545,6 (2G, 2C) ; 47,3 (G ; 62,4 (3G)) ;
65,2 ; 65,3 ; 66,1 ; 66,2 ; 66,3 ; 68,4 ; 68,9,069%9,1 ; 69,4 ; 69,5 (IC3Cs, 2Cy, 3C0, 3Cuy,
3Cu9) ; 81,3 C-(CHa)s) ; 97,5 ;97,7 (39 ; 120,0 ; 124,7 ; 124,7 ; 124,8 (3C3Cy9) ; 127,0 ;
127,1; 127,7 (3G, 3Cig) ; 141,4 ; 144,1 (3G, 3Cy) ; 155,8 ; 155,9G=0 carbamate) ; 169,7 ;
169,8 ; 169,9 ; 170,0 ; 170,3 ; 170,6 ; 170,7 ;,@712>C=0 acétates, Zx=0O plateforme
peptoide, ©).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 837,8395 ; trouvé 837,8367 (3,34
ppm) ; m/z calculé pour [M+H+N4&J2 = 848,8305 ; trouvé 848,8231 (8,72 ppm).

HPLC: 21,4 min (MeOH/HO (0,1 % TFA) 80:20).
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Plateforme B-tripeptoide O-GalNAc 4.11

AcO AcO A

OAc
OAc OA
AcHN fo) AcHN cH

C7oH110N6O33
M= 1670,71 g/mol

La synthese de la platefornBedipeptoideO-GalNAc 4.11 se déroule en deux étapes. La
premiére étape consiste a appliquer la procédurérgie de déprotection d'acide carboxylique

sous forme d'ester dert-butyle, en utilisant:

 Le composél.9(1 éq, 0,32 mmol, 392 mg)
« DuTFA (2,30 mL)
« DuDCM (2,30 mL)

L'acide carboxylique est obtenu au bout d'1h15itdtgn, sous forme d'une mousse jaune
orangé de maniere quantitative. La deuxieme paltiela synthese consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidigue (métmode®mere), en utilisant:

» L'acide carboxylique formé ci-dessus (1 éq, 0,32othm

* Le monomére amine GalNAt13(1 éq, 0,32 mmol, 172 mg)
« HATU (2 éq, 0,65 mmol, 246 mq)

» DIPEA (2,5 éq, 0,81 mmol, 0,14 mL)

 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 2,80 mL et 12D

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatioscets argon pendant 20h. Apres traitement
du milieu (détaillé dans la procédure générale) perification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradi®@M/MeOH 96:4), le dipeptoide glycosylé
4.11 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (0p2@,M380 mg) avec un rendement de
75%.

CCM: R;= 0,56 (DCM/MeOH 94:6).
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IR (ATR) v (cm™): 3342 ¢ N-H) ; 2954 ¢ CpzH) ; 1747 ; 1703 ; 1680 ; 1634 ; 1626C=0
esters, carbamate, amides, acétamides) ; 15551, ®598-H) ; 1480 ; 1452\ C=C) ; 1435 ;
1371 @ C-H alkyles) ; 1223 ; 1155 ; 1131 ; 1047 ; 1044Q-0O,v C-N) ; 949 ; 734 & C-H

aromatique).

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,42 (9H, m, 3xEl; de I'ester déert-butyle) ; 1,72-2,13
(42H, m, 9x; acétates, IBH3 acétamides, 64 ; 2,18-2,65 (6H, m, 6§) ; 3,06-3,69 (18H, m,
6H3, 6H,, 6Hg) ; 4,04-4,27 (10H, m, 3H, 6Hi2, Hi4) ; 4,47-4,62 (5H, m, 3§l 2Hy3) ; 4,88 (3H,
m, 3H) ; 5,13 (8H, m, 3k ; 5,36 (3H, m, 3kb) ; 6,23-7,09 (3H, m, 3xNAc) ; 7,29 (2H, t,
Jn17-n1em18= 7,2 Hz, 2H7) ; 7,38 (2H, tJuig-Hizmio= 7,2 Hz, 2Hg) ; 7,53 (2H, m, 2kk) ; 7,74
(2H, d,J419-H18= 7,2 Hz, 2Hy).

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,4 ; 20,5 ; 20,6 ; 20,7 ; 22,8 ; 22,8 ; 22,9 ;023
(9xCH3 acétates, I8Hz acétamides) ; 27,7 ; 28,1 ;29,3 ;29,4 ;31,89332,1;32,1;32,2;
32,3 (3>CHj3 de l'ester de¢ert-butyle, 3G) ; 34,1 ; 34,2 ; 34,9 ; 35,1 (3C, 42,3 ;42,4 ;425 ;
43,2 ;43,4 ;43,7 ;43,8 ;45,0 ;45,2 ;45,4 54545,6 ; 45,8 ; 45,9 (IC3Cy) ; 47,4 ; 47,5
47,7 ; 47,8 (36, Cug) ; 61,9 ;62,0 ; 62,1 ; 62,2 (35 ; 64,6 ; 64,7 ; 65,4 (3 ; 66,8 ; 66,9 ;
67,0 ;,67,3;67,4,67,5,;68,1;68,2; 68,3,668C, 3Co, 3G, C3) ;81,1 ; 81,7C-(CHy)3) ;
97,9 ; 98,0 (3@ ; 120,0 (2Gy) ; 124,5 ; 124,6 (2() ; 127,1 (2Gy) ; 127,7 ; 127,8 (2() ;
141,5 ; 143,9 ; 143,9 ; 144,0 (2C2C) ; 156,1 ; 156,2 ; 156,3CE0 carbamate) ; 170,2 ;
170,4 ; 170,5 ; 170,6 ; 171,2 ; 171,3 ; 171,4G8® acétates, 330 acétamides, x=0
plateforme peptoide, &

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 836,3630 ; trouvé 836,3607 (2,8 ppm) ;
m/z calculé pour [M+K+Hj'/2 = 855,3409 ; trouvé 855,3317.
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Partie expérimentale

Plateforme B-tripeptoide O-Man 4.12
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C78H102N4O035
M= 1654,63 g/mol

La synthese de la plateforrfidripeptoideO-mannosyléé.12se déroule en deux temps. La
premiere partie consiste a appliquer la procédar&ale d'hydrolyse d'acide carboxylique sous

forme d'ester deert-butyle, en utilisant:

* Le composél.10(1 éq, 0,19 mmol, 328 mQ)
« DuTFA (1,40 mL)
« DuDCM (1,40 mL)

L'acide carboxylique est obtenu au bout d'1h15 $ouse d'une huile orangée de maniere
guantitative. La deuxieme partie de la synthésesistan a appliquer la procédure générale de

couplage peptidique, en utilisant:

» L'acide carboxylique formé ci-dessus (1 éq, 0,1%ihm

* La propargylamine (3 éq, 5,89 mmol, 38 uL)

« HATU (2 éq, 0,39 mmol, 149 mg)

« DIPEA (2,5 éq, 0,49 mmol, 86 pL)

« DCM/DMF (70:30) soit respectivement 4,20 mL et 180D

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 18h. Apres traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (DCM/MeOH39, le tripeptoide glycosyld.12 est
obtenu sous forme d'une mousse blanche (0,17 n2n®Img) avec un rendement de 86%.

CCM: R = 0,60 (DCM/MeOH 95:5).
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Partie expérimentale

IR (ATR) v (cm): 2941 ¢ CspzH) ; 2360 ¢ C=C) ; 1744 ¢ C=0 esters) ; 1693 ; 1672 ; 1635
(v C=0 amides, carbamate) ; 1477 ; 1486C£C aromatiques) ; 1445 ; 1426 ; 13@Q-H
alkyles) ; 1219 ; 1135 ; 1083 ; 1047 C-O,v C-N) ; 979 ; 747& C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,56-1,82 (6H, m, 68) : 1,94-2,12 (36H, m, 1254

acétates) : 2,20 (1H, msH 2,45-2,70 (6H, m, 68 : 3,15-3,70 (18H, m, 64 6Hy, 6Hp) ; 3,94
(5H, m, 2H, 3Hha) : 4,07 (3H, m, 3kt) : 4,25 (4H, m, 3k, Hyo) : 4,47 (2H, m, 2k ; 4,75 (3H,
m, 3Hy) ; 5,22 (9H, m, 3kk, 3H:,, 3Hi3) ; 7,22 (NH-CH,C=CH) ; 7,29 (2H, m, 2k}) ; 7,36 (2H,
t, Jnz1-H20m22= 7,1 Hz, 2Hy) ; 7,56 (2H, dJnie-nz0= 7,1 Hz, 2Ho) ; 7,73 (2H, dJnz2-v21= 7,1

Hz, 2H,).

RMN *3C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (123H; acétates) ; 27,4 ; 27,6 ; 28,2 ;
28,3 ;28,7 ;28,8; 28,9 {3CG);31,1;31,3;31,6;32,0;32,2;34,4;343,1;35,7;35,8;
35,9 (3G) ; 43,0 ;43,2 ;43,3 ;43,5;43,8; 44,6 ; 444%8,0 ; 45,2 ; 45,7 (3C3C) ; 47,2 ; 47,3
(C17) ;62,3 (3Gy) ; 65,0 ; 65,1 ; 65,2 ;65,8;65,9;66,0;666b,2 ;66,7 ; 68,4 ;685; 68,6 ;
68,7 ; 68,9 ;69,1;69,3;69,4 ;69,5 ; 71,0 ,27C, 3C, 3C1, 3Gy 3Cs3, 3Cy4 Ci) ; 81.0
(Co) ; 97,3;97,4; 97,5 (3@ ; 119,9 ; 124,6 ; 124,8 (36 2C») ; 127,0 ; 127,1 ; 127,6 (26
2C,1) ; 141,3 ; 144,0 (2G, 2Cx) ; 155,9 C=0 carbamate) ; 169,6 ; 169,9 ; 170,0 ; 170,5 ;@70
171,1; 171,2 (128=0 acétates, Z3=0 plateforme peptoide L

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 828,3241 ; trouvé 828,3207 (4,1 ppm) ;
m/z calculé pour [M+H+N&J/2 = 839,3151 ; trouvé 839,3201 (5,96 ppm) ; mizuté pour
[M+H+K] #*/2 = 847,3020 ; trouvé 847,2952 (8,03 ppm).

HPLC: 12,9 min (MeOH/H20 (0,1 % TFA) 80:20).
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Plateforme B-tripeptoide O-GalNAc 4.13

AcO AcO AcO 13
N

OAc
AcHN o AcHN AcH

C7eH10sN7032
M= 1651,68 g/mol

La synthese de la platefornfetripeptoideO-GalNAc 4.13 se déroule en deux étapes. La
premiére étape consiste a appliquer la procédurérgie de déprotection d'acide carboxylique
sous forme d'ester dert-butyle, en utilisant:

 Le composél.11(1 éq, 0,09 mmol, 151 mg)
e DuTFA (0,70 mL)
e DuDCM (0,70 mL)

L'acide carboxylique est obtenu au bout d'1h15itdtgn, sous forme d'une mousse jaune
orangé de maniere quantitative. La deuxieme paltiela synthese consiste a appliquer la

procédure générale de couplage peptidique, esarttti

» L'acide carboxylique formé ci-dessus (1 éq, 0,0%ihm

» La propargylamine (3 €q, 0,27 mmol, 17 uL)

HATU (2 éq, 0,18 mmol, 69 mg)

DIPEA (2,5 éq, 0,23 mmol, 39 pL)

DCM/DMF (70:30) soit respectivement 1,40 mL et OpeD

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatioscets argon pendant 18h. Apres traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradi®@@M/MeOH 94:6), le dipeptoide glycosylé
4.13 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (0pd&,M38 mg) avec un rendement de
95%.

CCM: R = 0,40 (DCM/MeOH 96:4).
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IR (ATR) v (cm™): 3289 ¢ N-H) ; 2948 ¢ CspzH) ; 2371 ¢ C=C) ; 1745 ; 1675 ; 1671 ; 1648 ;
1637 ¢ C=0 esters, carbamate, amides) ; 1580N¢H) ; 1541 ; 1478 ; 1456v(C=C
aromatiques) ; 1424 ; 137a C-H alkyles) ; 1224 ; 1166 ; 1131 ; 1073 ; 1047CCO,v C-N) ;
948 ; 923 ; 742§ C-H aromatiques).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,70-2,21 (43H, m, 9xi8; acétates, 38H; acétamides,
Ha, 6H) ; 2,24-2,68 (6H, m, 68 ; 3,11-3,72 (18H, m, 616H;, 6Hq) : 3,96-4,26 (12H, m, 24

3Hy4, 6Hi5, Hi7) ; 4,56 (5H, m, 3kh, 2Hs6) ; 4,86 (3H, m, 3hb) ; 5,14 (3H, m, 3hb) ; 5,35 (3H,

m, 3H.3) ; 6,54-7,18 (4H, m, 3xNAc, NH-CH,C=CH) : 7,27 (2H, m, 2k) ; 7,37 (2H, m,
2H31) ; 7,53 (2H, m, 2hb) ; 7,73 (2H, m, 2kb).

RMN *°C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,5 ; 20,6 ; 20,7 ; 22,8 ; 22,9 (OM; acétates, I3H;
acétamides) ; 27,7 ; 27,8 ; 29,0 ; 29,1 ; 29,3,4299,5; 29,6 ; 31,8 ; 32,1 ; 32,2 ; 32,5,(C
3Cg) ;34,5;34,6;34,7;34,8;36,0;36,1;38C:) ; 42,8;42,9;43,0;43,3;43,4;435;
45,7 ; 45,8 (3G 3C) ; 47,4 ;47,8 ; 47,9 (3 Ci7) ; 62,0 ; 62,1 ; 62,2 (36 ; 64,2 ; 64,3 ;
64,6 ; 64,7 ; 64,8 ; 65,0 ; 65,2 ; 65,3 (8¢C66,7 ; 67,0; 67,1 ;67,3 ;67,4 ;68,1 ; 6868,3 ;
68,5 ; 68,6 (3, 3Ci3, 3Cus, Cre) ; 71,3 ;71,4 (9 ; 80,6 (G) ; 97,7 ; 97,8 (3%) ; 120,0 (2G)) ;
124,5 : 1246 (2G) : 127,1 (2Gy) ; 127,8 (2Gy) ; 141,5 ; 143,9 (26, 2Cy) ; 156,1 C=0O
carbamate) ; 170,0 ; 170,2 ; 170,3 ; 170,4 ; 170,80,6 ; 170,7 ; 170,9 ; 171,4 ; 171,5C0O
acétates, 383=0 acétamides, Zx=0 plateforme peptoide L

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 826,8475 ; trouvé 826,8450 (3 ppm) ;
m/z calculé pour [M+K+H]'"/2 = 845,8254 ; trouvé 845,8209 (5,3 ppm).
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Plateforme B-tripeptoide O-Man 4.14
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M= 1432,56 g/mol

La synthése de la platefornfetripeptoide O-mannosylée4.14 consiste a appliquer la

procédure générale de déprotection d'amine profggeen Fmoc, en utilisant:

* Le composél.12(1 éqg, 0,04 mmol, 60 mg)
« EtNH (0,50 mL)
¢ CHsCN (1,00 mL)

Apres traitement du milieu (détaillé dans la prasédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de silicadeent: DCM/MeOH 94:6, 92:8 puis 90:10),
I'amine 4.14 est obtenue sous forme d'une huile jaune palet (Bthol, 51 mg) de maniére

quantitative.

CCM: R = 0,22 (DCM/MeOH 95:5).

IR (ATR) v (cm™): 2954 ¢ CspzH) ; 2360 ¢ C=C) ; 1744 ¢ C=0 esters) ; 1674 ; 1668 C=0
amides) ; 15504 N-H) ; 1452 ; 1432 ; 137®(C-H alkyles) ; 1223 ; 1135 ; 1084 ; 1047 -0,
v C-N).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) & (ppm): 1,81 (6H, m, 6k ; 1,94-2,11 (36H, m, 12xd;
aceétates) ; 2,20 (2H, m,;HNH plateformeB-tripeptoide) ; 2,49-3,02 (6H, m, gH; 3,08-3,77
(18H, m, 6K, 6H;, 6Ho) ; 3,95 (5H, m, 2K 3Hy) ; 4,07 (3H, m, 3h}) ; 4,25 (3H, m, 3h) ;
4,80 (3H, m, 3Hb) ; 5,22 (9H, m, 3tth, 3H2, 3Hs) ; 7,75 (1H, m, M-CH,C=CH).

RMN *3C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 (123H; acétates) ; 27,1 ; 27,2 ; 27,5 ;
28,6 ;28,7 ;28,8 ;29,6 §3GC) ; 31,7 ;34,3:34,6 ;35,0354 ;355(BCA3,0;435:44,1;
44,8 ; 451 ; 45,5 ; 46,3 ; 46,4 : 47,1 (3BC) ; 62,4 (3Gs) ; 64,7 ; 64,7 ; 64,8 ;65,4 ; 65,5 ;
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Partie expérimentale

65,6 ; 65,9 ; 66,0 ; 66,4 ; 66,5 ; 68,4 ; 68,5,66868,7 ; 68,9 ; 69,0 ; 69,2 ; 69,2 ; 69,3 ; 69,4
69,4 ;69,5 ; 70,8 ; 71,0 (C3GCy, 3Ciy, 3Ciz, 3Ci3 3Ciy) ; 80,0; 80,1 (9 ; 97,2; 97,3 ;97,4 ;
97,5 (3Gp) ; 169,5; 169,6 ; 169,7 ; 169,8 ; 169,9 ; 1701G0Q,1 ; 170,4 ; 170,5; 170,6 ; 170,8 ;
170,9;171,2;171,4; 171,5 (12=0O acétates, Z3=0 plateforme peptoide L

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 717,2900 ; trouvé 717,2973 (10,18
ppm).

Plateforme B-tripeptoide O-GalNAc 4.15
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M= 1429,61 g/mol

La synthése de la plateforfidripeptoideO-GalNAc 4.15 consiste a appliquer la procédure

générale de déprotection d'amine protégée par wtFen utilisant:

* Le composél.13(1 éq, 0,04 mmol, 61,6 mQ)
« EtNH (0,50 mL)
e CHsCN (1,00 mL)

Apres traitement du milieu (détaillé dans la prarédgénérale) et purification du produit
brut par chromatographie flash sur gel de siliceadgent: DCM/MeOH 90:10 puis 88:12),
I'amine 4.15 est obtenue sous forme d'une huile jaune palet (Bythol, 53 mg) de maniere

quantitative.

CCM: R;= 0,30 (DCM/MeOH : 90:10).

IR (ATR) v (cm™): 3262 ¢ N-H) ; 2914 ¢ CspzH) ; 2378 ¢ C=C, faible) ; 1746 ; 1673 ; 1654 ;
1648 ; 1637\ C=0 esters, amides) ; 1577 ; 1539 ; 1528{{H) ; 1451 ; 1430 ; 137D(C-H
alkyles) ; 1220 ; 1223 ; 1167 ; 1170 ; 1133 ; 114048 ; 1037y C-O,v C-N).
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Partie expérimentale

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,73-2,15 (45H, m, 9xi8; acétates, 33H; acétamides,
Hi, Hs, 6Hg, NH plateformep-tripeptoide) ; 2,18-2,92 (5H, m, BH; 3,10-4,05 (20H, m, 24

6Hs, 6H7, 6H) ; 4,07-4,47 (9H, m, 3H, 6Hys) ; 4,59 (3H, m, 3h) ; 4,92 (3H, m, 3kt) ; 5,12

(3H, m, 3H,) ; 5,36 (3H, m, 3h}) ; 6,67-8,00 (4H, m, 3xNAc, NH-CH,C=CH).

RMN *3C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 20,6 ; 20,7 ; 20,8 ; 20,9 ; 22,8 ; 22,8 ; 22,9 0233,1
(9xCH3 acétates, IBH3 acétamides) ; 27,5 ; 27,6 ; 28,6 ; 28,7 ; 299,12 29,2 ; 29,3 ; 29,4 ;
29,6 (G, 3G);31,8;32,1;35,1;35,1;35,2(@C42,3;42,4;43,8;43,9;44,0;44,1;45,4
45,6 ; 45,8 ; 47,2 ; 47,3 ; 47,6 ; 48,8 (3C8C;, 3Cy) ; 61,7 ;61,9 ;62,0 ;62,1 ;62,2 ;62,4 ;
62,5 ;64,5 ; 64,6 ; 65,7 (3C3Cs) ; 66,4 ; 66,6 ; 66,7 ; 67,1 ; 67,2 ;67,3 ;6768B,0; 68,2 ;
68,3 (3G2, 3Ci3, 3Gy ; 71,3 ;71,5 (9 ;80,9 ;81,0 (¢ ; 97,5, 97,6 (3) ; 170,2 ; 170,3 ;
170,4 ; 170,5; 170,6 ; 170,7 ; 170,8 ; 170,9 ;,07%1171,1 ; 171,2 (B=0 acétates, 33=0
acétamides, 23=0 plateforme peptoide L

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H[/2 = 715,8135 ; trouvé 715,8030 ; m/z
calculé pour [M+Na+H]"/2 = 726,8044 ; trouvé 726,7972 (10 ppm).

Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-Man 4.16
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CgsH118N10038
M= 1886,76 g/mol

La synthése de I'édific®-mannosylé4.16 consiste a appliquer la procédure générale de

couplage peptidique, en utilisant:

* L'hétérocycle aromatiqgu&11(1 éq, 0,023 mmol, 10,7 mQ)
* La plateformeB-tripeptoideO-mannoset.14(1 €q, 0,023 mmol, 32,4 mq)
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Partie expérimentale

« HATU (2 éq, 0,045 mmol, 17,2 mg)
 DIPEA (2,5 éq, 0,057 mmol, 10 pL)
 DCM/DMF (70:30) soit respectivement 1,05 mL et Odb

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 40h. Aprés traitement
du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradi&dOEt/MeOH 90:10 puis 85:15), I'édifice
glycosylé 4.16 est obtenu sous forme d'une mousse blanche (Oy0f8l, 22 mg) avec un
rendement de 50%.

CCM: R;= 0,31 (AcOEt/MeOH 85:15).

IR (ATR) v (cm™): 3355 ; 3333\ N-H) ; 2957 ; 2924\ CspzH) ; 1746 ; 1647 ; 1644 ; 1618 (
C=0 urée aromatique, esters, amides) ; 1575 ; 153458 ¢ C=C et C=N,0 N-H) ; 1440 ;
1419 ; 1370 ; 13425%(C-H alkyles) ; 1225 ; 1134 ; 1090 ; 1047G-O,v C-N) ; 932 ; 8994 C-

H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1,58-1,88 (12H, m, 64 2Hhs, 2Hue, 2Hso) ; 1,95-2,15
(39H, m, 12xCE; acétates, H 2H;7) ; 2,19-2,71 (6H, m, 6§) ; 3,27-3,76 (25H, m, 61 6H;,
6Ho, 2Hy1, 2Hyg 0U 2Hpg, O-CH3) ; 3,90-4,01 (5H, m, 2k 3Hy4) ; 4,10 (3H, m, 3kk ou 3Hs) ;
4,28 (3H, dd 15 ou H15-H1F~ 4,8 HZ etlyis.mis= 12,2 Hz, 3Hsou 3His) ; 4,41 (2H, m, 2ks ou
2Hz9) ; 4,81 (3H, m, 3ht) ; 5,00 (2H, m, 2k) ; 5,17-5,32 (9H, m, 3H, 3Hi,, 3H;3) ; 5,82 (2H,
m, NHy) ; 7,39-7,88 (6H, m, 2K, 2H;5, NH espaceur, N-CH,C=H) ; 10,10 (1H, m, M
cyclique).

RMN *3C (100 MHz, CDCE) & (ppm): 20,9 ; 21,0 ; 21,1 ; 21,2 (12¥; acétates) ; 27,6 ; 27,7 ;
27,8;28,9;29,0;29,1;29,2;29,3:;29,9,03@s, Cs, Cig, Cio, Coo) ; 31,3;32,2;33,5;34,6;
36,8 (3G, C17) ; 42,9 ; 43,0 ; 43,2 ;43,3 ;43,4 ; 43,5 ; 4348,2 ; 44,6 ; 45,7 ; 46,8 (3C3C,
Co1, Cr7) ; 59,2 (OCHs) ; 62,7 (3Gs) ; 65,2 ; 65,3 ; 66,1 ; 66,2 ; 66,3 ; 66,5 ; 6868,8 ; 68,9 ;
69,0; 69,2 ;69,3;69,4;69,5 ;69,6 ;69,7,86%9,9 (3G, 3Ci1, 3Ci2, 3Ci3, 3Cis, Crs0u Go) ;
70,9 (Ggou Go) ; 71,4 (G) ; 80,0 (G) ; 97,7 ; 97,8 ; 97,9 (3@ ; 99,5 (G) ; 127,7 ; 127,8 ;
128,3 ; 128,5 (26, 2Cs) ; 134,4 ; 135,0 ; 139,8 ; 140,14CCs) ; 144,2 ; 148,2 ; 153,5 ; 161,0
(C2, Ca, Cs, Cg) ; 169,8 ; 169,9 ; 170,0 ; 170,2 ; 170,3 ; 170)40,5 ; 170,6 ; 170,7 ; 170,8 ;
170,9; 171,0 (128=0 acétates, Z3=0 plateforme peptoide sCis, Coo).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H][/2 = 944,3882 ; trouvé 944,3833 (5,2 ppm) ;
m/z calculé pour [M+H+Kj"/2 = 963,3662 ; trouvé 963,3616 (4,8 ppm).
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[a]= +201 (T= 25°C, c= 0,075, CHg¢}|

HPLC: Tr= 11,8 min (MeOH/HO (avec 0,1% TFA) 70:30).

Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-GalNAc 4.17
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La synthese de I'édific®-GalNAc 4.17 consiste a appliquer la procédure générale de

couplage peptidique, en utilisant:

* L'hétérocycle aromatiqu&11(1 éq, 0,022 mmol, 10,4 mg)

* La plateformeB-tripeptoideO-GalNAc4.15(1 éq, 0,022 mmol, 31,5 mg)
« HATU (2 éq, 0,044 mmol, 17 mg)

 DIPEA (2,5 éq, 0,051 mmol, 10 pL)

« DCM/DMF (70:30) soit respectivement 1,05 mL et Odb

Le milieu réactionnel est laissé sous agitatiosoets argon pendant 40h. Aprés traitement

du milieu (détaille dans la procédure générale) petrification du produit brut par
chromatographie flash sur gel de silice (gradi&dOEt/MeOH 85:15 puis 80:20), I'édifice

glycosylé4.17 est obtenu sous forme d'une mousse jaune cladél(Gnmol, 20 mg) avec un

rendement de 48%.

CCM: R =

0,24 (AcOEt/MeOH 80:20).

IR (ATR) v (cm™): 3306-3230 N-H) ; 2960 ; 2923 ; 2853 (CspzH) ; 2354 ¢ C=CH) ; 1745 ;
1731 ; 1648 ; 1639 ; 1615 C=0 urée aromatique, esters, amides) ; 1571 ; 13466 ¢ C=C
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et C=N,dN-H) ; 1426 ; 1415 ; 1371 ; 1348 C-H alkyles) ; 1229 ; 1162 ; 1130 ; 1129 ; 1075 ;
1045 ¢ C-O,v C-N) ; 781 § C-H aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,39-1,88 (12H, m, 6§ 2H,5, 2Hig, 2H0) ; 1,94-2,16
(39H, m, 9% acétates, 3xKd; acétamides, H 2H;7) ; 2,30-2,68 (6H, m, 6§ 2H,4) ; 3,30-
3,74 (25H, m, 6kl 6H;, 6Hy, 2Hy1, 2Hyg OU 2Hbg, O-CH3) ; 3,94-4,19 (11H, m, 241 3H,4, 6His) ;
4,43 (2H, m, 2k ou 2Hy) ; 4,58 (3H, m, 3hh) ; 4,83-5,04 (5H, m, 3H, 2H,7) ; 5,09-5,22 (3H,
m, 3Hp) ; 5,38 (3H, m, 3kk) ; 5,76 (2H, m, W) ; 6,86-7,72 (9H, m, 2K, 2H,s, NH espaceur,
3xNH acétamides, N-CH,C=H) ; 10,16 (1H, m, N cyclique).

RMN *¥C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 21,0 ; 23,1 ; 23,2 ; 23,3 (@H; acétates, IBHs
acétamides) ; 28,2 ; 28,3 (BM; ester ddert-butyle) ; 29,2 ; 29,3 ; 29,4 ; 29,5 ; 29,6 ; 29,7
29,8 ;29,9;30,0;30,1;30,3;30,5;32,1,23234,2 ; 36,5 (& 3Gs, 3G, Ci7, Cig, Cro, C0) ;
43,1 ;43,3 ;43,4 ;45,2 ; 46,7 ; 46,8 (38C;, Gy, Cy) ; 47,6 ;47,7 ;47,8 ;47,9 ;48,0 ;48,1
48,2 (3Gy) ; 59,2 (OCHg3) ; 62,1 ;62,2 ;62,3 ;62,4 ;62,5 (3, 64,7 ;65,1 ;65,7 ;66,5 ; 66,6
(3Cy, Crg0uU Gy) ; 66,8 ; 67,4 ; 67,5 ;67,6 ; 68,2 ; 68,3 ; 686B,5 (3G, 3C3 3C4) ; 70,9 ;
71,6 ; 72,8 (g Cgou Gy ; 80,8 (G) ; 97,0 (&) ; 97,8 ;97,9 ;98,0 ; 98,1 (3§ ; 127,6 ;
127,7 ;128,5; 128,6 (24 2Cs) ; 134,4 ; 139,7 (&3, Coe) ; 144,8 ; 150,0 ; 153,5 ; 160,14CCy,
Ce, Cg) ; 170,6 ; 170,7 ; 170,8 ; 170,9 ; 171,0 ; 17173,2 ; 171,3 171,4 ; 171,5; 1716 ;
171,7 ; 171,8 (98=0 acétates, 33=0 acétamides, Zx=0 plateforme peptoide ,Ciq, Co2).

HRMS (TOF MS ES+): m/zcalculé pour [M+2H]/2 = 942,9122 ; trouvé 942,9157 (3,7 ppm).
[a]= +208 (T= 30°C, c= 0,0625, CHg}I

HPLC: 6,5 min (MeOH/HO (avec 0,1% TFA) 70:30).
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Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-Man(OH) 4.18
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Ce1H94N 10026
M= 1382,63 g/mol

Une solution contenant I'édific®-mannosylé4.16 (0,0078 mmol, 14,7 mg) dilué dans
2,20 mL de MeOH anhydre, est traitée par 0,21 rubel'solution de MeONa (30 mg dans 25
mL, pH= 8) pendant 1h sous argon. Le milieu esugaseutralisé par de la résine Dowex 50W-
X8 (H"). La résine est filtrée, lavée par du MeOH eilteat est concentré sous vide pour donner

le composét.18sous forme de solide blanc (0,0078 mmol, 10,8 degnaniére quantitative.

CCM: R;= 0,41 (Propanol/tD 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3532-3120¢ NH, OH) ; 2924 ; 2855\ CspzH) ; 2359 ¢ C=CH) ; 1727 ;
1707 ; 1663 ; 161 A(C=0 urée aromatique, amides) ; 1564 ; 1466€C et C=N aromatiques) ;
1419 ; 1343 & C-H alkyles) ; 1200 ; 1132 ; 1062 ; 1030 ; 10280-0,v C-N) ; 972  C-H

aromatiques).

RMN *H (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 1,57-1,71 (6H, m, 24, 2o, 2Ho) ; 1,77-1,92 (6H, m,
6Hs) ; 2,35-2,84 (9H, m, H 6Hs, 2Hy7) ; 3,36-3,97 (45H, 2k 6Hs, 6H7, 6H, 3Hu1, 3H12, 3Hus,
3H14, 6His, 2Ho1, 2Hhg0U 2Hbe, O-CH3) ; 4,41 (2H, m, 2bk 0u 2Hbe) ; 4,74 (3H, m, 3ht) ; 5,04
(2H, s, 2H7) ; 7,46 (2H, dJns2a= 8,1 Hz, 2Hs) ; 7,78 (2H, dJuzarps= 7,7 Hz, 2H).

RMN **C (100 MHz, CD;OD) & (ppm): 26,2 ; 27,8 ; 28,6 ; 28,7 : 29,5 ; 29,6 ; 30,0 ;130
30,2 ;30,3 ;30,5 30,6 ; 30,84{BGCs, Cis, Cia, Co0) ; 32,3 ;33,1 ;33,9:34,0;35,1;35,2§3C
Ci7) ; 40,8 ;40,9 ;43,9;44,0; 44,2 ;44,3 ; 4547,0 ; 47,2 ;59,2 ; 63,0 ; 65,3 ; 65,4 ; 65,5 ;
66,2 ; 66,3 ; 67,5 68,7 : 68,8 : 71,9 : 72,2 47272,6 ; 74,8 ; 74,9 (C3Gs, 3G, 3Gy, 3Cyy,
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3C12, 3C13, 3C14, 3C15, C21, C27, ng, ng, O-CHg) ; 80,2 (Q) ; 94,2 (Q,) X 128,7 X 129,1 (ZQ,
2C,) : 134,4 ; 139,8 (&, Cyo) : 141,6 ; 149,7 ; 150,7 ; 154,8 : 161,%(Cxs, Cs, Cg) ; 169,8 ;
172,7 ;173,4;173,5; 174,4 @=0 plateforme peptoide ,CCis Cyo).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 692,3243 ; trouvé 692,3209 (4,9 ppm).
[a]= +49 (T= 25°C ; c= 0,15 ; MeOH).
HPLC: Tr= 10,7 min avec un gradient d'éluant:

> Eluant A: HO avec 0,1% TEA/EPO; (1:1).
» Eluant B: CHCN.
» L'éluant B augmente de 10% a 60% pendant 30 mimt(d&80 mL/min).

Edifice agoniste TLR7-espaceu-tripeptoide O-GalNac(OH) 4.19
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Ce7H10aN13026
M= 1505,71 g/mol

Une solution contenant I'édific-GalNAc 4.17 (0,0081 mmol, 15,2 mg) dilué dans 2,30
mL de MeOH anhydre, est traitée par 0,22 mL d'wietisn de MeONa (30 mg dans 25 mL,
pH= 8) pendant 1h sous argon. Le milieu est enswtdralisé par de la résine Dowex 50W-X8
(H"). La résine est filtrée, lavée par du MeOH eilteat est concentré sous vide pour donner le

composet.19sous forme de solide blanc (0,0081 mmol, 12,1 degnaniére quantitative.
CCM: R¢= 0,46 (Propanol/tD 70:30).
IR (ATR) v (cm™): 3342-3264 ¢ N-H, O-H) ; 2950 ; 2925 ; 2853 CspzH) ; 2364 ¢ C=CH) ;

1718 ; 1710 ; 1648 ; 1637 ; 1618 C=0 urée aromatique, amides) ; 1560 ; 1545 ; 146150
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(v C=C et C=NP N-H) ; 1439 ; 1419 ; 1377 ; 1348 C-H alkyles) ; 1154 ; 1121 ; 1039 C-O,
v C-N) ; 787 § C-H aromatiques).

RMN H (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 1,58-1,71 (6H, m, 28, 2Hu, 2Hpo) ; 1,78-1,93 (6H, m,
6Hg) ; 1,99-2,05 (9H, m, 3xi8; acétamides) ; 2,39-2,85 (9H, my, BHs, 2Hy7) ; 3,36-3,95 (42H,
2Hs, 6Hs, 6H7, 6Hy, 3Hip, 3Hys, 3Hua, 6Hhs, 2Hpy, 2Hps0U 2Hbs, OCH) ; 4,28 (3H, m, 3ht) ;
4,40 (2H, M, 2kk ou 2hbo) ; 4,76-4,84 (3H, m, 3H) : 5,04 (2H, s, 2bk) ; 7,47 (2H, dJuos.+124=
8,2 Hz, 2Hs) ; 7,78 (2H, dJuzari25= 8,2 Hz, 2Hy).

RMN C (100 MHz, CD;OD) & (ppm): 22,8 (3>CH; acétamides) ; 26,3 ; 26,4 ; 27,7 ; 27,8 ;
28,5 ;28,7 ;29,5; 29,6 ; 30,1 ; 30,2 ; 30,3,53030,6 ; 30,8 (& 3G, Cis, Cig, C) ; 33,1 ;
33,8 ;35,2 ; 35,3; 36,0 (3CCy7) ; 40,8 ;40,9 ;43,9 ;44,0; 44,2 ;453 ; 478/,4 ;51,6 ;
59,1,;62,9; 65,8, 65,9, 66,0 ;66,1 ; 66,3,46666,5 ; 67,3 ;69,6 ;69,7 ;69,8;69,9,; 70,4
71,9 ;72,7 ;72,8 (£ 3G, 3G, 3G, 3Gy, 3Gz, 3Ca, 3Ciy, 3Cis, Coy, Cor, Cog, Cog, O-CHy) |
80,2 (G) ; 94,0 (G) ; 128,6 ; 129,0 (26, 2Gs) ; 134,2 ; 139,2 (&, Coe) ; 141,6 ; 149,9 ; 150,7 ;
161,9 (G, C4, G, Cg) ; 169,7 ; 172,6 ; 173,5; 173,9 ; 174,1 ¢33O acétamides, 3=0
plateforme peptoide,£Cie, Cso).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 753,8642 ; trouvé 753,8641 (0,1 ppm) ;
m/z calculé pour [M+Na+H]/2 = 764,8551 ; trouvé 764,8527 (3,1 ppm) ; m/zuai@ pour
[M+K+H] 2"/2 = 772,8421 ; trouvé 772,8442 (2,7 ppm).

HPLC: Tr= 11,0 min avec un gradient d'éluant:

> Eluant A: HO avec 0,1% TEA/EPO; (1:1).
» Eluant B: CHCN.
» L'éluant B augmente de 10% a 60% pendant 30 mint(d&80 mL/min).

Acide 6-azidohexanoique

CsH11N302
M= 157,09 g/mol

Une solution contenant l'acide 6-bromohexanoiquéq(115,0 mmol, 3,00 g) et le NaN
(2éq, 30,0 mmol, 2,00 g) dilués dans 10 mL de Db#HE,chauffée a 85°C pendant 3h. Du DCM
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(90 mL) est ensuite ajouté. La phase organiquese avec une solution de HCI 0,1 N, séchée,
filtrée puis concentrée pour donner l'acide 6-dzéd@noique sous forme d'une huile incolore

(14 mmol, 2,20 g), avec un rendement de 97%.

IR (ATR) v (cm™): 3205-3070 ¥ O-H) ; 3058 ¢ CspzH) ; 2943 ; 2940 ; 2853)(CspzH) ; 2094
(v N3) ; 1707 ¢ C=0) ; 1458 ; 1437 ; 1413 C-H alkyles) ; 1281 ; 1256 ; 1227 ; 1154 ; 1098 (
C-O etv C-N).

RMN *H (400 MHz, CDCL) & (ppm): 1,39-1,46 (2H, m, 2 ; 1,58-1,70 (4H, m, 2kl 2Hs) ;
2,37 (2H, t,JHz_ng 7,4 HZ, ZH) X 3,27 (ZH, trJHG-H5: 6,8 HZ, 2|'d) X 11,15 (1H, se, C@i)

RMN **C (100 MHz, CDCk) & (ppm): 24,4 (Gou G) ; 26,4 (G) ; 28,7 (Gou G) ; 34,1 (G) ;
51,4 (G); 180,1 (GQ).

Les données spectroscopiques sont en accord alles @portées dans la littératufé®

Edifice agoniste TLR7-espaceuf-tripeptoide O-Man(OH) 4.20
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Ce7H10sN13028
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Pour cette réaction de CUAAC, lI'ensemble des stdveont dégazés et placés sous argon.
Une solution de Cli est, tout d'abord, réalisée en mélangeant 500euCuSQ.5H,0 a 0,5 M
avec 500 uL d'ascorbate de sodium a 1 M a 0°C.a@sd agiter pendant 10 min. Ensuite, 100
uL de cette solution marron noir sont prélevésn@ctés dans une autre solution contenant
I'édifice O-mannosylé4.18 (1 éq, 0,0077 mmol, 10,7 mg) et l'acide 6-azidaneXque (1,2 éq,
0,0093 mmol, 1,40 mg) dissouts dans 2,50 mL de ¢angihosphate (pH= 8), de concentration
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égale a 150 mM. Ce mélange est laissé sous agitatiempérature ambiante pendant 1h. Aprés
dilution du milieu réactionnel dans 3,00 mL g celui-ci est centrifugé pendant 10 min (4000
tours/min) afin d'éliminer les restes de cuivre.sodution agueuse récupeéree est purifiee sur une
cartouche SPE de silice greffée C18 (Schéma cids¥slLes conditions utilisées pour cette

derniére opération sont:

1) Lavage de la cartouche SPE avec 1 volume de MeOH! etolumes d'BHO
(conditionnement de la cartouche).

2) Dépbt de la solution aqueuse contenant le comp@8attendu.

3) Lavage avec 2 volumes @@ afin d'éluer les restes de tampon phosphatestatbate
de sodium (ainsi que ses formes oxydées). Le cofnp@¥ reste, lui, accroché a la
phase stationnaire.

4) Elution du composé.20avec plusieurs volumes de MeOH.

Cuivre

- Ascorbate de sodium
(et ses produits d'oxydation) - Ascorbate de sodium

- Tampon phosphate (et ses produits d'oxydation) i M,

- Cuivre - Tampon phosphate SPE SPE SPE

D /\ n-R D (\ N~ R

Ris Qs
D 7 n-R Edifice 4.20 J J
N=N R= -(CH,)-CO,H - Ascorbate de sodium
W ( (CH2):CO-H) (et ses produits d'oxydation) D /\ N~ R
- Tampon phosphate WN:N

Le composét.20 attendu est finalement obtenu sous forme d'unke ocolore (0,0054
mmol, 8,3 mg) avec un rendement de 70%.
CCM: R¢= 0,35 (Propanol/tD 70:30).

IR (ATR) v (cm™): 3481-3090 § N-H, O-H) ; 2920 ; 2853\ CspzH) ; 2097; 1710 ; 1615v(
C=0 urée aromatique, amides) ; 1586 ; 146@8£C et C=N aromatiqued,N-H) ; 1419 ; 1344 ;
1341 6 C-H alkyles) ; 1251 ; 1201 ; 1186 ; 1132 ; 108041 ¢ C-O,v C-N) ; 977 d C-H

aromatiques).
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RMN *H (400 MHz, D;O) & (ppm): 1,36-1,97 (18H, m, 251 2Hs, 2Hs, 6H1z, 2Hbs, 2Hbs, 2Hpa) ;
2,30-2,75 (10H, m, 2H 6Ho, 2Hpy) ; 3,27-3,95 (47H, 2 2Hy, 2Hho, 2Hi1, 2Hhs 3Hhs, 3Hhe
3H17, 3Hus, 6Hue, 2Hps, 2Hs» OU 2Hs, O-CH3) ; 4,20-4,47 (5H, m, 3H, 2Hs> ou 2Hs3) ; 5,03 (2H,
m, 2Hs1) ; 7,45 (2H, m, 2bb) ; 7,71 (2H, m, 2k%) ; 7,94 (1H, m, k).

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+2H]/2 = 770,8669; trouvé 770,8638 (3,1 ppm) ;
m/z calculé pour [M+H+N&[/2 = 781,8579; trouvé 781,8499 (10,2 ppm).

HPLC: 5,9 min (MeOH/HO (avec 0,1% TFA) 90:10).

Edifice complexeO-Man(OH) 4.21
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C141H223N3905;
M= 3294,60 g/mol

Pour cette réaction de CUAAC, I'ensemble des stdveont préalablement désoxygeneés a
travers plusieurs cycles vide (a 15 mbar)/argors pldcées sous argon. Deux solutions sont
préparées en paralléle. Dans un premier temp#jd&®-mannosylé4.18 (1 éqg, 0,0026 mmol,
3,6 mg) et le peptide OVA 323-339 (1éq, 0,0026 mrbomng) sont dilués dans trois solvants
différents suivant une chronologie précise: 150dglHFIP sont tout d'abord ajoutés, puis 50 pL
d'H,O ultrapure et enfin 100 puL de tampon HEPES (100, piE 7,5). La présence du solvant
HFIP acidifiant le milieu, le pH est alors réajuat&,5 a l'aide d'une solution de NaOH a 0,5 N.
Par la suite, une solution catalytique est réalégmement suivant une chronologie particuliere:
50 pL de CuS@Q5H,0 (2 éq, 0,0052 mmol, 1,3 mg), 50 uL de THPTA (6 @816 mmol, 6,8
mg) et 50 puL de chlorhydrate d'aminoguanidine (508913 mmol, 1,45 mg) sont tout d'abord
mélangés ensemble (formation d'une solution blened), auxquels sont ajoutés, aprés quelques
minutes d'agitation, 50 puL d'ascorbate de sodiugg(40,01 mmol, 2,1 mg). La solution devient

jaune clair. Cette solution catalytique est totaatintroduite dans le premier mélange. A ce
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stade, le milieu réactionnel présente une condémragale a 5 mM. Le milieu réactionnel est
laissé sous agitation pendant 1h, a températuréaateb Aprés 1h de réaction, de la solution
catalytique est une nouvelle fois ajoutée au mileuntenant les mémes quantités en THPTA (6
€q) et en chlorhydrate d'aminoguanidine (5 €q) et des quantités doublées en CuSIBHO
(4 éq) et en ascorbate de sodium (8 éq). L'in&edtt d'accélérer I'avancement. Une heure aprés
cette injection, pour finaliser la cycloadditionn unélange aqueux constitué uniqguement de
CuSQ.5H,0 (4 éq) et d'ascorbate de sodium (8 €q) est inirofu bout 1h d'évolution et apres
I'ajout d'une solution aqueuse contenant 0,5% d&, T& milieu réactionnel est directement
purifié sur une cartouche SPE de silice greffée.@H3 conditions de purification sont les
suivantes:
1) Conditionnement de la cartouche avec 2 volumeslgCH et 2 volumes d'¥D, puis
introduction du milieu réactionnel.
2) Lavage avec 3 volumes d®@ pour éliminer le cuivre, I'ascorbate de sodiutrsés sous
produits d'oxydation), le THPTA et le chlorhydrataminoguanidine.
3) L'élution est effectuée avec un gradientOHCH;CN: 85:15 (1+1/2 volumes), 75:25 (1
volume), 50:50 (1 volume), 25:75 (1 volume) et @ 1P volumes).

L'édifice complexed.21 est élué avec I'éluant,B/CH;CN 75:25. Apres lyophilisation, il

est obtenu sous forme d'un solide blanc (0,002 m&6Img) avec un rendement de 77%.

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+4H[/4 = 824,6574 ; trouvé 824,8961 ; m/z
calculé pour [M+3H]"/3 = 1099,2074 ; trouvé 1099,5420.

MALDI-TOF: m/z calculé pour [M+H]= 3295,6077 ; trouvé 3295,6024 (1,6 ppm).

HPLC: Tr=7,2 min (HO (avec 0,1% de TFA)/CJCN 70:30).
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Edifice candidat vaccinO-GalNAc(OH) 4.22

C1aH 23N 4205,
M= 3417,68 g/mol

Pour cette réaction de CUAAC, I'ensemble des stdveont préalablement désoxygeneés a
travers plusieurs cycles vide (a 15 mbar)/argors mlacés sous argon. Deux solutions sont
préparées en paralléle. Dans un premier temp#jd&®-mannosylé4.19 (1 éqg, 0,0026 mmol,
3,9 mg) et le peptide OVA 323-339 (1éq, 0,0026 mrBoing) sont dilués dans trois solvants
différents suivant une chronologie précise: 150dglHFIP sont tout d'abord ajoutés, puis 50 pL
d'H,O ultrapure et enfin 100 pL de tampon HEPES (100, piE 7,5). La présence du solvant
HFIP acidifiant le milieu, le pH est alors réajuat&,5 a I'aide d'une solution de NaOH a 0,5 N.
Par la suite, une solution catalytique est réalégaement suivant une chronologie particuliére:
100 pL de CuS@5H,0 (4 éq, 0,01 mmol, 2,6 mg), 50 uL de THPTA (6@&§,L6 mmol, 6,8 mQ)
et 100 puL de chlorhydrate d'aminoguanidine (10 @26 mmol, 2,9 mg) sont tout d'abord
mélangés ensemble (formation d'une solution blexecée), auxquels sont ajoutés, apres
guelques minutes d'agitation, 100 pL d'ascorbatsatéum (8 éq, 0,02 mmol, 4,2 mg). La
solution devient jaune clair. Cette solution caiglye est totalement introduite dans le premier
mélange. Au final, le milieu réactionnel présente @oncentration égale a 4 mM. Celui-ci est
laissé sous agitation pendant 1h15, a températabgaate. Apres I'ajout d'une solution aqueuse
contenant 0,5% de TFA, le milieu réactionnel estalement purifié sur une cartouche SPE de
silice greffée C18. Les conditions de purificatgmmt les suivantes:

1) Conditionnement de la cartouche avec 2 volumesdgCH et 2 volumes d'¥D, puis
introduction du milieu réactionnel.

2) Lavage avec 2 volumes @@ pour éliminer le cuivre, I'ascorbate de sodiutrsés sous
produits d'oxydation), le THPTA et le chlorhydrataminoguanidine.
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3) L'élution est effectuée avec un gradienOHCH;CN: 95:5 (1 volume), 90:10 (1 volume),
85:15 (1+1/2 volumes), 80:20 (1 volume), 75:25 ¢umes), 65:35 (1 volume), 50:50 (1

volume) et 0:100 (2 volumes).

L'édifice complexe candidat vaccth22 est élué avec l'éluant,8/CH;CN 75:25. Apres
lyophilisation, il est obtenu sous forme d'un selidanc (0,002 mol, 7,1 mg) avec un rendement
de 80%.

HRMS (TOF MS ES+): m/z calculé pour [M+4H]/4 = 855,4273 ; trouvé 855,6634 ; m/z
calculé pour [M+3H]"/3 = 1140,2340 ; trouvé 1140,5516.

MALDI-TOF: m/z calculé pour [M+H]= 3418,6874 ; trouvé 3418,6375.

HPLC: Tr=7,1 min (HO (avec 0,1% de TFA)/CJCN 70:30).

II. Tests immunologiques

A. Dosage des anticorps sériques par la technique ELAS

L'ELISA (pour enzyme linked immunosorbent agsagt une technique permettant de
détecter et de doser dans un sérum ou un autiddidpiologique, un anticorps en le capturant a
l'aide de l'antigene l'ayant indultes anticorps spécifiqgues d’'un antigéne sont mesdafs le
sérum. L’antigene est immobilisé directement sue umicroplaque plastique (MAXISORP
NUNC référence 439454) ou sur une microplaque petéée par de la streptavidine (PIERCE
référence 15507) dans le cas d’'un antigéne bi@jrmpar une incubation d'une heure a 37°C. Un
lavage élimine l'antigéne non fixé puis les sérwsonat déposés sur 12 puits en dilutions
décroissantes de 2 en 2. La premiére dilution é&ari/100. L'incubation d'une heure a 37°C est
suivie d'un lavage puis dun dépdt d'un secondcemms au 1/1000 dirigé contre les
immunoglobulines de souris et qui se fixe alorsagpértie Fc des anticorps. Cet anticorps
(SIGMA #A3673) est lui méme couplé a la peroxyddseaifort (HRP).

La derniere étape consiste a mettre en présend®Raet son substrat,B, associé a un
chromogene le TMB (3,%,5-tétraméthylbenzidine) oxydable en une forme ca@a@€insoluble
(1-Step Ultra TMB-ELISA Substrate Solution Therm@4829). La présence d'anticorps anti-Tn
dans nos sérums sera révélée par l'intensitédienkité optique (DO), mesurée a 450 nm.
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Les antigenes immobilisés sont Th3G7KG-biot, urtidepglycosylé couplé a la biotine, ou
les composés R7GalNac3 et OVA 323-339.

Chaque titre de sérum est calculé a partir de Btpae DO alignés, hors plateau compris
entre 1,2 et 0,5 et avec les facteurs de dilutlncprrespondants. L'équation de la droite de
régression correspondante : DO = a(F)+ b, pernatitehir le titre exprimé en log10 du facteur

de dilution F favorisant I'obtention du double @00 d'un sérum non immun dilué au 1/100.

B. Caractérisation de I'antigénicité Tn par la technique ELISA

Une variante de cette technique consiste a capesearomposés a tester et a les mettre en
présence d'un anticorps monoclonal anti-Tn, 9Adpitcau laboratoiré’® Nous déposons dans
les puits d’'une microplaque (NUNC #269787) les étghts composés a des concentrations
variables afin de les immobiliser par interactidacé&ostatique. Cette technique est appelée

capture de l'antigene.

Aprées incubation d'une nuit a 4°C et élimination kentigéne en excédent non fixé,
I'anticorps monoclonal 9A7 est ajouté pendant ueeré a 37°C, suivi d'un lavage. Un second
anticorps (SIGMA #A3673) dirigé contre les immuragllines de souris (espéce dans laquelle
9A7 a été produit) et qui se fixe alors a la pdfitede 9A7 est ajouté. Cet anticorps est lui méme
couplé a la péroxydase de raifort (HRP), et réeél@dme indiqué ci-dessus. La reconnaissance

par I'anticorps des différents composés est prapurelle a la densité optique mesurée.

C. Dosage des cytokines par la technique ELISA

Une variante de I'ELISA, appelée sandwich, perneetlaser dans un surnageant de culture
une cytokine produite. Par principe, I'antigend gosséder deux épitopes différents. Il est alors
pris en "sandwich" entre deux anticorps spécifiqdeschacun des épitopeslin premier
anticorps est utilisé pour I'étape de capture petndae nuit a 4°C. Les surnageants de culture
sont ensuite déposeés et la cytokine d'intérét vasspécifiguement a I'anticorps de capture au
cours d’'une incubation identique a la précédente.seécond anticorps (dit de détection), lui
méme couplé a de la biotine est ajouté aux plameesées. Au cours de I'étape suivante, on
ajoute de la streptavidine HRP (BD #554066) au A@10Selon le type de cytokine, les
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concentrations d'anticorps varient et sont listiess le tableau ci dessous. La forte affinité entre
la biotine et la streptavidine rend le couple s&ble. La derniére étape consiste a mettre la HRP

en présence de son substrat. La mesure des desysitises est alors effectuée.

La quantité d'anticorps de détection liée est pitopmelle a la quantité en cytokine
immobilisée par l'anticorps de capture. L'utilisatid'une gamme étalon permet de quantifier la

cytokine d'intérét contenue dans le surnageant.

Cytokines capture références détections références
IL-6 0,5pug/mL BD 554000 0,5pug/mL BD 445502
IL12p40 6pg/mL BD 551219 lpg/mL BD 554476
IFN-gamma 0,25pg/mL e-biosc 3ug/mL e-biosc

16-7313-85 13-7312-85
IFN-alpha lupg/mL 0,5nu/mL

D. Immunisation des souris

Des souris C57BL/6 (Charles River France) sontisétls pour les immunisations. Les
composés R7GalNac3, R7GalNac30OVA2, R7Man30VA2, rkéli ou OVA 323-339 sont
injectés par voie intradermique aux jours 1 et 2&ison de 11,7 nmol par souris. Une saignée
est pratiqguée aux jours 20 et 28. Les animaux anasthésiés a l'aide de la xylasine et de la
kétamine, dans le respect des regles éthiquesgelewi. Chaque groupe de souris comprend 3
individus. Le sang est recueilli dans un tube seapegs conservation pendant 30 min a 37°C, il
est placé pendant 2h au froid, les caillots forswag éliminés et les sérums prélevés. Les sérums

sont dilués au 1/100 puis de 2 en 2 sur 12 puitsideoplaques.

Un ELISA type sandwich nous permet de détecter-Gliet I'lL-12p40 pour évaluer la
réponse inflammatoire.
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E. Geénération de cellules dendritiques (BMDC) a partir de

cellules de moelle osseuse

Les fémurs d'une souris C57BL/6 de 6 semaines m@ttvés et les cellules de la moelle
osseuse sont récupérées par perfusion du canallaiédiLes cellules sont mises en culture a
0,25x16/ml dans un milieu RPMI (Gibco #61870-036) conterdes antibiotiques (pénicilline
& 100Ul/mL et streptomycine & 100ug/mL Gibco #132/), le 2-mercaptoéthanol a 5%
(Gibco #31350010), 10% de sérum de veau foetal fitétyclone #30160 batch #RWH35893)
et supplémenté par du GM-CSGBranulocyte-macrophage colony-stimulating factd2% d'un

surnageant de culture de J558 préparé au labagtoir

Apres 6 jours de culture en étuve humide a 37°€BRIDCs qui représentent la majorité
des cellules en culture sont récupérées, lavées giumulées par les composés R7GalNac3,
R7GalNac30VA2, R7TMan30VA2, GalNac3 ou R848. Apr8s 4'incubation les surnageants
sont prélevés et I'lL-6 et I'lL-12p40 sont dosées RLISA.

F. Présentation du peptide OVA 323-339 par les BMDC des
lymphocytes T CD4 OT2 in vitro

» Mesure de la prolifération des lymphocytes T au FAG par dilution de CFSE

Les BMDCs de souris C57BL/6 sont préparées comnuessus. Les lymphocytes T sont
préparés par dissociation des ganglions périphésiqle souris OT2 (Animalerie Centrale,
Institut Pasteur), transgéniques pour le récepiespécifique du peptide OVA 323-339, exprimé
a la surface des lymphocytes T CD4

La co-culture des BMDCs, des lymphocytes T OT2est différents composés permettant la
présentation du peptide OVA 323-339 par les moexude classe Il du CMH, entraine la

prolifération des lymphocytes T.

Afin de mesurer la prolifération des cellules Tua@ffectuons un marquage intracellulaire
des lymphocytes T avant la culture, a I'aide du ER&rboxyfluorescein diacetate succinimidyl
estere-biosience 65-0850-84), composé fluorescent @mettans le canal FITC, qui n'est pas

toxique pour les cellules et dont la fluorescenseferte et stable dans le temps. Au cours de
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chaque division cellulaire l'intensité de fluoresce diminue de moitié, ce qui permet de
mesurer au FACS le nombre de divisions cellulagede nombre de cellules en division,

caractéristiques de la prolifération cellulaire.

Pour ce faire, nous préparons une suspension aedd 20x10 cellules par ml et nous
ajoutons a volume égal une dilution de CFSE a MnpugApres une incubation de 10 min a
température ambiante et a I'abri de la lumiere ckdlules sont lavées dans un grand volume de
milieu de culture. Aprés numération, 221BMDCs sont incubées avec *1Lymphocytes T
marqués au CFSE par puits de microplaque de cu{P® référence 92095) en milieu de
culture RPMI contenant des antibiotiques (péniwliet streptomycine), le 2-mercaptoéthanol
(5%x10°M) et 10% de sérum de veau feetal. Les composésagmités & dose décroissante de 10
a 10* pg/mL & raison de 3 puits par point. Aprés 72lewaure, la prolifération des lymphocytes
T OT2 est mesurée au cytometre de flux. Les lympiescT OT2 sont identifiés par la présence
a leur surface du marqueur CD4. La décroissanda tleorescence émise par le CFSE dans la
population des cellules CD4 est suivie. La fluoeese des cellules sans composé ajouté
constitue la fluorescence de référence. Elle diffde celle des cellules activées, pour lesquelles
le CFSE est dilué. Cette fluorescence des cellbtisées décroit progressivement et présente

plusieurs pics correspondant en autant de divisions

G. Mesure de l'activation des LT CD4 OT2 in vivo

» Mesure de la prolifération par quantification des ymphocytes T (cytometrie FACS)

Les lymphocytes T sont préparés par dissociatian gnglions périphériques de souris
OT2 puis centrifugés et remis en suspension dangmpon PBS (tampon phosphate a pH7
Gibco #14190-090). Ces lymphocytes T OF¢ht injectés & raison de 2x1€ellules par voie
intraveineuse a des souris C57BL/6. Le lendemagn, dnimaux sont immunisés par voie
intradermique avec les différents composés foytiis7 nmol par animal). Cinq jours plus tard,
les animaux sont sacrifiés et la rate ainsi queglagylions drainants le point d’injection, sont
prélevés et dilacérés individuellement en milieuMRPENsuite, les cellules sont filtrées et

centrifugées.

Pour identifier les lymphocytes T CD®T2, nous marquons les cellules avec les anticorps
suivants anti-CD4 (e-bioscience 25-0042-82), amtiptia2 (e-bioscience 47-5812-82) et anti-
Vbeta5 (e-bioscience 46-5796-82). Pour identigsrdellules produisant I'lFN-nous effectuons
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un marquage intracellulaire a l'aide d’'un anticogmdi-IFN-y (e-bioscience #17-7311-82). Les
cellules mortes sont exclues de I'analyse avec argueur nucléaire, le Blue Live Dead (Live
Technologies #L-23105). Le tampon utilisé pour esrquages est du PBS contenant 2% de
sérum de veau fecetal et 2,5 mM d'EDTA.

Les cellules de ganglions et 5¥1@plénocytes sont réparties dans les puits d'une
microplaque (Thermo #442587). Apres centrifugatles,cellules sont mises a sec et remises en
suspension dans les mix d’anticorps puis incub@es te noir et a froid pendant 15 min. Cette
premiére étape est un marquage de surface supies a@limination et lavage, du marquage
intracellulaire comprenant lui-méme 2 étapes a isavixation et perméabilisation
(Cytofix/Cytoperm BD 554722) des cellules durantr@i a 4°C. Le marquage intracellulaire
proprement dit par l'anticorps anti-IRN-au 1/100 est effectué dans le tampon de
perméabilisation (PermWash BD 554723). Apres élatiam des anticorps non fixés par lavage,

les cellules sont reprises dans 200 pL de tampddS-A

On ajoute 10 pL d’'une suspension de billes cou@éass fluorochrome PE de concentration

connue pour le comptage des cellules présentedalanspension.

Les lymphocytes T OT2 sont identifiés parmi la dagan CD4 par la présence a leur
surface des deux marqueurs Valpha2 et Vbeta5. hebrede billes comptées nous permet de

calculer le nombre total de OT2 dans I'échantifldiaide de la formule suivante:

Nbre OT2 acquises x Nbre de billes dans I' échantillon

Nbre de billes acquises

> Mesure de I'lFN-y produit par les lymphocytes T CD4 activés in vivo

Les cellules de rate sont mises en culture & raioBx10 cellules par puits en milieu
complet en présence ou en absence du peptide OBAR32, a la concentration de 10 et 1
ng/mL. Le milieu complet est un milieu RPMI contehales antibiotiques (pénicilline et
streptomycine), d3-2-mercaptoéthanol (& 5x¥01) et 10% de sérum de veau fcetal. Aprés une
culture en étuve humide a 37°C pendant 48h, lesageants sont prélevés et I'llNproduit par

les lymphocytes T est mesuré par ELISA.
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Résumeé

Les antigénes saccharidiques associés aux tumeAAS) sont considérés comme des
marqueurs de cellules tumorales. Le développememriaddidats vaccins synthétiqgues capables
d'induire des réponses immunitaires robustes disigéontre ces TACAs est un vaste champ
d'investigation depuis de nombreuses années. Daate ptigue, mon travail s'est
principalement focalisé sur la conception d'un @atdvaccin a trois composantes qui peut
activer spécifiguement les cellules dendritiques,dellules 1 et les cellules B.

La premiére partie de la thése consistait a efézctune étude approfondie des méthodes
submonomere et monomeére en solution pour accédameaplateformeB-tripeptoide O-a-
GalNAc (épitope des cellules B), servant de mime ctuster trimérique de l'antigéne Tn
(GalNAc-a-O-Ser/Thr). Pour renforcer la stimulation du systédmenunitaire, un agoniste du
récepteur Toll 7 (TLR7) préalablement synthétisgfené par les cellules dendritiques) a été
ensuite couplé a cette plateforme par l'interméglide I'acide amino-caproique, pris comme
espaceur. L'édifice candidat vaccin a ensuite @téptété par conjugaison au peptide OVA 323-
339 (épitope des cellulesy)rgrace a la réaction de cycloaddition 1,3-dipeld@uAAC. Enfin,
I'aptitude du candidat vaccin a induire une répangeTn a été évaluée par I'équipe du Pr. C.
Leclerc de l'Institut Pasteur de Paris.

En parallele de ces études, nous avons mis au genconditions de ligation multivalente
par couplage thiol-ene (TEC) pour l'obtention dptpilesS-glycosylés.

Mots clés: Anticorps, Cancer, Candidat vaccin, CUAAC, Glystéu Tn, peptoide, TACA, TEC,
TLRY.

Abstract

Tumor-Associated Carbohydrate Antigen (TACASs) avasidered as cancer cells markers.
The development of synthetic vaccine candidatexhviare able to induce a robust immune
response against these TACAs is a field of grearaést since many years. In this context, my
work has been focused mainly on the design of @eteomponent vaccine candidate with the
ability to activate specifically dendritic cellsy Tells and B cells.

The first part of the thesis consisted in makingleeep study on the submonomer and
monomer methods for solution-phase synthesis @@-tepeptoid O-a-GalNAc scaffold (B
epitope). Its role is to mimic the Tn (GalNAcO-Ser/Thr) trimeric cluster which is naturally
present on tumor cells surface. To strengthen tineukation of the immune system, a TLR7
agonist (receptor express by dendritic cells) reenbfirstly, coupled through an amino-caproic
acid spacer. The vaccine candidate has been nexileted by conjugation with the OVA 323-
339 peptide (i epitope) using the Copper-catalized Alkyne-AzidgclBGaddition (CuAAC).
Finally, the capacity of this construction to geateranti-Tn response have been evaluated by the
groupe of C. Leclerc of Institut Pasteur of Paris.

At the same time, we have also developed conditionshultivalent ligations using thiol-
ene coupling (TEC) to obtainfatripeptoidS-a-GalNAc scaffolds.

Keywords: Antibody, Cancer, CUAAC, peptoid, TACA, TEC, TLRIn glycocluster, Vaccine
candidate.



