N
N

N

HAL

open science

Plateforme modulable pour le développement de
glycolipides a potentiel immunoadjuvant

Jeane Vaugenot

» To cite this version:

Jeane Vaugenot. Plateforme modulable pour le développement de glycolipides a potentiel immunoad-
juvant. Autre. Université de Rennes, 2019. Francgais. NNT: 2019REN1S098 . tel-02895005

HAL Id: tel-02895005
https://theses.hal.science/tel-02895005
Submitted on 9 Jul 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02895005
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE /MATIERE &
BRETAGNE \MOLECULES IR TEo OIS e
LOIRE JETIMATERIAUX RENNES 1 de'Chimie _

THESE DE DOCTORAT DE

Rapporteurs avant soutenance :

Florence Djedaini-Pilard Professeur a I'Université de Picardie Jules Verne
Olivier Renaudet Professeur a I'Université de Grenoble-Alpes
Composition du Jury :
Examinateurs : Joanne Xie Professeur a I'Ecole Normale Supérieure Paris-Saclay
Karin Tarte Professeur a I'Université de Rennes 1
Dir. de thése : Vincent Ferrieres Professeur a I'Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes

Co-dir. de these : Thierry Benvegnu Professeur a 'Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes






« Jai appris que le succes ne doit pas étre
mesuré par la position qu'on a atteint dans la
vie, mais par les obstacles quon a dd

surmonter, tout en essayant de reussir. »

Booker T. Washington






Remerciements

Le travail réalisé au cours de cette these, financée par le ministére de la recherche et de
I’enseignement, a été effectué au laboratoire de Chimie Organique et Interfaces de I'Institut des

Sciences Chimies de Rennes, au sein de I'Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes.

Je tiens a adresser mes sincéres remerciements a8 Madame Florence DJEDAINI PILARD, Professeur a
I’"Université de Picardie Jules Verne et a Monsieur Olivier RENAUDET, Professeur a l'Université

Grenoble-Alpes d’avoir accepté d’étre rapporteurs et de juger ce travail.

Je remercie également Madame Joanne XIE, Professeur a I'Ecole Normale Supérieure de Paris-Saclay
ainsi que Madame Karin TARTE, Professeur a |’Université de Rennes 1 d’avoir accepté de participer

au jury de ma thése.

A Vincent FERRIERES et Thierry BENVEGNU, merci de m’avoir fait confiance pour ce projet et de
m’avoir laissé autant d’autonomie. Merci pour votre patience, votre implication, vos idées, pour nos
discussions plus ou moins scientifiques. Merci également pour votre exigence, que ce soit pour la
nomenclature (que je vais bien finir par intégrer), le dessin des molécules, ou pour la rédaction de ce

manuscrit, qui, j’en suis bien consciente, m’a permis d’acquérir une grande rigueur scientifique.

Ce travail n’aurait pas pu étre aussi complet sans I'aide précieuse de Boris LE GUENNIC pour les
calculs théoriques de nucléophilie, Joélle DULONG et Steve GENEBRIER pour les tests biologiques,
Philippe JEHAN pour les analyses HRMS, Jean-Paul GUEGAN pour son expertise et RMN et Thomas
VIVES pour la partie analytique. Merci pour votre temps, et les résultats que cela m’a permis

d’obtenir.

Je remercie également les trois stagiaires que j'ai pu encadrer, Florian, Romain et méme Yilin, merci
pour votre contribution plus ou moins fructueuse a ce travail. J’espére vous avoir transmis un peu de
connaissance durant votre passage au laboratoire. Je suis sortie grandie de chacune de ces

expériences, notamment sur le plan managérial.

Merci a tous les permanents du laboratoire, Loic, Laurent, Sandrine, Sylvain, Caroline, Yann, Jean-
Claude, Jean-Paul, Thomas et Jelena pour vos idées et propositions quand mon projet stagnait. Mais
surtout merci pour votre bonne humeur au quotidien, vos blagues, pour ces pauses café qui vont
sans aucun doute me manquer, pour votre soutien, surtout au moment de la rédaction. Je n’aurais
pas vécu ces trois années de la méme fagon sans la bonne ambiance que vous entretenez dans les

couloirs de ’'ENSCR.



Et cette bonne ambiance ne pourrait pas exister sans les thésards, post-doc et les autres, ceux du
début Hubert, Cédric méme si du coup je n’ai jamais vu la fin de Stranger Things, Anaélle, Quentin qui
m’aura supportée dans son bureau plus que n’importe qui, et les derniers arrivés Bénédicte, Clotilde,
Tiphaine, Clarisse, Anh-Thy, Alexandre, Arnaud, Abderafeck, Andréas. Merci pour ces soirées, vos
sourires, vos coups de gueule, vos encouragements, votre soutien, votre présence tout simplement.
Un grand merci également a toute la team OMC pour ces bonnes soirées et golters qu’on a pu faire
ensemble. Merci a Romane et Delphine pour ces pauses décompression qui m’auront permis de voir
les échecs sous un angle positif. Un mot tout particulier a Louise et Matthieu qui sont entrés dans
cette belle galére en méme temps que moi. On en aura vécu des réussites, des échecs, des fous rires,
des pleurs. Je suis fiere d’avoir pu travailler a vos c6tés et j'espére avoir été a la hauteur de ce que

vous m’avez apporté.

Guillaume, I'homme parfait, te rencontrer aura changé ma vie. Merci d’avoir partagé une partie de
ton génie avec moi et d’avoir mis tes connaissances a disposition de ce travail. Merci pour ces
discussions passionnantes sur la chimie et sur tous les autres sujets, merci de ton soutien sans faille,
de ta patience, de ton réconfort permanent, de m’avoir reboostée ou apaisée quand il le fallait. Tu as

toujours eu les bons mots et j'espere qu’un jour nous ferons des CCM ensemble.

Merci au petit groupe des runners, je sais que derniérement je vous ai laissé tomber mais je ne perds
pas espoir, je vais reprendre. Ces sorties m’auront bien aéré I'esprit au moment ou j'en avais le plus
besoin, et aussi prouvé que j'avais tort, courir en fait ce n’est pas de la torture, c’est méme plutét

plaisant.

A titre plus personnel, je suis infiniment reconnaissante a ma famille de m’avoir toujours soutenue
méme lorsque vous ne compreniez pas ce que faisais. Merci de ne pas m’avoir tenu rigueur de mes
humeurs durant la rédaction, d’avoir accepté que je ne pouvais pas toujours étre présente pour vous,
alors que vous I'avez toujours été pour moi. Merci de m’avoir soutenue depuis le commencement de
ces longues années d’études, et durant mon expatriation en terre bretonne, pour vos sourires, vos

encouragements, surtout sur la fin. Ce manuscrit c’est aussi le fruit de votre travail.

Merci aux amies de toujours Fanny et Charléne, derniéres rescapées du lycée. Merci a tous les
copains de la promo 2016 de I'ENSCR dont je ne peux pas citer tous les noms faute de place. Marie,
Chloé, Daphné, particulierement, merci a vous pour m’avoir écouté me plaindre, m’avoir soutenue,

m’avoir conseillée, d’avoir été présentes, tout simplement.

Enfin merci a ceux qui auront supporté mes humeurs, bonnes comme mauvaises sans vraiment

comprendre le sens de ce que je fais. La team « Orange Bleue », comment lui donner un autre nom ?!

v



La chimie n’est vraiment pas votre monde, pourtant je vous en aurais montré des galactofuranoses...
C’est vous, plus que les autres, qui avez payé les frais de ces trois années, et surtout de ces derniers
mois. Merci a Ludivine pour ta compréhension a toute épreuve, a Olivia pour ta spontanéité
rafraichissante, a Florian pour m’avoir écoutée aux moments les plus compliqués, a Simon pour avoir
corrigé entierement ce manuscrit. Merci a Louis, le petit dernier, pour tous ces mots de réconfort et
de soutien. Merci a Maélle pour avoir ensoleillé ma vie bretonne, sans toi les journées et les week-
ends auraient été bien vides ces trois dernieres années. Merci a Delphine pour m’avoir supportée
tous les jours au travail et tous les soirs au sport (100kil !). Et pour finir merci a Arthur pour m’avoir
prouvé que j'en étais capable (apres tout c’est dans la téte non ?!). Merci de m’avoir bousculée
quand il le fallait, m’avoir écoutée quand c’était nécessaire, d’avoir toujours été présent, et de I'étre
encore aujourd’hui malgré les horreurs que j'ai pu te dire. Pour toutes ces raisons, j’aimerais vous

dédier ce manuscrit.

Pour finir, merci a toi, qui que tu sois, d’avoir lu ces remerciements, certes un peu longs mais

tellement importants pour moi.



\



Sommaire

Chapitre 1 : Bibliographie 1
T @ oY N A=l =L o 1< | ISR 3
II.  Le mode de fonctionnement des immunoStiMUIaNS .........coceeieiiieiiiniiine e 5
1. Lescellules du systeme iIMMUNITAINE.....c..eeiiiiieei i e 5

a. Lescellules de I'immunité iINNEE ......cc.eoriiiiiiiiieee et 6

b. Lescellules de 'immunité adaptative .....cc.eeeeiiiiiiiiiec e 7

C. Lesysteme du COMPIEMENT ..cc.eeiiii it e e e et e e e rre e e e rae e e e eareeas 9

2. Lareconnaissance des PAatNOZENES ......ccccuiiiicciiieecceee ettt e e etre e e e etr e e s sbae e e e abeeesannraeeean 10
a)  Les réceplteurs TOI-IKe. ... i e ettt e e raae e e rae e 11

o) IR =T =Y a1 VoY [T Y] o I SRS 11

C) Lesrécepteurs de tyPe NOD.... ... cie ettt e rtte et e e e s e e sbee e sbeeebaeessteesaraeenns 12

d) Les récepteurs des CelIUIES B.......oii i iiiieiiiecciee ettt ettt e e re e etee e s be e e baeesaaeeeraeenes 12

e) Les Récepteurs des [YMPhOCYLES T.......oii i iiiee ettt et e et e e e eare e e e s enraeeeeanes 12

3.  Mode d’action des immunNoadjuVaNTS.......c..ueiiiiiiiiiiiieecceee e 13
Il [T ={ 1Yol [T o1 o [T SR 15
Lo GBNBIAlITAS ..ttt b e e st e bt e e beenheesheenaneeas 15

P o | o A I Y- Tolol - (o o [ USSR 16

a. Les sucres utilisés pour cibler le systeme immuNitaire ........ccccccvveeeeciiee e 16

b. Les sucres comme fragment antigéniqUE .......c.ueeiviiieiiiiiiii e 21

T - T TN Lo e [To [U =TSP 25

a. Les lipides détectés par deS PRRS.........ciiiiiiieeiciiee ettt e ettt e e et e e e ette e e e ette e e e eenteeeeennsaeeeeanes 25

b. Les lipides COMME VENICUIES ......coiiiiiiiiiciie et rae e e e 26

C.  LeSlipides A’ ArCRACA .....ccceeeieeeeeee e et e e et e e e et e e e e e earaeeeeanes 27

4. Unglycolipide immunomodulateur naturel : 1@ LPS........coooiiiiiiiie e 28
LR €1 VT ole] [T ] (o LT =1 A [T o 1Yo 4 L= SRR 30
V. Les ObjJeCtifs dE 1a T SE .....ooi e e ettt e e are e e e nraeaean 31
O i Ui 0] o 4T o1 - [T PR PPPROt 32
) I =T [t o] o ol Tl U PURRUPUSRRONt 33

Vil



o) I = 0 o101 AT oY =TT o = [ o ISR 33

P - | o W [T Y-Tolol g F- Y (o 1o [ 1 U 34

Q. LEMANNOSE oo e 34

T T - £ - Tot o) £ UL =] g Vo 1 o 1TSS 34

(o) TR 101 =Y <1 o U 4 1F T USSR 35

T - [ T=N [T o [T U= PP 37

B - o] - 1 1<) o o o[ JO SRR 38

LR =T T () o1 o] (o} =4 To LU L= PP PPP 42
RETBIENCES. ...ttt ettt sttt sttt e st bbbt sttt st be st aes st ebe st b es e eae st aes et eaesesbeb et ea sbesea bt ebe seeaentreeae s 43
Chapitre 2 : Synthese des parties saccharidiques 57

I Rappels sur la synthese glyCoSidiQUE .......uuiiiiiiiiei i 58

) T =T o 1= T = 111 <1 UUURPRPROt 58

2)  Focus sur la synthése des fUranoSIidEs ........c.eccieeeciiieiiieiiieecsie e sre e et e e e s re e e saaeesrne e 60

a)  Acylation 3 haute tEMPEIAtUIE ......ccccuiiee ettt e et e e e e ette e e e eeate e e e snraeeeeanes 61

o) I 1177 =1 4 Lo o TSRS 61

(o) I (=T 18 ot oY o We [ Tt oY o V=TSRSS 62

d) Cyclisation a partir d’un dithioacétal.........c...eeeecuiiiiiiiiiie e e 63

e) Réarrangement pyranosides/furanosides.........ccceecriecrienrieieeiieecie ettt e stee e e e et eas 63

f)  Alkylation en MilieU DASIQUE .....oeceueiiiieee e et e s 64

g)  Glycosylation de FISCREI .........oei it et e e et e e e aaeeaean 64

I SacCharides @ SYNTRELISEI ..cccuiiii e e s e e e e abee e e e eareeas 65

1) LS MANNOPYIANOSES ...uvveeeeetreeeeeitteeeeeitteeeestteeaeaastaeeeaastaseeaassesaeaassssasassssaaeanssssessnsssssessssesesannes 66

2)  Les dérivés galactofuranoSidIQUES ........c.eeeciieiiieeiieeeciee ettt e eere s re e e etr e e sbeeebeeesareesreeenns 67

[l Synthése des COMPOSES CIDIES ...cccuiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e s e eabee e e e eareeas 69

1) Synthéses des derives ManNOSYIES ..........eeiecuiiieieciie ettt e et e e e e ste e e e eearee e e eeareeaeeanes 69

a) Syntheése de I'a-D-mannopyranoside d’azidoéthyle .........cceeecveieeiieiiee e 69

b) Synthése de I'azoture de ManNOPYIaNO0SE.........occeccuiieeeeiiieeeeeieeeeetee e eeae e e e eare e e e e aae e e e 69

2) Syntheése de I'azoture de galactofuranyle ........c.eooooiiieeeciiieeccee e e 70

3)  Synthése du MONOMEre fIUOIE.........ccueiiiiiiiiee ettt et s e e e bae e e aree s 71

4)  Syntheése de I'azoture fIUOIE ..........ooo ittt e e et e e e e 72



5) Syntheése des donneurs et accepteurs de la glycosylation.........ccceeeeeieiecciie e, 73

a)  L'acCepteUr de GlYCOSYIE.. ..ot e e e rra e e e enes 73
b)  Les donNeUrs de gIYCOSYIE .......uio ittt ree e 74
6) Synthese des donneurs de glycosyle NON fIUOIEés...........coocviiiiiiiieec i e, 75
IV Réactions de glycosylation et réSUItats ........cccveiieiiieiiie e 76
1) Réactions de glycosylation entre les donneurs et I'accepteur fluorés........c.cccccvvevceveiieeicinenns 76
a) Réactions avec le donneur thiophénylé ............c..ooiiiiii e 76
b) Réactions avec le donNeUr bromeé...........oouiiiiiiiiiie e 78

2) Identification des produits FOrMES .........ccuiiiiiiiiie e e et e e e are e e searreeeean 80
a) Produit d’hydrolyse du dONNEUF (B5) ....ccuieiieieciiieeiieciee ettt re et e e e e et e e saee e e bne e 81
b)  TransglyCoSYlation (B6).......ccccueieiiieiiie ettt et e et e e e rate e sbe e e saae e e beeenaaeesreeeans 81

c) Disaccharides furanosidiques (61, 62, 63).....cccccueeeieciieeeeiiieeeecieee et e e ecree e e et e e e esrreee e e 82
d) Différenciation pyranose/furanose et élucidation des structures de 59 et 60..................... 84
e) Identification des trisaccharides (58 €1 64) ......ccueeiiecuiiieieiiiee ettt ree e e 85

3) Réaction de glycosylation entre I'accepteur fluoré 36 et les donneurs non fluorés 56 et 57 .. 87

a) Produit d’hydrolyse des dONNEUIS 75 .......ccoiieicieieiieeciieeceeeeteeeree e e steeesre e s raeesaeeessae e 88

b) Produit de la transglycosylation 74 ............ooooiiiii e 88

c) Disaccharides 68, 69, 70, 72 €1 73 ...couee e eceeeee ettt eeetree e eetree e e et e e e eetree e e seabeeeeseareeeesnes 89

) THISACCNATIAES ... uvveei ettt eetre e e eetbe e e e eetre e e eebaeeeesbbeeeeentbaeeesasreeeesnsraeeesnes 91

I b T o111 o Yo SRR 92

a)  Analyse d’ensemble des FESUITATS ........cccvieiiieeciie ettt re e eree e sbe e e taeesaae e sbae e 92

b) Hydrolyse et transglyCosylation ...........oocuiiiiiiiiii e e e 92

(o) I O 10\ V7T o (U] ¢ =l (=N o1 ol [ TSRS 93

) INFIUENCE AU FIUOT ettt e e e e et e e e e e e e e e aabraaeeaeeeeenns 96

€)  CalCUIS TREOTIQUES ...t ettt e et e e e et e e e e e bt e e e e e bt eeeeebeeeaeeasraeaesanes 97

V' Déprotection des 0ligosacCharides ..........ceucuiiiiiiiiiiicciiee e 100
RV I 0] o Tl [T ] T o TSRO U RO PORTOPSRPI 102
EXPEIrIMENTAl SECLION .. cuiice ettt et st et et ee e stestesbe e seseasesbesbesersansareane st seenes 107
RETEIEINCES....coueectt ettt ettt st et e s et e ee b s e st eh e s et b bt e bbb et ee b e 165



Chapitre 3 : Synthese de la partie lipidique 171

I [T Yol =T o] [T Lo L= PSSR 173
1) Structure des liPides d’ ArChaa.........ccoccuiiiiiciiiie e e e et e e e e eaaeeeean 173
2) Relations structures lipidiqUes/ProPri€tés.........coiviieiieeiiieniieeiie et ereesee e ereerreesreesreesaaeens 174

a)  Organisation MEMDBIANAITE ......cccceieiiieeie et ese e ree e st e e e e e are e ereeesaseesreeesaeesnseean 174
b)  Propriétés phySiCO-ChIMIQUES ......ccccuuiiiiiciieccce et evre e e e e snra e e e eanes 176
3) Extraction des archaéolipides NAtUIEIS ........cceccuieiiiiiicie e e 177
4)  Syntheses des archadolipides........uii it e e rrre e e e sarae e e e 178
) = 1o 1Y gL o o [ < T UUR 178
b)  SYNTNESES CRIMIQUES ....eeeeiiieciie ettt ettt e et e e s te e e ba e e sbe e e aaeesareeeasaeesaraean 180
5) L'utilisation des lipides d’Archaea synthétiques dans les immunoadjuvants...........c............. 183

I Objectifs et stratégie de SYNthESE.....ccccuiiiiiee e e 188

I Synthése du dither aSYMETIIQUE .....ccccuviiiiiiiee ettt are e e e bee e e e ebee e e eeareeas 190
1) Activation de la chaine lipidique ramifie..........coocuiiiieiiii e e 190
2) Greffage de la premiére chaine lipidiqUe.......cccueeeiiieciie e e 191
3) Greffage de la seconde chalNg GrasSe......ccuiiiiciiii i et e 192
4) Oxydation de la fonction alcool en acide carboXyliqUue..........coocveeeviieciieecieecee e, 193

IV CONCIUSION .ttt sttt b e s st et e bt e s be e saeesanesanesr e e neenes 194

EXPEIrIMENTAl SECHION....cuiteee ettt et st et et stestesbese s sesessesbesaesarseneerease st seenes 197

RETIEINCES. .. coue ettt et ettt et eh e e et h et et bt b b e st e h e s e bbbt e bbb et e b e 209

Chapitre 4 : Syntheése de le la partie plateforme et couplages

aux parties glycosidiques et lipidiques 215
I 21 o [To = = o] o 1T USRIt 217
1) Lamultiprésentation ou I'effet ClUSTEN........eicciiiieieecee e et 217
a) Le principe de la MUItiprésentation ..........ccceeeeiiiiiecciiee et e 218

b) Conception de ligands multivalents : le choix de I'espaceur et du noyau .........c.ccccuveenneee. 222

P I - W <YYot i o] s [ ol [ el SRR 223
a) Avantages d'une réaction ClICK.........ccouiiieciiii i e e 223

b) Les triazoles dans les cOMPOSEs DIOACLIfS .......cccueeeiiiiiiiieiiii et 224



I Conception de 1@ PlateformMe.. ... et 227

[l Premiere vVoie de SYNTNESE ......eviiiciieee et e e e re e e e bae e e e e abee e e e araeas 230
) I - [ €< o] o 1= o] [ o [0 TSRS 231
2) Couplage a I'éther triallylique de pentaérythritol.........cccovieiiiie i, 232

IV DeuXieme VOIE 08 SYNENESE......uii it e e e e e s e e e e sbee e e e sbeeeesnareeas 234
1) Couplage au pentaérythritol .......coceeeicie e et rae e earee s 234
2)  Déprotection des NYArOXYIES........couiuiiieiiiiieicciee et ere e e e e e e rbre e e eeabae e e eearae e e eeareeas 238
) I = [T ==Y 4o s I [V I T - 13 239

V. Couplages des trois diffErentes Parti€s.......ccuveeeccieeeeciieeeecie e 241
1) Couplage de la partie lipidique sur la plateforme ........cccveeeeeiveieeciieec e 241
2) Couplage des glycosides sur la plateforme ......cueeiecveie i e 242

VI CONCIUSION 1.ttt ettt b e s ae e ettt e bt e s bt e sbeesaee st e e b e e beenbeesseesmteeaeeennean 246

EXPEIrIMENTAl SECHION....uieie ettt et ete st st et et et es e eaeetesteste e seaseasessesaes et eassrsate st st s 249

RETEIENCES. ...ttt sttt sttt sttt et sttt s et bbb aes st e b ses s et eae st aes et eae sas s et ea st sea bt eae steaen bt enis 269

Chapitre 5: Synthese dPropriétés immunostimulantes des

composés finaux 275
[ DC-SIGN ..ttt ettt ettt b e e bt et s bt et s bt s at e st e s bt et e sheehe et e sheenb e e bt e b e nb e ebe et e nheene e besheenes 277
1) SErUCtUre d& DC-SIGN .....ooiiiiciiiee ettt e e et e e e et e e e e e ta e e e eantaeeesnseeee e nsaeeesnsaeeesansaneanan 278

D I 2 o1 [=TNe [l BT O [ N TSRS 279
a) Migration des cellules dendritiques et interaction avec 1es LTS ......ccccceecveeeieeccieeeciieennnenn, 279

b) DC-SIGN une porte d’entrée pour les pathOgENES........cccouvieieciieeeeciiee e 279

Il Les travaux du |aboratoire MICMAC ........c.coiiiiieiiie et 280
Il Les tests réalisés sur les composés 26, 139, 140, 141......cccocvieiiieiieeeceiiee e eeiee e esvee e 280
RETEIEINCES. .. coue ettt ettt et eh e et h e et bbb b e st ee b b bbb e b bt st e b b e bt e b neaee 286

ConcluSion GENEATale.....cciiemeeriiissnnerersssssnnsresssssnnsssssssssnnssesssssnnssssssss 29 2

Xi



Liste des figures

Figure 1 : Evolution schématique des vaccins (A), vaccin classique incorporant un pathogene entier,

(B) vaccin basé sur une protéine et (C) vaccin peptidiqUe®.........c.ceeueeueeieeieeeiceeeee e 3
Figure 2 : Relation entre l'immunité innée et I'immunité adaptative® ............ccccceeeerevievececeeeee e, 6
Figure 3 : Interactions entre les cellules dendritiques et les lymphocytes ThE.........coooeveveveicecneenene. 8
Figure 4 : Les cellules du systeme IMmmMUNITAIrE32...........cvoiviiierieeeeeeeeeee ettt ereenas 10
Figure 5 : Activation du systéme immunitaire par 1es DCS™ .........ccocvevveeiieriieee e 11
Figure 6 : Structures des BCRS €1 TCRS™ ......ocicviveieierieieeteeeeeteeteeteeee et e et ete e etesseeaesens s enseaseneereenas 13
Figure 7 : Représentation des [iposomes et ViroSOMES™ ...........ccevevvevveeeiereereereeeceeeeseeeeeeeees e ereenes 14
Figure 8 : Exemples de structures exprimées par les cellules cancéreuses .......cccccvveeevcieeeeeciveeeeennnen. 16
Figure 9 : Structure d'un vaccin peptidique greffé sur du dextrane ..........cccecoeeeeeciieecccciee e, 17
Figure 10 : Structure schématique d’un dendriMEre .........ooecuiiieiiiiiee e e 18
Figure 11 : Exemples de structures de B-(1->3)-glucanes (A) et de mimes souffrés (B).........cccceveuernnne 19
Figure 12 : Oligosaccharides haut mannose et $€5 aNalogUES .......c.ueeeeecuiiieeeciiiee e 20
Figure 13 : Structure des antigenes de Lewis et des épitopes identifiés .......ccccceecreeeiiiieeeiicien e, 21
Figure 14 : Structure de Le* et de certains analogues synthétiques .........cccoecveeeircieeccciee e, 22
Figure 15 : Structures de qUEelqUES fUraNO0SES......ccuviiiiiiiiiei ettt e e e e 23
Figure 16 : Structures d’arabinoconjugués immunostimulants ........cccoccvveiiriiee e, 23
Figure 17 : Structures de galactofuranoconjugués ayant un effet sur le systeme immunitaire........... 24
Figure 18 : Structures de quelques lipides reconnus comme des PAMPS ........cccoeevieeeviiieeeescieeeeennen. 25
Figure 19 : Structures de lipOpOlYamMIiNES........uuiiiiiiiiieciee et e s ree e e s sabee e s e sareeas 26
Figure 20 : Structures de quelques lipides CatioNIQUES.......ccccuviiiiiiiiie i 27
Figure 21 : Structures des compPoSEs SN-1,2 €1 5N-2,3 ......uiiiiiiiiieeiiiiee et e e e s sree e s 28
Figure 22 : Exemples de di- et tétraéthers issus des Archaea'®..........ccoceveeeeceiececveceeceeeeeee e 28
Figure 23 : Représentation schématique du LPS (A) et structure d’'un lipide A monophosphorylé
(IMIPLA) (B)-veveeveeeeeeeee e ees e eese et eeeeeeeeeeetes e eeseaseeeesaeeseeseseessesseeeseaesseesseeensesseseeeaessaeseesesseseesaeesseneseseneens 29
Figure 24 : Structure d'un lIPOSOMEIZ .. ....ei ettt st et sttt et sreenes 30
Figure 25 : Structure générale des molécules Cibles...........oooiiiiiiciee e 32
Figure 26 : Analogue d'archaéolipide synthétisé au laboratoire®2..........cccovvvvviveeciieeee e, 34
Figure 27 : Structures des galactofuranosides Cibles ..........ooocveiiiiciee i, 36
Figure 28 : Structure du lipide CIbIE ........eeeiiee e e e e e 38
Figure 29 : Structures des métabolites secondaires isolés par Balskus et coll.1*® et de la molécule
(o] Y 0=] o] 02 01T SRR 39
Figure 30 : Structure compléte d'une des molécules cibles..........ccovviriiiiiiciiiie e, 42
Figure 31 : Structure des molécules @ SYNThELISEr ......cccuviiiiiiiii e 57
Figure 32 : Représentation des formes anomeres et tautomeres du D-galactose ........ccccceeeevveeeenneen. 58
Figure 33 : Structure d'un trimannoside synthétisé au laboratoire........cccccoecveeeeviiiee i, 66

Figure 34 : Structures de I'accepteur modele et de I'accepteur nécessaire pour une réaction click ... 73
Figure 35 : Structures des différents produits obtenus lors des réactions de glycosylation entre

accepteur et dONNEUIS fIUOTES ......coiciiiee e et e e e e bt e e s sbaae e e sateeeeeanes 80
Figure 36 : Appelation des différentes entités des di- et trisaccharides........ccccceevcieeiiiiiieeeccciee e, 81
Figure 37: Spectre RMN *H du produit de transglycosylation 66 dans CDCl3 .........ccceevevveveeereereereenens 82
Figure 38 : Spectres RMN du disaccharide 61. A : COSY, B : HSQC, C : 13C, D : HMBC dans CDCls........ 83
Figure 39 : Corrélation entre les protons anoméres et C-2 et C-3 de I'entité réductrice sur le spectre
HMBC du trisaccharide 58 dans CDCls.......uiiiiiiiiiiiiieeiiiieee et ssiiee e ssiree e sieee e s sbee e s ssbeeesssabeeessnaneeas 86
Figure 40 : Structures des composés issus de la glycosylation entre I'accepteur 36 et les donneurs non
LT oY T SN = A SRR 88

Xl


file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897297

Figure 41 : Superposition des spectres *H des disaccharides dans CDCls, en rouge le composé difluoré

59, en bleu le composE MONOFIUOIE 72 ......ooeiiiiiiei e e s serre e e s seaaaee e sanes 89
Figure 42 : Spectre 'H (CDCls;) du mélange des trois disaccharides monofluorés............c.ccccveuveuenenee. 90
Figure 43 : Conformations les plus stables optimisées par DFT........cccovciieeiriiieeiniiiee e esieee e 98
Figure 44 : Structures des sucres déproteges iSOIES .......uuviiviieiiiriiee i 101
Figure 45 : Structure des réactifs et des produits des réactions de glycosylation........c.cccccecuveveenneen. 105
Figure 46 : Structures de lipides naturels diesters, diéthers linéaires et cycliques, tétraéthers ........ 174
Figure 47 : Organisation des archaéolipides sous la forme de bicouche lipidique pour les diéthers (A),
monocouche lipidique pour les tétraéthers (B) et archaeosome (C).....ccccceevviereveiercee e eciee e 176
Figure 48 : Structures de lipides d'Archaea synthétiques ........ccccccuveiiieiei e, 185

Figure 49 : Les différentes formulations d'archaeosomes et d'antigenes: A) les antigénes sont
encapsulés dans les archaeosomes et les antigénes non encapsulés sont retirés, B) les antigenes sont
encapsulés dans des archaeosomes mais les antigenes non encapsulés sont conservés, C) les

archaeosomes sont vides et les antigénes NoN eNCaPSUIES. .........coevciieeeeiiiieeecciiee e 186
Figure 50 : Composition d'un archaeosome ultradéformable®™® ..........cooovieiiieeiiicece e 187
Figure 51 : Structure du composé trimannosylé synthétisé au laboratoire..........cccccoeecvveeeecieeeenneen. 188
Figure 52 : Structure de la partie plateformMe..........ueo e e 217
Figure 53 : Interactions Mono- et MUIIVAIENTES®.........ccvvveveiirieeececreeee ettt et 218
Figure 54 : Formation de complexes mono et MuUltivalents ...........ccceecieeiiciiee e, 219
Figure 55 : Exemples de structures de dendriméres multivalents simples......ccccccovvevrcieeeincieeeccnneen. 220
Figure 56 : Structure du dendron inhibant DC-SIGN ............ccociiiieiieececeeeee e 221
Figure 57 : Exemple d'un glycopolymeére multivalent .........cccoeeiveieiiiciiie e 222
Figure 58 : Rble de la longueur de I'espaceur dans la formation de complexes multivalents............ 223
Figure 59 : Structures de différents composés bioactifs comportant un motif 1,2,3-triazole............ 225
Figure 60 : Structures de composés inhibiteurs d'a-glucosidase.........cccccveveieiiiicee e, 226
Figure 61 : Structures du Mans et des mimes obtenus par réaction click........cccecvevivviieriincenecnneen, 227
Figure 62 : Structure, formulation et résultats biologiques du composé trimannosylé 9 synthétisé au
laboratoire inspirant la structure de la molécule plateforme 22........ccccvveiiiciiiicciiee e 228
Figure 63 : Structure du produit 135 issu de la dégradation de 132 lors de la purification sur colonne
Lo L= = o [T | Lo TR 238
Figure 64 : Composé 26 issu de la réaction click entre 15 et 121 .......cccvvieeciiieecciiee e, 245
Figure 65 : Composés 141 et 142 issus de la réaction click entre le Galf fluoré 16 et 121.................. 246
Figure 66 : Mécanisme d'intégration des pathogénes au sein des macrophages via DC-SIGN?......... 277
Figure 67 : Présentation schématique de la structure de DC-SIGN et structure du CRD (Ca?
représentées sous la forme de boUlES VEITES) ......ccuuiiiieiiiii it 278
Figure 68 : Implication de DC-SIGN dans la propagation du VIH® ........ccocvivieiieeeiiieece e 280
Figure 69 : Tests biologiques menés sur les molécules 26, 139 et 140........cccceeeeecieeeecciieeeccceiee e, 281
Figure 70 : Fluorescence observée suite a l'interaction de DC-SIGN avec les composés 26, 139 et 140
............................................................................................................................................................. 282
Figure 71 : Fluorescence observée par cytométrie en flux @ 1 HE/ML.cccvvoveeevreeniieniecie e 282
Figure 72 : Courbes obtenues par spectrométrie en flux pour la molécule 141 a 10ug/mL .............. 282
Figure 73 : Structure des MOIECUIES CIDIES ........coocuiiiiiciiee e 294
Figure 74 : Structures des azotures saccharidiques synthétisées.........ccccvvvvvieiiiicieeiccciee e, 296
Figure 75 : Structure des molécules finales synthétisées ........ccccooveviieiiiiiccciei e, 297
Figure 76: Donneurs et accepteur de glycosyle synthétisés .........ccccevvviiiiiiiiei e, 298

Xl


file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897335
file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897340
file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897359
file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897360
file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897360
file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897361
file:///C:/Users/vaugenotj/Documents/Jeane%20Vaugenot-Thèse%20finale.docx%23_Toc34897362

Liste

des schémas

Schéma 1 : Synthése enzymatique de dérivés galactofuranosidiques.........cceeecvveeeeciieeeecieeecccieee e 35
Schéma 2 : Récapitulatif de la structure des molécules Cibles.........ccoveeieiiiiiicciiiie e 41
Schéma 3 : Moyens de contréle de la stéréochime d'une réaction de glycosylation par (A) I'utilisation
de groupe participant, (B) HAD, (C) effet de SOIVaNt ........cceeeeeciiii i 60
Schéma 4 : Formation de galactofuranosides par acylation a haute température .........ccceeeecvveeennes 61
Schéma 5 : Formation de furanoses par Silylation .........coccueii i 62
Schéma 6 : Formation de furanosides par réduction de [actone........ccceeeciveeicciiie e, 62
Schéma 7 : Formation de furanosides via un dithioacétal.........ccccovvierieiiiiiiniieii e 63
Schéma 8 : Formation de furanosides par réarrangement de pyranosides........cccceevvveerrivieeeeiiieeennns 64
Schéma 9 : Synthése de I'a-D-galactofuranoside par alkylation de la position anomeére..................... 64
Schéma 10 : Formation de furanosides par glycosylation de FisCher .......cccccovciviiiiiiiiicciiee e 65
Schéma 11 : Schéma rétrosynthétique des cibles ManNOPYranN0Ses........cccvevvciieeeeciieeescieee e 67
Schéma 12 : Schéma rétrosynthétique des furanosides Cibles.......cccceeeeeeciivieeie e, 68
Schéma 13 : Synthese de I'a-D-mannopyranoside d’azidoéthyle.........cccocvveiiiciiiiiniiiiiicciee e 69
Schéma 14 : Syntheése de I'azoture de ManNOPYIraNOSYIE . ...cuiicciiieiiciiie et 70
Schéma 15 : Synthése de I'azotude de B-D-galactofuranosyle .......cccueeevecieiiicciiie e 71
Schéma 16 : Synthese du 2,3-0-benzoyl-6-fluoro-6-déoxy-B-D-galactofuranoside d’octyle ............... 72
Schéma 17 : Synthese de 'azoture flUOIE...........veei i e e 73
Schéma 18 : SYNThESE e I'CCEPTRUN ..eeii it e et e e e e et e e e s entaeesenteeeeeanes 74
Schéma 19 : Synthese du donNEUr DrOME ..........oeiiiiiiie ettt e e e rre e e e e areee e eanes 74
Schéma 20 : Synthese des deux donneurs non fluorés thiophénylé et bromé ............ccccovveeiecinneenns 75
Schéma 21 : Réaction de glycosylation entre deux entités furanoses.........ccccecuveeeeciieeeeciiee e 76
Schéma 22 : Réaction de glycosylation en présence du couple NIS/TMSOTT ......cccceeeiieeivieccieeecreeenee. 77
Schéma 23 : Hypothese permettant d’expliquer la transglycosylation ..........ccoveeeciiiiicciiee e, 93
Schéma 24 : Ouverture du cycle fUFAN0SE 38.......ooeeiiieece ettt eneens 94
Schéma 25 : Proposition d’explication de I'isomérisation de I'accepteur 36 du donneur de glycoside96
Schéma 26 : Synthése enzymatique de diéthers d'Archaea 32.........ococveeiveeieicecee s 179
Schéma 27 : Synthése de diéthers a partir du phytol .......cc.ooeeiiiiiiiie e 180
Schéma 28 : Synthése de 1'archadol éNantiopur.......c.uviiiiiii e 181
Schéma 29 : Synthése du premier diéther macrocyclique a 36 carbones>®............ccceevveveveeeeenennn. 182
Schéma 30 : Synthése de la chaine ramifiEe™ ...........c.oovoiiiiiiiereceeeeeeee et 183
Schéma 31 : Voie de synthese pour I'obtention de diéthers symétriques .......ccccccvvvcveeeiicieeeeicneeenn, 183
Schéma 32 : Schéma rétrosynthétique de la liaison entre partie lipidique et plateforme................. 189
Schéma 33 : Schéma rétrosynthétique du diéther 23...........ooiiiiiiice e 190
Schéma 34 : Synthése du bromure de phytanyle 90.........ccueiiiiiiiiciiee e 191
Schéma 35 : Isolement de I'hydroxyle SECONAAIre ........coovciieeeiiiiiiecciiee e 191
Schéma 36 : Greffage de la chaine lipidique ramifi€e.........ceeeviiiiicciiii e 192
Schéma 37 : Synthese du diéther du glycérol 111 ........ooooiiiieiiiiieeeeeecee e e 192
Schéma 38 : Synthese de I'acide carboXyliQUE 23 ........oeiiiiiiieeiieeeceee ettt aaee e 193
Schéma 39 : Mécanisme d'oxydation d'un alcool catalysée par le TEMPO benzoate...........ccccuuee... 194
Schéma 40 : Mécanisme proposé de la réaction click catalysée au cuivre®® ........cccoovvvvevcevicieinninene, 224
Schéma 41 : Rétrosynthese des cOmMPOSES CILIES .........ooiiciiiieeiiiiee e e 230
Schéma 42 : Rétrosynthese de la partie plateforme.. ... e 231
Schéma 43 : Schéma rétrosynthétique de la seconde voie d'accés a la plateforme .........cccceeunnee.. 234
Schéma 44 : Synthese de I'eSPeCe NUCIEOTUZE ......oeecuiiiiieeeeeeee et 236
SChéma 45 : SYNTNESE @ 132.....ueeiiee ettt e et e e et e e e et e e e e atae e e eeataeeeeensaeeesannaeeaeas 236

XV



Schéma 46 :
Schéma 47 :
Schéma 48 :
Schéma 49 :
Schéma 50 :
Schéma 51 :
Schéma 52 :
: Synthese de 1a pPlateformMe ... e e 295
Schéma 54 :
Schéma 55:

Schéma 53

Déprotection des trois hydroxyles de 132........cueieeeiieiieciiee et 238
Schéma réactionnel de I'élongation des chaines du bras de la plateforme.................... 239
SYNthEse du COMPOSE 137 ..cieiiiieiciiieeetee ettt e st e e s e e s s sabee e s e sabeee e enareeas 240
Déprotection de I'nydroxyle trityl€........ooeeiiieciii e 240
Couplage de la plateforme a la partie lipidique........oooeciieiiiiiieiece e 242
Couplage de la plateforme a la partie lipidique par utilisation du SOCl, ....................... 242
Réaction click @ntre 121 €t 24 ..o iiiii et 244

Synthése de la partie PidigUe......occuiii i 295
Alternative pour la synthese des disaccharides flUOrés ..........cccccvvveeeiiiiiieciiee e 299

XV



Liste des tableaux

Tableau 1 : Les différents Th et 1eurs rdlesZ®.........c.oouiveveieieieeeeeeeteetete ettt ettt ere s 8
Tableau 2 : Exemples de couples donNeur/promMoteUN.........cuecveecieecieecieeeeesee e ere e esreesreesreesanesaneens 59
Tableau 3 : Conditions et résultats de la réaction entre le donneur 52 et I'accepteur 38 (structures
PrésentEes SUN 12 fIGUIE 35) .. ittt et e et e e s tte e s teeebeeesateeennaeesnseeenseeesnseenn 78
Tableau 4 : Conditions et résultats de la réaction entre le donneur 53 et I'accepteur 36 (structures
o] f Ty o LTI U ol I 7 ={ U T 1) TP 79
Tableau 5 : Différences de déplacements chimiques observés en RMN H entre pyranoside et
furanoside (a correspond a I'entité réductrice et b I'entité non réductrice).......ccccceeeeiveeiicieeeeccnnennn. 84
Tableau 6 : Différences de déplacements chimiques observés en RMN 3C entre pyranoside et
LU T oo 1Y [ [T 85
Tableau 7 : Déplacements chimiques des protons et carbones anomeres de I'entité réductrice........ 85
Tableau 8 : Tableau récapitulatif des réactions de glycosylation entre donneur non fluoré et
I'accepteur 36 (STruCtUres fIZUIE 40) .......c.uii ittt e e tee e e e e bee e e e e bee e e e s abeee e eeaneeas 87
Tableau 9 : Récapitulatif des déplacements chimiques des protons et carbones anomeéres des
disaccharides MONOTIUOIES B8 @ 73 ......cooc ittt e et e e e e bte e e e eeate e e e searaeeesntaeesssteeeeeanes 91
Tableau 10 : Tableau des conditions testées pour isomériser I'accepteur 36 .......ccccvvevvvveeeeeiveeeeennnen. 94
Tableau 11: Valeurs des fonctions de Fukui condensées pour les deux conformations de |'accepteur99
Tableau 12 : Tableau récapitulatif des masses des saccharides déprotégés caractérisés.................. 103
Tableau 13 : Table of conditions and yields of glycosylation reaction with brominated donors ....... 134
Tableau 14 : Table of conditions and yields of glycosylation reaction with thiophenylated donors.. 134
Tableau 15 : TH NMR (CDCl3) data [8 (J, HZ)] cvevreeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e seese s eeseeeseses e sees s eeeens 158
Tableau 16 : 3C NMR (CDCl3) data [8 (Jor, HZ) ] voveieiereeiecee ettt ettt et eneas 160
Tableau 17 : Protection de I'alcool primaire de I'alcool p-hydroxybenzylique ........cccocvvveveiieeennnneen. 232
Tableau 18 : Bases testées pour I'activation de la fonction hydroxyle .......cccccveeecieiiiccen e, 232
Tableau 19 : Conditions testées pour le couplage de 124 et 128 ......ccccvevevviieeicciiee e, 233
Tableau 20 : Bases testées pour la réaction de couplage entre le dérivé phénolique 124 et le tosylate
1. O SPR 237

XVI



Liste des abréviations

9-BBN : 9-borabicyclo[3.3.1]nonane

ACN : Acétonitrile

Ac : Acétatyle

ADMP : 2-azido-1,3-dimethylimidazolinium
hexafluorophosphate

APC: Antigen presenting
présentatrice d’antigéene

AUD : Archaeosome ultradéformable

BCR : B cell receptor, récepteur de lymphocte B
CCM : Chromatographie sur couche mince

CHex : Cyclohexane

CHOL : Cholestérol

CLR : C-type lectin receptor, récepteur lectine de
type C

COSY : Correlation spectroscopy, spectroscopie
de corrélation

DAMP : Damage antigen molecular pattern,
motif moléculaire associé aux dégats

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne

DC : Dendritic cell, cellule dendritique

DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

DCM : Dichlorométhane

DFT : Density Functionnal Theory

D-Galf : D-Galactofuranose

DGGGP : 2,3-di-O-géranylgéranyl-sn-glycérol-1-
phosphate

DHAP : Dihydroxyacétone phosphate

DMAP : 4,4-Diméthylaminopyridine

DMF : N,N-Diméthylformamide

DMPC : Dipalmyristoylphosphatidyl choline
DMC: 2-chloro-1,3-dimethylimidazolium
chloride

DMPG : Dipalmyristoylphosphatidyl glycérol

Eq : Equivalent

Et : Ethyle

FPP : Farnésyl diphosphate

GA : Groupe activateur

G-1-P : sn-Glycérol-1-phosphate

GP : Groupe protecteur

GGGP : 3-0-géranylgéranyl-sn-glycérol-1-
phosphate

GGPP : géranylgéranyl pyrophosphate

HMBC : Heteronuclear Multi-Bond Connectivity,
Connectivité hétéronucléaire multi-liaison

HSQC : Heteronuclear  Single  Quantum
Coherence

cell, cellule

IC : Concentration inhibitrice médiane
IPP : isopentényl diphosphate

LA : lactosyl archaeol

LAM : Lipoarabinomannane

LB : Lymphocyte B

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocyte T

MHC Major histocompatibilité
complexe majeur d’histocompatibilité
MPLA : Lipide A monophosphorylé
MR : Mannose receptor, récepteur a mannose
MS : Spectrométrie de masse

NK : Natural killer

NLR : NOD-like receptor

PAMP: Pathogen associated molecular pattern,
motif moléculaire associé aux pathogénes

PEG : Polyéthylene glycol

PRR : Pattern recognition receptor, récepteur de
motif

RMN : Résonance magnétique nucléaire

SLA : sulfated lactosylarchaeol

TACA : Tumor associated carbohydrate antigen,
antigéne saccharidique associé aux tumeurs

TBS : Tert-butylsilyle

Tc : Lymphocyte T cytotoxique

TCR : T cell receptor, récepteur des lymphocytes
T

TFA : Acide trifluoroacétique

Th : Lymphocyte T helper

TLR : Toll like receptor

Tm : Température de transition de phase

Tn : a-GalNAc

TNF : Tumor necrosis factor, facteur de tumeur
nécrosante

Treg : Lymphocyte T régulateur

TOCSY : Total correlation spectroscopy

UDP : Uridine diphosphate

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

complex,

XVl



Glossaire

Agent fusogeéne : Substance permettant la fusion entre des cellules ou entre cellules et molécules.

Anticorps : Protéine sécrétée par les lymphocytes B ou les plasmocytes qui reconnait un épitope
particulier d’'un antigene et facilite I’élimination de ce dernier.

Antigéne : Substance capable d’engendrer une réponse immunitaire.

Apoptose : Processus, souvent appelé mort cellulaire programmée, par lequelle la cellule initie une
voie de signalisation qui aboutit a sa propre fin.

Archae : Microorganisme unicellulaire procaryote se développant dans des milieux extrémes.
Archaéolipide : Lipide constituant les membranes des Archaea.
Archaeosome: Liposome composé d’archaeolipides.

Avidité : Force de liaison antigéne-anticorps lorsque les épitopes multiples d'un antigene
intéragissant avec les sites de liaison multiples d’un anticorps.

Biodisponibilité : Proportion d’une substance qui atteint la circulation sanguine sans étre dégradée.

CD80, CD86 et CDA40 : Collection d’anticorps qui reconnaissent tous un antigene trouvé sur un ou des
types particuliers de cellules. Chaque antigéne reconnu par une telle collection d’anticorps est appelé
marqueur CD et est assorti d’un numéro d’identification spécifique.

Cellule dendritique : Cellule présentatrice d’antigénes faisant le lien entre I'immunité innée et
I'immunité adaptative.

Cellule natural killer : Type de lymphocyte cytotoxique qui n’a pas de récepteur T ou B.

Cellule présentatrice d’antigénes: Toute cellule qui peut appréter et présenter les peptides
antigéniques en association avec les molécules du CMH Il et délivrer un signal de costimulation
nécessaire a I'activation des LTs (macrophages, cellules dendritiques, LBs).

Chimiokine : Sous-groupe des cytokines dont le réle est d’attirer des cellules spécifiques sur le site de
I'infection.

Cytokine : Protéine soluble qui assure la communication entre les différents composants des deux
immunités.

Dendrimeére : Macromolécule dont la forme reprend celle des branches d’un arbre.

Endosome : Vésicule située dans le cytoplasme qui fusionne avec des vésicules en provenance de
I’espace extracellulaire pour véhiculer leur contenu vers la région la plus pertinente.

Epitope : Partie d’un antigene reconnue et fixée par un anticorps ou par le récepteur d’antigéne des
LBs ou des LTs, appelé aussi déterminant antigénique.
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Erythrocyte : Globule rouge.

Eucaryote: Ensemble des organismes qui possédent un noyau et des organites délimités par des
membranes.

Granulocyte : Tout leucocyte qui contient des granules cytoplasmiques.
ICso : Concentration d’un composé inhibant 50% de I'effet observé.

Immunité adaptative : Défenses de I'hGte effectuées par les LBs et les LTs a la suite a de I'exposition
a un antigéne; elles présentent les caractéres de spécificité, de diversité, de mémoire et de
reconnaissance du Soi et du non Soi.

Immunité innée : Défenses non antigénes spécifiques de I’héte qui existent avant I’exposition a un
antigene et impliquent des mécanismes qui ne présentent pas de caractéres adaptatifs ni de
mémoire.

Immunogeéne : Substance capable de susciter une réponse immunitaire.

Immunoadjuvant : Substance agissant pour augmenter la réponse immunitaire a un antigéne avec
lequel il est administré.

Immunoglobuline : Protéine qui reconnait un épitope particulier des antigenes et facilite son
élimination, aussi appelé anticorps.

Immunostimulant : Substance qui stimule le systeme immunitaire.

Immunosuppresseur : Substance qui inhibe le systeme immunitaire.

Interleukine : Groupe de cytokines sécrétées par les leucocytes.

Lectine : Protéine qui lie les glucides.

Leucocyte : Cellule blanche du sang, inclus les lymphocytes, les granulocytes, les macrophages.
Lipoplexe : Liposome particulier composé de lipides et de fragments d’ADN.

Liposome : Vésicule lipidique dont la membrane est constituée d’une ou plusieurs bicouches de
lipides.

Lymphocyte B: lymphocyte qui se développe dans la moelle osseuse et exprime un anticorps
membranaire. Aprés interaction avec l'antigéne, il se différencie en plasmocyte sécréteurs
d’anticorps et en cellule mémoire.

Lymphocyte T : Lymphocyte qui se développe dans le thymus et qui exprime le récepteur des cellules
T, CD4 ou CD8

Macrophage : Leucocyte phagocytaire qui joue des réles dans I'immunité innée et I'immunité
adaptative.

Multivalent : Ayant plus d’un site de liaison pour un ligand.
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Opsonisation : Recouvrement de la membrane, ce qui favorise sa phagocytose.
Organisme mésophile : Organisme qui prospére a des températures modérées (25-40 °C).

PAMP et PRR: Motifs moléculaires communs aux pathogenes mais absents des mammiferes. Les
PAMPs sont reconnus par les différents récepteurs du systeme immunitaire, les PRRs.

Phagocyte : Cellule douée de la capacité a internaliser et dégrader des pathogenes.

Phagocytose : Capture de matériel particulaire par les cellules, par internalisation
Plasmocyte : Cellule effectrice de la lignée des LBs qui sécréte les anticorps.

Procaryote : Organisme dont la structure cellulaire ne comporte pas de noyau ni d’organites
membranés.

Tensioactif : Substance capable de réduire la tension de surface entre deux surfaces.

Systeme du complément : Groupe de protéines qui interagissent les unes avec les autres et avec
d’autres molécules de I'immunité innée et adaptative pour conduire a la reconnaissance et a
I’élimination des pathogenes.

Tc ou CD8+: Cellule T effectrice qui peut entrainer la lyse des cellules cibles en exprimant des
peptides antigéniques complexé a une molécule du CMH 1.

Th ou CD4+ : Lymphocyte stimulé par I'antigene pour fournir des signaux qui favorisent les réponses
immunitaires.

Thl : Sous-population de cellules CD4 qui augmente la réponse immunitaire cytotoxique contre les
pathogénes.

Th2 : Sous-population de cellules C qui augmente la production d’anticorps par les LBs et les
réponses immunitaires contre les pathogenes.

Virosome : Liposome préparé a partir de membrane de virus.
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Chapitre 1 : Introduction générale

L. Contexte général

Récemment le gouvernement francais a voté une loi obligeant les nourrissons a subir non plus 3 mais
11 vaccins obligatoires afin de les protéger contre I'Haemophilus influenzae B (provoquant
pneumopathies et méningites), la coqueluche, la rougeole, les oreillons, la rubéole, le méningocoque
C et le pneumocoque, en plus de la trilogie diphtérie, tétanos et poliomyélite.! Malgré une actuelle
défiance de la population, la vaccination est encore de nos jours I'un des plus grands succés de la
recherche médicale. Certains pensent que les vaccins sont a I'origine de maladies auto-immunes ou
encore d’autisme.? lls dénoncent des effets secondaires parfois violents pour les enfants en bas age
ainsi que la présence d’aluminium dans les vaccins qu’ils rendent responsable de I'origine de
maladies neurologiques.® Tous ces arguments ont été démentis* et dans les faits, les campagnes
mondiales de vaccination ont permis de réduire a I'’état de niche certaines maladies comme la
tuberculose par exemple.> Depuis les premiers travaux de Jenner en 1796,° de nombreuses
découvertes ont permis d’en améliorer I'efficacité. Il est parvenu a prouver que les personnes ayant
été en contact avec la vaccine (variole bovine) étaient protégées contre la variole. Il utilisait alors le

pus des pustules des animaux afin d’'immuniser la population de la maladie.

Les premiers vaccins étaient composés de virus ou de bactéries atténués, voire tués (figure 1-A).
C’est le cas du vaccin contre la rage par exemple. Plus tard, I'utilisation de fragments de pathogénes
ou de toxines sécrétées par les bactéries a permis d’immuniser la population contre des maladies
telles que le tétanos (figure 1-B).” Maupas a ouvert, dans les années 70, la voie aux vaccins
antigéniques (figure 1-C).% Les antigénes sont des substances capables d’engendrer une réponse

immunitaire.

Figure 1 : Evolution schématique des vaccins (A), vaccin classique incorporant un pathogéne entier, (B) vaccin

basé sur une protéine et (C) vaccin peptidique®

L'utilisation de pathogénes entiers peut provoquer des réactions systémiques (fievre, maux de téte,

nausées), ce qui explique que les recherches se soient concentrées sur 'identification et I'isolement



de fragments antigéniques de plus en plus petits. Les peptides antigéniques sont une des solutions
pour diminuer les effets indésirables des vaccins. Cependant ils ne permettent pas d’obtenir une
réponse immunitaire suffisante et durable pour garantir I'immunisation. Afin d’en améliorer
I'efficacité, des immunoadjuvants ont été ajoutés & la formulation du vaccin.’® Ils modulent la

réponse immunitaire afin d’en augmenter la rapidité ainsi que I'intensité.!

Les immunoadjuvants entrent également dans la composition de vaccins anticancéreux et anti-
hépatiques (cancer de I'utérus 2, hépatite B 13). Bien qu’ils ne soient pas encore efficaces dans le cas

des cancers avancés, ils peuvent étre utilisés en prévention et aux premiers stades de la maladie.!**

Les immunoadjuvants sont une sous-famille d’une catégorie de composés appelés
immunomodulateurs. Ces substances ont un effet, stimulant ou suppresseur, sur le systéme
immunitaire. lls peuvent réguler, altérer la portée, le type, la durée ou l'intensité de la réponse
immunitaire.!! Les immunosuppresseurs ont pour but d’inhiber le systétme immunitaire. lls sont
utilisés dans des cas de réponses immunitaires excessives ou non souhaitées (allergies, greffes,
maladies auto-immunes).'® Les immunostimulants, au contraire, permettent une meilleure résistance
du corps face aux infections et autres maladies en augmentant le niveau basique de la réponse
immunitaire. lls sont le plus souvent non spécifiques et utilisés en cas d'immunodéficience.! Enfin les
immunoadjuvants sont ajoutés aux vaccins (préventifs et curatifs) afin d’accroitre la rapidité de la

réponse immunitaire et assurer une immunisation sur le long terme.

L’engouement autour des vaccins peptidiques, les traitements anticancéreux ciblés ou contre le VIH,
a entrainé le développement de la recherche sur les immunoadjuvants, nécessaires pour un résultat
efficace. De nombreuses substances sont actuellement testées cliniquement pour leurs propriétés

d’immunostimulation.®’

Les laboratoires pharmaceutiques sont en quéte constante de nouvelles molécules
immunostimulantes ou immunoadjuvantes spécifiques et performantes. La synthése de molécules
ciblant le systeme immunitaire et efficacement détectées par celui-ci afin d’initier une réponse

spécifique et maitrisée est un des challenges actuels de la rechercher en chimie médicinale.

Dans ce chapitre bibliographique, la premiére partie est consacrée a quelques notions importantes
sur le fonctionnement du systéme immunitaire, les cellules qui le composent et les mécanismes qui
permettent de I'activer. La seconde partie est dédiée a la description des glycolipides, reconnus pour
leurs propriétés immunoadjuvantes. La partie lipidique et la partie saccharidique y sont décrites ainsi

que leur réle dans les interactions avec le systéeme immunitaire. Enfin, la derniére partie se concentre



sur I'objectif de cette thése avec la description des molécules que nous avons choisies de

synthétiser.

II. Lemode de fonctionnement des immunostimulants

1. Les cellules du systeme immunitaire

Le systéme immunitaire se compose d’un ensemble complexe de cellules, de molécules et d’organes
travaillant ensemble mais également en collaboration avec d’autres systemes du corps (endocrinien
par exemple). L'immunité peut étre décrite de différentes maniéres en fonction des propriétés
étudiées. L'acquisition de cette immunité, par exemple, méne a la différenciation entre immunité
passive (transfert mére-enfant, antidotes) ou acquise.'® L'immunité peut également é&tre décrite en
fonction des entités qui la composent. L'immunité humorale est due aux médiateurs solubles

(anticorps, protéines) et I'immunité cellulaire aux organismes (macrophages, lymphocytes).

Enfin, une distinction peut étre faite entre I'immunité innée, plus rapide, qui permet au corps de
gérer les infections bénignes et courantes, et I'immunité adaptative, plus spécifique de chaque
pathogéne.? La figure 2 illustre la mise en place de ces deux immunités aprés une infection. La
premiere, la réponse innée entraine la sécrétion des substances solubles (peptides, cytokines et
chimiokines) ainsi qu’a I'activation de phagocytes. La combinaison de ces phénoménes peut suffire a
éliminer le pathogéne. Lorsque ce n’est pas le cas, la réponse adaptative est alors initiée par les
cellules dendritiques (a l'interface entre les deux immunités). Elles peuvent interagir directement
avec les lymphocytes T (LTs). Les LTs peuvent alors directement combattre I'infection, de maniere
ciblée ou participer a I'activation des lymphocytes B (LBs). Ces derniers sécretent alors des anticorps

qui neutralisent le pathogene et améliorent son élimination par les cellules telles que les phagocytes.
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Figure 2 : Relation entre I'immunité innée et I'immunité adaptative?®

a. Les cellules de 'immunité innée

L'immunité innée est la premiére a intervenir lors de I'intrusion d’un pathogeéne dans le corps. Elle
comprend des barrieres physiques (peau, muqueuses) mais également des barrieres chimiques
(substances solubles antimicrobiennes ou acides) sécrétées par les cellules épithéliales. Si le
pathogéne surmonte ces barrieres, la réponse du systéme immunitaire innée se déclenche en

quelgues minuntes seulement, entrainant la destruction du pathogéne par phagocytose.?

2 ||s sécrétent également de

Celle-ci est effectuée par les macrophages ou des granulocytes.
nombreuses chimiokines et cytokines afin d’activer et d’attirer d’autres cellules du systéme

immunitaire (inné et adaptif).

Les cytokines sont des protéines solubles qui assurent la communication entre les différents
composants des deux immunités. Elles ont une activité antimicrobienne directe ou permettent de
recruter des liquides et des cellules sur le site de lI'infection provoquant un gonflement localisé,
I'inflammation. Les chimiokines représentent un sous-groupe des cytokines dont le réle est d’attirer

des cellules spécifiques sur le site de I'infection.?

Les cellules NK (Natural Killer) sont des lymphocytes qui reconnaissent des composants associés aux
pathogénes, au stress et aux lésions. Il s’agit des seuls lymphocytes appartenant a I'immunité innée

puisqu’ils ne sont pas spécifiques a un pathogene. Aprés reconnaissance de l'antigéne par ses



récepteurs, les cellules NK produisent des protéines cytotoxiques qui tuent les cellules par apoptose

ainsi que des cytokines dont le réle est d’activer les macrophages (du systéme adaptatif).1>?*

En plus du réle défensif, le systeme inné permet d’alerter et d’activer le systéme adaptatif via les
cellules présentatrices d’antigénes ou APCs. Les plus connues sont les cellules dendritiques (DCs)
qui reconnaissent les agents pathogénes grace a leurs nombreux récepteurs, les ingérent et les
fragmentent afin de présenter un antigéne aux lymphocytes T (figures 2 et 3). Cette interaction sera
décrite dans le paragraphe suivant. Bien qu’appartenant au systeme inné, ces cellules sont
indispensables pour la communication inter-cellulaire et le déclenchement de I'immunité

adaptative.?

b. Les cellules de 'immunité adaptative

Lorsque la réponse innée n’est pas suffisante, I'immunité adaptative prend le relais. Plus lente a se
mettre en place, elle nécessite plusieurs intermédiaires cellulaires afin de répondre de maniére

ciblée a l'infection (figure 2).

La mise en place de I'immunité adaptative résulte d’'une coopération avec I'immunité innée. Lorsque
les pathogeénes pénetrent la barriere épithéliale, ils sont interceptés par les APCs. Ces cellules ont

pour rdle, entre autres, d’activer les différents lymphocytes du systéme immunitaire.*®

Les DCs internalisent les pathogénes dans des phagosomes, les dégradent et en présentent un
fragment aux lymphocytes T. Cette présentation se fait via I'expression d’une protéine a la surface de
la cellule dendritique, le complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) (figure 3). Il existe deux types
de MHC, le MHC de type | et le MHC de type Il. Le complexe peptide/MHC est reconnu par les
récepteurs des lymphocytes (TCRs) et permet de lancer leur différenciation. Le MHC de type | est
destiné a activer les lymphocytes T cytotoxiques (Tc ou CD8+) afin de rendre ces cellules effectrices.
Celui de type Il engendre la différenciation des lymphocytes T helper (Th ou CD4+). Les noms CD8+ et
CD4+ proviennent de protéines exprimées a la surface des lymphocytes, différentes en fonction de

leur activité.?>?¢

En plus des MHC, les cellules dendritiques, une fois activées par les pathogenes, expriment des
protéines de co-stimulation CD80, CD86 ou encore CD40 qui se lient également a des récepteurs
présents sur les LTs naifs (encore non différenciés), qu’ils soient Tc ou Th. En fonction de I'épitope
antigénique détecté, les cellules dendritiques sécretent également des cytokines qui interviennent
dans I'activation des Tc et Th ainsi que dans la différenciation des lymphocytes Th et orientent la
nature de ces derniers (figure 3). Les cellules dendritiques sont donc d’'une importance capitale dans

la mise en place de I'immunité adaptative.?
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Figure 3 : Interactions entre les cellules dendritiques et les lymphocytes Th*?

Les lymphocytes T, une fois activés, se différencient et acquierent alors leur réle au sein du systéeme
immunitaire. Il existe 5 grandes sous-populations de lymphocytes Th (tableau 1) qui régulent
I'immunité humorale en sécrétant des cytokines. Les lymphocytes Tc ont pour réle de tuer les
bactéries, les virus, mais également les cellules tumorales ou les cellules soumises a un stress. Les LTs
sont activés grace aux cellules dendritiques et également aux cytokines sécrétées par les cellules Th.
Les lymphocytes Tc induisent la mort des cellules par apoptose en libérant le contenu de granules au
sein du cytoplasme des cellules infectées. Les lymphocytes Tc possédent un ligand sur leur
membrane cellulaire qui interagit avec un récepteur situé sur le pathogéne, induisant la nécrose de la

cellule t”?

Une fois I'infection traitée, la plupart des lymphocytes T sont détruits par apoptose. Certains vont

cependant persister et constitueront ainsi une mémoire de lymphocytes T.

Tableau 1 : Les différents Th et leurs roles?®

Sous-population de Roles

Th

Thl Activation et stimulation des macrophages, favorisation de la fixation du
complément, différenciation des Tc

Th2 Activation des réponses anti-helminthes (vers parasitaires), activation des
lymphocytes B pour la production d’anticorps

Th17 Activation de I'immunité cellulaire, inflammation, protection contre les
infections fongiques et les bactéries extracellulaires

Tfh Différenciation des lymphocytes B

Treg Régulation des réponses immunitaires et inflammatoires




En plus des différents lymphocytes T, le corps sécrete des lymphocytes B. Chaque cellule B exprime
un type unique de récepteur (BCR, B Cell Receptor) de I'antigene. Quand ce dernier interagit avec le
récepteur, il induit une prolifération de cellules B par la production de clones avec la méme
spécificité. Cet antigéne peut étre détecté par la cellule B elle-méme, ou par le biais de macrophages
ou de de cellules dendritiques particuliéres. La reconnaissance de I'antigene par le BCR provoque
I’activation de la cellule B : la membrane de la cellule recouvre alors I'ensemble BCR/antigéne et
provoque leur agrégation puis leur internalisation et enfin |la présentation de I'antigéne a la cellule Th
de méme spécificité. Suite a cette interaction, les cellules B se différencient en plasmocytes qui
sécretent des anticorps IgM ou fondent des centres germinatifs afin d’engendrer des anticorps de
haute affinité. Ces anticorps vont se fixer au pathogene. Ce marquage permet sa reconnaissance par
le complément qui assure alors la destruction (le complément sera détaillé dans la partie suivante). A
la fin de la réponse cellulaire B, une mémoire sur le long terme est mise en place par des cellules B a
mémoire recirculante et par la sécrétion en permanence de ces anticorps destinés aux antigénes

déja rencontrés. 9%

c¢. Lesysteme du complément

Le systeme du complément fait partie intégrante de I'immunité innée. Cependant il coopeére avec le
systéme adaptatif. Il comprend des protéines qui circulent de maniére inactive dans le sang et
nécessite une modification pour étre activé. La voie classique d’activation du complément passe par
des anticorps qui se fixent sur des antigénes. Cela permet la fixation du complément sur le
pathogéne (qui aboutit aprés une cascade réactionnelle a la lyse de la cellule ciblée). Une deuxiéme
voie possible passe par des lectines qui se fixent sur les glycosides présents a la surface des bactéries
(puis le méme chemin que la voie classique est suivi). Les protéines du complément peuvent
provoquer la mort d’une cellule de plusieurs fagons, par opsonisation (recouvrement de la
membrane, ce qui favorise sa phagocytose) ou en provoquant de larges pores dans la membrane de
la cellule visée®®, Les protéines du complément peuvent également se lier aux cellules présentatrices
d’antigenes ou aux lymphocytes T et B afin de produire des cytokines qui participent a leur

activation.'®3!

Le systeme immunitaire est une machine complexe, qui nécessite le recrutement de nombreuses
cellules spécifiques a chaque réponse immunitaire. L'immunité innée est la premiére a se mettre en
place pour empécher une contamination avec des cellules effectrices et peu spécifiques telles que les
macrophages, les cellules NK et les granulocytes, mais également des cellules permettant de

communiquer avec celles de I'immunité adaptative et les protéines du complément et les DCs (figure



4). Ces dernieres assurent |'activation des différents lymphocytes, nécessaires lorsque I'immunité

innée ne suffit pas a éliminer le pathogéne.
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Figure 4 : Les cellules du systéme immunitaire?

2. Lareconnaissance des pathogenes

La mise en place d’une réponse immunitaire, qu’elle soit innée ou adaptative, n’est possible que
grace a la reconnaissance et I'identification des pathogenes comme des molécules extérieures au

corps.

Cette reconnaissance est due a l'interaction entre des protéines présentes a la surface du pathogene
(les PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Patterns) et des récepteurs spécifiques situés a la
surface ou a l'intérieur des cellules du systéme immunitaire (appelés PRRs pour Pattern Recognition
Receptors). L'interaction entre les PAMPs et les PRRs entraine une cascade signalétique au sein de la
cellule menant aux réponses exposées plus haut (phagocytose, sécrétion de protéines, ...) du systeme
immunitaire inné et adaptatif (figure 5). Parmi ces PAMPs, on retrouve des complexes glucidiques,
des lipides, des lipopolysaccharides, des peptidoglycanes, des acides nucléiques... Ces structures sont

spécifiques a des classes de microbes et essentielles pour leur survie.?%33
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Figure 5 : Activation du systéme immunitaire par les DCs*°

Plusieurs familles de PRRs ont pu étre identifiées au cours des dernieres années dont les Toll-like

(TLRs), les NOD-like (NLRs), les lectines de type C (CLRs).

a) Les récepteurs Toll-like

Ce sont des diméres riches en leucines. 13 TLRs ont été recensés a ce jour, dont 10 chez 'Homme. Ils
peuvent se présenter sous la forme de protéines transmembranaires et se lier a des PAMPs présents
sur la surface des pathogénes ou se trouver dans des endosomes ou lysosomes et reconnaitre des
PAMPs libérés par la dégradation des pathogenes (des acides nucléiques par exemple). Les ligands

des TLRs sont donc nombreux et variés : lipopeptides, lipopolysaccharides (LPS), ARN, etc.103%3>

b) Les lectines de type C

Cette superfamille de récepteurs se lie surtout a des sucres et polysaccharides grace a la présence
d’ion calcium Ca?. lls sont présents sous forme soluble comme transmembranaire. Parmi les CLRs, on
retrouve le DC-SIGN, présent a la surface des macrophages et des DCs. Il peut notamment interagir
avec le lipoarabinomannane de mannosyle et induire la production de I'interleukine IL-10 (cytokine
ayant un effet immunosuppresseur).® Un autre exemple de CLR est le Dectin-1. Il se lie aux B-
glucanes, ce qui provoque la production de cytokines activant les Thl et Th17. Enfin le récepteur a
mannose (MR) interagit avec le mannose, mais également le fucose ou la N-acétylglucosamine
présente sur la paroi des pathogénes, et conduit a la phagocytose du pathogene et la production de

nombreuses cytokines.3%3¢
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c) Les récepteurs de type NOD

Cette famille de récepteurs a la particularité d’étre présente sous forme soluble. Ces récepteurs
cytosoliques peuvent se lier a des fragments de la paroi cellulaire, des PAMPs ou des DAMPs
(Damaged Associated Molecular Pattern, molécules sécrétées par des cellules soumises a un stress)
et des cristaux. lIs induisent la production de cytokines et de chimiokines telles que I'lL-23 et IL-1 qui

activent les lymphocytes Th17.2%37

Lorsque les APCs détectent un PAMP, I'antigéne est internalisé puis présenté aux cellules T et/ou B.
Une fois encore, c’est la liaison avec un des récepteurs spécifiques du complexe antiggéne/MHC qui

permet I'activation de la réponse immunitaire.

d) Les récepteurs des cellules B

lls ont une structure d’anticorps liés a la cellule par une partie transmembranaire. Apres avoir été
stimulées par un antigene, les cellules B produisent des anticorps qui sont des clones de leurs
récepteurs, sans la partie transmembranaire. Les BCRs sont composés de plusieurs domaines
Immunoglobuline, IgM et IgD. Tout comme les anticorps, ils posseédent deux chaines lourdes et deux
chaines légeres liées entre elles par des ponts disulfures. Chacune de ces chaines est caractérisée par
une partie variable et une partie constante (voir figure 6).3® Lors d’une interaction antigéne/BCR, la
conformation du BCR est altérée, ce qui induit le recrutement d’enzymes au niveau de la membrane
plasmique et perturbe les concentrations salines. L'augmentation de la concentration en calcium
intracytoplasmique inhibe la production d’'une cytokine (IL-2) qui contrble la prolifération des

lymphocytes T.293°

e) Les Récepteurs des lymphocytes T

Comme évoqué précédemment, les TCRs se lient a un complexe MHC/antigéne. Les TCRs sont
composés de deux hétérodimeres (deux polypeptides différents a et B) possédant des parties
variables, constantes, transmembranaires et intracytoplasmique reliées par un pont disulfure (figure
6).%% En plus des TCRs, les lymphocytes T possédent des corécepteurs, CD4 et CD8 (en fonction de la
nature du lymphocyte T) qui sont capables de reconnaitre les complexes MHC/antigéne. CD4 et CD8
fixent des régions du MHC. Ce dernier est donc lié au lymphocyte par le TCR et un corécepteur afin
de favoriser les cascades d’événements intracellulaires qui activent les lymphocytes T (voir figures 3
et 4). Lorsque le TCR interagit avec un antigéne, les corécepteurs se regroupent en cluster et
|'association de CD4 ou CD8 a des enzymes initie les réactions intracellulaires. Les lymphocytes

peuvent ainsi sécréter des cytokines, des chimiokines et combattre I'infection.*
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Figure 6 : Structures des BCRs et TCRs*
3. Mode d’action des immunoadjuvants

Le role des immunoadjuvants consiste a activer le systéme immunitaire mais également a créer une
mémoire. Pour cela ils doivent assurer I'activation des différents lymphocytes T et B. Plusieurs modes
d’action peuvent étre envisagés. lls peuvent cibler les cellules du systeme inné telles que les APCs

(macrophages ou DCs) ou méme directement les lymphocytes (B et T).

Les APCs sont une cible de choix pour les adjuvants puisqu’elles initient la réponse immunitaire
adaptative et qu’elles possedent de nombreux récepteurs a leur surface. Une des méthodes
imaginées est |'utilisation de nano- et microparticules lipidiques, polymériques ou métalliques
comme véhicules afin de délivrer spécifiquement un traitement. Lorsque les particules sont
suffisamment petites (moins de 5 um), elles sont endocytées par les DCs, sans méme avoir besoin
d’un ligand spécifique aux récepteurs de ces cellules. Elles peuvent ainsi libérer le contenu
antigénique qu’elles contiennent a l'intérieur des DCs et mettre en place toute la chaine de
présentation de I'antigéne. Lorsque la taille de la particule est plus importante, il devient plus
intéressant d’y greffer des molécules qui seront reconnues par les récepteurs des DCs tels que des

sucres, des lipides ou des peptides antigéniques.?#264344

Des substances solubles peuvent également étre ajoutées a la formulation des vaccins comme des
lipopolysaccharides (LPS) ou certaines cytokines comme le TNF-a. En se liant aux récepteurs des DCs,
ils induisent la maturation de ces derniéres et favorisent I'assimilation des antigénes du vaccin.” Les
chimiokines ou leurs agonistes peuvent également étre utilisés comme adjuvant afin de recruter les

DCs sur le lieu de I'injection du vaccin.®
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Certaines interactions ligand/récepteur a la surface des DCs entrainent la production de cytokines
spécifiques. L'utilisation d’analogues de ces substances dans des vaccins permet ainsi la sécrétion de

substances comme certaines interleukines qui favorisent ensuite le développement des lymphocytes

T 24,26,44,45

Outre les APCs, les adjuvants peuvent cibler les lymphocytes T. En fonction de I'effet souhaité, ils
peuvent servir a augmenter la production de certains lymphocytes et a diminuer celle d’autres
populations lymphocytaires. Par exemple, dans le cas de maladies auto-immunes ou d’allergies, les
lymphocytes Th et Tc sont présents en grande quantité et produisent des effets indésirables. Afin de
limiter le nombre de lymphocytes, une des stratégies employées est de stimuler la prolifération des
lymphocytes Treg grace a certaines cytokines, afin de réguler les populations de ces cellules.** D’un
autre coté, si I'effet souhaité est une augmentation du nombre de lymphocytes Th ou Tc, il faut alors
diminuer celui des Treg. Pour cela, des antagonistes de récepteurs des DCs sont utilisés. Ils inhibent

la production d’IL-10 nécessaire au développement des Treg.*®

Certaines combinaisons de cytokines peuvent également étre utilisées afin d’orienter la réponse
immunitaire. En effet, I'IL-12 et le TNF-y sont associés aux réponses Thi, alors que I'lL-4, 5 et 13

plutdt aux réponses Th2.%

Actuellement, I'adjuvant le plus utilisé dans la formulation de vaccin est un mélange de sels
d’aluminium (hydroxyde et phosphate). Il permet d’augmenter la réponse inflammatoire, d’obtenir
une meilleure assimilation des antigenes par les APCs et une production plus importante d’anticorps.

Il est utilisé dans de nombreux vaccins contre les hépatites, la méningite, la poliomyélite, etc.104®

A partir du milieu des années 90, de nouveaux adjuvants ont fait leur apparition dans des vaccins. Les
liposomes, par exemple, sont utilisés comme véhicules encapsulant la substance au sein d’'une
sphére de lipides ciblant les APCs. Des antigénes peuvent également étre liés a des virosomes
(vésicules mimant la membrane des pathogénes, figure 7) afin d’interagir avec les cellules B.164748 | eg
squalénes sont également utilisés dans plusieurs vaccins contre la grippe afin de recruter des APCs et

d’augmenter la production de cytokines.!®

Liposome Virosome

Agent thérapeutique

-
Enzyme ——a>

Doucle couche lipidique

Antigéne

Figure 7 : Représentation des liposomes et virosomes*’
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Depuis plusieurs années, des équipes de recherche, dont notre laboratoire, se concentrent sur une

autre catégorie de molécules immunoadjuvantes prometteuses, les glycolipides.

III. Les glycolipides

1. Généralités

Les glycolipides sont des molécules composées d’une partie osidique (hydrophile) et d’'une autre
lipidique (hydrophobe), ce qui en fait des molécules amphiphiles. Ces derniéres, de par leur

structure, peuvent étre des tensioactifs ou encore appelés surfactants.

Les tensioactifs modulent la tension de surface entre deux milieux non miscibles. Cette propriété est
particulierement intéressante lorsque des milieux aqueux et organiques sont mis en contact. La
diminution de la tension interfaciale permet, par exemple, de stabiliser des émulsions (crémes,
mousses) ou d’incorporer des principes actifs via les micelles.’®>? De plus, les tensioactifs
augmentent la solubilité des contaminants dans la phase aqueuse en incorporant le composé

hydrophobe au coeur de micelles.

Les glycolipides sont une alternative possible aux surfactants chimiques, issus de la chimie du
pétrole. Ces derniers sont souvent toxiques pour I'environnement et les organismes vivants. Au
contraire, les surfactants bio-sourcés ou dérivés de molécules amphiphiles naturelles comme le sont

les glycolipides, sont biodégradables et sont généralement non toxiques.>>?

Certains glycolipides, comme par exemple les sophorolipides ou les rhamnolipides, possédent des
propriétés antimicrobiennes, antibactériennes et antifongiques. lls sont utilisés afin de désinfecter

les surfaces.>*>>

Grace a leur structure amphiphile et les propriétés tensioactives qui en découlent, les glycolipides
sont utilisés dans de nombreux domaines tels que les cosmétiques, I'alimentation, le textile, le papier

ou encore les polyméres.>®>’

Au-dela de leurs propriétés amphiphiles, les glycolipides possedent des propriétés propres a chacune
de leurs deux parties (saccharidique et lipidique). Chaque partie a un intérét biologique et peut étre
utilisée dans le domaine pharmaceutique. La combinaison de ces effets est donc une piste

intéressante pour la mise au point d'immunostimulants.
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2. Partie saccharidique

Les sucres sont une des classes de molécules les plus représentées dans la nature. lls sont surtout
présents sous la forme de pentoses (5 atomes de carbone) ou d’hexoses (6 atomes de carbone). La
majorité se trouve sous la configuration D (quelques exceptions tout de méme comme le L-
arabinose, le L-fucose, le L-rhamnose) et cyclique (furanose ou pyranose). lls sont utilisés par les
cellules pour des fonctions aussi nombreuses que la transduction de signaux et la prolifération des
cellules.®® lls entrent également dans la composition des membranes cellulaires et permettent la
reconnaissance entre les cellules.>® Ces deux derniéres propriétés en font des composés de choix
comme immunomodulateurs. En effet certains saccharides présents a la surface des
microorganismes sont identifiés et reconnus comme des PAMPs par le systeme immunitaire. Ces
sucres sont différents de ceux présents sur les membranes des cellules humaines saines par leur
structure, les enchainements de monomeres ou encore leurs liaisons glycosidiques. Dans le cas des
cellules cancéreuses, des sucres normalement non synthétisés par les cellules sont alors exprimés

(figure 8).6961

OH

HO H H

o o) o
OH OH OH HO o&o
HO on SOOH\ o OH NHAc  HOloH
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AcHN OH 0

"o HO °§&A
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Figure 8 : Exemples de structures exprimées par les cellules cancéreuses

Les immunostimulants a base de sucres sont congus a partir de I'étude approfondie des
polysaccharides contenus dans les membranes bactériennes ainsi que celle des récepteurs du
systeme immunitaire. Le plus souvent, seule une fraction du motif saccharidique est nécessaire pour

induire une réponse.®?

a. Les sucres utilisés pour cibler le systeme immunitaire

i) Ciblage du récepteur a mannose

Le mannose est I'hexose le plus largement utilisé dans la synthése de glycoconjugués pour la
pharmacie. En effet, de nombreuses cellules humaines et notamment les APCs possédent un

récepteur spécifique de ce saccharide, le MR.
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Engering et coll.®® ont démontré que, quand le MR est impliqué dans I'internalisation des antigénes
par les DCs, la présentation aux lymphocytes T est cent fois plus efficace que lorsque les antigenes
sont internalisés via une phase fluide (sans passer par un récepteur). Les sucres peuvent étre liés
chimiguement aux antigénes afin de les « guider » jusqu’aux DCs et ainsi augmenter leur potentiel
antigénique. Cette meilleure internalisation peut s’expliquer, selon Tan et coll.,** par la taille des
vésicules formées dans les DCs apres l'internalisation. Elles sont beaucoup plus petites dans le cas de
I’endocytose via le MR que lorsque ce récepteur n’entre pas en jeu. La conséquence est une
présentation plus importante aux lymphocytes T, ce qui est un avantage pour une meilleure

activation du systéme immunitaire.®*

Les polymeéres saccharidiques sont aussi une piste intéressante a suivre pour la mise au point de
vaccins. Récemment Liu et coll.®® ont mis au point un nouveau vaccin anti-cancer permettant de
cibler les APCs et activer les lymphoctes Tc et Thl (médiateurs anti tumoraux les plus importants)
situés dans les ganglions lymphatiques. Ce vaccin est composé d’un oligopeptide pouvant étre
internalisé par les APCs. Cependant, pour les atteindre dans les ganglions, le poids global de la
molécule ainsi que sa spécificité a cibler les APCs devaient étre améliorés. Pour cela, ils ont greffé sur
I'épitope un polymére linéaire de dextrane.% Le dextrane est un polymére de glucose dont les unités
sont branchées en (1->6), (1-3) ou (1->4), motif détecté entre autres, par les MRs situés a la surface
des APCs. Ici, le polymére choisi (figure 9) est branché en (1->4) et oxydé afin d’'y greffer par
amination réductrice I'oligopeptide. Le polysaccharide permet d’augmenter la taille des molécules et
ainsi d’atteindre les ganglions lymphatiques mais également de cibler les APCs. De plus, une activité
biologique est observée que I'épitope soit greffé sur le polymere ou juste formulé avec lui,
impliquant donc une activité du polysaccharide a lui seul, mais tout de méme beaucoup moins

intense .
OH OH OH OH
o]
A A e S|
HO HO
OH HO OH |
OH o NH
n R n
R= épitope
Figure 9 : Structure d'un vaccin peptidique greffé sur du dextrane

Les dendriméres (structure arborescente schématisée sur la figure 10) mannosylés permettent
d’obtenir les mémes interactions avec les DCs.%” Ainsi des mannoses ont été greffés a la surface de
dendriméres, permettant de multiplier par 12 les interactions entre le composé et les macrophages

par comparaison avec le produit non mannosylé.%

17



Figure 10 : Structure schématique d’un dendrimeére

L'utilisation de mannopyranose ou d’autres ligands du MR pourrait donc étre une solution afin de
synthétiser des immunoadjuvants. Cependant le MR ne se situe pas uniquement a la surface des DCs.
On peut également le trouver a la surface des macrophages. In vivo, I'utilisation seule de
mannoconjugués permet donc de cibler le MR, mais pas spécifiquement les DCs. Ce manque de

spécificité explique que ces ligands sont encore si peu utilisés.

i) Interactions avec les lectines de DC-SIGN et Dectin-1

Outre le MR, d’autres CLRs interagissent avec de nombreux sucres.

Les B-(1->3)-glucanes par exemple ont été largement étudiés pour leur capacité a interagir avec des
récepteurs du complément mais également avec Dectin-1, un CLR présent a la surface des cellules
dendritiques.®®’° Ces polyméres de glucose, retrouvés dans les champignons, les levures’, les
plantes ou encore les algues’? varient les uns des autres par la présence ainsi que le degré de
ramifications (structures courantes sur la figure 11-A). Ces composés ont été reconnus pour leurs
propriétés immunostimulantes puisqu’ils augmentent la résistance des sujets contre les infections
bactériennes, virales, mycosiques et parasitaires.” Les polyméres interagissent avec Dectin-173,
présent a la surface des macrophages, et le complexe Dectin-1/B-glucane peut alors étre détecté par
des TCRs et activer la prolifération des LTs.”* La liaison des glucanes avec Dectin-1 induit également la
production de plusieurs cytokines qui stimulent les DCs, macrophages et monocytes des
mammiféres.”>’> Ces polyméres ont également démontré des propriétés anticancéreuses, seuls® ou
combinés a des anticorps spécifiques a certaines tumeurs.”® Un des problémes de ces composés est
leur biodisponibilité. En effet, ils sont fragmentés par la flore intestinale ou aprés I'internalisation
dans les macrophages.”” Néanmoins, certains produits issus de la fragmentation présentent
également des intéréts biologiques avant d’étre hydrolysés par des enzymes. Dans le but de
renforcer les liaisons glycosidiques et ainsi éviter I'hydrolyse, notre équipe a synthétisé des
fragments de B-(1->3)-glucanes dont certaines liaisons O-glycosides ont été substituées par des

).77

liaisons S-glycosides (figure 11-B).”” Ainsi, il a été montré que les composés obtenus stimulent les
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macrophages sur une durée trois fois supérieure a celle observée pour les composés O-glycosylés,

mettant ainsi en évidence un effet immunopotentiateur plus long.

(A) B 7
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Ho§&"‘/°O 2 HO&MOH |-|o§&@s o HO@OH
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Figure 11 : Exemples de structures de B-(1->3)-glucanes (A) et de mimes souffrés (B)

Comme Dectin-1, DC-SIGN est également composé de lectines, des protéines qui se lient
spécifiqguement aux glucides. Cibler ce récepteur, présent sur les DCs, représente une des stratégies
mises en ceuvre pour permettre d’accéder a une réponse immunitaire plus rapide. Lorsque le
récepteur n’est lié a aucun ligand, il s’exprime a la surface des DCs et de certains macrophages
uniquement. Il est donc plus spécifique que le MR. Une fois qu’il interagit avec un ligand, une grande

proportion du récepteur est internalisée dans la cellule.”®

Les ligands naturels du DC-SIGN sont des oligosaccharides de mannose ou de fucose. Plusieurs
structures ont ainsi pu étre identifiées qui ciblent ces récepteurs. L'une de ces structures est appelée
I'oligosaccharide haut mannose, (Man)s(GIcNAc), (figure 12). Hacohen et coll. sont partis de ce
saccharide pour synthétiser des analogues et tester leurs propriétés biologiques et leur capacité a
étre détectés par DC-SIGN.” Ils ont prouvé que les composés 1 a 4 permettent une meilleure
internalisation des antigénes avec les résultats les plus probants pour le composé 1 (comparé a
I'oligosaccharide haut mannose). Cela se traduit par une activation des lymphocytes T naifs, puis, par

la suite, a leur prolifération.”
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Figure 12 : Oligosaccharides haut mannose et ses analogues

Les structures composées de fucose sont quant a elles basées sur la structure de I'antigéne du
systéme Lewis (Le). Parmis ces structures, on retrouve le Le?, Le®, Le¥ et Le*. Ces antigénes sont des
structures naturelles, retrouvées a la surface de certaines cellules pathogenes mais également des
cellules du sang humain. Pour Le? et Le*, seule une partie de I'antigéne est nécessaire pour étre
détectée par les récepteurs (épitopes encadrés sur la figure 13).%° Contrairement a Le? et LeP, Le* et
LeY ne sont pas présents a la surface des membranes des globules rouges et ne représentent donc
pas d’authentiques antigénes sanguins. On les retrouve cependant a la surface de certaines cellules
cancéreuses. lls peuvent ainsi étre utilisés comme immunoadjuvants sans risque de réactions

croisées avec les globules rouges.

20



s H OH Ho . OH HoH
1 1 : o :
iHow&o&o“ ' HO 0o o O\ OH
: OH NHAG OH ! OH NHAC OH
: o | : Q7 oH !
| OH : : OH !
' OH Le? epitope! o 9_H_ _____ L -’ _e_p_lt_o_p_e’ '
Lea Lex
noH OH oM OH
o o o
HO % OH HO&/OO oH
o NHAc o NHAC
Q70 WOH
OH OH
OH OH o
o OH OH
OH
OH OH
Leb LeY

Figure 13 : Structure des antigénes de Lewis et des épitopes identifiés

Les antigenes du systéme Lewis peuvent servir de véhicules, transportant des antigenes dans le but
de les diriger vers DC-SIGN. Etant donné qu’ils sont présents a la surface de pathogénes, ils sont
également considérés comme des épitopes et sont donc internalisés par les APCs.? Le* est donc a la
fois un véhicule, servant a cibler spécifiquement un récepteur pour livrer des antigénes, et un

épitope capable d’induire une réponse immunitaire.

b. Les sucres comme fragment antigénique

i) Lewis X, ligand et inhibiteur du DC-SIGN, un
traitement potentiel contre le VIH

Comme décrit précédemment, Le* est un ligand naturel de DC-SIGN. Il se lie donc au récepteur et
empéche un autre ligand de s’y placer. Or DC-SIGN est un des récepteurs impliqués dans la
propagation du VIH. En effet, le virus se lie au récepteur et cela facilite I'invasion virale du systéeme
immunitaire. Une des thérapies envisagées est donc de bloquer la communication entre DC-SIGN et
le VIH en utilisant des inhibiteurs du récepteur. Le glycoside n’est donc plus un immunoadjuvant mais
il est a I'origine méme de la réponse immunitaire, c’est donc un épitope. Le saccharide le plus connu
est Le*. Plusieurs équipes travaillent a la synthése de dérivés également reconnus par DC-SIGN. Ces
structures se basent sur le Le*, ce qui permet une liaison avec le récepteur. En 2008, Bernardi et
coll.® ont décrit les premiers ligands non naturels reposant sur un fucose (figure 14). La structure

générale s’articule autour d’un fucose relié a un cyclohexane pour une liaison amide (molécule 6). Ce
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dimere peut étre a nouveau relié a un mime de galactose par liaison amide (molécule 5). Les
premiers résultats ont montré que ces structures se lient a DC-SIGN et possédent méme des ICso plus
faibles que le ligand naturel (Le*). L'ICso est la concentration inhibitrice médiane. Elle permet de
déterminer la concentration nécessaire afin d’inhiber 50% d’une fonction biologique. Ainsi, plus I'lCso
est basse, plus le composé est efficace. Les bons résultats de 6 ont méme permis de prouver que le
résidu galactopyranosidique n’est pas nécessaire pour I'interaction.® Plus tard, en 2011, partant de
ce résultat, I'équipe a synthétisé une quarantaine de composés basés sur la structure de 7 afin de
trouver celui qui induit la plus grande inhibition de DC-SIGN. La molécule 8 (1R,2S) correspond a la
molécule possédant la meilleure affinité pour DC-SIGN. De plus, elle n’est pas reconnue par d’autres

récepteurs. |l s’agit donc d’un agent thérapeutique potentiel du VIH.8
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Figure 14 : Structure de Le* et de certains analogues synthétiques

i) Les furanoses

Bien que la majorité des recherches mettant en avant [utilisation des sucres comme
immunoadjuvants se concentrent sur les pyranoses, les furanosides (cycle a 5 chainons) présentent
également des propriétés intéressantes. En effet, ils sont retrouvés en grande quantité dans la
nature puisque deux furanoses, le D-ribose (figure 15) et le 2-désoxy-D-ribose, entrent dans la
composition des acides nucléiques. D’autres furanoses comme le D-fructose, le b-arabinose et le D-
galactose (figure 15) sont largement présents dans les plantes et les microorganismes sous forme

d’oligo- ou de polysaccharides mais pas chez les mammiféres.?>
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Figure 15 : Structures de quelques furanoses

Le D-arabinose, par exemple, est présent au sein des membranes cellulaires des mycobactéries
(responsables entre autres de la tuberculose et de la lépre).®® Le lipoarabinomannane (LAM) est un
polymére antigénique composé d’arabinofuranoses branchés en B-(1->5), substitués par des
oligoméres de mannane (polymannopyranose dont les unités sont reliées en a-(1->6)). Le LAM est
hautement antigénique et un candidat potentiel comme vaccin contre la tuberculose.?” Cependant,
les arabinanes (figure 16) sont suffisamment immunopotentiateur pour activer les macrophages et
la sécrétion de TNF- a ainsi que de certaines interleukines . Au sein de notre équipe de recherche,
des dérivés d’arabinofuranose, I'UDP-a/B-L-arabinofuranose (UDP : uridine diphosphate), ont été
synthétisés. Le composé a (figure 16) a démontré une capacité a inhiber la croissance de parasites

provoquant la leishmaniose, une maladie de peau importante.®

HO. O
o
HO o o fLNH
(o] fo) 0.1.0.1 0 N/go
P P o
OH o OH il I
HO O O
o HO
OH o OH OH OH
arabinane n HO UDP-q-L-Araf
OR
OH

Figure 16 : Structures d’arabinoconjugués immunostimulants

Des composés similaires, N-acétylés, et de la série galactose (figure 15) ont présenté des résultats
encore plus probants, allant jusqu’a I'inhibition compléte de la croissance du parasite.® Le D-
galactofuranose (abrégé sous la forme D-Galf) est également trés répandu dans la nature. On peut le
retrouver dans de nombreux champignons tels que Penicilium, Histoplasma, Aspergillus. Chez
Aspergillus, le b-Galf est constitutif d’un polysaccharide, le galactomannane.® Ce polymére, composé
de galactofuranose et de mannopyranose, activeraient la production de cytokines via des
interactions avec des TLRs des macrophages.®? Lors d’une précédente thése réalisée au sein du
laboratoire, plusieurs oligosaccharides de taille variant de 2 a 5 galactofuranoses ont été synthétisés
de maniére chimioenzymatique puis testés afin de déterminer leurs propriétés immunostimulantes

(figure 17).2 1l s’est avéré que ces propriétés sont dépendantes de la longueur de I'oligosaccharide
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ainsi que du groupement porté sur le carbone anomeére (groupement octyle ou paranitrophényle).
Ainsi les oligosaccharides terminant par une chaine grasse ont induit une plus grande production de
TNF-a (sécrété par les macrophages lorsqu’ils sont activés). Un minimum de trois motifs sucre est
nécessaire pour obtenir des résultats a une concentration de 100 ng/mL. La sécrétion de plusieurs
interleukines (IL-10, IL-1a) ainsi que la détection de molécule de co-stimulation a la surface des
cellules dendritiques (CD86, CD40 et MHC IlI) a pu étre observée pour ces mémes composés,

prouvant ainsi leur effet sur les cellules du systéme immunitaire.3*
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Figure 17 : Structures de galactofuranoconjugués ayant un effet sur le systéme immunitaire

Du fait de leur présence chez des pathogenes et de leur absence du monde mammifere, les
hexafuranoses sont facilement reconnus comme des molécules extérieures par le systéme
immunitaire, ce qui en fait des composés de choix pour la synthése d’adjuvants. En 2001, Tsuji et
coll.>® ont identifié le premier récepteur des galactofuranoses. Lintelectin-1 est un récepteur de
type CLR. La reconnaissance des galactofuranosides présents dans les membranes bactériennes
permet [lidentification ainsi que I'‘opsonisation des pathogenes. L'intelectin-1 se lie aux
mycobactéries et assiste la phagocytose du microorganisme par les macrophages.®® Les
galactofuranosides ont également démontré pouvoir interagir avec les récepteurs DC-SIGN,

largement répandus sur les APCs du systéme immunitaire.®®

Les furanoses possédent donc toutes les caractéristiques des molécules immunomodulatrices. lls
sont présents a la surface de pathogenes et peuvent étre reconnus par des récepteurs spécifiques.
De nombreuses études ont donc été menées afin d’utiliser ces propriétés. Au sein de notre
laboratoire, les furanoses sont synthétisés afin de tester leur potentiel d’inhibition de la croissance

du parasite de la leishmaniose et de mycobactéries.”

La partie saccharidique d’un glycolipide peut donc servir de « driver », de support ou méme

d’épitope. Ces propriétés peuvent étre similaires ou complémentaires de la partie lipidique.

24



3. Partie lipidique

Les lipides peuvent exercer plusieurs roles : celui de véhicules (d’antigéne, d’épitope, d’ADN), celui
d’agent fusogenes ou celui d’agent ciblant. Les agents fusogenes sont les substances qui permettent
la fusion entre des cellules ou entre cellules et molécules.’® Leur structure permet d’améliorer la
diffusion des vaccins a travers la barriere épithéliale et leur stabilité face a la dégradation

enzymatique.®

a. Leslipides détectés par des PRRs

Les lipides sont des constituants essentiels des membranes. Présents a fortiori dans les
microorganismes pathogenes, ils peuvent donc naturellement étre des PAMPs et étre reconnus par
plusieurs des récepteurs des cellules du systéme immunitaire. Les TCRs peuvent par exemple
détecter certains lipides de mycobactéries.”” De nombreux lipides ont été synthétisés en se basant
sur des structures naturelles afin d’interagir avec les PRRs. Le DOTAP (figure 18), par exemple, a la
capacité d’activer les DCs. Lorsqu’il est utilisé dans la formulation de liposomes cationiques,
I'expression de protéines de costimulation (CD80 et CD86) a la surface des DCs a été observée.
D’autres structures induisent la sécrétion de cytokines et de chimiokines en augmentant la
transcription de certains génes codant pour leur synthése.%®% Les lipides peuvent également activer
les TLRs. Les ligands des TLR2 comptent généralement deux ou trois chaines lipidiques présentes a la
surface de bactéries (Pam2Cys et Pam3Cys, figure 18). L’activation du TLR2 favorise I'activation des

macrophages et la production de certaines cytokines comme I'IL-6.1%°

Pam2Cys R=H
Pam3CyS R=OCO(CH2)14CH3

Figure 18 : Structures de quelques lipides reconnus comme des PAMPs

Prenons I'exemple des lipopolyamines : Lonez et coll.*® ont étudié les propriétés adjuvantes de

plusieurs lipopolyamines dont la taille des chaines grasses varie de 12 a 18 carbones (figure 19). Tous
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les lipides interagissent avec le TLR2, voire avec le TLR4, et induisent |la production de cytokines pro-
inflammatoires. Les lipopolyamines a 12 et 14 carbones activent le systeme immunitaire aussi
rapidement que les PAMPs de bactéries (contrairement au C18, plus lent). Lorsque le lipide C12 est
couplé a un antigene, le complexe est détecté par les APCs et internalisé en plus grande quantité que
lorsque I'antigéne est présenté seul. Et contrairement a un mélange Alum-antigene, le complexe
lipopolyamine-antigéne permet la différenciation des Thl et des Th2 (seulement Th2 dans le cas de
I’Alum alors qu’il faut les Th1 dans le cas de la protection contre les pathogenes intracellulaires par

exemple).

H H o
N N
c12 HZN/\/\N/\/\/ ~ N \)J\N

H M
W

S D
Cc14 HZN/\/\N/\/\/ ~ N N/\n/
H H o

MV\/\/\/\/

S D
c18 HZN/\/\N/\/\/ ~ N N/\n/
H H o

Figure 19 : Structures de lipopolyamines

Les lipides ont donc cet avantage d’étre immunopotentiateur mais également le véhicule d’autres

molécules comme des anticorps, des antigénes, de I’ADN, ...

b. Les lipides comme véhicules

Les lipides peuvent également étre intégrés a des vaccins auto-adjuvantés (ou I'adjuvant et I'épitope
se trouvent sur la méme molécule). Ces composés sont notamment utilisés dans les vaccins anti-
cancéreux.®® Ainsi un épitope de lymphocyte T peut étre greffé a un ou plusieurs lipides afin de
cibler les TCRs et permettre par la suite de détruire les cellules cancéreuses. Ces composés peuvent
posséder une ou plusieurs chaines lipidiques et étre greffés a plusieurs épitopes différents,
permettant ainsi la production d’anticorps contre chacun des antigénes supportés.’® Citons par
exemple les lipides cationiques : les lipides cationiques sont utilisés pour augmenter les propriétés
adjuvantes des antigénes et des immunostimulants en les présentant a des TLRs des APCs. lls
peuvent en effet servir de véhicules aux antigenes et activer les réponses humorales et cellulaires du
systeme immunitaire. lls peuvent ainsi étre utilisés comme vaccin ne comportant qu’un seul et
/.103

unigque composé (auto-adjuvanté). C’est le cas du lipide diC14-amidine synthétisé par Ishii et col

(figure 20). Cependant, bien que les propriétés adjuvantes fussent prometteuses contre certaines
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allergies, elles ne permettent pas d’induire la production d’'immunoglobuline 1gG sans la présence
d’Alum (sels d’aluminium). Ces composés sont de bons véhicules mais ne parviennent pas seuls a
activer les Th1 et Th2.1%2 Néanmoins, les lipides cationiques, chargés positivement, interagissent avec
les membranes de cellules chargées négativement, ce qui augmente leur internalisation et donc
augmente la livraison de plasmide, de protéines, d’oligonucléotides.'® De plus, la charge positive
permet également de déstabiliser les endosomes en fusionnant avec leur membrane et donc de
libérer les antigénes dans le cytoplasme des APCs.1% Les lipides neutres ou anioniques, quant a eux,
sont utilisés dans le but de protéger un antigéne mais sont moins bien internalisés par les APCs (du

fait de I'absence de charge positive).

NH
diC14-amidine )( P
N~ NH

l o
DC-Chol N
N™ "o
H
SN
DODAB g \/\/\/\/\/\/\/\/\

Figure 20 : Structures de quelques lipides cationiques

C. Les lipides d’Archaea

Les lipides d’Archaea sont des lipides naturels trouvés dans les membranes de ces microorganismes.
Les Archaea ont été découverts en 1977 et ne sont considérés ni comme des procaryotes ni comme
des eucaryotes. lls se développent dans des milieux hostiles, a trés hautes ou a trés basses
températures (respectivement thermophiles et psychrophiles), en milieux soufré et acide
(thermoacidophiles), ...2%7 Cette résistance développée par les Archaea s’explique en partie par la
structure de leurs lipides membranaires (figure 21).2% Parmi ces lipides, plusieurs structures de

diéthers et de tétraethers reliés par des motifs glycérol sn-2,3 ont été isolées.

Les liaisons éthers sont plus stables chimiquement que les esters, ils sont moins sensibles a
I’hydrolyse. De plus le motif glycérol sn-2,3 n’est pas un substrat des enzymes humaines qui
hydrolysent les motifs sn-1,2. La dénomination de ces deux configurations releve de la
représentation de Fischer des molécules (figure 21). Ces propriétés permettent aux éthers d’étre plus

stables que les phospholipides des membranes des organismes mésophiles.1%
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Figure 21 : Structures des composés sn-1,2 et sn-2,3

De plus, les chaines lipidiques possédent des ramifications qui assurent la fluidité de la membrane
grace aux répulsions hydrophobes. Les archaeolipides possedent également des motifs cycliques
(cyclopentane) (figure 22) qui contribuent a la rigidité et la stabilité de la membrane. En effet, ils
limitent la libre rotation des chaines grasses sur elles-mémes.1® Néanmoins, les lipides d’Archaea ne
sont pas immunogénes. lls ne sont donc pas reconnus par les récepteurs des cellules immunitaires.

Cependant, ils augmentent la durée de la réponse immunitaire lorsqu’ils sont ajoutés & un vaccin.!

HOA[:W/
\/Y\/W

HOA[ZWY\/YMMOLOH

Figure 22 : Exemples de di- et tétraéthers issus des Archaea!®®

4. Unglycolipide immunomodulateur naturel : le LPS

Le lipopolysaccharide (LPS) (figure 23) est le glycolipide de référence dans les tests d’activités
biologiques. On le retrouve dans les bactéries Gram-(-) qui ont la particularité de posséder une
membrane extérieure composée majoritairement de LPS. Il est reconnu par des PRRs du systéme
immunitaire.''? Ce n’est pas une molécule unique mais plutét une collection de molécules possédant

de nombreuses variations structurales. Chaque bactérie posséde ses propres LPS, dont les structures
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lui sont spécifiques. Le LPS est composé du lipide A, d’'un noyau (oligosaccharide) et d’un
polysaccharide appelé antigéne O (figure 23). Le noyau est séparé en deux parties, le noyau interne
et le noyau externe. Le premier est composé d’heptoses et d’acides uroniques, le second d’hexoses.
L’antigéne O est une répétition d’unités d’oligosaccharides.’® Le lipide A (figure 23) est un
disaccharide de N-acétylglucosamine dont les monoméres sont reliés en B-(1->6), ce disaccharide

porte lui-méme des acides gras via des liaisons esters ou amides.?

Le LPS est un ligand naturel d’un TLR, le TLR-4.1%* Il est reconnu par une protéine, la LPS binding
protein. Ce complexe se lie lui-méme a un co-récepteur et I'ensemble interagit avec le TLR-4.
L’interaction ligand/TLR-4 induit la production d’IL-12 ainsi que |’activation des réponses humorale et

cellulaire induites par les Th1.1%®

(A)

(B)

Antigéne O

Noyau

Lipide A

Figure 23 : Représentation schématique du LPS (A) et structure d’un lipide A monophosphorylé (MPLA) (B)

Cependant, l'utilisation de LPS comme adjuvant ou agent thérapeutique est impossible en raison
d’effets indésirables (fievre, sécrétions d’anti-inflammatoires, coagulation, etc).!** Néanmoins
I'utilisation du MPLA (figure 23 B) permet I'induction d’'une réponse immunitaire tout en affichant
une toxicité comparable a I’Alum. Le MPLA a montré une stimulation de la production de certains

anticorps dans le cas de traitements contre I'hépatite B, le tétanos!'® ou encore la grippe.’*® Il est
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commercialisé et approuvé par la FDA sous la forme d’un mélange MPLA/Alum. On peut retrouver

cet adjuvant dans plusieurs traitements (contre le Papillomas virus ou I’hépatite B).12%12

5. Glycolipides et liposomes

Les lipides sont souvent utilisés sous la forme de liposomes. Cette structure supramoléculaire est
composée d’'une double couche de lipides amphiphiles et présente plusieurs avantages en tant
gu’adjuvant. Tout d’abord un pouvoir d’encapsulation : en effet, des substances actives et solubles
en milieu agueux peuvent étre retenues au centre de cette double couche lipidique, telles que des
protéines, de ’ADN, des enzymes (figure 24).47:48122 Cette structure permet également de transporter
des substances organiques au sein méme de la couche lipidique.l? Le liposome a donc un réle de
protecteur et de véhicule. De plus, différents ligands peuvent étre greffés sur les tétes polaires des
molécules amphiphiles formant la double couche lipidique tels que des peptides, des anticorps ou en
encore des sucres.’>1241%5 Ces ligands permettent un ciblage des cellules du systéme immunitaire
comme décrit dans le cas des sucres et de libérer le contenu des liposomes directement au sein des

APCs. Dans le cas des glycolipides, des sucres peuvent étre greffés a la surface de liposomes.

Hydrophilic drug

DNA/RNA/SIRNA

Targeting ligand ( A )
¥ Protein

Y Antibody
0209 peptide
Carbohydrate

‘ Small molecule

conjugated
drug

Hydrophobic drug

Crystalline drug

Figure 24 : Structure d'un liposome!??

Les mannoconjugués peuvent étre utilisés pour recouvrir des liposomes afin de transporter un
traitement ou des antigenes jusqu’aux cellules du systeme immunitaire. Des monomeres de
mannose comme des oligosaccharides ont été utilisés.'?* Leur propriété de transport a été testée sur
des protéines, des médicaments antimoraux, des plasmides, etc. Dans tous ces cas, les liposomes

mannosylés ont été mieux détectés par le systeme immunitaire et induisent une meilleure
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internalisation dans les APCs, de meilleurs effets antibactériens, une réduction de la charge
parasitaire comparés aux liposomes classiques. Les liposomes mannosylés ont également été testés
en tant que vaccins contre le cancer, certains pathogénes comme les leishmanies ou encore le
VIH.122126-128 Greffer des antigénes sur des liposomes mannosylés a également donné de bons
résultats dans le cas de méningites. Dans le cas du VIH, les liposomes (encapsulant un épitope une
glycoprotéine présente a la surface du virus) ont été recouverts de pentamannosides. Ces liposomes
ont induit une réponse spécifique des lymphocytes Tc, due a une interaction spécifique MHC I-
CD8+.1?° Dans une autre étude, Dubey et coll.}?> ont utilisé des liposomes mannosylés afin de cibler
les macrophages et les DCs et y délivrer I'indinavir, un inhibiteur de protéase du VIH (enzyme qui

joue un réle majeur dans la réplication du virus).

Les propriétés adjuvantes des liposomes varient selon plusieurs critéres. La taille par exemple, les
liposomes de petites tailles (50-200 nm) sont moins retenus aprés linjection et passent plus
rapidement dans le sang que les liposomes plus volumineux (>400 nm). Cependant, ces derniers sont
éliminés du systeme beaucoup plus lentement. La nature du lipide joue également un réle important
et notamment la charge superficielle. Comme décrit précédemment, les lipides cationiques
présentent des propriétés d’interaction avec les membranes intéressantes et augmentent la
détection par les APCs, ce qui en fait des composés de choix pour les liposomes. La surface des
liposomes peut également étre modifiée par le greffage de chaines polyéthyléne glycol (PEG). Ces
structures ont démontré un effet sur la biodisponibilité des liposomes ainsi que sur le type de
réponse immunitaire induit (diminution de la réponse des lymphocytes T mais augmentation de la
sécrétion de certaines cytokines).'?® La longueur et la nature de la chaine lipidique sont aussi
importantes puisqu’elles influencent la température de transition de phase (Tm). Dans le corps
humain, lorsque Tm est inférieure a 37 °C, alors les chaines du liposome se trouve sous forme rigide.
Au contraire si Tm est supérieure a 37 °C, elles se présentent sous une forme fluide. Enfin, la fluidité
de la double couche lipidique influence la biodistribution des liposomes (en augmentant sa stabilité
pour les Tm supérieures a 37 °C), et la réponse immunitaire cellulaire induite par la vaccination (plus
importante pour les Tm plus élevées).’3%131 Un liposome n’est pas nécessairement formulé avec une
seule structure moléculaire. Il peut étre constitué de plusieurs lipides différents, ce qui permet de lui
conférer plusieurs propriétés intéressantes. En effet, on peut ainsi cumuler les propriétés des lipides

cationiques a des glycolipides.*?

IV. Les objectifs de 1a these

La synthése de nouveaux adjuvants basés sur des structures naturelles demeure encore de nos jours

un challenge important. Malgré les nombreuses études menées, trop peu ont passé les phases | et II
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et I'immunoadjuvant le plus utilisé reste encore I’Alum, mélange de sels d’aluminium. Bien
gu’aucune étude ne prouve que son utilisation puisse avoir un effet nocif, I'opinion publique reste

méfiante sur ce genre de produits.?

Les glycolipides semblent étre une piste des plus sérieuses pour la mise au point d’'immunoadjuvants
et d'immunostimulants. Leur structure inspirée de molécules naturelles en font des composés a
priori non toxiques. Grace aux propriétés de ciblage des cellules du systéeme immunitaire par les
sucres, conjuguées aux propriétés fusogenes des lipides, ces composés devraient remplir toutes les

conditions pour remplacer les sels d’aluminium.

Partant de ces conclusions, nous avons décidé de relier les différentes études et spécificités du

laboratoire en un projet commun de synthése d’'immunomodulateurs glycolipidiques.

La structure des molécules cibles (figure 25) a été concue pour permettre de synthétiser une librairie
de composés en faisant varier la partie saccharidique et la partie lipide. Une fois le coeur de la
plateforme obtenu, un trés grand nombre de structures sont envisageables. L'adaptabilité de la
molécule donne acces a un large panel d’optimisations possibles. Cette synthése est donc
convergente car elle permet de synthétiser chaque partie de la molécule indépendamment des

autres : la partie saccharidique, la partie lipidique et la plateforme.

e
o 7% O g

N=N
T

Partie lipidique
'

Partie Plateforme
saccharidique

Figure 25 : Structure générale des molécules cibles

1. Structure générale

Le cceur de ces cibles est donc la plateforme. D’un c6té du noyau aromatique, lié par une liaison
ester, se trouve une double chaine lipidique. Les lipides choisis sont inspirés de ceux trouvés dans les

membranes des Archaea. De l|'autre c6té de I'aromatique, grace a un bras permettant une
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triprésentation, sont greffés des sucres. Différents sucres sont envisagés, mannose et galactose, sous

forme pyranose ou furanose, fluorés en position 6 ou non.

a) Réaction click

Nous avons fait le choix de relier la partie plateforme aux différents sucres par réaction click. Ces
réactions ont pour avantage de pouvoir faire réagir des sucres déprotégés, ce qui évite une étape de
déprotection sur la molécule compléete. En effet, les conditions basiques auraient pu étre un
probléeme pour la liaison ester reliant la plateforme a la partie lipidique (figure 25). La partie
plateforme doit ainsi posséder des terminaisons de type triple liaison afin de mener une

cycloaddition 1,3-dipolaire sur les sucres possédants un azoture.

b) La multiprésentation

De nombreuses études ont démontré qu’une activité biologique plus intense est observée lorsque
plusieurs sucres identiques sont présentés aux récepteurs comparés a un sucre seul.’798% Ajnsji un
dendrimeére induit une plus grande réponse cellulaire qu’'un monomere. C’'est ce que Lee a introduit
comme le « glycoside cluster effect ».3* La multiplication des interactions ligand/récepteur peut
produire une adhésion globale bien plus importante que I’addition de plusieurs interactions entre un
« monoligand » et son récepteur. La multivalence est utilisée dans la nature pour augmenter la force
et la spécificité des interactions afin de pallier aux interactions faibles entre ligand et récepteur.’3* En
effet, si les interactions individuelles a la surface des cellules étaient de grande spécificité, la somme
de ces interactions fortes rendrait la liaison irréversible entre le ligand et le récepteur. Au contraire,
les liaisons faibles sont labiles. Ainsi lorsque deux cellules se rencontrent, les interactions faibles
permettent de capter la cellule d’intérét mais également de la relacher s’il s’avérait que ¢a ne soit
pas une cellule d’intérét. La multivalence permet donc d’augmenter la spécificité du ligand vis-a-vis

d’un récepteur puisque le ligand détient la « bonne » valence pour un récepteur donné.13*13

Globalement, les ligands multivalents, peu importe leur valence, sont plus efficaces que les
monovalents. Cependant la relation entre le nombre de valence et I'activité biologique reste difficile

a prédire. Ainsi, d’un récepteur a 'autre, la valence optimale n’est pas la méme.136137

Plusieurs types de structures peuvent offrir de la multivalence. C’'est le cas des dendrimeres, des
polyméres, des nanoparticules, des liposomes.’** Ces supports permettent d’obtenir une valence
importante a I'échelle de particules. Cependant des études ont démontré qu’une triprésentation

suffit & induire une activité biologique.*?
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La multiprésentation a été étudiée au sein de notre laboratoire via la synthése de composés
trimannosylés (composé 9, figure 26).132 La présentation de trois motifs mannopyranosidique a
permis d’activer les cellules dendritiques du systeme immunitaire. En se basant sur ces résultats
encourageants, nous avons imaginé une structure modulable (figure 25) potentiellement

immunostimulante.
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Figure 26 : Analogue d'archaéolipide synthétisé au laboratoire*?

Dans les paragraphes suivants seront présentés les différents choix que nous avons pu faire, afin de
synthétiser des molécules glycolipidiques immunostimulantes. Dans une premiere partie, les
saccharides envisagés seront présentés. Puis, dans une seconde partie, nous aborderons la structure
du lipide choisi. La partie plateforme sera ensuite détaillée, avant de terminer par la présentation des

tests biologiques envisagés.

2. Partie saccharidique

da. Le mannose

Comme cela été décrit précédemment, le mannopyranose est le sucre le plus étudié pour
I'immunostimulation. De plus les résultats obtenus avec la structure trimannosylée démontrent que
ces sucres interagissent avec le MR et activent le systeme immunitaire. Il était donc naturel de tester

les propriétés de notre structure greffée avec des motifs mannopyranose.

b. Les galactofuranosides

Le galactofuranose, dont la synthése de dérivés est tres étudiée au sein de notre laboratoire, était
une des cibles principales de notre étude. Au cours d’'un projet antérieur, notre équipe a pu

caractériser des structures de galactofuranosides synthétisés de maniére enzymatique.3* Plusieurs di-
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, tri- et méme oligosaccharides ont ainsi pu étre isolés avec parfois un atome de fluor en position 6
sur une des entités (schéma 1). Ces composés ont été testés sur des macrophages de souris afin
d’observer la sécrétion d’une cytokine, le TNF-a (médiateur de la réponse inflammatoire).’*® Les
résultats montrent que les composés fluorés induisent une plus grande sécrétion de cytokines que
leurs analogues non fluorés. lls sont donc mieux détectés par les macrophages. Leur capacité a étre
internalisés par les DCs a également été étudiée via I'apparition des corécepteurs CD86 et CD40 ainsi
que le MHC Il. Le disaccharide 12 monofluoré en position 6 montre des résultats des plus

encourageants. D’autres tests d’activité ont permis de mettre en évidence |'activation des Th2 ainsi

que la prolifération des lymphocytes B.13®
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Schéma 1 : Synthése enzymatique de dérivés galactofuranosidiques

¢) L’'intérét du fluor

Depuis une trentaine d’années, I'intérét des scientifiques pour les molécules bioactives fluorées ne
cesse d’augmenter. Ses propriétés physico-chimiques (taille, électronégativité) en font un élément de
choix pour la substitution d’'un groupement hydroxyle (taille comparable). Le changement ne
provoque donc pas ou peu de perturbation stérique. De nombreux nucléosides ont ainsi été
synthétisés en y incorporant un atome de fluor et ces composés posseédent des propriétés antivirales

et anticancéreuses.'® 150 substances ont atteint la mise sur le marché depuis les années 50. Il est
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méme estimé que 20% a 30% des nouveaux candidats de médicaments et de traitements
contiennent du fluor.}® Cet élément a la capacité d’augmenter la lipophilie des composés, ce qui
influence la perméabilité des membranes moléculaires. Cette propriété permet d’augmenter la
biodisponibilité des traitements. Le fluor est également I'élément le plus électronégatif du tableau
périodique (échelle de Pauling) et a un effet sur I'acidité et la basicité des groupements fonctionnels
qui I'entourent. En effet, il modifie le pKa des fonctions, ce qui influence leur toxicité, sélectivité,
pharmacocinétique et pharmacodynamique. De plus, la liaison C-F est fortement polarisée, ce qui

induit une grande stabilité a la molécule.’3%4

Afin de poursuivre I'étude de I'effet du fluor sur I'activité biologique des galactofuranosides
synthétisés au sein du laboratoire, de plus grandes quantités étaient nécessaires (la voie de syntheése
chimioenzymatique ne permettant pas d’obtenir plus de quelques milligrammes). C'est pourquoi la
synthése organique s’est imposée comme une solution afin d’atteindre les composés suivants dans
des quantités importantes (quelques centaines de milligrammes). En s’inspirant de la structure
élucidée au laboratoire du disaccharide monofluoré (12, schéma 1), nous avons décidé de synthétiser
des disaccharides difluorés en position 6 pour les molécules cibles afin de comparer I'impact de
I'ajout d’un fluor sur les propriétés biologiques des composés (figure 27). Nous avons également
voulu vérifier si la position de la liaison glycosidique pouvait avoir un impact sur les résultats
biologiques avec les deux structures 17 et 18. Enfin nous avons choisi de synthétiser également deux
monomeres, I'un fluoré 16, I'autre pas 15, afin de pouvoir établir si le nombre de motif saccharidique
avait une importance dans l'induction d’'une réponse immunitaire. L'azoture présent sur la position

anomeére de chaque sucre devrait permettre de réaliser une réaction click pour lier les sucres a la

F
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Figure 27 : Structures des galactofuranosides cibles
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3. Partie lipidique

Comme présenté précédemment, les archaéolipides sont a I'origine de la survie des Archaea dans
des conditions extrémes. De par la présence d'un motif glycérol sn-2,3 et de nombreuses
ramifications, ils assurent une rigidité tout en maintenant une certaine fluidité a la membrane de ces
microorganismes.1® De plus, ils possédent des propriétés adjuvantes et peuvent aider au transport
de molécules bioactives a travers les membranes cellulaires mais ils ne sont pas immunogenes. C'est
pourquoi de nombreuses études ont été menées afin de mettre au point un adjuvant a base de
lipides d’Archaea. Dans la grande majorité des cas, les lipides sont formulés sous la forme de
liposomes, appelés alors archaeosomes.'#>43 Comme les liposomes classiques, ils peuvent contenir
des antigenes ou des épitopes au coeur de la vésicule ainsi que des motifs sur la surface extérieure
afin d’augmenter les propriétés de ciblage de récepteurs spécifiques. lls sont détectés par les
macrophages, et notamment les DCs, ce qui leur permet d’activer le systéeme immunitaire
adaptatif.'* Etant donné qu’une activation des LTs est observée en présence d’archaeosomes, cela
signifie qu’ils entrainent la production du MHC et de protéines de co-stimulation a la surface des DCs.

Krishnan et coll.**®

ont démontré que l'immunisation avec des archaeosomes contenant des
antigenes de mélanome générent des lymphocytes Tc spécifiques contre les tumeurs. Cela prouve
que les archaeosomes sont une piste intéressante a étudier pour la mise au point de vaccins
anticancéreux. En effet, I'association antigénes/archaeosome a permis de surpasser la tolérance du
systeme immunitaire envers les antigenes tumoraux que le corps crée lui-méme lors du
développement des tumeurs.’*® Cependant I'extraction des archaeolipides en quantité suffisante
reste difficile, c’est pourquoi la synthése d’analogues est apparue comme une alternative viable pour

1.1%7 ont publié les

la mise au point de nouveaux adjuvants. Tres récemment, Mc Cluskie et col
résultats de I'utilisation d’un vaccin contre la grippe a base d’archaeosomes semi-synthétiques. Ils
ont pu démontrer que I'utilisation d’antigenes du virus encapsulés dans des archaeosomes induisant
une réponse immunitaire chez les souris, qu’elles soient jeunes, agées ou méme enceintes, et que
I'immunisation est transmise aux petits. Comme évoqué plus t6t, des analogues d’archaeolipides ont
été synthétisés au sein de notre laboratoire (figure 26). lls ont été intégrés au sein d’archaeosomes

afin de cibler le systéme immunitaire. Ces glycolipides ont démontré pouvoir interagir avec les

cellules dendritiques et les activer.

Nous avons décidé de nous inspirer de ces structures et d’utiliser les propriétés de passage des
membranes cellulaires des archaéolipides pour synthétiser notre molécule cible. En se basant sur des
résultats encourageants obtenus au sein de notre laboratoire, nous avons décidé de commencer par
une structure de type diéther constituée d’un lipide ramifié et d’'une chaine linéaire (produit 19,

) 132

figure 28
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Figure 28 : Structure du lipide cible

4. La plateforme

Pour relier la partie lipidique et la partie saccharidique, nous nous sommes inspirés de structures
présentes dans des bactéries et isolées par Balskus et coll.1*® en 2015 (composés 20 et 21, figure 29).
Nous avons donc choisi d’utiliser un coceur aromatique présent dans les métabolites secondaires de
certaines cyanobactéries en espérant que cette structure augmenterait encore le pouvoir
immunomodulateurs de la molécule. Ces molécules, appelées bartolosides comprennent un motif
phénolique relié au minimum a un sucre par une liaison O- ou C-glycosidique, ainsi qu’a deux chaines
grasses incorporant des atomes de chlore. Les substituants du phénol correspondent donc aux
différentes unités que nous souhaitons apporter a la structure de nos cibles. En se rapprochant le
plus possible de cette plateforme naturelle présente chez des bactéries, nous pourrions augmenter
leur détection par les cellules du systeme immunitaire. En effet, la présence de ces composés chez
des bactéries laisse supposer qu’ils peuvent étre détectés comme du non Soi par les cellules et
enclencher une réponse immunitaire. La structure de la plateforme pourrait ainsi induire un effet

immunopotentiateur supplémentaire.
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Figure 29 : Structures des métabolites secondaires isolés par Balskus et coll.*® et de la molécule plateforme

Le coeur aromatique des composés cibles est lié par une liaison éther a un bras triantenné composé
de propyléne glycol. La liaison éther a été choisie dans le but de mimer la structure naturelle des
métabolites décrits par Balskus. L'espaceur, élément important de la structure, doit permettre a la
fois d’éloigner suffisamment les motifs sucres les uns des autres, tout en les conservant une distance
compatible avec les récepteurs des cellules du systéme immunitaire (la distance sucre-origine du
bras doit &tre supérieure & 2 A).1* La taille d’un motif 1,3-propylénediol assure cette condition

puisqu’elle posséde un diamétre de 0.533 nm.**®

A I'opposé du cycle aromatique, une liaison ester permet de relier la plateforme a la partie lipidique.
La liaison ester a été choisie afin de mimer la structure du composé trimannosylé 9. De plus les

conditions d’une réaction d’estérification sont compatibles avec la présence des triples liaisons.

Le choix de décorer la plateforme par trois motifs saccharidiques a été fait en se basant sur les

études du laboratoire précédemment citées.'®! De plus, des recherches menées par Fritsch et coll.?>
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en 2008 ont permis de mettre en évidence que des glycolipides di- et tétra-mannosylés possedent la
méme affinité pour les récepteurs a mannose. Ainsi, afin de simplifier la structure, un seul motif
pentaérythritol a été utilisé, permettant de synthétiser des molécules tri-antennées 22. La
triprésentation des motifs saccharidiques devrait étre suffisante pour obtenir une interaction forte
avec les récepteurs des cellules du systeme immunitaire. Néanmoins, une plus grande valence
pourrait facilement étre obtenue en formulant les glycolipides sous forme de liposomes, multipliant

ainsi le nombre de motifs saccharidiques a interagir avec les récepteurs.

Le premier objectif de ce travail était de synthétiser des glycolipides potentiellement

immunomodulateurs.

La synthése des molécules a été séparée en trois grandes phases : la synthése de la partie sucre, la
synthéese de la plateforme ainsi que la synthéese de la partie lipidique, toutes indépendantes les unes
des autres, avant d’étre finalement assemblées. Comme on peut le voir sur le schéma 2, six sucres
différents ont été initialement choisis pour la synthése des molécules cibles. Parmi ces six composés,
il a été décidé de se concentrer sur les mannopyranoses, permettant un ciblage des MR et les
galactofuranoses pour un ciblage de DC-SIGN. Ces galactoconjugués ont été choisis, notamment pour
étudier I'impact d’'un ou de deux atomes de fluor sur les activités des molécules ainsi que I'influence
de la taille de la partie saccharidique (mono- ou disaccharide). Pour les chaines lipidiques, nous avons
décidé de nous concentrer sur une structure mimant celle des archaeolipides avec un diéther. Les
derniéres étapes de la synthése ont consisté a relier ces trois parties ensemble, tout d’abord par une
réaction d’estérification entre la plateforme et la partie lipidique, puis par la formation d’un triazole

via une réaction click entre le complexe plateforme/lipide et la partie saccharidique.
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Schéma 2 : Récapitulatif de la structure des molécules cibles

L'une des molécules cibles de ce travail est présentée sur la figure 30.
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Figure 30 : Structure compleéte d'une des molécules cibles

5. Les tests biologiques

Le second but était de tester ces glycolipides sur des cellules du systeme immunitaire afin de
déterminer si elles ont un réle immunoadjuvant, immunostimulant ou méme immunosuppresseur.
Une comparaison des résultats obtenus peut étre menée entre différents sucres (mannopyranose,
galactofuranose, sucre fluoré ou non). L’étude a été réalisée dans le cadre d’une collaboration avec
Karin Tarte et Joélle Dulong de I'unité INSERM U1236, laboratoire MICMAC (Mlcroenvironment, Cell

differentioation, iMmunology And Cancer).
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Chapitre 2 Synthese des parties
saccharidiques

Comme décrit dans le chapitre précédent, la structure des différentes molécules cibles peut se
diviser en trois parties distinctes et indépendantes les unes des autres : une partie saccharidique, une
partie lipidique et une partie plateforme (figure 31). La synthése se veut la plus convergente possible

afin de pouvoir modifier chaque domaine et ainsi accéder a une librairie de composés.

e
Laas ﬂ” <O g

1 :N 0
N _/ Ppartie lipidique
— e
Partie Plateforme

saccharidique

Figure 31 : Structure des molécules a synthétiser

La plateforme est la seule des trois parties a rester constante, aucune modulation n’a été envisagée a
ce stade du projet. Plusieurs lipides ont été considérés, sur la base de structures lipidiques d’Archaea
(diéthers dont les chaines carbonées sont ramifiées). Enfin, plusieurs glycosides ont été ciblés pour
leur potentiel de reconnaissance de récepteurs impliqués dans la mise en place de I'immunité. La
structure globale et la stratégie développée nous ont permis de faire varier le nombre d’unités
saccharidiques, la nature du sucre (D-galactose ou D-mannose) ainsi que la taille du cycle. Nous avons
également considéré I'apport d’atome de fluor sur des entités galactofuranosidiques en substitution

d’un groupement hydroxyle.

Dans cette premiére partie, nous aborderons la synthése des différents saccharides envisagés pour la
conception des molécules cibles. Quelques rappels sur la synthése glycosidique seront tout d’abord
présentés avec une attention particuliere portée a la synthese des furanosides. Puis, les stratégies de
synthése mises en ceuvre pour synthétiser les différents composés seront exposées, ainsi que les

résultats que nous avons obtenus.
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I Rappels sur la synthese glyvcosidique

Dans la Nature, les sucres libres sont présents sous cing formes différentes, anomeéres et
tautomeres (figure 32) : une acyclique, deux cycliques a 6 chainons (a et B pyranoses) et deux

cycliques a 5 chainons (a et B furanoses).

OH
HOG HO
As-0
OH
p-D-Galactopyranose OH pB-D-Galactofuranose
H
H
HO :)H / CHO:H \
4 (o] 62
HO ~\1 HO
3 H
OH D-Galactose HO
a-D-Galactopyranose o-D-Galactofuranose

Figure 32 : Représentation des formes anoméres et tautomeéres du p-galactose

Un des challenges de la synthése de glycosides est d’obtenir la forme souhaitée du produit
synthétisé. Dans le cas des hexoses, les pyranosides sont les produits thermodynamiques, les

furanosides les composés cinétiques.

1) Généralités
Les réactions de glycosylation (tableau 2) font intervenir une espéce électrophile, le donneur de
glycosyle, une espéce nucléophile, I'accepteur de glycosyle, et un promoteur. Le donneur est activé
par un groupe partant sur sa position anomere. L'accepteur présente quant a lui un groupement
nucléophile, un OH dans le cas des O-glycosylations, mais cela peut également étre une amine, un
thiol ou un carbone. Le promoteur, présentant un caractére acide de Lewis, permet d’augmenter le
caractere nucléofuge du groupe partant du donneur afin de former un intermédiaire électrodéficient
appelé ion oxocarbénium. L’accepteur peut ainsi attaquer la position électrophile du donneur et
former la liaison glycosidique. Le promoteur choisi est donc dépendant du type de donneur utilisé.
Plusieurs couples donneur/promoteur ont ainsi pu étre identifiés (liste de quelques couples dans le

tableau 2).
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Tableau 2 : Exemples de couples donneur/promoteur

OGP OGP

GPO Promoteur | GPO ROH GPO
o e o e o
GPO X GPO \ GPO OR
OGP OGP
OGP
Donneur ion oxocarbenium Accepteur Glycoside
de de glycosyle
glycosyle
GP: Groupe protecteur

Groupe partant (X) Promoteur

Br AgOTf, AgzO, Ang03 ngBrz, ng(CN)z Tf : Triflyle

I KHMDS, TBAI/DIPEA HMDS :lBis(triméthylsilyll)amidure
TBA : Tétrabutylammonium

OCNHCCI; TMSOTf, BF5.0Et, DIPEA : Diisopropyléthylamine
Ac : Acétyle

OAc TMSOT(, BF;.0Et,, SnCl4 NIS : N-iodosucinimide

SR NIS/AgOTf, NIS/TMSOTF, BSP/Tf,0, DMTST  BSP: Bromosulfophtaléine - _
DMTST: Diméthyl(méthylthio)sulfonium

S(O)R Tf,0/DTBMP tétrafluoroborate
DTBMP: 2,6-Di-tert-butyl-4-méthyl

OPO(OR). TMSOTf, BF;.0Et, oyridine

L'accepteur doit posséder au moins une fonction nucléophile. Les autres positions sont, le plus
souvent, protégées afin de limiter au maximum le nombre de produits secondaires. Outre leur réle
de protections des hydroxyles, les groupes protecteurs peuvent également influencer la stéréochimie
du composé formé, on parle alors de groupes participants, a I'inverse des groupes non participants.
Lors d’une réaction de glycosylation, une fois le carbone anomere activé par le départ du groupe
nucléofuge, I'ion oxocarbénium formé peut étre attaqué par la face supérieure ou par la face
inférieure. Lorsque le groupe protecteur en C-2 est non participant, I'effet anomere favorise la
formation du composé 1,2-cis, plus stable thermodynamiquement. Dans le cas d’un groupement
participant, I'ion oxocarbénium peut étre stabilisé par assistance anchimérique par le groupe
protecteur en O-2. Cette assistance par un groupe participant guide I'entrée du nucléophile par la
face opposée et assure ainsi la formation d’une liaison glycosidique 1,2-trans. Par exemple, un ester
en position 2 forme une espéce de type acyloxonium (schéma 3-A). Diverses alternatives ont
également été développées pour assurer la sélectivité de la formation de glycosides. L'une d’entre
elles consiste a greffer un groupement stéréodirecteur en position 6. Demchenko et coll.? ont ainsi
obtenu des composés syn (1,2-trans) grace a I'action du groupement picolinyle. L'atome d’azote
forme une liaison hydrogéne avec le donneur, favorisant la réaction par la face supérieure du sucre.

Ils ont nommé cet effet le HAD pour H-bond-mediated aglycon delivery, ou la délivrance d’aglycone
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induite par liaison hydrogéne (schéma 3-B). D’autres études ont tiré profit de I'encombrement
stérique comme un avantage pour bloquer I'accés a une des faces du sucre et ainsi favoriser une des
deux configurations.® D’autres groupements protecteurs peuvent influencer la réactivité des espéces.
Ainsi, I'utilisation de groupements donneurs d’électrons, stabilisant I'ion oxocarbénium (tableau 2)
permet de favoriser la réaction glycosidique. Fraiser-Reid et coll. * ont démontré que des donneurs
armés peuvent étre sélectivement activés en présence de donneurs désarmés, possédant donc des

groupements protecteurs électroattracteurs.

Les solvants utilisés lors des réactions de glycosylation peuvent également jouer un réle
stéréodirecteur.®> Généralement, les solvants polaires favorisent la formation de glycosides B, et les
peu polaires des glycosides a. Mais les solvants peuvent avoir un réle participant, dans le cas de
I'acétonitrile, I'ion nitrilium formé in situ s’oriente uniquement en axial, ce qui force I'attaque
nucléophile en position équatoriale. L'éther diéthylique se positionne essentiellement en position

équatoriale, ce qui meéne a la formation d’un composé a (schéma 3-C).

(A) o o (B)
\ ) » N\
OAc +0 l
0\< ,
ion acyloxonium a/ %)‘) &\;Q/

o /H (o]}
€) \\;Sr/_\o \ :Tl p
y RN+ \R' R R
|‘|
N
R

e

1,2-trans

o [ ___ 0
WQ\/
R& ROR

Oo-H
R'/ 1,2-cis

Schéma 3 : Moyens de contrdle de la stéréochime d'une réaction de glycosylation par (A) I'utilisation de

groupe participant, (B) HAD, (C) effet de solvant

2) Focus sur la synthese des furanosides

Les furanoses ne représentent qu’une faible proportion de I’équilibre isomérique des sucres en
solution.® Un cycle a 5 chalnons n’est pas la forme thermodynamiquement favorisée par
comparaison a un cycle a 6, ce qui implique de devoir se placer dans des conditions qui favorisent

I’obtention de ce produit. Une fois le cycle figé sous la forme requise, les réactions de glycosylation
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répondent aux mémes conditions que celles décrites pour les pyranoses (tableau 2 et schéma 3). Par
conséquent, le premier défi de la synthese de composés furanosidiques est I'obtention du cycle a 5

chainons.

a) Acylation a haute température

Les formes furanoses peuvent étre obtenues en une étape a partir des sucres libres. En 1951, Ness et
coll.” ont décrit la synthése du B-D-galactofuranose pentaacétylé avec un rendement de 17% a partir
de D-galactose et d’anhydride acétique en présence de pyridine a reflux (schéma 4). Trente-deux ans
plus tard, D’Accorso et coll.® ont observé la formation d’un mélange o/B de galactofuranose
pentabenzoylé (schéma 4). Le sucre libre a été solubilisé dans de la pyridine a 100 °C pendant une
heure avant d’y ajouter du chlorure de benzoyle a 60 °C (rendement de 77% avant séparation des
deux anomeres). Ces deux voies de synthése ont permis d’accéder a des composés furanosidiques
totalement protégés en une étape unique. Cependant, la forme pyranose a été également obtenue
lors de ces synthéses (proportions non précisées dans la littérature). La séparation entre composés
pyranoses et furanoses, puis par la suite entre les deux anomeres, peut étre délicate, entrainant une

chute du rendement. De plus, cette approche ne semble étre efficace qu’a partir du D-galactose.

fo) o)
Ac OAc ACZO Gal ‘ BzClI Bz OBz
-«— D-Galactose EEE—
AcO Pyridine Pyridine ~ BZO
OAc . 100 °C OBz
AcO 100 °C , BzO
17% puis 60 °C
77%

Schéma 4 : Formation de galactofuranosides par acylation a haute température

b) Silylation

Lee et coll.°ont décrit en 1995 une nouvelle voie d’acces aux arabinofuranoses en passant par un
intermédiaire totalement silylé. Pour cela, ils ont placé le D-arabinose en solution dans le DMF avec
du chlorure de t-butyldiméthylsilyle (TBSCI) et un excés d’imidazole pendant 2 heures a 70 °C. Le

composé souhaité a été isolé par cristallisation avec un rendement de 65% (schéma 5).

En 2008, Baldoni et Marino® ont repris cette voie de synthése pour former des galactofuranoses. De
la méme manieére que Lee, la réaction a lieu dans un mélange DMF/pyridine (préalablement chauffé
a 100 °C pendant 2 heures) avant I'ajout d’imidazole et de TBSCI a 80 °C. Il se forme le 1,2,3,5,6-
penta-O-t-butyldiméthylsilyl-B-D-galactofuranose avec un rendement de 79% apres 3 heures de
réaction. Des études menées au sein du laboratoire ont démontré que le choix du groupement silylé

joue un réle primordial dans I'obtention du cycle furanosidique. En effet, I'utilisation de groupements
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moins encombrants tel que le triméthylsilyle ou le triisopropylsilyle a mené a la synthese de

pyranoses.’

OTBS o
B Ac,0 Ac OAc
TBSCI TBSO pTSA AcO
D-Galactose ——— > —_—
DMF/pyridine OTBS  cH,Cl, OAc
80 °C TBSO 77% AcO
79%
° TBSO OTBS
TBSCI (oN
D-Arabinose —
DMF OTBS
70 °C OTBS
65%

Schéma 5 : Formation de furanoses par silylation

Les composés silylés sont facilement convertibles en dérivés acétylés (anhydride acétique et acide p-
toluéne sulfonique en exces). Cette voie de synthése donne donc accés a des donneurs de furanosyle
en deux étapes seulement avec un rendement global de 61%. Cette méthode a pu étre étendue a
d’autres séries de sucres tels le L- et le D-fucose, le D-xylose, etc.* De maniére générale, cette voie de
synthése ne permet pas de différencier les groupements hydroxyle pour une fonctionnalisation
régiosélective. De plus, elle est efficace pour des sucres ayant des configurations relatives trans (Gal,

Ara) mais conduit a des mélanges furano/pyrano dans les autres séries.

¢) Réduction de lactone

Les furanoses peuvent également étre obtenus par réduction de y-furanolactones. Cette voie de
synthése a été mise au point par Lederkremer et coll.? durant les années 80. Aprés perbenzoylation,
la réduction a été réalisée a I'aide du diisoamylborane avec un rendement de 91%. Seul le composé B
a pu étre isolé apres cristallisation (schéma 6).12724 Les limites de cette approche résident, d’une part,
dans I'acces a une furanolactone et d’autre part dans la toxicité et le colt élevé des réducteurs de
type borane. Cependant, plusieurs étapes de protections et de déprotections ont été mises en place
avec cette technique afin de pouvoir, par la suite, différencier les différentes fonctions hydroxyles de

la molécule.

OH
O (0}
Bz (o] BH Bz
BzO 2 Bz
OBz OBz
BzO 91% BzO

Schéma 6 : Formation de furanosides par réduction de lactone
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d) Cyclisation a partir d’un dithioacétal

Cette méthode décrite durant les années 30 par Green et Pascu®® présente I'avantage de ne former
que le cycle a 5 chainons. Cependant, pour obtenir le dithioacétal, le sucre libre doit étre mis en
présence d’un exces de thiol et d’un acide. Ce thiol est souvent de faible masse moléculaire avec une
forte pression de vapeur saturante, ce qui complique la mise en ceuvre de la manipulation.?® Le
dithioacétal est alors mis en réaction avec un alcool (schéma 7). La réaction peut étre catalysée par
un sel de mercure? ou des agents halogénés électrophiles (iode,®* brome?®). Un des avantages de
cette méthode est qu’elle peut donner directement acces a des donneurs de type thioglycoside a

partir du dithioacétal.?

Io

' OR'
RSH OH oH srR ROH
H* H HgCl,
D-Galactose — 3 HO SR ——> OH
- HO
OH OH

Schéma 7 : Formation de furanosides via un dithioacétal

e) Réarrangement pyranosides/furanosides

Récemment Nifantiev et coll.?* ont décrit un réarrangement de pyranoside en furanoside selon une
méthode originale (schéma 8). Cette étude repose sur I'observation de la formation d’un sous-
produit contenant un furanoside en position réductrice aprés la sulfatation d’un oligosaccharide
uniquement pyranosidique. Le galactopyranoside d’allyle 27 a été sulfaté (SOs.Pyr) en milieu acide
fort (HOSO,CI, TfOH, H,S0,).22 Dans ces conditions seulement, le groupement sulfate en position 4
stabilise I'oxonium endocyclique 29 de sorte que la liaison O-5-C-1 est rompue. La contraction de
cycle ainsi que le transfert du groupement sulfate de la position 4 a la position 5 s’opérent ensuite
guantitativement en 48 heures pour former le composé 30. Ce protocole a pu étre répété dans le cas

d’entités galactoses et fucoses.
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Schéma 8 : Formation de furanosides par réarrangement de pyranosides

f) Alkylation en milieu basique

Schmidt et Klotz®® ont observé la formation d’a-D-galactofuranoside en partant du D-galactose dans
la N,N’-diméthylpropylurée en présence d’'un excés d’hydrure de sodium et de bromure d’allyle
(schéma 9). Cependant, cette méthode n’a pas pu étre étendue avec succes a toutes les séries sucre.
Des résultats différents ont été obtenus en fonction du saccharide étudié, le glucose et le mannose
n’ont permis de synthétiser que des pyranosides, |'arabinose a mené a la formation d’'un mélange

d’a-pyranoside et de B-furanoside d’allyle.

Br
N o
NaH "o H
D-Galactose M OHOA
59% HO

Schéma 9 : Synthése de I'a-D-galactofuranoside par alkylation de la position anomeére

g) Glycosylation de Fischer

La glycosylation de Fischer en milieu hétérogene et catalysée par les ions ferriques est la méthode la
plus utilisée au sein de notre laboratoire.?*? Elle consiste a faire réagir un alcool, en large esces dans
le THF, sur un sucre libre en présence de FeCls. L'apport des ions calcium, qui se complexeraient aux
hydroxyles en position 5 et 6, favorise I'obtention des a- et B-furanosides (schéma 10). Cette
approche s’est avérée efficace a partir de sucres neutres (glucose, galactose, mannose) et d’acides
uroniques (acide galacturonique). Cette méthode est également applicable a des alcools de longueur
de chaine variée pouvant contenir une insaturation. L'intérét pour des chaines aliphatiques longues

réside sur le fait que des composés amphiphiles, facilement extraits et/ou cristallisés sont ainsi
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obtenus en une seule étape de synthése. Par ailleurs, des travaux ultérieurs ont démontré qu’une
chaine octyle constitue un groupe protecteur intéressant du contre anomere.?® Ainsi, le
galactofuranoside d’alkyle est utilisé comme intermédiaire clé pour la synthese multi-étape de petits

oligosaccharides et de nucléotide-furanoses rares.

ROH
FeCl; OH
caclz OH0 OR "
+ (o)
D-Galactose R — HO HO oR
OH OH
HO
56%
o/f:1:49
ROH HO
FeCl; OH
D-Mannose _ HH OR + HO -0
HO OR
42%
o/p:2.6:1
ROH
FeC|3 OR
CaC|2 OHO
Acide D-galacturonique —_— HO
COOH OH
60%

Schéma 10 : Formation de furanosides par glycosylation de Fischer

II Saccharides a synthétiser

Dans cette partie seront présentées les différentes entités glycosidiques que nous avons synthétisées
dans le but de les greffer a la partie plateforme par cycloaddition 1,3-dipolaire. Afin d’évaluer
I'impact de la distance entre le sucre et le triazole, la fonction azoture a été introduite soit
directement sur le centre anomere, soit par I'intermédiaire d’'une courte chaine également greffée
en C-1. Deux séries de sucre ont été retenues pour préparer les glycolipides tri-antennés, le D-
mannose et le D-galactose, respectivement sous forme pyranose et furanose. lls ont été choisis pour
leur capacité a intéragir avec certains récepteurs impliqués dans les cascades de réactions

immunitaires.
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1) Les mannopyranoses

En raison de leurs propriétés bien connues de ciblage du MR, il a été décidé de greffer des entités
mannopyranosyle sur la molécule cible. Le composé final trimannosylé obtenu pourrait ainsi servir
de référence vis-a-vis des autres cibles saccharidiques envisagées (furanosides) et de leur
comportement face au MR. Un composé triantenné a déja été synthétisé au sein du laboratoire. Il
présente trois mannopyranosides liés a deux chaines propyléne glycol connectées au pentaérythritol
(figure 33).%7 Cette structure triantennée est reliée a un oligoéthyléne glycol par une fonction amide
et enfin, a un lipide bicatennaire par une seconde fonction amide. Le composé 9 a été intégré au sein
de liposomes et les tests biologiques ont démontré qu’il active les DCs ainsi que la réponse
inflammatoire.
OH
OH

HO O

OH o _~0._~_0

(0]
N L
OH 0\/\/0\/\/0/\ NH‘/\O<\/O>\/\N OW
OH 5 H H H
OSSN

9

o0~ 0._~_°0

Figure 33 : Structure d'un trimannoside synthétisé au laboratoire

Selon le schéma rétrosynthétique 11 proposé, le mannoside 24 peut étre synthétisé via le donneur
31 lui-méme obtenu a partir du D-mannose. L’accés a I'azoture 25 est plus direct, en une seule étape,
comme I'a récemment décrit Fairbanks.?® Cette voie de syntheése s’inspire des travaux de Shoda et
coll.?® qui ont synthétisé des oxazolines a partir du chlorure de 2-chloro-1,3-diméthylimidazolium
(DMC) dans I'eau. Fairbanks et coll. ont transposé cette méthodologie de synthése aux azotures afin
d’obtenir rapidement et facilement des composés préts a étre engagés dans des réactions click. Pour
pallier a I'excés de réactif initialement utilisé, Fairbanks a préféré un dérivé du DMC,
I’hexafluorophosphate de 2-azido-1,3-dimethylimidazolinium (ADMP) qui peut servir de donneur
d’azoture et d’agent activant le carbone anomere du sucre. Cette réaction, menée a pH acide, a
permis de réduire le nombre d’équivalents de donneur d’azoture a 3 et de réaliser la réaction de
cycloaddition a la suite de la synthése du saccharide supportant la fonction azoture (réaction one-
pot). Le concept a été testé sur différents sucres (galactose, glucose, mannose, isomaltose) avec un
azidoéthanol. Tous les sucres sont de configuration B, excepté le mannose (a) et ils ont été isolés

avec des rendements supérieurs a 70%.%
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Schéma 11 : Schéma rétrosynthétique des cibles mannopyranoses

D-Mannose

2) Les dérivés galactofuranosidiques

La présence des galactofuranoses dans la nature, notamment dans les membranes de pathogénes,
ainsi que leur reconnaissance par des récepteurs spécifiques tels que DC-SIGN nous ont encouragés a
utiliser ce motif en tant agent de ciblage. Par ailleurs, des résultats préalables ont montré que mono-
et difuranosides fluorés ou non sont capables d’induire la production de chimiokines. C’'est pourquoi,
plusieurs cibles ont été envisagées, mono- et disaccharides, fluorées ou non, avec une chaine
lipidique ou non (schéma 12). Le monosaccharide 15 constitue la structure la plus simple envisagée,
afin de servir de témoin pour les tests biologiques. L'ajout d’'un atome de fluor en position 6 est
inspiré de résultats précédemment obtenus au laboratoire et le but est d’en mesurer I'influence sur
les résultats biologiques. Des disaccharides ont également été envisagés pour poursuivre les travaux
initiés au sein du laboratoire et tirer profit des résultats positifs observés a partir des disaccharides
monofluorés. Les mémes composés difluorés ont été synthétisés dans le but d’explorer I'impact d’un

deuxieme atome de fluor sur les propriétés biologiques.

L'azoture de B-D-galactofuranose 15 peut étre synthétisé a partir du galactofuranose pentaacétylé,

par glycosylation avec un azoture de triméthylsilyle en présence d’un acide de Lewis (schéma 12).

Les disaccharides ont été synthétisés en mettant en réaction I'accepteur de glycosyle 36 avec un
donneur de glycosyle 34 et 35 dans le cas de disaccharides monofluorés, 32 ou 33 pour des
disaccharides difluorés. Donneurs et accepteur fluorés peuvent tous étre issus du méme composé 37
fluoré en position 6, soit par activation du carbone anomeére (32 et 33), soit par déprotection des
hydroxyles (36). Les donneurs de glycosyle non fluorés sont directement obtenus a partir du D-Galf

d’octyle 38.

Une fois le donneur 37 synthétisé, I'accés au composé 16, est aisé via une réaction de substitution

similaire a celle mise en ceuvre pour obtenir 15 (schéma 12).
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L'atome de fluor, étant tres électronégatif, il pourrait modifier la réactivité des groupements

hydroxyle proches du carbone 6. L'effet inductif attracteur devrait renforcer la liaison entre le

carbone et I'atome d’oxygéne en position 5, diminuant ainsi la réactivité de cette fonction lors d’une

réaction de glycosylation. Nous en avons déduit que seules les positions 2 et 3 de I'accepteur

pourraient étre assez nucléophiles pour former des liaisons glycosidiques. Afin d’étudier la sélectivité

possible entre ces deux positions et éviter des étapes supplémentaires de protection et de

déprotection, nous avons décidé d’étudier I'étape de glycosylation avec un accepteur 36 totalement

déprotégé. De plus, il peut étre intéressant d’obtenir les deux disaccharides liés soit en (1->2) soit en

(1->3) afin de faire une comparaison des résultats biologiques entre ces deux composés.

Les derniéres étapes consistent a greffer une chaine grasse substituée par un azoture afin de pouvoir

réaliser la réaction click.
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Schéma 12 : Schéma rétrosynthétique des furanosides cibles
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IIISynthese des composés cibles

1) Syntheses des dérivés mannosylés

a) Synthese de I'a-D-mannopyranoside d’azidoéthyle

La syntheése du dérivé mannopyranosidique 24 a été réalisée en deux étapes a partir du dérivé
pentaacétylé commercial. Une réaction de glycosylation entre l'azidoéthanol et le mannose
pentaacétylé 39, en présence d’'un acide de Lewis (BFs.Et,0) (schéma 13), a permis d’obtenir le
composé 1,2-trans 40 grace a la présence du groupement participant acétate au niveau du carbone
C-2. La déprotection dans les conditions de Zemplen des quatre fonctions hydroxyle a mené a

I’obtention du composé 24 souhaité avec un rendement global de 59% sur les deux étapes.

A~ N;
HO OA MeONa
OAc c OH
OAc BF,.Et,0 °P6° MeOH OI-CI)
Aco% beM __ Aco DCM _  Ho
AcO Ac 61% AcO ] > Ho
o 9% O\L
39 40 N3 24 N3

Schéma 13 : Synthése de I'a-D-mannopyranoside d’azidoéthyle

b) Synthese de I'azoture de mannopyranose

La synthese du composé 25, présentant la fonction azoture directement sur le carbone anomeére, a
été réalisée selon la procédure de Fairbanks?. Lui et son équipe ont mis au point une réaction one-
pot qui permet de synthétiser des azotures de glycosyle directement a partir de sucres non protégés
et dans un mélange eau/ACN. Le donneur d’azoture le plus éfficace, 'ADMP, active également la
position anomeére du sucre. Cette méthode de synthése a permis d’obtenir les dérivés souhaités en
série gluco-, galacto- et manno-, tous de configuration 1,2-trans. Cette voie de synthese a I'avantage
de ne pas utiliser de groupements protecteurs, évitant ainsi le recours a des étapes de
protection/déprotection. De plus, elle permet de s’affranchir d’une étape de purification en

poursuivant directement par la réaction click en one-pot.

La premiére étape de la réaction a été menée dans un mélange eau/acétonitrile a 0 °C. La
triéthylamine puis 'ADMP (41) ont été succéssivement ajoutés et le mélange a été agité pendant 3
heures a température ambiante (schéma 14). Le composé a été extrait au DCM, puis apres une

neutralisation de la triéthylamine par une résine échangeuse de proton (IR 120 H*), celui-ci a été
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intégré dans une réaction click (voir chapitre 4 : Synthése de la plateforme et couplages aux parties

glycosidiques et lipidiques).

N -
A
~N XN
OH OH
41 _0
D-Mannose - HO
NEt; HO
H,O/ACN
2 N3
25

Schéma 14 : Syntheése de I'azoture de mannopyranosyle

2) Synthese de I’'azoture de galactofuranyle

La synthése multiétapes du composé 15 est décrite sur le schéma 15 et a débuté par la formation du
galactofuranoside d’octyle par glycosylation de Fischer. Pour cela, le D-galactose libre a été mis en
solution dans du THF anhydre en présence de chlorure de calcium et d’octanol. Le chlorure de fer(lll)
a été ajouté par petites portions en veillant particulierement a ce que la température du milieu
n’exceéde pas 0 °C. Aprés 48 heures a température ambiante et des traitements acides (lavages par
HCl 5%) pour éliminer les ions ferriques, 'anomére B a été isolé par cristallisation dans I'éther
diéthyliqgue avec un rendement de 32%. En effet, au cours de la réaction les deux anomeres sont

synthétisés mais seul le composé B cristallise dans I'éther diéthylique.?®

Cette réaction étant longue a mettre en place (plusieurs heures sont nécessaires pour les ajouts de
FeCls), elle a rapidement été menée dans un réacteur et en engageant des quantités importantes de
réactifs (20 g de D-galactose). L’utilisation d’un réacteur a permis de mieux contréler I'agitation du
milieu grace a une pale plutét qu’a un barreau aimanté, ce qui a minimisé les problémes
d’augmentation de la température inhérent a chaque ajout de chlorure ferrique. Afin de s’assurer
que la température n’excede pas 0 °C a l'intérieur du réacteur, nous avons fixé la température du
liquide de refroidissement a -10 °C. Dans ces conditions, un rendement de 29% en produit 38 a pu

étre obtenu, correpondant au rendement observé a plus petite échelle.

Le composé 38 a ensuite été acétylé dans des conditions standards puis acétolysé en présence
d’anhydride acétique et d’acide sulfurique concentré afin d’obtenir le composé 42 avec un
rendement sur les deux étapes de 57%. Un mélange o/B de I'azoture 43 a été obtenu avec un
rendement de 79% par action de l'azoture de triméthylsilyle en présence d’'un acide de Lewis

(TMSQTf). L’anomere B de 43 a pu étre isolé du mélange a/B par chromatographie flash avec un
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rendement de 48%. La derniére étape de la synthese a consisté a déprotéger les fonctions hydroxyle

dans les conditions de Zemplén (95% de rendement).

1) Ac201
n-octanol pyridine
cacl o. 9CsHiz  2)Ac,0, o
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) —_—>
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32% HO™ 38 57% AcO
CH,Cl, | TMSN;
79% TMSOTf
N3
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H NaOMe Ae N,
HO - AcO
OH OAc
HO g:og: AcO
2Ch
95% 43 .
15 B pur 48%

Schéma 15 : Synthése de I'azotude de B-D-galactofuranosyle

3) Synthese du monomere fluoré

Le galactoside fluoré en C-6 48 constitue I'intermédiaire clé pour accéder aux différents composés
fluorés. Il a été préparé en suivant une synthése développée au sein de notre laboratoire.®* Comme
on peut le voir sur le schéma 16, les deux hydroxyles en 5 et 6 ont été différenciés des hydroxyles en
2 et 3 sous la forme d’un isopropylidene (44). Les fonctions libres en 2 et 3 ont ensuite été
benzoylées afin de conduire au composé totalement protégé. L'acétal a été clivé en milieu acide
aqueux pour former le furanoside 45 avec un rendement global de 67% sur les trois étapes a partir
de 38. Le choix de l'ester de benzoyle comme groupement protecteur s’est imposé pour son
élimination simple dans les conditions de Zemplén. De plus c’est un groupement participant,

assurant la formation de composés B pour la suite de la synthese.

Afin d’introduire régiosélectivement I'atome de fluor, un groupement sulfate cyclique permettant a
la fois la protection de la position 5 tout en activant la position 6 a été utilisé, essentiellement pour

des raisons stériques.’!

Le galactofuranoside 45 a été converti en sulfate 5,6-cyclique en deux étapes. La premiere étape a
consisté en la formation d’un sulfite cyclique 46 par réaction de 45 avec le chlorure de thionyle. Ce
composé a ensuite été oxydé en milieu biphasique par le tétraoxyde de sodium généré in situ afin de

former le sulfate 47. L'utilisation du chlorure de sulfuryle (SO.Cl) a la place de SOCI;, en milieu
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basique a également été envisagée. Cependant, les rendements observés avec des sucres sont

modérés comparativement a celui obtenu ici sur les deux étapes (76%).3132

L'ouverture du sulfate 47 par action de I'ion fluorure a conduit, aprés désulfatation acido-catalysée,

au composé 48 avec un rendement de 84%.
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Schéma 16 : Synthése du 2,3-0-benzoyl-6-fluoro-6-déoxy-B-D-galactofuranoside d’octyle

4) Synthese de I’'azoture fluoré

Afin d’accéder a 'azoture 16, le carbone anomeére du galactofuranoside 48 a été activé par acétolyse,
ce qui a permis également la protection du groupement hydroxyle en position 5 (schéma 17). De la
méme maniére que pour le composé 43, I'azoture a été greffé en position anomere a I'aide d’un
dérivé silylé en présence d’un acide de Lewis. Le composé 50 a ensuite été déprotégé dans les
conditions de Zemplén. L'ester benzoique formé a été éliminé via une co-évaporation par plusieurs
lyophilisations successives d’une suspension du résidu réactionnel dans I'eau, permettant d’isoler le
composé 16 avec un rendement de 29% sur les trois étapes. Les analyses MS (spectrométrie de
masse) et RMN (raisonance magnétique nucléaire) ont permis de confirmer la structure de 16. En
effet, une masse de [M+Na]* de 229,9 correspond a un composé de formule brute C¢H10FN3OsNa en
adéquation avec la formule brute du produit souhaité. De plus le déplacement chimique du proton

anomere a 5,23 ppm, caractérisé par une constante de 2,1 Hz, a confirmé |’obtention du composé B.
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Schéma 17 : Syntheése de I'azoture fluoré

5) Synthese des donneurs et accepteurs de la glycosylation

a) L’accepteur de glycosyle

Afin de mener des premiers essais de synthese des disaccharides tout en minimisant le temps et les
étapes de synthése, nous avons décidé de tester les réactions de glycosylation avec un accepteur
« modele ». Cet accepteur, le 6-désoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside d’octyle 36, possede une
chaine grasse a 8 atomes de carbone, mais sans azoture, normalement nécessaire pour la réaction
click (figure 34). Cela nous a permis de réaliser les glycosylations a partir d’un produit issu d’une
synthése en 7 étapes contre 11 pour 51 (acétolyse de OH-1, glycosylation afin de greffer la chaine
liée a une fonction amine protégée, déprotection de I'amine et conversion en azoture). En outre, cet
accepteur a ouvert I'acces a un grand nombre de composés de type glycolipides dont les structures
ont été comparées a celles des produits issus de I'approche chimioenzymatique (12).3® Les
disaccharides accessibles par la glycosylation de cet accepteur ne difféerent que d’'un atome de fluor
et éventuellement par 'emplacement de la liaison glycosidique (en 2, 3 ou 5). L'influence de ces deux

parameétres sur les activités biologiques est donc intéressante a considérer.

O(CH,);CH; O(CHz)gN;

0] 0]
H H

HO HO
OH OH

36 51

Figure 34 : Structures de I'accepteur modeéle et de I'accepteur nécessaire pour une réaction click

L'accepteur modéle a été obtenu par simple déprotection dans les conditions de Zemplén du

composé 48 avec un rendement de 88% (schéma 18).
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Schéma 18 : Synthése de I'accepteur

b) Les donneurs de glycosyle

Les donneurs bromés figurent parmi les donneurs de glycosyle les plus réactifs car le brome est un
trés bon groupe partant. Cependant, ils se décomposent facilement a température ambiante par
hydrolyse. Leur conservation sur le long terme est donc plus délicate et nécessite qu’ils soient
fraichement préparés avant de réaliser la glycosylation. De plus, les promoteurs impliqués dans les
réactions de glycosylation avec un accepteur bromé sont des sels de métaux lourds (argent ou
mercure) ce qui nous a amenés a envisager |'utilisation d’un second donneur de type thioglycoside.?
Les thiosucres sont tres largement utilisés dans les réactions de glycosylation car ils sont faciles a

synthétiser et a utiliser, ils sont relativement stables.13%3%

Un premier donneur thioglycosidique 52 (schéma 19) a été synthétisé a partir du composé 49 a
I'aide de thiophénol et en présence d’un acide de Lewis (BFs.Et,0). Aprés purification, il a été isolé
avec un rendement de 90%. Le donneur de galacatosyle bromé a été synthétisé a partir du méme
composé de base 49, mais en présence d’'un large excés d’acide bromhydrique dans I'acide acétique.
L'obtention du composé 53, de configuration B, a pu étre confirmée par la faible valeur de la
constante de couplages J1, de 1,0 Hz, celle de 52 était méme trop faible pour étre déterminée (pic en

RMN *H du proton anomeére sous la forme d’un singulet large).

o SPh
Bz
HSPh AcO
BF;.Et,0 OBz
F 52
o CH,CI,
Bz OAc 90%
AcO
OBz
F B
49 HBr (o r
AOH - aco
OBz
F
53

Schéma 19 : Synthése du donneur bromé

74



6) Synthese des donneurs de glycosyle non fluorés

Afin de pouvoir étudier l'influence de I'atome de fluor sur les propriétés des molécules et leur
réactivité dans une réaction de glycosylation, nous avons synthétisé des disaccharides comportant un
atome de fluor sur un seul des motifs sucre. Pour cela, I'accepteur fluoré 36 a été mis en réaction

avec un donneur non fluoré (56 ou 57).

Pour obtenir ces donneurs, les quatre hydroxyles libres du galactofuranose d’octyle 38 ont été
protégés sous forme d’esters benzoiques, puis la position anomeére a été acétolysée (schéma 20). Le
composé 55 a été obtenu en deux étapes avec un rendement global de 94% et un ratio a/p de 1:4. A
partir de 35, les donneurs bromé et thiophénylé ont étre préparés dans les mémes conditions que

pour la synthese de 52 et 53, et isolés avec des rendements respectifs de 62 et 95%.

o Br
Bz
BzO
OBz
BzO 57
HBr
95% | AcOH
o. 9CsHi7 BzCI 0. 9CsH ac0 o
H DMAP Bz H2S0, Bz prOAc
HO —» BzO —_— BzO
OH CH,Cl, OBz Acétone OBz
HO 99% BzO 95% BzO
55
38 54
a/p=1:4

CH,CI, | HSPh
62% BF,;.Et,0

0 SPh
Bz
BzO
OBz
BzO
56

Schéma 20 : Synthése des deux donneurs non fluorés thiophénylé et bromé
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IV Réactions de glycosylation et résultats

1) Réactions de glycosylation entre les donneurs et

I'accepteur fluorés

Il est tres largement reconnu que chaque réaction de glycosylation est différente, impliquant que les
conditions doivent étre constamment adaptées en fonction du type de donneur et d’accepteur. Ainsi,
le promoteur utilisé, la température de la réaction, le solvant, la quantité d’accepteur ont été ajustés
pour chaque type de glycosylation (schéma 21) dans le but d’optimiser ces réactions pour obtenir les

disaccharides mono- et difluorés reliés en (1-2) et (1->3).

Trois positions (2, 3 et 5) sont disponibles sur I'accepteur de glycosyle 36 (schéma 21) pour former
une liaison glycosidique. Comme expliqué précédemment, la position 5 est supposée étre moins
réactive en raison de la présence du fluor en position 6. Seuls les produits de glycosylation (1->2) et

(1->3) sont donc attendus dans des proportions difficiles a prévoir a I'avance.

OCgH;7
fo) X o Promoteur
OH
OBz
AcO + HO
OBz F OH [ ]
F
52:X=SPh 36
53:X=Br

Schéma 21 : Réaction de glycosylation entre deux entités furanoses

a) Réactions avec le donneur thiophénylé

Le premier donneur engagé dans la réaction de glycosylation a été le thioglycoside 51, largement
utilisé dans notre laboratoire. Le mode opératoire mis en place implique de solubiliser séparément
I'accepteur et le donneur dans du dichlorométhane. Ainsi, le N-iodosuccinimide (NIS) et le triflate de
trimethylsilyle ont été ajoutés a la solution d’accepteur 36 et le mélange correspondant a été laissé

sous agitation, pendant 10 min, avant I'ajout de la solution de donneur de glycosyle 52.

Le NIS est un donneur d’ion iodonium. Les doublets non liants de I'atome de soufre du donneur
attaquent le NIS afin de former une liaison avec I'iode (schéma 22). L'ion sulfonium ainsi formé est
converti en acyloxonium avec libération de PhSI. L'approche du nucléophile est dirigée sur la face B

du donneur.
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Schéma 22 : Réaction de glycosylation en présence du couple NIS/TMSOTf

Afin de maximiser le rendement, un léger excés de donneur a été engagé dans les réactions (tableau
3). Lors des premiers tests de glycosylation (tableau 3, entrées 1 et 2), un large excés de NIS (2,3 éq)
ainsi qu’une quantité stoechiométrique d’acide de Lewis par rapport au donneur (1,2 éq) ont été
utilisés. Apres une purification sur colonne de gel de silice, un composé de masse moléculaire bien
supérieure a celle du disaccharide a été isolé. L'analyse HRMS (spectrométrie de masse haute
résolution) de ce composé a donné un signal de [M+Na]* de 1145,3971 correspondant a la masse
molaire d’un trisaccharide (58). Cela nous a permis de calculer un rendement de 11%. Cette
hypothése a par la suite été confirmée par RMN avec I'observation de trois signaux fortement
déblindés en RMN 3C correspondant a trois carbones anomeéres (6 de 107,6, 107,2 et 98,7 ppm). Les
deux disaccharides (1-2) et (1->3) étant nos cibles principales, nous avons décidé de diminuer la
température a -30 °C (tableau 3, entrée 2) afin de ralentir la cinétique de la réaction, ce qui nous a
permis d’isoler deux disaccharides 59, 60 ([M+Na]*= 731,28) avec des rendements de 6% chacun. Ces
deux composés, bien que de masse molaire identique, ont présenté des spectres RMN différents qui

seront détaillés dans la partie 2 «Identification des produits formés».

Dans le méme objectif, nous avons réalisé la réaction de glycosylation en faisant varier les quantités
en TMSOTf. A 0,2 éq, la quantité d’acide s’est avérée trop faible et la réaction de glycosylation n’a
pas été amorcée. Avec 0,5 éq de TMSOT, la quantité est devenue suffisante pour initier la réaction,
et les rendements en disaccharides (61, 62, 63) ont été sensiblement améliorés entre la réaction de

glycosylation menée a 0 °C et celle réalisée a -50 °C (tableau 3, entrées 3 et 4).

Nous avons également augmenté la quantité de donneur (1,6 éq) par rapport a I'accepteur (1 éq)

pour vérifier I'impact de la quantité de 52 sur le rendement (tableau 3, entrée 5). Cependant, aucune
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amélioration n’a été observée en termes de rendement global sur les produits isolés. Les quantités

de disaccharides isolées ont méme diminué, mais plus de trisaccharide 64 a pu étre obtenu.

Tableau 3 : Conditions et résultats de la réaction entre le donneur 52 et I'accepteur 38 (structures présentées

sur la figure 35)

Entrée Eqdonneur Eqpromoteur Température (°C) Produits formés (rendement)
(52) (NIS/TMSOTH)
1 1,2 2,3/1,2 0 58 (11%)
2 1,2 2,3/1,2 -30 59 (6%), 60 (6%), 58 (11%)
3 1,2 2,3/0,5 0 61 (7%), 62 (5%), 63 (1%), 64 (9%)
4 1,2 2,3/0,5 -50 61 (12%), 62 (5%), 63 (9%), 64 (11%)
5 1.6 2,3/0,5 -50 58 (34%), 59 (3%)

Afin de caractériser plus finement les disaccharides obtenus, des analyses RMN 1D et 2D (HMBC -
Heteronuclear Multiple Bond Connectivity, HSQC - Heternuclear Single Quantum Correlation, COSY -
Correlated Spectroscopy) ont été réalisées. Les disaccharides 59 et 60 préparés selon les entrées 2 et
5 du tableau 3 possedent un premier carbone anomere entre 98 et 99 ppm et un second entre 105 et
107 ppm. Pour les composés 61, 62 et 63 obtenus selon les entrées 3 et 4, les deux carbones
anomeéres possedent un déplacement chimique de I'ordre de 105 a 107 ppm. Ainsi, deux produits ont
été formés, le premier comprenant un motif pyranoside (6=98-99 ppm) et le second constitué
uniquement d’entités furanosides (6=105-107 ppm. L’analyse structurale complete des molécules

obtenues sera explicitée dans la partie «2) Identification des produits formés».

b) Réactions avec le donneur bromé

Au vu des rendements modérés obtenus avec le donneur thiophénylé, nous avons testé le produit

bromé 53, donneur moins stable mais plus réactif que le glycoside de thiophényle.

Le triflate d’argent (AgOTf) a été utilisé comme promoteur pour cette glycosylation. L'argent peut
complexer I'atome de brome du donneur, activant et libérant ainsi la position anomere pour
I'attaque nucléophile de I'accepteur. Le sel d’argent (AgBr) alors formé précipite dans le milieu
réactionnel et peut étre éliminé par simple filtration. De la méme maniére que dans le cas du
donneur thiophénylé, le groupement participant benzoyle sur le C-2 assure la stéréochimie B pour la
nouvelle liaison glycosidique. Les conditions de glycosylation a partir d’'un donneur de glycosyle
bromé nécessitent d’introduire des quantités stoechiométriques de donneur et d’accepteur. La

premiére glycosylation (tableau 4, entrée 1) a cependant mis en évidence un probléme d’hydrolyse

78



important du donneur 65. Ainsi, nous avons essayé de la limiter par I'ajout de tamis moléculaire 4 A,
avec des résultats modérés (entrées 2 et 3). La synthese glycosidique selon I'entrée 1 a également
permis de former majoritairement le composé 66, présentant a la fois des caractéristiques du
donneur 52 et de la chaine octyle présente sur I'accepteur 36. Il sera par la suite appelé produit de

transglycosylation.

Les différents produits obtenus selon les entrées du tableau 4 présentent les mémes spectres RMN
gue ceux répertoriés dans le tableau 3, ce qui confirme que les mémes composés ont été synthétisés.
De la méme fagon que lors de l'utilisation du donneur 52, I'analyse MS a permis d’identifier des

composés de masse m/z égale a 731,28, mais avec des spectres RMN différents (tableau 3, entrée 1).

Afin de vérifier que la quantité de donneur n’influence pas les rendements, une réaction a été menée
en présence de 2 éq de 53, 2 éq d’AgOTf pour 1 éq de 36. Cependant, aucun produit n’a pu étre isolé

(donnée non intégrée dans le tableau 4).

Tableau 4 : Conditions et résultats de la réaction entre le donneur 53 et I'accepteur 36 (structures présentées

sur la figure 35)

Entrée Eq Eq Tamis Produits formés (rendement)
donneur promoteur moléculaire
(53) AgOTf 4A
1 1 1 Non 59 (8%), 65 (22%), 66 (64%)
2 1 1 Oui 61 (8%), 62 (8%), 63 (11%), 64 (1%), 65

(15%), 66 (20%)
3 2 2 Oui 66 (18%), mélange di/tri inséparable
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Figure 35 : Structures des différents produits obtenus lors des réactions de glycosylation entre accepteur et

donneurs fluorés

2) Identification des produits formés

Les différents produits synthétisés au cours des réactions de glycosylation ont pu étre identifiés grace
aux analyses MS et RMN. Les structures sont représentées sur la figure 35 ci-dessus. Pour plus de
facilité de lecture, les structures sont également répertoriées sur une page dépliable a la fin de ce

chapitre.

Tout au long de la discussion, I'unité réductrice des di- et trisaccharides est appelée « a » et I'entité
non réductrice « b ». Dans le cas des trisaccharides, une troisieme entité est introduite pour la

seconde unité non réductrice appelée « c » (figure 36).
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Figure 36 : Appelation des différentes entités des di- et trisaccharides

a) Produit d’hydrolyse du donneur (65)

L’hydrolyse du donneur de glycosyle est une réaction secondaire classique en synthése glycosique. Il
peut en résulter deux épimeres a et B, tous deux identifiables dans un mélange par leur masse,
[M+Na]* de 454,9 dans notre cas. De plus, I'analyse RMN du composé 65 a permis d’identifier la
présence d’un sucre dont le carbone anomere (6c1=101,1 ppm) est lié a un proton (64-1=5,65 ppm)
possédant une constante de couplage inférieure a 1 Hz. Cela confirme la formation du composé de
configuration B pour le produit 65. La présence de signaux caractéristiques des protons aromatiques

et d’un singulet a 2,08 ppm a prouvé la présence des groupements benzoyle et acétyle.

b) Transglycosylation (66)

Le spectre RMN *H du composé 66 (figure 37) nous a particuliérement surpris puisqu’il a mis trés
clairement en évidence la présence de protons aromatiques sous la forme de multiplets a des
déplacements chimiques supérieurs a 6,8 ppm, d’'un acétyle avec un singulet a 2,08 ppm mais
également de la chaine octyle. Cette chaine est caractérisée par deux doublets de triplets (dt), (A) a
3,75 et 3,53 ppm, un multiplet entre 1,69 et 1,57 ppm, (B), un autre entre 1,44 et 1,01 ppm (C) et un
triplet a 0,86 ppm (D). De plus, le spectre HMBC a montré le lien entre le OCH; de la chaine grasse et
le carbone anomére du sucre. La présence de I'atome de fluor a également pu étre vérifiée via la
présence de doublets sur le spectre RMN 3C. En effet, les sighaux correspondant aux carbones C-6,
C-5 et C-4 possédent respectivement des constantes de couplage 3C,F de 173,2 Hz, 20,7 Hz et 5,7 Hz.
De plus, le signal des protons H-6 en RMN *H se présente sous la forme d’un doublet présentant une

constante de couplage 2J4r=46,6 Hz, caractéristique d’une constante H,F.

L'hypothése d’un produit issu du transfert de la chaine alcooxyle de I’accepteur vers le carbone
anomeére du donneur a été confirmée par I'analyse HRMS avec la détection d’un ion [C3oH370sF+Nal*

de 567,2365 caractéristique du composé.
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En conséquence, la réaction de 53 avec 36 en milieu acide se traduit majoritairement (64%, tableau

4, entrée 1) par une réaction de transglycosylation, via un transfert intermoléculaire d’aglycone.
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Figure 37: Spectre RMN *H du produit de transglycosylation 66 dans CDClz

¢) Disaccharides furanosidiques (61, 62, 63)

La présence de disaccharides a pu étre confirmée par HRMS via I'observation de pic de masse de m/z
de valeur 731,28. Les analyses RMN nous ont permis de déterminer la régiosélectivité des couplages.
Détaillons par exemple le cas du composé 61. La premiere étape de lidentification a consisté a
attribuer les signaux des différents protons et carbones des deux entités sucre qui composent le
disaccharide grace aux analyses RMN 2D classiques (COSY, HSQC, figure 38, spectres A et B). Le
spectre HSQC a permis d’identifier les deux protons anomeres grace a leur corrélation avec les
carbones anomeéres dont les déplacements chimiques sont trés élevés en 3C (8c.1.= 106,1 et 6c
1b=105,7 ppm). Le spectre COSY a permis de relier les protons entre eux ainsi que leur position sur le
cycle saccharidique. L’analyse *C quant a elle, a facilement permis de mettre en évidence les
carbones C-4, C-5 et C-6 des deux motifs sucre grace aux constantes de couplage *C,F de I'ordre de
160-170 Hz pour C-6,F, de 20 Hz pour C-5,F et de 5 Hz pour C-4,F (figure 38, spectre C). Grace au

spectre HSQC, les protons correspondants ont pu étre associés a leurs sighaux en RMN *H.
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Figure 38 : Spectres RMN du disaccharide 61. A : COSY, B : HSQC, C : 13C, D : HMBC dans CDCls

Enfin une analyse HMBC de 61 a permis d’identifier I'entité portant la chaine grasse en O-1 (entité a)
ainsi que les interactions entre le proton anomeére de I'entité b avec un carbone de I'unité a (spectre
D). Nous pouvons ainsi déterminer la régiosélectivité du couplage. Sur la figure 38, on voit clairement
la tiche de corrélation entre le proton anomeére H-1b et le carbone C-2a. Cette régiosélectivité (1->2)
est confirmée par une variation importante du déplacement chimique observée en RMN 3C sur le
carbone C-2a comparé a l'analyse de I'accepteur 36. En effet, le signal de C-2a (78,9 ppm) est déplacé
vers les champs faibles (86,1 ppm) dans le cas du disaccharide 61, indiquant un changement de

voisinage. Les autres carbones conservent des déplacements du méme ordre de grandeur.

Tous les autres disaccharides 62, 63, 59, 60 ont ainsi pu étre caractérisés de la méme fagon. Pour le

composé 62, les spectres HSQC et COSY ont permis d’attribuer tous les signaux correspondant aux
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Composé
59

61

protons et atomes de carbone des deux entités glycosidiques. Le déplacement chimique du carbone
C-3a, de 84,3 ppm laisse supposer une liaison B-(1->3), hypothése vérifiée par la présence d’une

corrélation entre le carbone anomere C-1b et le proton H-3a (4,24 ppm-106,2 pppm).

Enfin, le composé difuranosidique (1->5) 63 a pu étre identifié, notamment grace a la valeur élevée
du déplacement chimique de C-5a impliqué dans la liaison glycosidique. Il passe de 69 ppm pour 61
et 62 a plus de 75 ppm pour 63. De plus, un doublet (Jc=5,6 Hz) a été observé a 106,4 ppm,
témoignant ainsi de la proximité du C-1b avec I'atome de fluor en C-6a. Ce signal a 106,4 ppm est

corrélé (en HMBC) au H-5b a 4,33 ppm, ce qui démontre la stéréochimie B-(1->5) du composé 63.

La configuration B des trois composés 61, 62 et 63, est confortée par une constante de couplage

visible en RMN *H trés faible (inférieure & 1 Hz) entre le proton anomére et le H-2b.

d) Différenciation pyranose/furanose et élucidation des

structures de 59 et 60

Les analyses HRMS des composés 59 et 60 prouvent la présence de masses [M+Na]* de 731,2847 et
731,2853 respectivement, ce qui appuie I'hypothése de la synthése de composés disaccharidiques.
Les spectres COSY et HSQC ont permis d’attribuer les déplacements chimiques de chaque proton et
chaque carbone des deux cycles. Que ce soit pour 59 ou 60, un des deux motifs saccharidiques
présente un déplacement chimique du carbone anomere de l'ordre de 98-100 pppm, valeurs
largement moins élevées que celles observées dans les cas de 61 et 62 (105-107 ppm). Le second
cycle, quant a lui, reprend toutes les caractéristiques des composés 61 et 62. Les analyses HMBC ont
permis de mettre en évidence des couplages entre les protons anomeéres H-1b et carbone C-2a dans
le cas de 59 et C-3a dans le cas de 60, ainsi que le lien entre les carbones anomeres de déplacements
chimiques proches de 99 ppm et les protons de la chaine octyle. Si les différences de déplacements
chimiques entre 59 et 61 sont visibles en RMN H (tableau 5), elles le sont d’autant plus en RMN 3C
(tableau 6). Les déplacements chimiques des C-1a sont trés largement déplacés vers les champs
faibles dans le cas de la molécule 61. Nous sommes donc bien en présence de deux composés

différents.

Tableau 5 : Différences de déplacements chimiques observés en RMN H entre pyranoside et furanoside (a
correspond a I'entité réductrice et b I’entité non réductrice)

H-1b H-2b H-3b H-4b H-5b H-6b H-la H-2a H-3a H-4a H-5a H-6a
5,37 5,46 560 4,72— 545- 4,72—- | 5,07 3,89 4,16- 4,16— 4,16— 4,72-4,48
4,48 5,37 4,48 4,06 4,06 4,06
5,46 5,42 5,50 4,53 558—- 4,64- | 517 4,17 4,24  4,13- 4,09 - 4,51
5,53 4,70 4,10 4,02
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Tableau 6 : Différences de déplacements chimiques observés en RMN 3C entre pyranoside et furanoside

Composé | C-1b C-2b C-3b C4b C-5b C-6b| C-1a C-2a C-3a C-4a C-5a C-6a

59 108,3 836 759 786 688 805 | 985 783 68,6 689 685 83,2
61 105,7 82,2 76,2 80,9 70,1 80,8 |106,1 86,1 76,2 84,7 69,7 83,7

Les entités furanosyle possédant des carbones anomeéres avec des déplacements chimiques
supérieurs a 100 ppm, nous avons émis I‘hypothese de la présence d’un résidu pyranosidique. Cette
idée a été confortée en comparant les déplacements chimiques des deux C-4a passant de 68,9 ppm
pour 59 a 84,7 ppm pour 61. Ceci indique que dans le cas du deuxieme composé, le C-4a est plus
proche de I'oxygene du cycle que dans le cas de 59. Enfin, la constante de couplage de 3,6 Hz entre
H-1a et H-2a de 59 confirme définitivement la présence d’un cycle pyranosidique de configuration a

lié au niveau de I'oxygene 2 du cycle furanosidique.

De la méme maniere, nous sommes arrivés a la conclusion que le composé 60 comprend un cycle
pyranosidique relié en (1-3) a un cycle furanosidique et que 62 est composé de deux cycles

furanosidiques liés en (1->3).

Tous les composés disaccharidiques peuvent ainsi étre différenciés par le déplacement chimique *H

et 13C de I‘anomére de I'entité réductrice comme décrit dans le tableau 7 suivant.

Tableau 7 : Déplacements chimiques des protons et carbones anomeéres de I'entité réductrice

Composé 61 62 63 59 60
cycle furanose furanose furanose pyranose pyranose
6H-1a (ppm) 5,14 4,97 4,94 5,07 4,97
6C-1a (ppm) 106,1 108,4 107,9 98,5 98,5

e) Identification des trisaccharides (58 et 64)

Les trisaccharides 58 et 64 ont été mis en évidence par analyse HRMS avec un pic de m/z de 1145,39.
Cependant, l'interprétation des spectres RMN et I'attribution des signaux ont été plus complexes du
fait que les composés n‘ont pas pu étre parfaitement purifiés aprés colonne de gel de silice. De plus,

de nombreux pics se chevauchent dans la zone des 60-100 ppm en RMN 3C.

De la méme maniére que pour les disaccharides, un composé (58) contenant un résidu pyranosidique

a pu étre observé, notamment grace au signal spécifique de C-1a en RMN 3C a 98 ppm. A I'aide des
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corrélations du spectre COSY, il a été aisé de remonter aux protons H-2a a H-5a du cycle
pyranosidique correspondant. Le spectre HSQC a permis d’identifier les protons et carbones
anomeres des deux autres entités sucres (b et c). L'analyse HMBC a alors confirmé que les carbones
C-2a et C-3a du cycle pyranosyle sont corrélés avec les deux autres protons anomeres présents
comme on peut le voir sur la figure 39. Cela a validé la présence d’un trisaccharide branché a la fois

en O-2a et en O-3a.
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Figure 39 : Corrélation entre les protons anomeres et C-2 et C-3 de I'entité réductrice sur le spectre HMBC du

trisaccharide 58 dans CDCls

Si on décrit rapidement le cheminement que nous avons suivi pour le composé 58, avec le spectre
HMBC nous avons identifié les carbones C-2b et C-2c (corrélations avec les H-1b,c) des deux entités
furanosyle, puis les H-3b,c (corrélations avec les C-2b,c) et les C-4b,c (corrélations avec les H-1b,c et
vérification avec les constantes de couplages C,F). Les couples carbone-protons des trois C-5 et des
trois C-6 ont été identifiés grace a leur constante de couplage C,F. Le C-5a et le C-6a du pyranoside
ont été attribués par analogie avec les disaccharides 59 et 60. Les H-5b et H-5¢c et C-5b et C-5¢ des
entités furanosidiques sont également semblables aux signaux équivalents sur les composés 59 et 60.
Pour les fonctions CH,F, nous n‘avons malheureusement pas pu les attribuer avec certitude a un
cycle plutét qu’a un autre. Les protons font partie d’'un massif regroupant les 6 protons H-6. Les
déplacements chimiques des carbones sont trop proches et ces atomes sont caractérisés par la
méme constante de couplage C,F. De plus, I'analyse HMBC ne nous a pas permis de remonter assez
loin dans les liaisons dans les différents cycles puisque les protons H-5b et H-5c ainsi que H-4b et H-

4c¢ sont présents au sein des mémes massifs.
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Pour le composé trifuranosidique 64, la quantité en composé isolé n’a pas permis une caractérisation
compléte de la molécule par RMN. L'analyse HMBC permet tout de méme de statuer sur la

régioselectivité (1->2) et (1->3) des liaisons glycosidiques.

3) Réaction de glycosylation entre 'accepteur fluoré 36 et

les donneurs non fluorés 56 et 57

Afin de pouvoir étudier I'impact de I'atome de fluor en position 6 du donneur sur la synthése de
disaccharides, nous avons expérimenté ces réactions dans les conditions optimisées décrites
précédemment sur des donneurs non fluorés possédant donc un groupement benzoyle en position
primaire (tableau 8). Cela nous a également permis d’accéder a une librairie de glycolipides

monofluorés potentiellement intéressants pour étudier leurs propriétés biologiques.

Comme pour les réactions de glycosylation entre un accepteur (36) et un donneur fluoré (52 et 53),
lorsque que le donneur est benzoylé en position 6 (56 et 57), nous avons observé de nombreux
produits de structures différentes (figure 40). Nous avons donc retrouvé les produits d’hydrolyse, de
transglycosylation ainsi que plusieurs disaccharides comportant des cycles pyranosyle et/ou

furanosyle et également des trisaccharides.

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des réactions de glycosylation entre donneur non fluoré et I'accepteur 36

(structures figure 40)

Donneur Promoteur Température Tamis
Entrée Produits formés (rendement)
(éq) (éq) (°C) moléculaire
56 NIS/TMSOTf 67 (57%), 68 (6%), 69 (5%), 70
1 -50 Non
(1,2) (2,3/0,5) (10%)
56 NIS/TMSOTFf 71 (8%), 72 (4%), 73 (7%), 74
1 -50 Non
(1,2) (2,3/0,5) (44%)
57 AgOTf
2 TA Non 72 (7%), 75 (43%), 74 (45%)
(1) (1)
57 AgOTf 68 (7%), 69 (5%), 70 (10%), 75
3 TA Oui
(1) (1) (42%), 74 (2%)
57 AgOTf 68 (7%), 69 (4%), 70 (8%), 75
4 -50 Oui
(1) (1) (49%), 74 (8%)
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Figure 40 : Structures des composés issus de la glycosylation entre I’accepteur 36 et les donneurs non fluorés

56 et 57

a) Produit d’hydrolyse des donneurs 75

Malgré toutes les précautions prises afin de limiter I'hydrolyse du donneur (ajout de tamis
moléculaire 4 A, maitrise de la température), le produit d’hydrolyse 75 a été obtenu en quantité
importante a partir du donneur bromé 57 (tableau 8, entrées 3 et 4). Un ratio a/B d’environ 30/70 a
été observé (calculé par rapport a la RMN H). Ce composé a été facilement identifié grace a la HRMS

(m/z=619,1576) ainsi que par RMN.

b) Produit de la transglycosylation 74

La présence du composé 74 issu de la transglycosylation, qui présente a la fois les caractéristiques
d’une chaine grasse et celle de groupements benzoyle sur un unique motif sucre, a été observée en
analyse HMBC. Nous sommes encore en présence du produit de transglycosylation issu du transfert

de la chaine octyloxyle de I'accepteur sur le squelette du donneur. La configuration a été confirmée

88



grace a l'absence de constante de couplage entre H-1 et H-2, caractéristique des composés B

furanosidiques

¢) Disaccharides 68, 69, 70, 72 et 73

De la méme maniere que décrit pour les composés difluorés 59 et 60, des produits comportant un

cycle pyranosidique ont été identifiés (tableau 8, entrées 1’et 2).

Nous avons observé que les déplacements chimiques des couples C,H anomeéres sont semblables
pour les composés 59 a 63 a ceux de leurs équivalents monofluorés (68-70, 72, 73). On retrouve ainsi
les mémes caractéristiques RMN 3C et 'H pour la partie réductrice du disaccharide (a), les seuls
changements significatifs entre 59 et 72 étant dus a la présence du groupement benzoyle en 0-6b a
la place de I'atome de fluor. Les protons H-5b sont déplacés vers les champs faibles (A5=0,5 ppm). Il
en est de méme pour les signaux de H-4b et H-3b, mais dans de moindres proportions, comme on
peut le voir sur les spectres ci-dessous (figure 41, en rouge le composé 59 difluoré et en bleu 72

monofluoré).

H-4b rLend

H-5b  H-3b H-3b

61 &0 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 4{]’:"{ 45 45 44 43 437 441 40 315 38 37 36 35 34 313 312
\ -I

pPm]

Figure 41 : Superposition des spectres 'H des disaccharides dans CDCls, en rouge le composé difluoré 59, en

bleu le composé monofluoré 72

A la différence des composés difluorés, les disaccharides monofluorés entierement sous forme
furanosidique (68, 69, 70) n’ont pas pu étre séparés les uns des autres. Le spectre de masse ainsi que
les spectres RMN nous ont permis de trancher entre deux possibilités: (i) la présence de
trisaccharides ou (ii) la présence de plusieurs disaccharides. Le spectre HRMS révele un pic de m/z =
895,3315 correspondant a la masse [M+Na]* d’un disaccharide, et la RMN confirme cette structure
par la présence de trois doublets de 2Jcr environ égales a8 170 Hz en 3C. Cela signifie que nous
sommes en présence de trois groupements CH,F. Ainsi, nous avons obtenu un mélange de trois

produits de couplage (1-2), (1->3) et (1->5). Malgré cette superposition de spectres, les résultats
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des analyses RMN *H et 3C sont facilement exploitables. On peut voir sur la figure 42, le spectre RMN
'H du mélange des trois disaccharides, que les pics sont assez bien définis pour permettre une

identification et une caractérisation des différents produits.
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Figure 42 : Spectre 'H (CDCls) du mélange des trois disaccharides monofluorés

Les six unités furanosidiques des trois disaccharides 68, 69, 70 ont été repérées via les déplacements
chimiques de leur carbone et leur proton anomere dont les valeurs sont répertoriées dans le tableau
9. Les expériences COSY, HSQC et HMBC ont permis d’identifier chaque proton (figure 42) et carbone
de chaque cycle. Enfin, I'analyse HMBC a également mis en évidence la régiosélectivité des liaisons
glycosidiques. Les seules incertitudes restantes ont concerné les déplacements des C-5 (excepté pour
le disaccharide (1->5) 70) et des C-6-H-6. En effet, les protons H-5 présentent des déplacements

chimiques semblables, on a observé un multiplet de 4,12 a 4,09 ppm pour les entités réductrices (a)
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et un autre de 6,08 a 5,99 ppm pour les non réductrices (b), ce qui a limité I'identification des
carbones C-5 avec le spectre HSQC. Les signaux de carbone ont donc été attribués en fonction de
leurs intensités en posant I’hypothése que les ratios observés en RMN *H sont respectés en 3C (ratio
68/69/70 de 30:25:45). Ainsi, le pic le plus intense (6=69,7 ppm) a été attribué au C-5b du composé
68 et le signal de plus faible intensité (6=69,2 ppm) a été attribué au C-5b de 69. De la méme facon,
les protons H-6 se trouvent tous dans un multiplet trés étendu (de 4,85 a 4,60 ppm) et nous n’avons
pas pu les distinguer. Pour I'attribution des signaux des carbones, le choix de I'identification en lien
avec I'intensité du signal en carbone a encore été retenu. Ainsi, les pics en RMN *3C les plus intenses
ont été attribués aux C-6a et C-6b de 70 (63,5 et 83,6 ppm), les plus faibles aux C-6 de 69 (63,4 et

84,0 ppm) et les intermédiaires a ceux de 68 (63,3 et 83,7 ppm).

Tableau 9 : Récapitulatif des déplacements chimiques des protons et carbones anomeéres des disaccharides

monofluorés 68 a 73

Composé 68 69 70 72 73
6 H-1 (ppm) 5.18 4.98 4.95 5.07 4.96
6 C-1 (ppm) 106.0 108.5 107.9 98.5 98.5

d) Trisaccharides

Les équivalents trisaccharidiques des composés multifluorés 58 et 64 ont également pu étre observés
en série monofluorée (71, 67). Cependant, si la purification ainsi que la caractérisation du produit
comportant un résidu pyranosidique ont été aisées, le composé comportant trois cycles
furanosidiques 67 n’a pas pu étre isolé. Il est retrouvé dans un mélange contenant également les
trois disaccharides possibles (68, 69 et 70). L’analyse HRMS a permis d’identifier le trisaccharide avec
une valeur de [M+Na]* de 1473,4891 (valeur théorique de 1473.48884) et un signal de m/z avec z=2
de 748,2388 (valeur théorique de 748,23903). Cependant, I"échantillon est également constitué de
disaccharides ([M+Na]*=895,3301). De plus, les spectres RMN sont trop semblables entre tri- et

disaccharides pour pouvoir identifier spécifiquement les signaux de 67.

Le composé 71, comportant un cycle pyranosidique et deux cycles furanosidiques branchés en (1-2)
et (1-3), a pu étre isolé grace a une purification sur colonne de gel de silice et les analyses RMN ont
permis d’en faire une caractérisation complete en utilisant la méme méthode que pour les autres

composeés.
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4) Discussion

a) Analyse d’ensemble des résultats

Tout au long de nos différentes tentatives de synthese des disaccharides, nous avons été confrontés
a la faible réactivité des donneurs et de |'accepteur de glycoside. Les rendements obtenus lors des
réactions de glycosylation sont restés modérés et n’ont pas dépassé 50% (somme des rendements
des oligosaccharides). Malgré la recherche d’une optimisation des conditions de la réaction (nature
du donneur, température, quantité de promoteur, nature du solvant), les rendements n’ont pas varié
de maniere significative et sont restés de I'ordre de 5 a 10% par di- et trisaccharide. Deux sous-
produits ont été formés en quantités non négligeables, le produit d’hydrolyse des donneurs (65 et
75) et le produit de transglycosylation (66 et 74). Cependant, la taille du cycle ainsi que la formation
de sous-produits (66 et 74) ont pu étre maitrisées. De plus, 'isomérisation de I'accepteur sous forme

pyranose a posé des problémes de reproductibilité des expériences.

b) Hydrolyse et transglycosylation

Malgré un contrdle des conditions de la réaction, et notamment de I'aspect anhydre des solvants, les
donneurs bromés ont été constamment hydrolysés. Ce probléme n’a pas été observé lors de
I'utilisation du thioglycoside, moins sensible a I'hydrolyse. Le produit d’hydrolyse est un sous-produit
trées commun aux réactions de glycosylation et, bien qu’il ne soit pas toujours reporté dans les
publications, il est presque constamment présent.?® Cette hydrolyse est plus importante dans le cas
du donneur 57 non fluoré. Elle a cependant été limitée par I'ajout de tamis moléculaire 4 A. Il est a
noter que I'ajout du tamis moléculaire a également pour effet de limiter I'obtention des produits de

transglycosylation 66 et 74.

D’un point de vue mécanistique, le produit de transglycosylation peut se former a partir d'un
intermédiaire oxonium. Nous nous sommes alors demandé d’ou pouvait provenir la chaine octyloxyle
observée en position anomere des composés 66 et 74. L’éventualité d’un reste d’octanol de la
premiere étape de synthése a rapidement été écartée. Une cristallisation et plusieurs purifications
par chromatographie sur colonne de gel de silice ont été réalisées avant d’obtenir I'accepteur 36. La
présence d’octanol aprés toutes ces étapes de purification, avec des différences de polarité aussi
importantes (entre le composé 38 et 45 par exemple) a donc été éliminée. La chaine carbonée
pourrait alors provenir, soit de I'hydrolyse de I'accepteur, soit de I'accepteur lui-méme. Afin de
vérifier si 'accepteur est hydrolysé, nous avons placé 36 dans les mémes conditions que lors d’une
réaction de glycosylation (solvant, promoteur, temps de réaction) mais en I'absence du donneur.

Aucun produit d’hydrolyse n’a été obtenu, que ce soit le sucre libre en position anomere ou de
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I'octanol. Cela signifie donc que 36 ne s’hydrolyse pas et que la chaine octyle des produits 66 et 74

provient directement de I'accepteur 36 lui-méme.

L’hypothése proposée repose sur la formation de liaisons faibles entre les doublets non-liants des
différents atomes d’oxygene des composés 52, 53, 56, 57 et le carbocation oxocarbenium formé (sur
le schéma 23 on peut voir les interactions possibles avec I'oxygéne du cycle et O-1 mais il est possible
également d’envisager une interaction avec 0-3, 77). La chaine alcooxyle se trouve alors proche dans
I’espace, la liaison C-1-0-1 est suffisamment affaiblie de sorte que le transfert d’aglycone de 36 vers

77 peut s’opérer.
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Schéma 23 : Hypothése permettant d’expliquer la transglycosylation

Les quantités de produits de transglycosylation formés au cours des différentes réactions de
glycosylation peuvent représenter jusqu’a 64% de rendement (tableau 4, entrée 1). Les composés 66
et 74 ont été obtenus, quelle que soit la nature du donneur ou celle du promoteur utilisé, quelle que
soit la concentration de ce dernier dans le milieu réactionnel. Il est tout de méme intéressant de
noter que les plus grandes quantités de produits de transglycosylation ont été obtenues lorsque

I'accepteur subit une extension de cycle. Ces deux processus peuvent donc étre liés.

c) Ouverture de cycle

La formation des composés 58, 59, 60, 71, 72 et 73 est totalement surprenante. L'ouverture du cycle
furanosidique a déja été observée par Pedersen et coll.3” au cours de la réaction de glycosylation
entre un arabinofuranoside de méthyle par différents uraciles. En plus du produit souhaité, le produit
acycliqgue a également été synthétisé. Comme dans le cas présent, le promoteur utilisé est le
TMSOTf, mais la réaction est réalisée a température ambiante. En fonction de la nature des uraciles,
3 3 48% de produits acycliques ont été isolés. A -30 °C, ces produits ont été obtenus avec un
rendement de 5% uniquement.?® Selon ses travaux, Pedersen explique I'ouverture de cycle par la

silylation de I'oxygene O-4 du furanose, ce qui favorise la formation d’un ion carbonium acyclique qui
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peut alors subir une attaque nucléophile (schéma 24). Dans notre cas, le nucléophile ne peut étre

que la fonction hydroxyle en C-5.

SiMe; SiMe;
o TMSOTf I
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Schéma 24 : Ouverture du cycle furanose 32

Afin d’identifier le paramétre influant sur I'ouverture du cycle furanose, nous avons placé I'accepteur
36 dans les conditions des réactions de glycosylation, en I'absence de donneur pendant 3 heures,

durée de la réaction de glycosylation (récapitulatif des conditions dans le tableau 10).

Tableau 10 : Tableau des conditions testées pour isomériser I'accepteur 36

Promoteur
F
o. OCsHir j 2 HO
OH go:
HO
HO ¢ HO
OH OCgH;7
F o3 78
Entrée Promoteur équivalent Solvant Tamis Isomérisation

1 AgOTf 1 ACN Non Non
2 AgOTf 1 ACN Oui Non
3 AgOTf + H,0 1 ACN Non Non
4 NIS/TMSOTf 2,3/1,2 DCM Non Non
5 TfOH 1 DCM Non Oui
6 TfOH 1 DCM Oui Non

L’évolution du milieu réactionnel a été suivie par RMN *3C puisque le signal du carbone anomére est
déplacé vers les champs forts de 105 ppm a 100 ppm, entre le furanoside et le pyranoside. Comme
nous I’avons supposé, au vu de nos résultats de glycosylation, aucune isomérisation n’a été observée
avec AgOTf en présence de tamis moléculaire (tableau 10, entrée 2). Plus étonnant, aucune
isomérisation n’a été obtenue en I'absence de tamis moléculaire (entrée 1). Afin de favoriser le plus
possible I'ouverture de cycle, nous avons effectué ce méme test en ajoutant 0,5 éq d’eau (entrée 3).
La encore, aucune isomérisation et aucune hydrolyse n’ont été observées. Cela signifie donc que le

tamis ne sert qu’a limiter I’hydrolyse des donneurs mais qu’il n’a joué aucun réle dans I'isomérisation

94



du cycle furanosidique. Pour ce qui est du couple NIS/TMSOTf, on peut remarquer dans les tableaux
3 et 8 que lorsque le TMSOTf est introduit en quantité catalytique (0,5 éq), les produits
d’isomérisation n'ont pas été formés. Cependant, ils sont synthétisés lorsque cette quantité atteint
1,2 éq. Or, lorsque l'accepteur 36 a été placé dans ces conditions, aucune isomérisation n’a été

observée (6 C-1=108 ppm) (tableau 10, entrée 4).

Cependant, les deux promoteurs utilisés (AgOTf et NIS/TMSOTf) engendrent la production d’acide
triflique (TfOH). Nous avons donc décidé de tester la stabilité de I'accepteur 36 en présence de cet
acide (tableau 10, entrée 5). En présence d’un équivalent de TfOH, 36 est effectivement isomérisé
sous forme pyranosidique 78 (6 C-1=98,9 ppm). Néanmoins, en présence de tamis moléculaire, cette
isomérisation n’a pas lieu (entrée 6). Cela explique ainsi la formation des produits furanosidiques
avec AgOTf lorsque le tamis est utilisé. Diminuer la quantité de TMSOTf de 1,2 a 0,5 éq a donc

également réduit I'impact de TfOH.

Sur la base de cet ensemble d’observations, nous supposons que le donneur réagit avec le
promoteur afin de former un carbocation stabilisé sous forme d’acyloxonium 77. Ce dernier interagit
ensuite avec |'accepteur par liaisons hydrogene (schéma 25). L'acide trifluorométhanesulfonique
formé in situ ou l'acide de Lewis utilisé comme promoteur peuvent coordiner I'oxygéne 4 de
I'accepteur (79), affaiblissant ainsi la liaison 0-4-C-1 jusqu’a |'ouverture de cycle. L'oxygéne en
position 5 peut ensuite attaquer le C-1 pour former un cycle pyranosidique (80). Le composé

résultant est enfin susceptible de réagir avec le donneur pour former des di- ou trisaccharides.
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Schéma 25 : Proposition d’explication de I'isomérisation de |'accepteur 36 du donneur de glycoside

d) Influence du fluor

Avant d’expérimenter les réactions de glycosylation, plusieurs hypothéses ont été avancées :

e Le fluor étant tres électroattracteur, il peut modifier la réactivité de I'hydroxyle en 5 de 36,

rendant ainsi I'oxygéne moins nucléophile vis-a-vis du donneur. Nous n’attendons pas de

disaccharide (1->5).

e Cet effet inductif pourrait se propager au-dela de C-5 et ainsi orienter la réaction de

glycosylation soit en position 2, soit en position 3 de I'accepteur.

e Le fluor en C-6 du donneur pourrait influencer les réactions de glycosylation positivement ou
négativement (en termes de rendements) comparé au donneur non fluoré.

Les résultats obtenus expérimentalement lors des réactions de glycosylation ont démontré que

malgré I'électronégativité de I'atome de fluor, les disaccharides (1->5) ont bien été synthétisés

(lorsqu’il n'y a pas d’isomérisation de I'accepteur). Les quantités obtenues sont non négligeables

(jusqu’a 11% de rendement) et parfois méme supérieures a celles des autres disaccharides (1-2) et

(1->3) (tableaux 3 et 8). L’électronégativité du fluor n’influence donc pas sur la régiosélectivité de la

réaction de glycosylation.
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De la méme maniére, aucune tendance particuliére sur la régiosélectivité de la liaison glycosidique
n‘a pu étre mise en évidence a partir des résultats expérimentaux. Que ce soit pour les composés
entierement sous forme furanose ou pour les composés mixtes pyranose/furanose, les différents
disaccharides ont été synthétisés dans des ordres de grandeur équivalents (15-20% de rendement).
Dans le cas des trisaccharides, les résultats sont relativement inattendus. Il est donc difficile d’en tirer
des conclusions quant a l'influence du fluor sur la réactivité d’'un des oxygénes. De plus, aucun
résultat n’a pu étre trouvé dans la littérature sur la synthése de tels glycosides. S'il existe de
nombreuses références pour la fluoration des sucres sous forme de mono- ou d’oligoméres,3* rares
sont celles qui traitent de la réactivité de ces composés dans des réactions de glycosylation. Le fluor
est en général utilisé pour substituer le groupement hydroxyle en position 2 du donneur afin
d’orienter la glycosylation vers le produit 1,2-trans.*#? Par ailleurs, les accepteurs étudiés n’étaient
pas fluorés ou ne possédaient qu’un seul hydroxyle capable d’attaquer le donneur.*® Ainsi, aucune
étude n’a été menée afin de déterminer si le fluor influence la nucléophilie et la réactivité des

différents hydroxyles d’un accepteur, d’autant plus en série furanose.

En comparant les rendements obtenus lors des glycosylations avec des donneurs fluorés et avec des
donneurs non fluorés, on s’apercoit que la présence du fluor n’a pas impacté les rendements en
disaccharides. Il semblerait tout de méme que la présence du fluor ait limité la réaction d’hydrolyse
des donneurs bromés. On a observé une hydrolyse maximale avec un rendement de 20% de 53
contre 49% pour 57. En outre, la présence du fluor sur les donneurs semble favoriser I'obtention de
trisaccharides, isolés une seule fois dans le cas de donneur non fluoré (tableau 8, entrée 1), mais
dans presque toutes les glycosylations mettant en jeu un donneur fluoré (tableau 3, entrées 1, 3, 4,

5).

e) Calculs théoriques

Afin d’appuyer nos résultats, nous avons évalué par le calcul le potentiel de I'accepteur 36 a réagir
avec les différents donneurs (pour simplifier les calculs, la chaine octylede 36 a été remplacée par un
simple méthyle, appelé alors 36’). Pour cela, nous avons calculé les indices de Fukui.* La fonction de
Fukui décrit la densité électronique d’un atome apres avoir ajouté ou retiré un électron. Cela permet

de déterminer les sites les plus électrophiles et les plus nucléophiles d’'une molécule.

Les fonctions de Fukui peuvent étre définies pour une attaque électrophile, f ~,quand un électron est

retiré de I'atome étudié, ou une attaque nucléophile, f ¥, quand un électron est ajouté.
fm=pN) —p(N—-1)

ft=pWN+1)—pNN)
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p : densité électronique
N — 1: état cationique
N : état neutre

N + 1: état anionique

Ce travail peut également étre fait a I'échelle atomique en calculant les fonctions de Fukui
condensées. %

fi = @(N) —q(N—1)

fi = a(N+1) — g (N)

qx: charge atomique de I'atome K

Ces charges atomiques peuvent étre calculées selon plusieurs modeles (Hirshfeld, Mulliken,

Voronoi, Bader,* etc).

Afin de déterminer la nucléophilie de chaque hydroxyle, la conformation de la molécule a dans un
premier temps été optimisée. Deux conformations ont été retenues dans le cas de I'accepteur 36’
(figure 43). Elles correspondent toutes les deux a des minima locaux d’énergie (calculés par DFT :
Density Founctionnal Theory). Les calculs ont été menés via deux fonctionnelles différentes (B3LYP et
MO06-2X). La différence la plus importante entre ces deux conformations est I'orientation du bras C-4-
C-5-C-6 supportant I'atome de fluor (figure 43). Les deux conformations sont presque iso-
énergétiques avec le conformeére A plus stable que le B de 0,03 eV selon B3LYP, alors que le résultat
contraire est observé avec M06-2X. Bien que les valeurs obtenues soient différentes, les tendances
sont les mémes et seuls les résultats calculés avec B3LYP sont présentés ici (tableaux complets dans

la partie expérimentale).

Conformation A Conformation B

4 ' .J

- B

i
Je o

Figure 43 : Conformations les plus stables optimisées par DFT
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Tableau 11: Valeurs des fonctions de Fukui condensées pour les deux conformations de I'accepteur

fi : conformation A fi : conformation B
Mulliken Hirshfeld Voronoi Bader Mulliken Hirshfeld Voronoi Bader
0-1 0.18 0.17 0.19 0.26 0-1 0.19 0.18 0.20 0.32
0-2 0.11 0.11 0.10 0.07 0-2 0.09 0.09 0.08 0.03
0-3 0.09 0.09 0.08 0.10 0-3 0.10 0.10 0.10 0.12
0-4 0.04 0.04 0.04 -0.02 0-4 0.05 0.04 0.05 0.03
0-5 0.03 0.03 0.03 0.02 0-5 0.02 0.02 0.02 0.01
f#": conformation A fi: conformation B
Mulliken Hirshfeld Voronoi Bader Mulliken Hirshfeld Voronoi Bader
0-1 0.01 0.01 0.01 0.00 0-1 0.01 0.01 0.01 -0.02
0-2 -0.06 0.15 0.09 0.27 0-2 -0.07 0.16 0.09 0.29
0-3 0.01 0.01 0.01 0.00 0-3 0.01 0.01 0.01 0.01
0-4 0.01 0.01 0.01 0.01 0-4 0.01 0.01 0.01 -0.02
0-5 0.00 0.00 0.00 -0.00 0-5 0.00 0.00 0.00 0.00

Les valeurs les plus importantes de f;, correspondent aux sites les plus nucléophiles de I'accepteur,
donc les sites les plus a méme de former une liaison glycosidique avec le donneur. Dans le tableau
11, on voit donc que les oxygenes en position 1, 2 et 3 sont les plus nucléophiles. Cela confirme une
de nos hypothéses de base : les disaccharides (1->2) et (1->3) sont théoriquement plus attendus que
le régioisomere (1->5). La différence de réactivité entre les deux est trés faible, ce qui confirme
également I'idée que nous ne pouvions pas prédire quel disaccharide serait favorisé par rapport a
'autre. Ce résultat met également en lumiére la nucléophilie de I'oxygene O-1. Malgré son
engagement dans le cycle, il reste, d’aprés les coefficients calculés, I'oxygene le plus nucléophile de la

molécule. Cela pourrait donc expliquer le transfert de la chaine octyloxyle sur le donneur.

D’autre part, on observe que fj; o.s est la valeur la plus faible obtenue pour les atomes d’oxygéne.
Cela appuie notre hypothese de départ d’'une réactivité moindre de cet hydroxyle lors des réactions
de glycosylation, méme si les résultats expérimentaux ont démontré une nucléophilie non

négligeable (glycosylation et expansion de cycle).

Les valeurs les plus importantes de fk+quant a elles, indiquent les sites les plus électrophiles de 36’.
Ces derniers peuvent mettre en lumiere une « fragilité » de la molécule. Le O-2 semble se détacher.
Cependant, cette valeur ne permet pas d’expliquer I'isomérisation de |’accepteur observée et la

formation de disaccharides de types pyranose-furanose.

99




Dans une seconde phase de I'approche théorique, nous avons également mené des calculs d’énergie
pour les composés 59 et 61, afin de vérifier si les résultats obtenus peuvent s’expliquer par des
facteurs thermodynamiques. Comme nous nous y attendions, le disaccharide comprenant un résidu
pyranosidique 59 présente une stabilité largement supérieure a celle de son isomeére comprenant

deux cycles furanosidiques 61 avec des énergies respectives de -0,44 eV et 0,07 eV.

En conclusion, les deux approches calculatoires tendent a confirmer, au moins partiellement,
I'obtention de produit de transfert intermoléculaire d’aglycone, d’isomérisation de cycle mais ne

permettant pas de trancher entre facteurs cinétiques ou thermodynamiques.

V Déprotection des oligosaccharides

Les disaccharides et trisaccharides formés ont été déprotégés selon la méthode de Zemplén. Apres
traitement par de la résine IR 120 H* et évaporation des différents esters formés, nous avons obtenu
les composés 81 a 87 sous forme de sucres déprotégés. Seuls ces composés répertoriés sur la figure
44 ont été obtenus dans des quantités suffisantes (quelqgues mg) pour permettre une caractérisation

structurale aboutie.

Les quatre disaccharides 81, 82, 83 et 84 ont chacun été obtenus purs avec un rendement minimal de
88%. Au contraire, les composés 85, 86 et 87 n’ont pas pu étre séparés. Malgré cela, I'attribution des
pics obtenus lors des analyses RMN a été possible. La déprotection a pu étre validée par I'absence
des signaux relatifs aux protons aromatiques en RMN *H et au signal du carbone de la fonction

carbonyle en RMN 3C,
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Figure 44 : Structures des sucres déprotégés isolés

Comme pour les disaccharides protégés, les spectres COSY, HSQC et HMBC ont permis d’attribuer
tous les sighaux obtenus lors des analyses H et 3C. Ainsi, pour les composés 81 et 82, les deux
protons anomeéres sont facilement identifiables, a plus de 5 ppm ainsi que les carbones anomeéres en
RMN 13C, avec des signaux a plus de 106 ppm. Les spectres COSY et HMBC ont mis en valeur les
relations entre les différents protons de chaque entité furanose, ce qui a permis, grace au spectre
HSQC, d’attribuer les différents pics en RMN 3C. La détermination des valeurs des constantes de
couplage entre les atomes de carbone 4, 5 et 6 et les atomes de fluor a confirmé ces attributions
(2J=169,6 et 170,7 Hz, 3/=20,2 et 18,3 Hz, */=6,6 et 6,3 Hz pour le composé 81. Le spectre HMBC nous
a permis d’identifier I’entité réductrice grace a la corrélation entre le carbone anomere et le CH, de
la chaine carbonée, ainsi que de vérifier la localisation de la liaison glycosidique, en (1->2) pour 81 et
(1->3) pour 82. Le spectre de 83, comme pour les composés protégés, est différent des spectres
correspondant a 81 et 82, en raison de la présence d’un doublet en RMN 3C (6=109,1 ppm, Jc=3,0
Hz) pour le carbone anomere de I'entité non réductrice. Les configurations B ont pu étre validées par

les valeurs des constantes de couplage Ju1,n2, toutes inférieures ou égales a 2,0 Hz.
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Le seul composé comprenant un résidu pyranosidique déprotégé 84 a facilement été caractérisé par
la présence d’un signal a 99,7 ppm sur le spectre RMN 3C, correspondant au carbone anomére du

pyranose.

Les trois composés monofluorés 85, 86 et 87 ont été analysés a partir d’'un mélange de ces trois
disaccharides. L’analyse HRMS de I’échantillon a confirmé la présence de disaccharides ([M+Na]* de
481.2262) ainsi que I'absence de trisaccharide puisqu’aucun pic de m/z égale a 641 n’a été observée.
Comme pour les composés difluorés, les analyses RMN 2D ont permis d’identifier clairement les

différents pics des cycles furanose ainsi que les différents régioisomeéres.

VI Conclusion

L'objectif de cette partie a consisté a la synthése de dérivés mannopyranosylés et
galactofuranosylés « clickables» sur une plateforme acétylénique. Quatre monosaccharides ont été
préparés : un composé Man(OCH,);N3 possédant un court bras espaceur entre le résidu glucidique et
la fonction azoture; trois azotures de glycosyle (Manp, Galf, 6F-Galf). Dans tous ces cas, les
synthéses se sont avérées efficaces de sorte que les composés ont été isolés avec de trés bons

rendements et en quantités appréciables (de 45 a 360 mg, tableau 12).

La partie relative a la préparation des difuranosides s’est avérée plus difficile. Les cibles n’ayant pas
fait I'objet de synthése par voie chimique, une approche visant a limiter le nombre d’étapes a été
proposée non seulement pour produire des difuranosides mais également pour étudier la
régiosélectivité de couplages glycosidiques en série furano. Si la réactivité des diverses fonctions
hydroxyle est assez bien connue et relativement maitrisée en série pyrano, il n’en est rien au départ
de substrats furanosidiques. Sur la base de résultats du laboratoire, seule la position primaire a été
modifiée par fluoration avant de tenter de glycosyler régioselectivement les hydroxyles libres
restants. Deux réactions secondaires ont été observées : le transfert intermoléculaire de I'aglycone
de I'accepteur vers le donneur (réaction pas encore décrite en série O-glycosidique) et une réaction
d’expansion de cycle de |'accepteur. Dans ces deux conditions, sept disaccharides ont été préparés
et parfaitement caractérisés (tableau 12). De plus, des mélanges de di- et de trisaccharides ont
également été obtenus au cours de cette étude. Ces réactions modeles réalisées a partir de
furanosides d’octyle devront étre adaptées a la préparation de difuranosides comportant une chaine

azido-alkyle requise pour la conjugaison avec la plateforme lipidique.
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Tableau 12 : Tableau récapitulatif des masses des saccharides déprotégés caractérisés

Composé Masse (mg)

25 363

15 87

16 97

81 15

82 8

83 6

84 10
85+86+87 22
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Experimental section
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General Experimental Details. Reagents were purchased from commercial sources and were used
without further, except octyl galactofuranoside. Dried solvents were purchased sealed. All reactions
were monitored by TLC on Silica Gel 60 F254, and spots were detected under 254 nm UV-light and/or
by staining with orcinol solution. Column chromatography was performed on Silica Gel (25 or 50 um).
NMR spectra were recorded at 400 MHz for H and 100 MHz for 3C. Chemical shifts are given in &
units (ppm) and referenced to either CDCl; or CD30D. Coupling constants J were calculated in Hertz
(Hz). Proton and carbon NMR peaks were unambiguously assigned by COSY (double quantum filtered
with gradient pulse for selection), HSQC (gradient echo-antiecho selection and shape pulse) and
HMBC (echo-antiecho gradient selection, magnitude mode) correlation experiments. For each
isolated compound, the reducing end was quoted as “a”, and nonreducing entity as “b”. High

Resolution Mass spectra were recorded in positive mode using direct Electrospray ionization on a

Brucker maXis 4G or a Thermo Fisher Q- Exactive spectrometer.

Glycosylation procedures: Yields were calculated from the acceptor quantity.

Glycosylation of acceptor 36 with brominated donors (A): To a solution of the acceptor 36 in dry
acetonitrile (75 mM) was added a spoon of previously activated molecular sieves 4 A. The mixture
was left under agitation for 30 min. Donor and then AgOTf were added to the flask and the mixture
was stirred at the desired temperature for 2 h. The reaction was quenched by adding EtsN and silver
salts were filtered over celite. Solvent was removed under reduced pressure. Flash chromatography

(Chex/AcOEt 100:0 up to 0:100) afforded the different products. Yields are given in table 1.

Glycosylation of acceptor 36 with thioglycosides (B): To a solution of the acceptor 36 in dry CH,Cl>
(0.2 M) were added NIS (2.3 equiv) and TMSOTf. The mixture was stirred for 10 min. In another flask,
of the thiofuranosidic donor (1.2 equiv.) was dissolved in dry CH>Cl; (0.2 M). The acceptor was put at
the desired temperature and the donor solution was added. The mixture was then stirred for 2 h. The
reaction was quenched with NaHCOs; and solvent was removed under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex/AcOEt 100:0 up to 0:100) afforded the different products. Yields are given in
table 2.

General procedure for deacylation reaction (C): To a solution of the protected carbohydrate in dry
CH,Cl,/MeOH (1/1) (0.07 M) was added MeONa 5.4M (0.2 equiv). The mixture was stirred for 24h at
room temperature. Then the solution was neutralized by the addition of IR 120-H* form resin. After
filtration, the filtrate was evaporated under reduced pressure. The residual solid was suspended in

water and freeze dried in order to co evaporate methyl esters.
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1-Azidoethyl 2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranoside (40)*

To a solution of pentaacetyl-a-D-mannopyranose (2.0 g, 5.1 mmol) in dry DCM (20 mL) were added
azido-ethan-1-ol (0.8 g, 9.1 mmol) BFs.Et,O (1.3 mL, 10.51 mmol). The reaction mixture was left
stirring at 38 °C for 72 h. NaHCOs (20mL) was added to the mixture. The organic layer was washed
with NaHCOs3 (3 x 10 mlL), dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex:AcOEt gradient from 100:0 up to 50:50) afforded 1.32 g of the desired

product as a colorless oil.
Yield: 61 %.

MW= 417.37 g/mol.
NMR in CDCls:

H : 5.35 (d, J,5=3.4 Hz, 1H, H-3), 5.30 (d, J45=9.8 Hz, 1H, H-4), 5.27 (dd, J,3=3.3 Hz, J1,= 1.8 Hz, 1H, H-
2), 4.86 (d, J1,=1.8 Hz, 1H, H-1), 4.28 (dd, Js6=12.3. Hz, Js¢=5.3 Hz, 1H, H-6a), 4.12 (dd, Js6=12.2 Hz,
Js6=2.4 Hz, 1H, H-6b), 4.04 (ddd, Jse- 5.4 Hz, Js6=2.5 Hz, J=0.7 Hz, 1H, H-5), 3.86 (ddd, 2/=10.6 Hz,
3/=6.8 Hz, 3)=3.8 Hz, 1H, OCH,), 3.66 (ddd, 2/=10.6 Hz, 3/=6.0 Hz, 3/=3.7 Hz, 1H, OCH,), 3.52-3.39 (m,
2H, CH,N3), 2.15 (s, 3H, CHs), 2.09 (s, 3H, CHs), 2.04 (s, 3H, CHs), 1.98 (s, 3H, CH).

13C ; 170.7, 170.1, 169.9 (CO), 97.9 (C-1), 69.5 (C-2), 69.0 (C-3, C-5), 67.2 (OCH,), 66.1 (C-4), 62.6 (C-6),
50.5 (OCH2CH:N3), 20.8 (4 x CHs).
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1-Azidoethyl a-D-mannopyranoes (24)

Monosaccharide 25 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (363 mg).
Yield: 97%.

MW= 249.22 g/mol.

HRMS : Calcd for CsH1sN3OgNa [M+Na]* 272.08531; found 272.0853.

NMR in CD3;0D:

H : 4.81 (d, J1,=1.8 Hz, 1H, H-1), 3.94-3.38 (m, 1H, OCH,), 3.85 (d, J1.=1.8 Hz, 1H, H-2), 3.86-3.81 (m,
1H, H-6a), 3.76-3.70 (m, 2H, H-3, H-6b), 3.67-3.60 (m, 1H, OCH,), 3.64 (t, J4s=9.4 Hz, H-4), 3.60-3.54
(m, 1H, H-5), 3.40 (dd, 3/=5.5 Hz, 3/=4.4 Hz, 2H, CH,Ns).

13C:101.5 (C-1), 74.4 (C-5), 72.2 (C-3), 71.7 (C-2), 68.2 (C-4), 67.4 (OCH,), 62.6 (C-6), 51.5 (CH2N3).
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2-azido-1,3-dimethylimidazolinium hexafluorophosphate (ADMP) (41)%®

To a solution of 2-chloro-1,3-dimethylimidazolinium chloride (10.6 g, 67.9 mmol) in dry acetonitrile
(30 mL) was added potassium hexafluorophosphate (11.55 g, 67.9 mmol) .The mixture was stirred for
10 min at room temperature then filtered through Celite . The filter cake was washed with
acetonitrile (3 x 10 mL). The filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was
dissolved in a small amount of acetonitrile (15 mL) and the solution was poured into diethyl ether
(100 mL). The product precipitated as a white solid. The suspension was filtered and the solid dried
under vacuum to afford 2-chloro-1,3-dimethylimidazolinium hexafluorophosphate as a white solid.
The solid (16.9 g, 60.8 mmol) was dissolved in 62 mL of dry acetonitrile and sodium azide (5.9 g, 90
mmol), was added to the reaction mixture. The mixture was stirred 1.5 h, filtered through Celite and
concentrated under reduced pressure. The product was crystalized in diethyl ether in the same way
as 2-chloro-1,3-dimethylimidazolinium hexafluorophosphate to afford 18.0 g of the desired product

as a white solid.
Yield: 93 %.

MW= 285.06 g/mol.
NMR in CDsCN:

'H: 3.59 (s, 4H, 2 x CH>), 2.85 (s, 6H, 2 x CHa).
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1-Azido-B-D-mannopyranose (25)%

To a solution of b-mannose (0.8 g, 4.4 mmol) in water/acetonitrile (4/1 18 mL) at 0 °C, were
successively added trimethylamine (3.3 mL, 23.8 mmol) and ADMP (2 g, 7.0 mmol). The mixture was
stirred at room temperature for 3 h and then quenched with water (50 mL). The aqueous layer was
extracted with DCM (3 x 20 mL) and then passed through Amberlyst IR-120 (ONa) and concentrated

in the freeze dryer.
MW=228.06 g/mol.
Rf= 0.1 (CHex:AcOEt 8:2).

The crude was not isolated because the synthesis of the glycosyl azide and the click reaction were

performed according to one pot procedure.
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n-Octyl B-D-galactofuranoside (38)%*

OCgH,7

To

HO

OH
HO

To a solution of D-galactose (20.0 g, 111 mmol) in dry THF (170 mL) were added calcium chloride
(18.5 g, 166 mmol) and n-octanol (26 mL, 167 mmol) at 0 °C and under nitrogen atmosphere. Then
iron chloride (55.0 g, 333 mmol) was added by portion of 5 g every 5 min to keep the reaction under -
5 °C. The reaction mixture was left 48 h at room temperature and concentrated under reduced
pressure. After dissolution in AcOEt (400 mL), the organic layer was washed with aqueous 5% HCI
until discoloration, followed by 500 mL saturated brine and 500 mL water. The resulting organic
layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. Et,0 was added to
the resulting orange paste and left 24 h in freezer to give 10.4 g of n-octyl B-D-galactofuranoside as a

white solid.

The filtrate still contained octanol and a- and B-furanosides. Since further purification required

preparative chromatography the filtrate was preserved but not considered in the present procedure.
Yield: 32%.

MW =292.37 g/mol.

NMR in CD30D:

1H: 4.85 (d, J1,=2.1 Hz, 1H, H-1), 4.00 (dd, J»,3=6.7 Hz, J34=4.0 Hz, 1H, H-3), 3.97-3.87 (m, 2H, H-2, H-4),
3.76-3.65 (m, 2H, H-5, OCH,), 3.65-3.68 (m, 2H, H-6), 3.41 (dt, /=9.6 Hz, 3/=6.6 Hz, 1H, OCH.), 1.57 (q,
2J=7.3 Hz, 2H, OCH,CH.), 1.42-1.24 (m, 10H, 5 CH,), 0.89 (t, 2/=6.6 Hz, 3H, CHs).

13C: 109.4 (C-1), 84.1 (C-4), 83.4 (C-2), 78.7 (C-3), 72.40 (C-5), 68.9 (OCH,CH,), 64.6 (C-6), 33.0, 30.7,
30.5,30.4, 27.2, 23.7 (5 CH,), 14.4 (CHs).
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1,2,3,5,6-O-pentaacetyl-B-D-galactofuranose (42)

Ac OAc
AcO

OAc
AcO

To a solution of 38 (5 g, 17 mmol) in dry pyridine (40 mL) was added Ac,0 (48.7 mL, 0.5mol). After 48
h stirring at room temperature, concentration under reduced pressure and co-distillation with
toluene (3x10 mL), the crude oil was diluted with AcOEt (100 mL) and successively washed with 5%
aqueous HCl (2x20 mL), saturated aqueous Na,COsz (2x20 mL) and brine (20 mL). The resulting
aqueous layers were extracted with AcOEt (3x10 mL) and the combined organic layers were dried
over MgS0.. Solvant was removed under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 4:1)

afforded 6.9 g of the desired prduct as a colorless oil.

To a solution of the previous compound (6.3 g, 13.6 mmol) in dry DCM (60 mL) were successively
added Ac;0 (5.9 mL, 62.8 mmol) and H,SO4 (170 uL, mmol). After stirring at room temperature for 24
h, the reaction was quenched by adding EtsN. The solvent was removed under reduced pressure and
the crude residue purified by flash-chromatography (CHex/AcOEt, gradient from 4:1 to 3:2) to give

mg of the desired product as colorless oil.
Yield : 57%.

MW=390.34 g/mol.

Rf=0.4 (CHex:AcOEt 6:4).

NMR in CDCls:

1H: 6.32 (d, J10,2a=4.6 Hz, 1H, H-1a), 6.17 (bs, 1H, H-1B), 5.54 (dd, Jaa,30=7.1 Hz, J34a=6.2 Hz, 1H, H-31),
5.36 (ddd, Jspsop=6.2 Hz, Jap sp=Jspeap=4.1 Hz, 1H, H-5B), 5.32 (dd, Jaa,30=7.1 Hz, J1024=4.6 Hz, 1H, H-201),
5.27 (ddd, Jsaspa=6.2 Hz, Jagsa=Jsaca=4.1 Hz, 1H, H-501), 5.17 (dd, Jp35=2.1 Hz, J15.25=0.7 Hz, 1H, H-2B),
5.08 (dd, Jsp,48=5.4 Hz, Jo535=2.1 Hz, 1H, H-3P), 4.36 (dd, Jap,4p=5.4 Hz, Juapsp=4.1 Hz, 1H, H-4B), 4.32 (dd,
Joopsbp=11.9 Hz, Jspsap=4.1 Hz, 1H, H-6aB), 4.30 (dd, Jesa,e6a=12.0 Hz, Jseaa=4.1 Hz, 1H, H-6a), 4.22 (dd,
Jeapsop=11.9 Hz, Jspp=6.2 Hz, 1H, H-6bB), 4.18-4.11 (m, 2H, H-4a, H-6ba), 2.13, 2.12, 2.11, 2.09, 2.08,
2.05,2.04 (7's, 30 H, 10 CH).
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13¢: 170.6, 170.4, 170.0, 169.9, 169.8, 169.4, 169.3, 169.1 (10 CO), 99.1 (C-1B), 93.0 (C-1a), 82.1 (C-
4B), 80.6 (C-2B), 79.0 (C-4a), 76.3 (C-3B), 75.3 (C-2a), 75.3 (C-3a), 70.3 (C-5a), 69.2 (C-5B), 62.6 (C-
6B), 62.1, (C-6a), 21.0, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (10 CHs).

Consistent with published literature.*
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1-Azido-2,3,5,6-O-tetraacetyl-D-galactofuranose (43)

AcO

AcO

To a solution of 42 (500 mg, 1.28 mmol) in dry DCM (15 mL) were added TMSN3; (340 pL, 2.56 mmol)
and TMSOTf (690 L, 3.84 mmol). The mixture was stirred for 3 h at room temperature. The reaction
was stopped by the addition of NEts. Solvant was removed under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex:AcOEt gradient from 9:1 to 6:4) afforded 230 mg of the desired f anomer as a

white solid. 148 mg of a mixture a/B (2/1) were also isolated.

Yield : 48 % B, 31 % a/B (2/1).

MW= 373.32 g/mol.

Rf=0.2 (CHex:AcOEt 7:3).

HRMS : Calcd for C14H1sN3OgNa [M+Na]* 396.10135; found 396.1016.
NMR in CDCls:

1H : 5.40 (dd, J12=1.1 Hz, J13=0.6 Hz, 1H, H-1), 5.35 (dt, Js6.=6.8 Hz, Js6:=4.5 Hz, 1H, H-5), 5.03 (ddd,
J34=5.1 Hz, Jo3=1.8 Hz, J13=0.7 Hz, 1H, H-3), 4.92 (dd, J,3=1.8 Hz, J1,=1.1 Hz, 1H, H-2), 4.35 (ddd,
J34=5.1 Hz, Jas=4.5 Hz, J=0.5 Hz, 1H, H-4), 4.31 (dd, Jeass=11.9 Hz, Js6,=4.5 Hz, 1H, H-6a), 4.18 (dd,
Joas6=11.9 Hz, Js65=6.8 Hz, 1H, H-6b), 2.10 (s, 3H, CHs), 2.09 (s, 3H, CHs), 2.08 (s, 3H, CHs), 2.03 (s, 3H,
CHa).

13C: 170.4, 169.9, 169.8, 169.5(CO), 94.2 (C-1), 82.1 (C-4), 81.0 (C-2), 76.4 (C-3), 69.2 (C-5), 62.4 (C-6),
20.8, 20.7, 20.6, 20.6 (CH3).
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1-azo-B-D-galactofuranose (15)
o Ns

H
HO

OH
HO

Monosaccharide 43 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (87.9 mg).
Yield : 98%.

MW= 205.17 g/mol.

MS : Calcd for CeH11N3OsNa [M+Na]* 228.16; found 227.8.

NMR in CD30D:

1 : 5.23 (dd, J12=2.1 Hz, 1H, H-1), 4.09 (m, 2H, H-3, H-4), 3.87 (dd, J23=3.0 Hz, J1,=2.1 Hz, 1H, H-2),
3.74 (ddd, Js5,=6.8 Hz, J5,60=5.6 Hz, , J5=2.9 Hz 1H, H-5), 3.63 (m, 2H, H-6).

13C ; 96.4 (C-1), 85.6 (C-4), 81.0 (C-2), 77.3 (C-3), 71.2 (C-5), 36.1 (C-6).
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n-Octyl 5,6-O-isopropylidene-B-D-galactofuranoside (44)°

OCgH,;

7Q OH
0

Io

To a solution of 38 (3 g, 10.2 mmol) in anhydrous acetone (50 mL) were successively added 2,2-
dimethoxypropane (2.56 mL, 20.4 mmol) and camphor sulfonic acid (240 mg, 1.02 mmol). The
mixture was stirred at room temperature overnight, then neutralized by addition of triethyl amine.
The solvent was removed under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 100:0 up to

70:30) afforded 3.1 g of the desired product as a colorless oil.
Yield: 92%.

MW= 332.44 g/mol.

Rf= 0.5 (CHex:AcOEt 7:3).

NMR in CDCls:

1H: 5.00 (s, 1H, H-1), 4.34 (dt, J45=8.1 Hz, Js6=6.5 Hz, 1H, H-5), 4.12-3.91 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-
6a+b), 3.72 (dt, 2/=9.6 Hz, 3/=6.8 Hz, 1H, OCH,), 3.43 (dt, 2/=9.6 Hz, 3/=6.5 Hz, 1H, OCH,), 1.66-1.48 (m,
2H, OCH,CH,), 1.56 (s, 3H, CHs), 1.40 (s, 3H, CHs), 1.36-1.17 (m, 10H, 5 CH,), 0.87(t, 3/=6.8 Hz, 3H,
CHs).

13C: 110.3 (C(CHs),), 108.2 (C-1), 85.7 (C-4), 78.74 (C-2), 78.2 (C-3), 75.9 (C-5), 67.9 (OCH.), 65.9 (C-6),
31.9 (OCH,CH,), 29.6, 29.4, 29.3, 26.2, 22.8 (5 CH,), 25.7 (C(CHs)2), 14.2 (CHs).
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n-Octyl 2,3-di-O-benzoyl-B-D-galactofuranoside (45)*

OCgH,7
HO

OBz
HO

To a cooled (0 °C) solution of 44 (6.25 g, 18.8 mmol) in dry pyridine (48 mL) were added dropwise
benzoyl chloride (11.0 mL, 95.0 mmol), then DMAP (229 mg, 1.9 mmol). The mixture was stirred
overnight at room temperature. Pyridine was co-evaporated with toluene (3 x 40 mL). The residue
was dissolved in AcOEt (50 mL) and subsequently washed with 5% HCI (3 x 20 mL), agueous saturated
NaHCOs (3 x 20 mL), and brine (3 x 20 mL). The organic layer was dried over MgSQ,, filtered and
concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 100:0 up to 80:20)

afforded the desired product as a colorless oil.

8.4 g (15.5 mmol) of the isolated compound were dissolved in CH,Cl, (150 mL). TFA containing 1%
H,O (5.8 mL, 61.7 mmol) was added to the solution. The mixture was stirred 7 h at room
temperature. CHyCl, (120 mL) was further added and the mixture was neutralized with NEts. The
mixture was washed with aqueous saturated NaHCOs solution (3 x 70 mL) and brine (3 x 70 mL). The
organic layer was dried over MgSOs and concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex: AcOEt 90:10 up to 60:40) afforded 5.7 g of the desired product as a colorless

oil.

Yield: 73%.

MW=500.59 g/mol.

HRMS: Calcd for CasH360s [M+Na]* 523.23024; found 523.2301.
Rf= 0.3 (CHex:AcOEt 6:4).

NMR in CDCls:

'H: 8.08-7.99 (m, 4H, Harom), 7.64-7.49 (m, 2H, Harom), 7.49-7.36 (m, 4H, Harom), 5.58 (dd, J3,4=4.7 Hz,
J»3=1.2 Hz, 1H, H-3), 5.49 (d, 1H ,H-2), 5.25 (s, 1H, H-1), 4.32 (dd, J45=3.3 Hz, 1H, H-4), 4.17-4.09 (m,
1H, H-5), 3.89-3.77 (M, Jeaev=11.6 Hz, Js6a=J565=5.1 Hz, 2H, H-6), 3.73 (dt, 2/=9.4 Hz, 3J=6.7 Hz, 1H,
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OCH,), 3.53 (dt, ¥=9.4 Hz, 3J=6.2 Hz, 1H, OCH,), 1.71-1.53 (m, 2H, OCH,CH,), 1.44-1.10 (m, 10H, 5
CH,), 0.85 (t, 3/=6.8 Hz, 3H, CH3).

13C: 166.2 (COPh), 165.5 (COPh), 133.7, 130.2, 130.0, 129.3, 129.2, 128.7, 128.5, 128.2 (CeHs), 105.9
(C-1), 84.4 (C-4), 81.4 (C-2), 78.1 (C-3), 70.8 (C-5), 67.9 (OCH,CH.), 64.5 (C-6), 32.0 (OCH,CH,), 29.7,
29.5,29.4, 26.3,22.8 (5 CH,), 14.2 (CH3).
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n-Octyl 2,3-di-O-benzoyl-5,6-O-sulfonyl-B-D-galactofuranoside (47)°

OCgH,7

0=S OBz

To a cooled (0 °C) solution of 45 (1.26 g, 2.5 mmol), in dry CH,Cl, (6.8 mL) were added dropwise a
solution of thionyl chloride (0.37 mL, 4.0 mmol) in dry CH,Cl, (1.45 mL) and pyridine (0.85 mL). The
mixture was stirred for 1 h at room temperature. CH,Cl, (20 mL) was further added and the mixture
was washed with aqueous 5% HCI (3 x 20 mL), aqueous saturated NaHCO3; solution (3 x 20 mL), and
brine (3x 20 mL). The aqueous layers thus obtained were extracted with CH,Cl; (2 x 5 mL). The
combined organic layers were dried over MgSO,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The yellow oil thus obtained was diluted in a CH,Cl,/CH3CN/H>0 mixture (1/1/2, 7.8 mL) before
adding NalO,4 (1.13 g, 5.3 mmol) and RuCls (4.5 mg, 0.02 mmol). This mixture was vigorously stirred at
room temperature for 1 h, and then diluted with CH,Cl, (10 mL). After separation, the organic layer
was washed with water (3 x 8 mL). The combined aqueous layers were extracted with CHxCl, (3 x 5
mL). The combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced

pressure. Flash chromatography (CH.Cl,) afforded 1.1 g of the desired product as a slightly pink oil.
Yield: 76%.

MW=562.63 g/mol.

Rf= 0.4 (CHex:AcOEt 8:2).

NMR in CDCls:

'H: 8.15-8.01 (M, 4H, Harom), 7.67-7.55 (M, 2H, Harom), 7.53-7.43 (M, 4H, Harom), 5.66-5.57 (m, 2H, H-2,
H-5), 5.37 (s, 1H, H-1), 5.34 (d, J2,3=4.7 Hz, 1H, H-3), 4.82 (dq, Jea6v=8.7 Hz, Js6=7.1 Hz, 2H, H-6a, H-6b),
4.32 (dd, J=3.7 Hz, J45=2.7 Hz, 1H, H-4), 3.74 (dt, 2/=9.6 Hz, 3/=6.7 Hz, 1H, OCH,), 3.56 (dt, 2/=9.5 Hz,
3)=6.2 Hz, 1H, OCH,), 1.67-1.56 (m, 2H, OCH,CH,), 1.48-1.16 (m, 10H, 5 CH,), 0.85 (t, 3/= 6.9 Hz, 3H,
CHa).

13C; 166.4 (COPh), 165.5 (COPh), 134.1, 133.9, 130.2, 130.1, 129.9, 128.9, 128.8, 128.7 (C¢Hs), 106.3
(C-1), 82.3 (C-4), 80.4 (C-2), 80.3 (C-5), 78.3 (C-3), 69.3 (OCH,), 68.2 (C-6), 31.9 (OCH.CHa), 29.6, 29.5,
29.4,26.3,22.8 (5CH,), 14.2 (CH3).
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n-Octyl 2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (48)*

OCgH47

OBz

To a solution of 47 (550 mg, 0.98 mmol) in acetone (5.5 mL) was added a 1 M solution of TBAF in THF
(1.5 mL, 1.5 mmol). After stirring at room temperature for 1 h and concentration, the crude oil was
diluted in THF (5.5 mL) before adding a solution of concentrated aqueous H,SO4 (152 uL, 2.7 mmol)
and H,0 (48.6 L, 2.7 mmol). The reaction media was stirred at room temperature for 20 min and
then neutralized with EtsN, concentrated under reduced pressure and partitioned between AcOEt
(25 mL) and brine (7 mL). The organic layer was washed with aqueous saturated Na,COs solution and
the aqueous layers extracted with AcOEt (3 x 5 mL). The combined organic layers were dried over
MgS0., filtered and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt

gradient from 100:0 up to 50:50) afforded 414 mg of the desired product as a colorless oil.
Yield: 84 %.

MW=502.58 g/mol.

Rf=0.3 (CHex:AcOEt 5:1).

NMR in CDCls:

1H: 8.11-8.03 (M, 4H, Harom), 7.63-7.55 (M, 2H, Harom), 7.50-7.40 (M, 4H, Harom), 5.59 (ddd, J34=4.5 Hz,
1,3=1.3 Hz, J;5=0.7 Hz, 1H, H-3), 5.51 (d, J,3=1.3 Hz, 1H, H-2), 5.26 (s, 1H, H-1), 4.68-4.46 (m, 1H, H-
6a), 4.40-4.27 (m, 1H, H-6b), 4.39-4.29 (m, H-4, H-5), 3.74 (dt, )=9.5 Hz, 3/=6.8Hz, 1H, OCH,), 3.53 (dt,
2J=9.5 Hz, 3/=6.2 Hz, 1H, OCH,), 1.6 (m, 2H, OCH,CH.), 1.27 (m, 10H, 5 CH.), 0.86 (t,3/=6.8 Hz, 3H, CH).

13C: 166.3 (CO), 165.5 (CO), 133.7, 130.1, 130.0, 129.2, 128.7, 128.6 (C¢Hs), 105.8 (C-1), 83.8 (d, Jc
r=171.4 Hz, C-6), 82.5 (d, Jer=5.2 Hz, C-4), 81.5 (C-2), 78.0 (d, Jer=1.4 Hz, C-3), 69.4 (d, Jcr=20.4 Hz, C-
5), 67.8 (OCH,), 32.0 (OCH,CH,), 29.5, 29.4, 27.1, 26.3, 22.8 (5 CH,), 14.2 (CH3).
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1,5-di-0O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-D-galactofuranose (49)

To a solution of 48 (150 mg, 0.28 mmol) in dry CH,Cl, (1.5 mL) were added acetic anhydride (170 pL,
1.8 mmol) and sulfuric acid (31.5 pL, 0.58 mmol). The mixture was stirred 6 h at room temperature
and then neutralized with EtsN. CH,Cl; (10 mL) was added to the mixture and washed with aqueous
saturated NaHCOs; solution (3 x 6 mL) and aqueous saturated NaCl solution (2 x 7 mL, until pH=7).
Organic layer was dried over MgSO; and concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex:AcOEt gradient from 100:0 up to 60:40) afforded 108 mg of the desired

product as a colorless oil.

Yield: 81%.

MW= 474.44 g/mol.

HRMS: Calcd for Ca4H23FOg [M+Na]*497.12183; found 497.1221.
Rf= 0.5 (CHex:AcOEt 7:3).

NMR in CDCls:

1H: 8.15'7.97 (m, 4H, Harom), 7.69'7.55 (m, ZH, Harom), 7.54‘7.43 (m, 4H, Harom), 6.45 (S, 1H, H'l), 5.59
(d, J25=1.4 Hz, 1H, H-2), 5.58-5.50 (m, 2H, H-3, H-5), 4.78-4.69 (m, 1H, H-6a), 4.66-4.56 (m, 2H, H-6b,
H-4), 2.18 (s, 3H, OCHs), 2.04 (s, 3H, CH).

13C; 170.1 (CO), 169.2 (CO), 165.5 (CO), 165.3 (CO), 134.0, 133.9, 130.1, 130.0, 129.0, 128.8, 128.7
(CeHs), 99.3 (C-1), 82.3 (d, Jer=5.1 Hz, C-4), 81.1 (C-3) 80.9 (d, Jer=173.5 Hz, C-6), 76.9 (C-2), 70.2 (d, Jc.
£=20.9 Hz, C-5), 21.2, 20.9 (2 CHa).
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1-Azido-5-di-O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranose (50)

To a solution of 50 (500 mg, 1.05 mmol) in dry DCM (12 mL) were added TMSN3 (280 pL, 2.11 mmol)
and TMSOTf (570 uL, 3.17 mmol). The mixture was stirred for 3 h at room temperature. The reaction
was stopped by the addition of NEts. Solvent was removed under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex:AcOEt gradient fromm 9:1 to 8:2) afforded 200 mg of the desired B anomer

as a white solid.

Yield: 42%.

MW= 474.44 g/mol.

Rf=0.4 (CHex:AcOEt 7:3).

HRMS : Calcd for CxH20FN3OsNa [M+Na]* 480.11775; found 480.1174.
NMR in CDCls:

'H: 8.10-8.05 (M, 4H, Harom), 7.65-7.58 (M, 2H, Harom), 7.52-7.44 (M, 4H, Harom), 5.70(d, J1,,=0.7 Hz, H-1),
5.57 (dq, Jur=17.8 Hz, Js¢=5.1 Hz, 1H, H-5), 5.56 (ddd, J=5.2 Hz, J23=1.4 Hz, J,,=0.8 Hz, 1H, H-2), 5.39
(t, J3=1.1 Hz, 1H, H-3), 4.70 (dd, Jur=46.6 Hz, Jss=5.1 Hz, 2H, H-6), 4.67 (t, Jus=4.8 Hz, H-4), 2.09 (s,
3H, CHs).

13C: 170.0, 165.5, 165.3 (CO), 1339.9, 133.8, 130.0, 129.9, 128.7, 128.6 (CeHs), 94.5 (C-1), 82.2 (d, Jc.
¢=5.4 Hz, C-4), 81.5 (C-2), 81.1 (d, Jer=171.9 Hz, C-6), 77.0 (C-3), 70.1 (d, Jcr=20.8 Hz, C-5), 20.8 (CHs).
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1-azo-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranose (16)

To

HO
OH

Monosaccharide 16 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (45.8mg).
Yield : 85%.

MW= 207.16 g/mol.

MS : Calcd for CsH1oN3OsNa [M+Na]*230.15; found 229.9.

NMR in CD30D:

H:5.23 (d, J1,=2.1 Hz, 1H, H-1), 4.59-4.34 (m, 2H, H-6), 4.13-4.07 (m, 2H, H-3, H-4), 4.0-3.93 (m, 1H,
H-5), 3.87 (dd, Jo,3=1.8 Hz, J1,=2.1 Hz, 1H, H-2).

13C : 96.5 (C-1), 85.0 (d, Jear=6.3 Hz, C-4), 83.8 (d, Jos.r=169.8 Hz, C-6), 80.8 (C-2), 77.1 (C-3), 68.9 (d,
Jes#=20.21 Hz, C-5).
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n-Octyl 6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (36)

OCgH,7

To

HO
OH

To a solution of 48 (2.3 g, 5.0 mmol) in dry CH,Cl; (12.6 mL) and dry methanol (30 mL) was added
sodium methanolate (5.4 M in MeOH) (180 pL, 1.0 mmol). The mixture was stirred 18 h at room
temperature and then solvents were evaporated. The crude was dissolved in MeOH (12 mL) and IR
120 (H* form) was added. The mixture was left stirring until neutral pH. The mixture was filtered and
concentrated under reduced pressure. The colorless oil was stirred with water (2 mL) and freeze

dried. This step was repeated three times in order to have 1.3 g of the pure product as a white solid.
Yield: 88 %.

MW= 294 g/mol.

HRMS: Calcd for Ci4H27FOs [M+Na]*317.17347; found 317.1739.

NMR in CDCls:

1H: 4.84 (s, 1H, H-1), 4.59-4.46 (m, 1H, H-6b), 4.47-4.34 (m, 1H, H-6a), 4.04 (dd, J54=6.6 Hz, J,3=4.1 Hz,
1H, H-3), 3.98-3.92 (m, 2H, H-5, H-2), 3.90 (dd, J34=6.6 Hz, J45=2.8 Hz, 1H, H-4), 3.70 (dt, 2/=9.6 Hz,
3)=6.6 Hz, 1H, OCH,), 3.43 (dt, 2/=11.0 Hz, %/=6.3 Hz, 1H, OCH,), 1.58 (quint, 3/=7.0 Hz, 2H, OCH,CH.),
1.43-1.19 (m, 10H, 5 CH,), 0.91 (t, 3/=7.3 Hz, 3H, CHs).

13C; 109.5 (C-1), 85.2 (d, J=169.5 Hz, C-6), 83.4 (C-2), 83.3 (d, J=7.5 Hz, C-4), 78.4 (C-3), 70.2 (d, J=19.9
Hz, C-5), 69.0 (OCHs), 33.0 (OCH.CH,), 30.7, 30.5, 30.4, 27.2, 23.7 (6 CH,), 14.4 (CHa).
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5-0-Acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-1-thio-B-D-galactofuranoside (52)

To a solution of 49 (40 mg, 0.08 mmol) in dry CH,Cl, (0.20 mL) at -5 °C, were added thiophenol (13
pL, 0.12 mmol) and BFs3.Et;0 (10.6 pL, 0.095 mmol). The mixture was left stirring at room
temperature for 2 h. CH,Cl; (10 mL) was added and the mixture was quickly washed with iced water
(2 x 5 mL) and aqueous iced saturated NaHCOs solution (2 x 5 mL). The organic layer was dried over
MgSO. and concentrated under reduced pressure to afford 38 mg of the desired product as white

foam.

Yield: 90 %.

MW=524.56 g/mol.

HRMS: Calcd for CogH2sFO7S [M+Na]*547.11972; found 547.1198.
NMR in CDCls:

1H: 8.14'8.00 (m, 4H, Harom), 7.67'7.54 (m, 4H, Harom), 7.53‘7.42 (m, 4H, Harom), 7.38'7.27 (m, 3H,
Harom), 5.77 (br s, 1H, H-1), 5.65 (d, J>3=1.6 Hz, 1H, H-2), 5.64-5.51 (m, 2H, H-5, H-3), 4.77 (t, J=4.8 Hz,
H-4), 4.75-4.68 (m, 1H, H-6a), 4.65-4.55 (m, 1H, H-6b), 2.08 (s, 3H, CHs).

13C: 170.3 (CO), 165.6 (CO), 165.4 (CO), 133.9, 133.8, 133.3, 132.7, 130.2, 130.0, 129.2, 129.0, 128.7,
128.2 (CeHs), 91.3 (C-1), 82.2 (C-2), 81.2 (d, J=172.4 Hz, C-6), 80.4 (d, J=5.2 Hz, C-4), 77.4 (d, J=1 Hz, C-
3), 70.1 (d, J=20.9 Hz, C-5), 20.9 (CHs).
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5-0-Acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-B-p-galactofuranosyl bromide (53)

To a solution of 49 (300 mg, 0.63 mmol) in acetic acid (2.2 mL) was added hydrogen bromide 30% in
acetic acid (250 pL, 1.3 mmol). The mixture was left under agitation at room temperature for 3 h.
CH,Cl; (10 mL) was added and the mixture was washed with aqueous iced water (2 x 5 mL) and
aqueous iced saturated NaHCOs solution (2 x 5 mL). The organic layer was dried over MgS0O,4 and

concentrated under reduced pressure to afford 340mg of the desired product as a beige solid.
Yield: 91%.

MW=595.30 g/mol.

HRMS: Calcd for Cy2H20BrFO; [M+Na]*517.02686; found 517.0260.

NMR in CDCls:

H: 8.15-8.10 (M, 2H, Harom), 8.08-8.04 (M, 2H, Harom), 7.66-7.58 (M, 2H, Harom), 7.52-7.45 (m, 4H,
Harom), 6.59 (d, J1o= 1 Hz, 1H, H-1), 5.88 (d, J1o= 0.7 Hz, 1H, H-2), 5.67 (dq, Jir= 17.2 Hz, Jas= 4.9 Hz,
1H, H-5), 5.53 (dt, J34= 4.5 Hz, J,3=0.9 Hz, 1H, H-3), 4.80 (td, J34= 4.6, 0.8 Hz, 1H, H-4), 4.66 (dt, Ju.
¢=46.5 Hz, Jeaeo=5.2 Hz, 2H, H-6), 2.08 (s, 3H, CHs).

13C: 169.9 (CO), 165.5 (CO), 165.0 (CO), 134.0, 133.9, 130.1, 129.9, 128.7 (CeHs), 87.9 (C-1), 85.3 (C-
2), 83.7 (d, Jc¢=5.2 Hz, C-4), 80.8 (d, Jc.,=174.3 Hz, C-6), 76.3 (C-3), 69.5 (d, Jcr=21.1 Hz, C-5), 20.7
(CHs).
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n-Octyl 2,3,5,6-tetra-0O-benzoyl-B-D-galactofuranoside (54)*°

OCgH,;
BzO

OBz
BzO

To a solution of 38 (2 g, 6.8 mmol) in anhydrous pyridine (14 mL) were successively added benzoyl
chloride (7 mL, 60 mmol) and DMAP (150 mg, 1.2 mmol). The mixture was stirred at room
temperature overnight. Pyridine was co-evaporated four times using toluene. The crude was
dissolved in 15 mL of CH,Cl, and successively washed with aqueous 5% HCI solution (3 x 5 mL),
aqueous saturated NaHCOs solution (3 x 5 mL) and aqueous saturated NaCl solution (3 x 5mL). The
organic layer was dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex:AcOEt 100:0 up to 70:30) afforded 4.8 g of the desired product as a colorless

oil.

Yield: 99%.

MW= 708.3 g/mol.

Rf= 0.6 (CHex:AcOEt 4:1).
NMR in CDCls:

1H: 8.20-8.14 (M, 1H, Harom), 8.10-8.02 (M, 4H, Harom), 8.00-7.95 (m, 2H, Harom), 7.93-7.89 (m, 2H,
Harom), 7.60-7.49 (M, 6H, Harom), 7.45-7.27 (M, 9H, Harom), 6.09 -6.04 (m, 1H, H-5), 5.63 (dt, J34=5.3 Hz,
5,3=1.0 Hz, 1H, H-3), 5.46 (d, J,3=1.2 Hz, 1H, H-2), 5.30 (s, 1H, H-1), 4.82-4.67 (m, 2H, H-6), 4.64 (dd,
J34=5.2 Hz, Jas=3.5 Hz, 1H, H-4), 3.75 (dt, 2/=9.6 Hz,? J=6.8 Hz, 1H, OCH,), 3.53 (dt, 2/=9.5 Hz, 3/=6.3
Hz, 1H, OCH,), 1.67-1.57 (m, 2H, OCH,CH,), 1.41-1.14 (m, 10H, 5 CH.), 0.86 (t, 3/=7.2 Hz, 3H, CHs).

Consistent with published literature.*®
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1-O-Acetyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-B-D-galactofuranose (55)*°

BzO

OBz
BzO

To a solution of 54 (4.5 g, 6.3 mmol) in anhydrous CH,Cl, (40 mL) were added acetic anhydride (3.6
mL, 38 mmol) and sulfuric acid (0.7 mL, 13 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 6
h. The reaction mixture was neutralized with EtsN and diluted with CH,Cl; (40 mL), then washed with
aqueous saturated NaHCOs solution (3 x 20 mL) and aqueous saturated NaCl solution (3 x 20mL). The
organic layer was dried over MgSOs and concentrated under reduced pressure. Flash

chromatography (CHex:AcOEt 100:0 up to 60:40) afforded 3.8 g of the desired product as a colorless

oil.
o/B: 2/8.
Yield: 95%.

MW= 638.62 g/mol.
Rf= 0.5 (CHex:AcOEt 7:3).
NMR in CDCls:

'H: 8.11-8.03 (M, 6H, Harom), 8.02-7.93 (M, 6H, Harom), 7.91-7.85 (M, 2H, Hawom), 7.63-7.27 (m, 21H,
Horom), 6.66 (d, J12=4.8 Hz, 1H, H-1a), 6.51 (s, 1H, H-1B), 6.23 (dd, J3=7.1 Hz, J3,=6.1 Hz, 1H, H-30),
6.08 (dt, Js=7.6 Hz, Ja5=4.0 Hz, 1H, H-5p), 5.87 (td, J4s=5.9 Hz, Js=3.8 Hz, 1H, H-5a), 5.75 (dd, J;3=7.0
Hz, J12=4.8 Hz, 1H, H-2a), 5.71 (ddd, J34=4.8 Hz, J,3=1.3 Hz, J,5=0.8 Hz, 1H, H-3B), 5.60 (d, J23=1.3 Hz,
1H, H-2B), 4.85-4.65 (m, 5H, H-6a:+B, H-4a+p), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 1H, CHs).

13C: 169.2 (CO), 169.1(CO), 166.1(CO), 165.7(CO), 165.5(CO), 165.3(CO), 133.7, 133.5, 133.3, 133.1,
130.0, 129.7, 129.5, 129.3, 128.9, 128.5, 128.4, 128.3 (CeHs), 99.4 (C-1B), 93.4 (C-1a), 83.6 (C-4B),
81.3 (C-2B), 79.7 (C-4a), 77.4 (C-3), 76.3 (C-2a), 74.3 (C-30), 71.0 (C-5a), 70.2(C-5B), 63.6 (C-6a1),
63.0 (C-6p), 21.1 (CHs).
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Phenyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-1-thio-B-D-galactofuranoside (56)>°

SPh
BzO

OBz
BzO

To a solution of 18 (0.7 g, 1.1 mmol) in anhydrous CH>Cl, (15 mL) cooled in an ice bath were added
thiophenol (0.17 mL, 1.6 mmol) and BF3.Et;0 (160 uL, 1.4 mmol). The mixture was stirred at room
temperature for 2 h. The reaction mixture was washed with aqueous saturated NaHCOs; solution (3 x
5 mL) and water (3 x 5mL). The organic layer was dried over MgS0O, and concentrated under reduced
pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 100:0 up to 60:40) afforded 0.5 g of the desired

product as a white foam.
Yield: 62%.

MW= 688.75 g/mol.

Rf= 0.8 (CHex:AcOEt 3:2).
NMR in CDCls:

H : 8.12-8.04 (M, 4H, Harom), 8.00-7.94 (M, 2H, Harom), 7.92-7.86 (M, 2H, Harom), 7.64-7.42 (m, 7H,
Harom), 7.39-7.26 (M, 8H, Harom), 6.11 (dt, J56.=6.9 Hz, Jas=4.4 Hz, 1H, H-5), 5.84 (s, 1H, H-1), 5.72 (dt,
J34=5.0 Hz, J,3=1.2 Hz, 1H, H-3), 5.67 (t, 1H, H-2), 4.96 (t, 1H, H-4), 4.74 (qd, Jeaeo=11.9 Hz, J5 6,=5.7 Hz,
2H, H-6a).

Consistent with published literature.>®
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2,3,5,6-Tetra-0-benzoyl-B-D-galactofuranosyl bromide (57)*

Br

BzO

OBz
BzO

To a solution of 18 (1 g, 1.6 mmol) in glacial acetic acid (5 mL) was added hydrogen bromide 30% in
acetic acid (3.7 mL, 18.8 mmol). The mixture was left under agitation at room temperature for 2 h.
CH,Cl; (20 mL) was added and the mixture was washed successively with iced water (2 x 5 mL) and
iced saturated NaHCOs solution (2 x 5 mL). The organic layer was dried over MgS0O, and concentrated

under reduced pressure to afford 1 g of the desired product as beige solid.
Yield: 95%.

MW= 659.48 g/mol.

Rf= 0.6 (CHex:AcOEt 3:2).

NMR in CDCls:

H: 8.15-8.05 (M, 5H, Harom), 7.98-7.93 (M, 2H, Harom), 7.87-7.81 (M, 2H, Harom), 7.65-7.58 (m, 1H,
Harom), 7.57-7.44 (m, 6H, Harom), 7.39-7.29 (M, 5H, Harom), 7.29-7.22 (M, 3H, Harom), 6.65 (s, 1H, H-1),
6.20 (ddd, Js6.=6.6 Hz, Jseo = 5.0 Hz, J45=3.5 Hz, 1H, H-5), 5.90 (d, J,3=0.7 Hz, 1H, H-2), 5.69 (dt,
J34=4.8 Hz, Jo3=0.9 Hz, 1H, H-3), 4.97 (dd, Js5=4.8 Hz, J34=3.5 Hz, 1H, H-4), 4.75-4.72 (m, 2H, H-6).

Consistent with published literature.®
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Tableau 13 : Table of conditions and yields of glycosylation reaction with brominated donors

Donor Eqpromotor Temperature Molecular .
Entry . . Compounds (Yield)
(eq) (AgOTf) (°C) sieves
53
1 1) 1 RT No 59 (8%), 65 (22%), 66 (64%)
53 61 (8%), 62 (8%), 63 (11%), 64
2 1 RT Yes
(1) (1%), 65 (15%), 66 (20%)
53 66 (18%), mélange di/tri
3 2 RT Yes L,
(2) inséparable
57
4 0 1 RT no 72 (7%), 75 (43%), 74 (45%)
57 68 (7%), 69 (5%), 70 (10%), 75
5 1 RT Yes
(1) (42%), 74 (2%)
57 68 (7%), 69 (4%), 70 (8%), 75
6 1 -50 yes

(1)

(49%), 74 (8%)

Tableau 14 : Table of conditions and yields of glycosylation reaction with thiophenylated donors

Eq promotor Temperature ]
Entr Donor (e Compounds (Yield
y (a)  Nis/TMsOTH) (°C) P (Yield)
1 52 (1.2) 2.3/1,2 0 58(11%)
2 52(1.2) 2.3/1,2 -30 59 (6%), 60 (6%), 58(11%)
3 52(1.2) 2.3/0.5 0 61 (7%), 62 (5%), 63 (1%), 64(9%)
61 (12%), 62 (5%), 63 (9%), 64
4 52 (1.2) 2.3/0.5 50 (12%) (;1;)) (5%)
0
5 52 (1.6) 2.3/0.5 -50 58 (34%), 59 (3%)
67 (57%), 68 (6%), 69 (5%), 70
6 56 (1.2) 2.3/0.5 -50 (57%) (io;)) (5%)
0
7 56 (1.2) 2.3/0.5 -50 71 (8%), 72 (4%), 73 (7%), 74 (44%)
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Octyl 5-O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-f-D-galactofuranosyl-(1-» 3)-[5-O-acetyl-2,3-di-O-

benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-f-D-galactofuranosyl-(1->2)]-6-deoxy-6-fluoro-a-D-galactopyranoside (58)

Trisaccharide 58 was obtained according to procedure B (table 14, entries 1, 2 and 4) and isolated as

a white solid.

MW=1123.13 g/mol.

HRMS: Calcd for CssHesO19FsNa [M+Na]* 1145.39699; found 1145.3971.
Rf=0.6 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

1H: 8.09-7.98 (M, 4H, Harom), 7.96-7.88 (M, 3H, Harom ), 7.61-7.55 (M, 4H, Harom), 7.55-7.40 (m, 5H,
Harom), 7.39-7.30 (M, 4H, Harom) 3.70 (dt, 2/=9.5 Hz, 3/=7.0 Hz, 1H, OCH,), 3.43 (dt, 2/=9.7 Hz, 3/=6.7 Hz,
1H, OCHa), 2.08 (s, 3H, OCHs), 2.02 (s, 3H, CHs), 1.62-1.50 (m, 2H, OCH,CH,), 1.32-1.13 (m, 10H, 5
CH,), 0.86 (t,%/=6.7 Hz, 3H, CH).

13C: 170.2 (CO), 170.1 (CO), 166.7 (CO), 166.5 (CO), 166.4 (CO), 166.3 (CO), 133.9, 133.7, 133.6, 133.5,
130.2, 130.0, 129.9, 129.2, 129.1, 128.9, 128.8, 128.6, 128.5, 128.4 (C¢Hs), 68.9 (OCH,), 32.0
(OCH,CH,), 29.7, 29.5, 29.3, 26.3, 22.8 (5 CH,), 20.9 (CH3), 14.2 (CHs).
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n-Octyl 5-0O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-f3-D-galactofuranosyl-(1->2)-6-deoxy-6-fluoro-

a-D-galactopyranoside (59)

HO

HO
o) O0cgH,;

AcO
OBz

Compound 59 was obtained according to procedure A (table 13, entry 1) and procedure B (table 14,

entry 2 and 5) and isolated as a white solid.

MW=708.75 g/mol.

HRMS: Calcd for C3sHas012F2Na [M+Na]* 731.28495; found 731.2847.
Rf=0.2 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

'H: 8.10-8.03 (M, 4H, Harom), 7.63-.57 (M, 2H, Harom), 7.50-7.43 (m, 4H, Harom), 3.73 (dt, 2/=9.7 Hz, 3/=6.9
Hz, 1H, OCH,), 3.47 (dt, 2J=9.7 Hz, */=6.6 Hz, 1H, OCH>), 2.08 (s, 3H, CH3), 1.65-1.48 (m, 2H, OCH,CH-),
1.36-1.12 (m, 10H, 5 CH,), 0.86 (t,%/=7.2 Hz, 3H, CH3).

13C: 170.1 (CO), 166.5 (CO), 165.7 (CO), 134.0, 133.9, 130.2, 130.1, 128.9, 128.8, 128.7, 128.6 (CcHs),
68.8 (OCH,), 32.0 (OCH,CH,), 29.7, 29.5, 29.3, 26.4, 22.8 (5 CH,), 20.9 (CHs), 14.2 (CHs).
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Octyl 5-O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranosyl-(1-> 3)-6-deoxy-6-fluoro-o.-

D-galactopyranoside (60)

Ho F
(o]
o (o}
Bz HOOC3H17
AcO
OBz
F

Compound 60 was obtained according to procedure B (table 14, entry 2) and isolated as a white

solid.
MW=708.75 g/mol.

HRMS: Calcd for C3sHas012F2Na [M+Na]* 731.28495; found 731.2853.

Rf=0.5 (CHex/AcOEt, 6:4).

137



Octyl 5-O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-fS-D-galactofuranosyl-(1->2)-6-deoxy-6-fluoro-f-

D-galactofuranoside (61)

o OCgH,7
H
HO
o
F
(o)
Bz
AcO
OBz
F

Compound 61 was obtained according to procedure A (table 13, entry 2) and procedure B (table 14,

entries 3 and 4) and isolated as a white solid.

MW=708.75 g/mol.

HRMS: Calcd for C3sHa6012F2Na [M+Na]* 731.28495; found 731.2847.
Rf=0.3 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

1H: 8.09'8.03 (m, 4H, Harom), 7.64'7.57 (m, 2H, Harom), 7.50‘7.44 (m, 4H, Harom), 3.73 (dt, 2.]:9.5 HZ,
3)=6.8 Hz, 1H, OCH.), 3.44 (dt, 2/=9.7 Hz, )=6.6 Hz, 1H, OCH,), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.62-1.54 (m, 2H,
OCH,CH,), 1.35-1.17 (m, 10H, 5 CH,), 0.88 (t,%/=7.3 Hz, 3H, CHs).

13C: 170.1 (CO), 166.7 (CO), 166.6 (CO), 134.0, 133.9, 130.1, 130.0, 128.9, 128.8, 128.7 (CeHs), 68.2
(OCH,), 31.9 (OCH,CH,), 29.7, 29.4, 29.3, 26.2, 22.8 (5 CH,), 20.9 (CHs), 14.2 (CHs).
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Octyl 5-O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-fS-D-galactofuranosyl-(1-> 3)-6-deoxy-6-fluoro-f-

D-galactofuranoside (62)

F
OBz
AcOinn.
OBz
o o 9CsHiz
HO
OH
F

Compound 62 was obtained according to procedure A (table 13, entry 2) and procedure B (table 14,

entries 3 and 4) and isolated as a white solid.

MW=708.75 g/mol.

HRMS : Calcd for CsgHis012F2Na [M+Na]* 731.28495; found 731.2851.
Rf=0.2 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

'H: 8.08-8.02 (m, 4H, Harom), 7.63-7.56 (M, 2H, Harom), 7.50-7.41 (m, 4H, Harom), 3.63 (dt, 2J=9.5 Hz,
3J=6.9 Hz, 1H, OCH,), 3.41 (dt, %/=9.6 Hz, 3)=6.6 Hz, 1H, OCH,), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.59-1.47 (m, 2H,
OCH,CH,), 1.35-1.15 (m, 10H, 5 CH,), 0.86 (t,/=7.1 Hz, 3H, CH3).

13C: 170.2 (CO), 166.7 (CO), 166.6 (CO), 133.9, 133.8, 130.1, 130.0, 129.0, 128.9, 128.7, 128.6 (CcHs),
68.0 (OCH,), 31.9 (OCH,CHs), 29.6, 29.4, 29.3, 26.1, 22.8 (5 CH,), 20.9 (CHs), 14.2 (CHs).
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Octyl 5-O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-fS-D-galactofuranosyl-(1->5)-6-deoxy-6-fluoro-f-

D-galactofuranoside (63)

Compound 63 was obtained according to procedure A (table 13, entry 2) and procedure B (table 14,

entries 3 and 4) and isolated as a white solid.

MW=708.75 g/mol.

HRMS: Calcd for C3sHas012F2Na [M+Na]* 731.28495; found 731.2847.
Rf=0.3 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

1H: 8.12'8.03 (m, 4H, Harom), 7.63'7.55 (m, 2H, Harom), 7.50‘7.41 (m, 4H, Harom), 3.66 (dt, 2.]:9.7 HZ,
3)=6.7 Hz, 1H, OCH.), 3.40 (dt, 2/=9.6 Hz, 3)=6.5 Hz, 1H, OCH,), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.58-1.49 (m, 2H,
OCH,CH,), 1.34-1.19 (m, 10H, 5 CH,), 0.88 (t,%/=6.7 Hz, 3H, CHs).

13C: 170.2 (CO), 166.8 (CO), 166.4 (CO), 133.9, 133.8, 130.3, 130.0, 129.0, 128.9, 128.7, 128.6 (CHs),
68.0 (OCH,), 31.9 (OCH,CH,), 29.6, 29.4, 29.3, 26.2, 22.8 (5 CH,), 20.9 (CHs), 14.2 (CHs).
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Trifuranosides (64)

Trisaccharide 64 was obtained according to procedure A (table 13, entry 2) and procedure B (table

14, entries 3 and 4) and isolated as a white solid.

MW=1123.13 g/mol.

HRMS: Calcd for Csg Hes O19 F3 Na [M+Na]* 1145.39644; found 1145.3969.

Rf=0.6 (CHex-AcOEt, 6-4).
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5-0-Acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-a,[3-D-galactofuranose (65)

Compound 65 was obtained according to procedure A and isolated as a white solid (table 13, entries

1,2).

MW=432.40 g/mol.

MS: Calcd for Cx;H210sFNa [M+Na]* 455.4; found 454.9.
Rf=0.4 (Chex:AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls:

1H: 8.11'8.02 (m, 4H, Harom), 7.63'7.56 (m, 2H, Harom), 7.49‘7.41 (m, 4H, Harom), 5.65 (S, 1H, H'l), 5.61'
5.45 (m, 3H, H-2, H-3, H-5), 4.69 (t, *J=4.7 Hz, 1H, H-4), 4.67 (ddd, Je,, 6o=46.7 Hz, J56=5.1 Hz, J5=1.7
Hz, 2H, H-6), 2.08 (s, 3H, CHs).

13C: 170.2 (CO), 166.8 (CO), 166.6 (CO), 133.8, 130.1, 130.0, 129.1, 129.0, 128.7 (CsHs), 101.1 (C-1),
82.4 (C-2), 81.1 (d, Jos.r=176.3 Hz, C-6), 80.8 (d, Jear=3.2 Hz, C-4), 77.4 (C-3), 70.4 (d, Jes+=20.7 Hz, C-
5), 20.9 (CHs).
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n-Octyl 5-0O-acetyl-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (66)

Compound 66 was obtained according to procedure A as a white solid (table 13, entries 1-3).
MW=544.62 g/mol.

HRMS: Calcd for C50H3,0sFNa [M+Na]* 567.23647; found 567.2365.

Rf=0.9 (Chex:AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls:

1H: 8.10-8.03 (M, 4H, Harom), 7.62-7.56 (M, 2H, Harom), 7.49-7.43 (M, 4H, Harom), 5.57 (da, Js,5.=16.9 Hz,
Js 66=5.0 Hz, 1H, H-5), 5.47-5.43 (m, 2H, H-2, H-3), 5.21 (s, 1H, H-1), 4.70 (J=5.8 Hz, 10.0 Hz, 46.6 Hz,
1H, H-6), 4.64 (J=5.0 Hz, 10.0 Hz, 46.6 Hz, 1H, H-6), 4.49 (t, J=4.5 Hz, H-4), 3.75 (dt, 2/=9.4 Hz, 3/=7.2
Hz, 1H, OCH,), 3.53 (dt, 2/=9.5, 3/=6.8 Hz, 1H, OCH,), 2.08 (s, 3H, CHs), 1.69-1.57 (m, 2H, OCH,CH.),
1.44-1.01 (10H, 5 CH,), 0.86 (t, 3/=6.5Hz, 3H, CHs)

13C: 170.1 (CO), 165.6 (CO), 165.4 (CO), 133.6, 133.5, 129.9, 129.9, 129.2, 129.1, 128.5, 128.5 (CeHs),
106.7 (C-1), 82.0 (C-2), 81.1 (d, Jess=173.2 Hz, C-6), 80.2 (d, Jear=5.7 Hz, C-4), 77.3 (C-3), 70.4 (d, Jes.
¢=20.7 Hz, C-5) 67.7 (OCH,), 31.8 (OCH,CH,), 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 22.7 (5 CH,), 20.8 (CHs), 14.1
(CHs).
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Trifuranoside (67):

Trisaccharide 67 was obtained according to procedure A (table 13, entry 4) and procedure B (table

14, entry 2) and isolated as a white solid.

HRMS: Calcd for CgoH79023FNa [M+Na]* 1473.48884; found 1473.4891.

Rf=0.6 (CHex/AcOEt, 6:4).
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Disaccharides 68, 69 and 70 were obtained according to procedure A (table 13, entries 5 and 6) and

procedure B (table 14, entries 6). Purification gave a mixture of the three compounds.
MW=872.94 g/mol.

HRMS: Calcd for CagHs3014FNa [M+Na]* 895.33116; found 895.3315.

Rf=0.6 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl--D-galactofuranosyl-(1->2)-6-deoxy-6-fluoro-B3-D-galactofuranoside

(68)
o OCgH,7
H
HO
(o]
F
O
Bz
BzO
OBz
BzO

1H: 8.12'7.96 (m, 6H, Harom), 7.91'7.84 (m, 2H, Harom), 7.60‘7.48 (m, 4H, Harom), 7.46'7.23 (m, 8H,
Harom), 3.70-3.60 (m, 1H, OCH.), 3.45-3.31 (m, 1H, OCH,), 1.58-1.49 (m, 2H, OCH,CH,), 1.33-1.19 (m,
10H, 5 CH,), 0.91-0.83 (m, 3H, CHj3).

13C: 166.4-165.5 (CO), 133.8-128.3 (CeHs), 68.0 (OCH,), 32.9 (OCH,CH,), 29.6-22.8 (5 CHa), 14.2 (CHs).
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Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl--D-galactofuranosyl-(1-»3)-6-deoxy-6-fluoro-B3-D-galactofuranoside

(69)
BzO
OBz
BzOun.
OBz
o 0. 9CgHyy
HO
OH

H: 8.12-7.96 (M, 6H, Harom), 7.91-7.84 (m, 2H, Harom), 7.60-7.48 (m, 4H, Harom), 7.46-7.23 (m, 8H,
Harom), 3.70-3.60 (m, 1H, OCH,), 3.45-3.31 (m, 1H, OCH,), 1.58-1.49 (m, 2H, OCH,CH,), 1.33-1.19 (m,
10H, 5 CH,), 0.91-0.83 (m, 3H, CHs).

13C: 166.4-165.5 (CO), 133.8-128.3 (CeHs), 68.0 (OCH,), 321.9 (OCH,CH,), 29.6-22.8 (5 CH,), 14.2 (CH3).

Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-f-D-galactofuranosyl-(1->5)-6-deoxy-6-fluoro--D-galactofuranoside

(70)
o OCgH,7
H
(o]
(o]
Bz . OH
BzO
OBz
BzO

'H: 8.12-7.96 (m, 6H, Harom), 7.91-7.84 (m, 2H, Haom), 7.60-7.48 (m, 4H, Harom), 7.46-7.23 (m, 8H,
Harom), 3.70-3.60 (m, 1H, OCH,), 3.45-3.31 (m, 1H, OCH,), 1.58-1.49 (m, 2H, OCH,CH,), 1.33-1.19 (m,
10H, 5 CH,), 0.91-0.83 (m, 3H, CHs)

13C: 166.4-165.5 (CO), 133.8-128.3 (CeHs), 68.0 (OCH,), 321.9 (OCH,CH,), 29.6-22.8 (5 CH,), 14.2 (CH3).
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Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-3-D-galactofuranosyl-(1->3)-[ 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-3-D-

galactofuranosyl-(1->2)]-6-deoxy-6-fluoro-o-D-galactopyranoside (71)

Ho b
o
o (o}
Bz OC8H17
BzO
OBz
BzO o
Bz
BzO
OBz
BzO

Trisaccharide 71 was obtained according to procedure B (table 14, entry 7) and isolated as a white

solid.

MW=1451.5 g/mol.

HRMS: Calcd for Cs2H790,3FNa [M+Nal* 1473.48884; found 1473.4881.
Rf=0.6 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

1H: 8.07'7.94 (m, 12H, Harom), 7.77'7.69 (m, 4H, Harom ), 7.56‘7.12 (m, 26H, Harom), 3.62 (dt, 2.]:9.6 HZ,
3)=6.6 Hz, 1H, OCH.), 3.40-3.33 (m, 1H, OCH,), 1.56-1.44 (m, 2H, OCH,CH,), 1.32-1.07 (m, 10H, 5 CH,),
0.86 (t,%/=6.7 Hz, 3H, CHs).

13C: 171.3 (CO), 165.8 (CO), 165.7 (CO), 166.6 (CO), 165.5 (CO), 133.9, 133.7-128.2(C4Hs), 68.9 (OCH,),
32.0 (OCH,CH,), 29.7, 29.4, 29.3, 26.2, 22.8 (5 CH), 20.9 (CHs), 14.2 (CHs).
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Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-B-D-galactofuranosyl-(1->2)-6-deoxy-6-fluoro-a-D-galactopyranoside

(72)

Ho F
(o)

HO
o 90CgH,;
Bz
BzO
OBz
BzO

Disaccharide 72 was obtained according to procedure A (table 13, entry 4) and procedure B (table 14,

entry 7) and isolated as a white solid.

MW=872.94 g/mol.

HRMS: Calcd for CagHs3014FNa [M+Na]* 895.33116; found 895.3315.
Rf=0.2 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

1H: 8.10'7.91 (m, 8H, Harom), 7.59'7.49 (m, 4H, Harom), 7.43‘7.29 (m, 8H, Harom), 3.68 (dt, 2.]:9.7 HZ,
3)=6.9 Hz, 1H, OCH.,), 3.44 (dt, 2/=9.7 Hz, 3)=6.6 Hz, 1H, OCH,), 1.57-1.49 (m, 2H, OCH,CH.), 1.32-1.13
(m, 10H, 5 CH,), 0.85 (t,3/=6.3 Hz, 3H, CHa).

13C: 166.5 (CO), 166.2 (CO), 165.7 (CO), 165.7 (CO), 133.9, 133.7, 133.5, 133.3, 130.1, 130.0, 129.9,
129.6, 129.5, 129.0, 128.7, 128.6, 128.5 (CsHs), 68.9 (OCH.), 32.0 (OCH,CH,), 29.8, 29.5, 29.3, 26.3,
22.8 (5 CH,), 14.2 (CH3).
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Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-3-D-galactofuranosyl-(1-»3)-6-deoxy-6-fluoro-a-D-galactopyranoside

(73)
Ho F
(o]
o (o]
Bz HOOC8H17
BzO
OBz
BzO

Disaccharide 73 was obtained according to procedure B (table 14, entry 7) and isolated as a white

solid.

MW=872.94 g/mol.

HRMS: Calcd for CssHs3014FNa [M+Na]* 895.33116; found 895.3315.
Rf=0.4 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls, data in tables 15 and 16:

1H: 8.11'7.95 (m, 6H, Harom), 7.93'7.88 (m, 2H, Harom), 7.60‘7.50 (m, 4H, Harom), 7.45'7.28 (m, 8H,
Harom), 3.74 (dt, 2/=9.5 Hz, 3/=6.8 Hz, 1H, OCH,), 3.49 (dt, 2/=9.9 Hz, 3/=7.2 Hz, 1H, OCH,), 1.68-1.58 (m,
2H, OCH,CH-), 1.40-1.18 (m, 10H, 5 CH,), 0.87 (t,>/=7.0 Hz, 3H, CHs).

13C: 166.2 (CO), 165.9 (CO), 165.8 (CO), 165.7 (CO), 133.8, 133.7, 133.5, 133.4, 130.1, 130.0, 129.8,
129.5, 129.4, 129.3, 128.9, 128.7, 128.6 (CsHs), 68.7 (OCH,), 32.0 (OCH,CH,), 29.6, 29.5, 29.3, 26.3,
22.8 (5 CH,), 14.2 (CHs).
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n-Octyl 2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-a,B-D-galactofuranose (74)

OCgH,7

BzO

OBz
BzO

Compound 74 was obtained according to procedure A (table 13, entries 4-6) and procedure B (table

2, entry 7) and isolated as a white solid.

MW=708.90 g/mol.

HRMS : Calcd for Csz Hag O10 Na [M+Na]* 731.28267; found 731.2829.
Rf=0.7 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls:

1H: 8.11-7.89 (M, 8H, Harom), 7.60-7.49 (M, 4H, Harom), 7.45-7.27 (M, 8H, Harom), 6.08 (ddd, Js 6,=7.0 Hz,
Js,66=4.6 Hz, J45=3.5 Hz 1H, H-5), 5.64 (td, J34=5.2 Hz, J,3=0.9 Hz, 1H, H-3), 5.47 (d, J,3=1.1 Hz, 1H, H-
2), 5.31 (s, 1H, H-1), 4.82-4.71 (m, 2H, H-6), 4.65 (dd, J34=5.2 Hz, J45=3.5 Hz, 1H, H-4), 3.75 (dt, 2/=9.5
Hz, 3J=6.3 Hz, 1H, OCH,), 3.54 (dt, ¥=9.5 Hz, 3/=6.3 Hz, 1H, OCH,), 1.71-1.67 (m, 2H, OCH,CH.,), 1.41-
1.18 (m, 10H, 5 CH,), 0.87 (t, 2=6.3 Hz, 3H, CHa).

13C: 165.9 (CO), 165.6 (CO), 165.5 (CO), 165.3 (CO), 133.2, 133.1, 133.0, 132.9, 129.9, 129.8, 129.7,
129.5,129.4, 129.3, 128.9, 128.8 (C¢Hs), 105.4, (C-1), 81,9 (C-2), 81.0 (C-4), 77.4 (C-3), 70.1 (C-5), 67.5
(OCHy), 63.3 (C-6), 31.6 (OCH»CH;), 29.3, 29.2, 29.1, 26.0, 22.5 (5 CH>), 13.9 (CH3).
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2,3,5,6-tetra-O-benzoyl-a,B-D-galactofuranose (75)

BzO

OBz
BzO

Compound 75 was obtained according to procedure B (table 14, entries 4-6) and isolated as a white

solid.

MW=596.59 g/mol.

HRMS : Calcd for CzsH23010Na [M+Na]* 619.15747; found 619.1576.
Rf=0.6 (CHex/AcOEt, 6:4).

NMR in CDCls:

1H: 8.11-7.88 (M, 8H, Harom), 7.58-7.46 (M, 4H, Harom), 7.44-7.27 (M, 8H, Harom), 6.10 (t, J2a3a=5.1 Hz,
0.3H, H-3a), 6.06 (dt, Jap.s55=7.0 Hz, Jsp.sp=3.1 Hz, 0.7H, H-5B), 5.98 (td, Jaa-5a=6.3 Hz, Jsa.ca=3.6 Hz, 0.3H,
H-5a), 5.85 (d, J10.2a=4.5 Hz, 0.3H, H-1a), 5.72 (s, 0.7H, H-1B), 5.66 (ddd, Jsp.45=5.0 Hz, Jyp3p=1.4 Hz, J1p.
3=0.7 Hz, 0.7H, H-3B), 5.56 (dd, Jr30=5.4 Hz, J1a.2a=4.4 Hz, 0.3H, H-20)), 5.52 (dd, Jop3p=1.4 Hz, Jrg.
2=0.6 Hz, 0.7H, H-2B), 4.87 (dd, Ja3.45=5.0 Hz, Jus.56=4.0 Hz, 0.7H, H-4B), 4.82-4.68 (m, 2H, H-60, H-6B),
4.56 (dd, J46.56=6.6 Hz, J30-44=4.7 Hz, 0.3H, H-4q).

13C: 166.4 (CO), 166.2 (CO), 166.2 (CO), 165.9 5CO), 165.8 (CO), 165.8 (CO), 165.7 (CO), 165.6 (CO),
133.7, 133.6, 133.5, 133.4, 133.2, 130.1, 130.0, 129.8, 129.5, 129.6, 129.1, 128.9, 128.6, 128.5, 128.5,
128.4 (CgHs), 101.2 (C-1B), 96.2 (C-1a), 82.8 (C-2B), 81.8 (C-4B), 79.5 (C-4a), 77.8 (C-3p), 77.7 (C-2q),
76.0 (C-3a), 72.4 (C-5a), 70.7 (C-5B), 63.7 (C-6B), 63.3 (C-6a).
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Octyl 6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranosyl-(1->2)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (81)

OCgH47

Io

HO

Io

HO
OH

Disaccharide 81 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (6 mg).
Yield: 95%.

MW=458.50 g/mol.

HRMS: Calcd for CyoH36010F2Na [M+Na]* 481,22196; found 481.2222.

NMR in CD30D:

1H: 5.08 (d, J1,=1.9 Hz, 1H, H-1), 4.98 (d, J1-2=1.6 Hz, 1H, H-1’), 4.58-4.48 (m, 2H, H-6a, H-6a’), 4.46-
4.35 (m, 2H, H-6b, H-6b’), 4.17 (dd, J5:4=7.7 Hz, J2.3=4.1 Hz, 1H, H-3*), 4.07 (dd, J54=6.3 Hz, J25=3.9 Hz,
1H, H-3), 4.00 (dd, J55=3.9 Hz, J1,=1.9 Hz, 1H, H-2), 3.99 (dd, J2;3=4.10 Hz, J1.,=1.6 Hz, 1H, H-2’), 3.97-
3.90 (m, 3H, H-4, H-5, H-5), 3.85 (dd, J5,4=7.7 Hz, Js:5=3.2 Hz, 1H, H-4‘), 3.68 (dt, 2/=9.6 Hz, 3/=6.7 Hz,
1H, OCH3), 3.43 (dt, ¥/=9.6 Hz, 3/=6.5 Hz, 1H, OCH,), 1.64-4.55 (m, 2H, OCH,CH,),1.41-1.25 (m, 10H, 5
CHa), 0.91 (t, 3/=6.3 Hz, 3H, CHs).

13C: 109.8 (C-1), 108.0 (C-1°), 90.6 (C-27), 85.2 (d, Jcr=171.2 Hz, C-6), 85.1 (d, Jc-r=169.9, C-6), 83.6 (d,
Jer=4.3 Hz, C-4), 83. (C-2), 81.8 (d, Jc¢=7.3 Hz, C-4), 78.3 (C-3), 77.2 (C-3’), 69.8 (d, Jc.~=20.0 Hz, C-5, C-
5), 68.9 (OCH>), 33.0, 30.8, 30.5, 30.4, 27.3, 23.7 (6 CH>), 14.4 (CHs).
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Octyl 6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranosyl-(1->3)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (82)

F
OH

Holllu.

OH

0™ | o OCsH1r
HO
OH
F

Disaccharide 82 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (8 mg).
Yield: 88%.

MW=458.50 g/mol.

HRMS: Calcd for CyoH36010F2Na [M+Na]* 481,22196; found 481.2220.

NMR in CD30D:

1H: 5.06 (d, J1,=2.0 Hz, 1H, H-1), 4.86 (d, J1,2=1.6 Hz, 1H, H-1°), 4.56-4.46 (m, 2H, H-6a, H-6a’), 4.43-
4.34 (m, 2H, H-6b, H-6b’), 415-4.10 (m, 1H, H-3"), 4.08 (dd, J»,3=3.2 Hz, J1»=1.6 Hz, 1H, H-2"), 4.06-
3.99 (m, 3H, H-3, H-4', H-5), 4.0 (d, J12=2.1 Hz, 1H, H-2), 3.98-3.89 (m, 2H, H-4, H-5), 3.65 (dt, 2/=9.7
Hz, 3/=6.7 Hz, 1H, OCH,), 3.41 (dt, ¥/=9.7 Hz, 3/=6.4 Hz, 1H, OCH,), 1.64-4.52 (m, 2H, OCH,CH>), 1.49-
1.23 (m, 10H, 5 CH,), 0.89 (t, J=7.4 Hz, 3H, CHs).

13C: 109.3 (C-1°), 109.1 (C-1), 85.2 (d, Jer=169.6 Hz, C-6), 85.0 (d, Jer=170.7 Hz, C-6), 84.2 (C-3), 83.5
(d, Jer=6.3 Hz, C-4), 83.0 (C-2), 82.1 (d, Jcr=6.6 Hz, H-4"), 81.6 (C-2°), 78.0 (C-3), 67.8 (d, Jer=18.3 Hz,
C-5), 69.7 (d, Jer=20.2 Hz, C-5°), 68.7 (OCHs,), 32.8, 30.5, 30.3, 30.2, 27.0, 23.5, (6 CH.), 14.4 (CHs).
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Octyl 6-fluoro-B-D-galactofuranosyl-(1->5)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (83)

OCgHy7

To

OH

Io

HO
OH

Disaccharide 83 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (6 mg).
Yield: 93%.

MW=458.50 g/mol.

HRMS : Calcd for Cy H3g O10 F2 Na [M+Na]* 481,22196; found 481.2220.

NMR in CD30D:

H: 5.17 (s, 1H, H-1), 4.83 (d, J1:2=1.7 Hz, H-1°), 4.70-4.61 (m, 1H, H-6a‘), 4.61-4.46 (m, 2H, H-6b", H-
6a), 4.46-4.41 (m, 1H, H-6b), .21-4.10 (m, 1H, H-5), 4.13 (dd, J34=4.5 Hz, Jas=3.4 Hz, 1H, H-4), 4.05-
3.98 (m, 3H, H-3/, H-3, H-5), 3.97-3.90 (m, 3H, H-2*, H-4*, H-2), 3.69-3.60 (m, 1H, OCH.), 3.46-3.36 (m,
1H, OCH,), 1.61-1.50 (m, 2H, OCH,CH), 1.38-1.20 (m, 10H, 5 CH.), 0.87 (t, 3/=5.4 Hz, 3H, CHs).

13C: 109.1 (C-1, C-1°), 85.2 (d, Jer=6.4 Hz, C-4), 85.1 (d, Jcr=167.5 Hz, C-6), 84.1 (d, Jor=168.9 Hz, C-6),
83.0 (C-2, C-2°), 82.9 (d, Jer=7.2 Hz, C-4°), 78.2 (C-3‘), 77.6 (C-3), 74.6 (d, Jer=17.5 Hz, C-5°), 70.5 (d, Je.
¢=19.9 Hz, C-5), 69.9 (OCH.), 32.7, 30.3, 30.2, 30.1, 26.9, 23.4 (6 CH,), 14.4 (CH3).
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Octyl 6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactopyranosyl-(1->2)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (84)

HO

HO
O0cgH,;

Io

HO
OH

Disaccharide 84 was obtained according to procedure C and isolated as a white solid (4 mg).
Yield: 92%.

MW=458.50 g/mol.

HRMS: Calcd for CyoH36010F2 Na [M+Na]* 481.22196; found 481.2213.

NMR in CD30D:

1H: 5.06 (d, J12=1.7 Hz, 1H, H-1), 4.99 (d, Jv»=3.8 Hz, 1H, H-1’), 4.65-4.35 (m, 4H, H-6, H-6"), 4.08 (dd,
J5,3=3.8 Hz, J,,=1.8 Hz, 1H, H-2), 4.03-4.01 (m, 1H, H-5), 4.01-3.92 (m, 1H, H-5’), 3.99 (dd, J,3=3.8 Hz,
5,3=3.1 Hz, 1H, H-3), 3.97 (dd, J34=3.1 Hz, Jas=2.1 Hz, 1H, H-4), 3.92 (dd, J3,4=3.4 Hz, Jus=1.3 Hz, 1H,
H-4’), 3.87 (dd, J»3=10.0 Hz, Jy4=3.4 Hz, 1H, H-3’), 3.77 (dd, J2,5=10.0 Hz, Jy »=3.7 Hz, 1H, H-2’), 3.69
(dt, =9.6 Hz, */=6.9 Hz, 1H, OCH,), 3.45 (dt, 2/=9.6 Hz, 3/=6.4 Hz, 1H, OCH,), 1.67-1.56 (m, 2H,
OCH,CH.), 1.43-1.28 (10H, 5 CH,), 0.91 (t, 3/=6.7 Hz, 3H, CHs).

13C: 110.9 (C-1), 99.7 (C-1°), 84.3 (d, Jcr=170.6 Hz, C-6), 84.0 (d, Jer=5.6 Hz, C-4°), 83.6 (d, Jer=167.2
Hz, C-6), 81.8 (C-2), 77.9 (C-3), 77.6 (C-2), 70.2 (d, Jer=21 Hz, H-5), 70.2 (d, Jer=6.2 Hz, C-4), 69.6 (d,
Jes=16.9 Hz, C-5°), 69.5 (C-3°), 69.1 (OCH,), 32.7, 30.3, 30.2, 30.1, 23.4 (5 CH,), 14.4 (CH3).
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Disaccharides 85, 86 and 87 were deacylated according to procedure C. Purification gave a mixture of

the three compounds (15mg, 90%, ratio 30:26:44 for 25/26/27).
HRMS : Calcd for CaoH37010FNa [M+Na]* 479.2263; found 479.2262.
NMR assignement in CD30D for each disachcharide yielded to the following data:

Octyl B-D-galactofuranosyl-(1-»2)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (85)

o. 9CsHiy
H
HO
(o]
F
(0]
H
HO
OH
HO

1H: 5.07 (d, J12=1.6 Hz, H-1), 4.99 (d, J12=1.4 Hz, H-1°), 4.54-4.47 (m, 1H, H-6a"), 4.41-4.34 (m, 1H, H-
6b’), 4.13 (dd, J54=3.5 Hz, J,3=1.6 Hz, H-3*), 4.05-4.02(m, 1H, H-3), 4.01-3.96 (m, 2H, H-2, H-2’), 3.96-
3.92 (m, 2H, H-5, H-4), 3.86 (dd, Jas=7.3 Hz, J34=3.1 Hz, H-4), 3.76-3.70 (m, 1H, H-5), 3.68-3.58 (m,
3H, H-6, OCH,), 3.45-3.35 (m, 1H, OCH,), 1.60-1.50 (m, 2H, OCH,CH.), 1.37-1.19 (m, 10H, 5 CH,), 0.86
(t, 3/=6.7 Hz, 3H, CH).

13C; 108.0 (C-1), 106.5 (C-1°), 88.5 (C-2°), 84.1 (d, Jcr=169.2 Hz, C-6), 83.9 (C-3), 81.5 (C-2), 80.9 (d, Jc.
¢=6.2 Hz, C-4%), 77.3 (C-3), 75.7 (C-3‘), 71.0 (C-5), 68.5 (d, Jer=19.9 Hz, C-5), 67.9 (OCH.), 63.4 (C-6),
31.7,29.4,29.2,29.1, 25.9, 22.4 (5 CH,), 13.5 (CHs).

Octyl B-D-galactofuranosyl-(1-»3)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (86)

HO
OH

HOHI-,.

OH

o _o. 9CsHiz
HO
OH
F
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H: 5.07 (d, J12=1.6 Hz, H-1), 4.86 (d, J1,=1.6 Hz, H-1), 4.54-4.47 (m, 1H, H-6a’), 4.41-4.34 (m, 1H, H-
6b‘), 4.17-4.13 (m, 1H, H-3‘), 4.07 (dd, J»3=3.2 Hz, J1:»=1.6 Hz, H-2), 4.09-4.05 (m, 1H, H-5), 4.03-
3.98 (m, 3H, H-4°, H-2, H-3), 3.98-3.92 (m, 1H, H-4), 3.76-3.70 (m, 1H, H-5), 3.68-3.58 (m, 3H, H-6,
OCH,), 3.45-3.35 (m, 1H, OCH3), 1.60-1.50 (m, 2H, OCH,CH,), 1.37-1.19 (m, 10H, 5 CH,), 0.86 (t, 3/=6.7
Hz, 3H, CH).

13C: 108.1 (C-1°), 107.6 (C-1), 84.1 (d, Jcr=169.2 Hz, C-6°), 83.9 (C-4), 82.4 (C-3"), 81.5 (C-2), 80.9 (d, Jc.
£=6.6 Hz, H-4‘), 80.1 (C-2*), 77.3 (C-3), 70.9 (C-5), 68.3 (d, Jcr=19.7 Hz, C-5°), 67.8 (OCH,), 63.1 (C-6),
31.7,29.4,29.2,29.1, 25.9, 22.4 (5 CH,), 13.5 (CHa).

Octyl B-D-galactofuranosyl-(1->5)-6-deoxy-6-fluoro-B-D-galactofuranoside (87)

OCgHy7

To

OH

Io

HO

OH
HO

'H:5.16 (s, 1H, H-1), 4.83 (d, J1.2=1.7 Hz, H-1°), 4.66-4.63 (, 1H, H-6a‘), 4.54-4.47 (m, 1H, H-6b’), 4.20-
4.12 (m, 2H, H-4, H-5°), 4.05-.98 (m, 3H, H-2, H-3, H-3"), 3.96-3.92 (m, 2H, H-2/, H-5), 3.76-3.70 (m,
1H, H-5), 3.68-3.58 (m, 3H, H-6, OCH,), 3.45-3.35 (m, 1H, OCH,), 1.60-1.50 (m, 2H, OCH,CH,), 1.37-
1.19 (m, 10H, 5 CH,), 0.86 (t, 3/=6.7 Hz, 3H, CHs).

13C: 108.0 (C-1°), 107.8 (d, Jer=2.4 Hz, C-1), 84.4 (C-4), 83.6 (d, Jer=170.1 Hz, C-6°), 81.9 (C-2°), 81.7 (d,
Jes=7.2 Hz, C-4°), 80.8 (C-2), 77.8 (C-3), 77.3 (C-3%), 73.2 (d, Jer=18.6 Hz, C-5), 71.0 (C-5), 68.9 (OCH,),
62.8 (C-6), 31.7, 29.4, 29.2, 29.1, 25.9, 22.4 (5 CH,), 13.5 (CHs).
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Tableau 15 : 'H NMR (CDCls) data [6 (J, Hz)].

Unit c Unit b Unit a
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6’ H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6’ H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6
5.44 4.75-4.55
4.49- 4.55- 5.57- 4.75- 5.49- 4.55- 5.57- 5.03 412 4.26
58 5.53 .4, 5.81 5.81 5.58 4.12-4.07 4.75-4.55
4.47 13) 4.50 5.50 4.55 5.47 4.50 5.50 (3.7) (3.4) (9.9)
5.37 5.46 5.60 4.72- 5.45- 5.07 3.89 4.16- 4.16- 4.16-
59 4.72-4.48 4.72-4.48
(1.0) (3.3) (7.0) 4.48 5.37 (3.6) (9.0 4.06 4.06 4.06
3.96
5.68 5.58 5.54 5.50- 4.97 4.16-
60 4.49 4.80-4.50 (3.3, 4.16-4.02 4.80-4.50
(0.6) (2.2) (5.2) 5.42 (3.7) 4.02
9.7)
4.64 4.70
4.24
5.46 5.42 5.50 4.53 5.58- (5.1, (5.4, 5.14 417 4.13- 4.09-
61 (3.9, 4.51 (5.4, 46.8)
(<7) (1.5) (5.0) (4.8) 5.53 9.6, 9.7, (0.7) (1.9) 10.1) 4.10 4.02
46.4 46.6) ’
4.24
5.45 5.53- 4.50 5.53- 497 4.28
62 5.46 4.78-4.53 (2.3, 4.17-412 4.50 (5.4, 47.4)
(<1) 5.47 (4.8) 5.47 (1.1) (Is)
4.9)
4.33
415 (2.7,
5.56 5.53- 475 5.53- 4.82- 4.08- 4.00- 4.82-
63 4.94 (<1) (27, 4.4,
(<7) 5.48 (4.9) 5.48 4.56 4.02 3.94 456
3.8) 7.1,
14.0)
68 5.52 5.43 5.68 4.71- 6.08- 4.84-4.67 5.18 4.19 4.32- 4.12-4.09 4.44-4.42
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(€0 ) B -1 5.69 1) (2.0) 437 457453
4.43-4.38
548  566-  4.67-  6.08- 437- 431- 420-  412-
69 5.54 4.84-4.67 4.98
(1.4) 5.64 4.60 5.99 4.23 427 417 4.09
4.54-4.50
5.41 565  4.99-  6.08- 4.12- 4.34-
70 5.61 4.84-4.67 4.95 3.95 4.15 4.84-4.69
(1.4 (52 495 5.99 4.09 4.23
561 573-  4.86-  6.09- 553  573-  4.86-  6.09- 502 417 4.28
71 5.86 4.86-4.63 5.65 4.86-4.63 4.08-4.01 4.86-4.63
(1.0) 5.65 4.63 6.04 (0.9) 5.65 463 6.04 37 (9.9) (3.4)
5.97
5.46 5.48 5.75 5.07 3.95
72 4.75 (6.8, 4.78-4.64 4.16-4.03 4.69-4.56
(<1 (25 (6.2 (36)  (9.6)
4.1)
5.60 3.94 4.76-4.66
570  476-  6.03- 496  4.10-
73 5.74 (0.8, 4.81-4.71 9.7, 4.10-3.98
(4.8) 466 5.96 (3.9) 3.98
1.9) 3.3) 4.55-4.46
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Tableau 16 : 3C NMR (CDCls) data [6 (Jcr, Hz)].

Unit c Unit b Unit a
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
81.7 70.3 81.1 or 80.6 80.3 70.3 80.6 or 81.1 69.7 68.0 88.6
58 107.6 82.3 77.2 107.2 81.4 77.2 98.7 75.4 74.9
(5.0) (20.5) (173.4) (4.4) (20.5) (173.4) (6.4) (22.5) (168.9)
78.6 68.8 68.9 68.5 83.2
59 108.3 83.6 75.9 80.5(173.9) 98.5 78.3 68.6
(6.3) (21.1) (4.9) (24.3) (164.5)
80.7 70.1 69.2 68.6 82.5
60 107.3 82.3 76.8 80.8 (173.6) 98.5 68.5 78.0
(5.0) (20.2) (6.5) (21.0) (167.5)
80.9 70.1 84.7 69.7 83.7
61 105.7 82.2 76.2 80.8 (173.6) 106.1 86.1 76.2
(4.6) (21.1) (5.2) (20.6) (170.7)
80.7 70.1 81.5 69.4 84.3
62 106.2 82.1 76.9 80.7 (173.9) 108.4 79.8 84.3
(5.2) (20.9) (6.2) (19.9) (169.9)
106.4 81.0 70.2 85.2 75.6 83.6
63 82.0 77.1 81.3(172.8) 107.9 79.0 78.4
(5.6) (7.9) (21.1) (3.9) (19.0) (170.8)
84.6 69.7 83.7
68 105.9 82.6 775 82.1 70.3 63.3 106.0 86.2 76.2
(6.7) (20.9) (172.6)
81.2 69.2 84.0
69 105.8 82.3 77.2 82.1 70.5 63.4 108.5 79.7 834
(5.8) (20.3) (169.3)
106.4 85.1 75.3 83.6
70 824 77.8 82.5 70.6 63.5 108.0 79.3 78.4
(3.5) (2.7) (19.2) (171.4)
69.8 68.2 82.6
71 107.4 81.9 77.6 82.1 70.5 63.5 107.6 82.2 77.7 82.9 70.5 63.2 98.6 74.9 75.2
(7.3) (22.1) (162.6)
68.7 68.4 82.9
72 108.5 83.6 76.8 80.8 70.3 63.5 98.5 78.2 68.4
(5.6) (22.8) (167.1)
69.3 68.7 82.2
73 107.5 82.8 77.3 82.0 70.4 63.2 98.5 68.6 77.9
(7.1) (19.9) (167.3)
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Computational details: All DFT calculations were carried with the Gaussianl6 (version A.03)
program, tightening self-consistent field convergence thresholds (10° au). For all calculations, the
hybrid B3LYP functional has been used. For comparison, the 6-311G(2d,p) atomic basis set has been
employed for geometry and frequency calculations Solvent effects (solvent=acetonitrile) were
included according to the Polarizable Continuum Model. Fukui and condensed Fukui functions have
been calculated via Finite Difference method and are given for various atomic charges (Mulliken,

Hirshfeld, Voronoi, Bader).

Configuration 1 Configuration 2

-

Energies
Conf. 1 Conf.2

B3LYP -750.67805361 a.u. -750.67691425 a.u.
(0.00 eV) (0.03 eV)

MO06-2X -750.40046472 a.u. -750.40122725 a.u.
(0.02 eV) (0.00 eV)
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B3LYP/6-311G(d)

Configuration 1

Condensed Fukui minus functions:

Condensed Fukui plus functions:

Mulliken  Hirshfeld Voronoi Bader Mulliken  Hirshfeld Voronoi  Bader
0-4 0.04 0.04 0.04 -0.02 0-4 0.01 0.01 0.01 0.01
0-1 0.18 0.17 0.19 0.26 0-1 0.01 0.01 0.01 0.00
0-3 0.09 0.09 0.08 0.10 0-3 0.01 0.01 0.01 0.00
0-2 0.11 0.11 0.10 0.07 0-2 -0.06 0.15 0.09 0.27
O-5 0.03 0.03 0.03 0.02 O-5 0.00 0.00 0.00 -0.00
Local Fukui minus softness: Local Fukui plus softness:

Mulliken Hirshfeld Voronoi Bader Mulliken Hirshfeld Voronoi  Bader
0-4 0.14 0.14 0.15 -0.08 0-4 0.03 0.03 0.03 0.02
0-1 0.61 0.57 0.65 0.88 O-1 0.04 0.04 0.04 0.02
0-3 0.31 0.31 0.29 0.36 0-3 0.03 0.03 0.03 0.01
0-2 0.39 0.38 0.36 0.25 0-2 -0.20 0.53 0.30 0.91
0-5 0.11 0.10 0.10 0.07 O-5 0.01 0.01 0.01 -0.00
MO06-2X/6-311G(d)

Condensed Fukui minus functions: Condensed Fukui plus functions:

Mulliken Hirshfied Voronoi Bader Mulliken Hirshfied Voronoi Bader
0-4 0.04 0.04 0.04 0.04 0-4 0.01 0.01 0.01 -0.01
0-1 0.25 0.23 0.26 0.37 0-1 0.01 0.01 0.01 0.00
0-3 0.05 0.05 0.05 0.04 0-3 0.01 0.01 0.01 0.00
0-2 0.10 0.10 0.09 0.07 0-2 -0.06 0.16 0.09 0.25
0-5 0.01 0.01 0.01 0.01 0O-5 0.00 0.00 0.00 0.00
Local Fukui minus softness: Local Fukui plus softness:

Mulliken Hirshfied Voronoi Bader Mulliken Hirshfied Voronoi Bader
04 0.11 0.10 0.11 0.10 0-4 0.02 0.02 0.02 -0.03
0-1 0.65 0.59 0.67 0.95 0-2 0.03 0.02 0.02 0.01
0-3 0.13 0.13 0.12 0.09 0-3 0.02 0.02 0.02 0.01
0-2 0.26 0.25 0.23 0.19 0-2 -0.17 0.40 0.23 0.64
O-5 0.04 0.03 0.03 0.03 O-5 0.01 0.01 0.01 0.01
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B3LYP/6-311G(d)

Configuration 2

Condensed Fukui minus functions: Condensed Fukui plus functions:

Mulliken Hirshfied Voronoi Bader Mulliken Hirshfied Voronoi Bader
0-4 0.05 0.04 0.05 0.03 0-4 0.01 0.01 0.01 -0.02
0-2 0.09 0.09 0.08 0.03 0-2 -0.07 0.16 0.09 0.29
0-1 0.19 0.18 0.20 0.32 0-1 0.01 0.01 0.01 -0.02
0-3 0.10 0.10 0.10 0.12 0-3 0.01 0.01 0.01 0.01
O-5 0.02 0.02 0.02 0.01 O-5 0.00 0.00 0.00 -0.00
Local Fukui minus softness: Local Fukui plus softness:

Mulliken Hirshfied Voronoi Bader Mulliken Hirshfied Voronoi Bader
0-4 0.17 0.15 0.17 0.09 0-4 0.03 0.04 0.03 -0.07
0-2 0.29 0.29 0.27 0.12 0-2 -0.25 0.55 0.30 0.98
0-1 0.65 0.61 0.69 1.11 0-1 0.04 0.04 0.04 -0.07
0-3 0.35 0.35 0.33 0.41 0-3 0.03 0.05 0.04 0.02
0-5 0.07 0.07 0.06 0.05 O-5 0.01 0.01 0.01 -0.00
MO06-2X/6-311G(d)
Condensed Fukui minus functions: Condensed Fukui plus functions:

Mulliken Hirshfied Voronoi Bader Mulliken Hirshfied Voronoi Bader
0-4 0.05 0.04 0.04 -0.02 0-4 0.01 0.01 0.01 0.02
0-2 0.08 0.07 0.07 0.05 0-2 -0.03 0.06 0.03 0.12
0-1 0.27 0.24 0.28 0.49 0-1 0.01 0.01 0.01 -0.04
0-3 0.06 0.06 0.05 0.06 0-3 0.01 0.01 0.01 0.01
0-5 0.01 0.01 0.01 0.01 0-5 -0.05 0.11 0.06 0.17
Local Fukui minus softness: Local Fukui plus softness:

Mulliken Hirshfied Voronoi Bader Mulliken Hirshfied Voronoi Bader
0-4 0.12 0.10 0.11 -0.05 0-4 0.01 0.03 0.03 0.04
0-2 0.19 0.19 0.17 0.13 0-2 -0.07 0.16 0.09 0.29
0-1 0.68 0.61 0.70 1.23 0-1 0.01 0.01 0.01 -0.09
0-3 0.14 0.14 0.13 0.15 0-3 0.01 0.03 0.02 0.02
0-5 0.02 0.02 0.01 0.01 05 -0.13 0.27 0.16 0.43
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Chapitre 3 : Synthese de la partie lipidique

La partie lipidique des glycolipides cibles s’inspire de celle des lipides membranaires d’espéces
extrémophiles, les Archaea. Leur structure particulieére leur confere une grande stabilité en milieu
aqueux notamment. La présence de groupements (méthyle ou cyclopentane) sur la chaine carbonée
assure une grande fluidité ou rigidité. Cette balance entre fluidité et rigidité est une des raisons de la
stabilité de ces composés en milieu extréme.! Lorsque ces lipides sont combinés a une téte polaire,
ils peuvent également former des liposomes, aussi appelés archaeosomes, capables d’encapsuler des
principes actifs et de cibler certaines cellules du systéme immunitaire.? Les archaéolipides peuvent
étre endocytés par les APCs via le mécanisme de phagocytose ou par l'interaction avec certains
récepteurs (MR, DC-SIGN, TLR, etc) lorsqu’ils possedent des tétes spécifiques (sucres,
phosphatidylsérine). Aprés avoir été internalisés, ils induisent |'activation des LTs ainsi que la
production de protéines de co-stimulation, ce qui indique une activation du systéme immunitaire.>
Les lipides d’Archaea peuvent donc étre utilisés en tant qu’immunoadjuvants dans les vaccins sans

pour autant déclencher de réponse a leur égard puisqu’ils ne sont pas immunogénes.*

I Les archaeolipides

1) Structure des lipides d’Archaea

Contrairement aux lipides membranaires des autres organismes vivants qui présentent le plus
souvent des liaisons ester, les lipides d’Archaea sont liés a une structure de type glycérol par des
liaisons éther.> Les chaines hydrocarbonées sont caractérisées par la répétition d’une unité isopréne.
Cet enchainement meéne a la formation de chaines ramifiées de longueurs différentes. Une des
structures les plus rencontrées est composée de deux chaines de 20 atomes de carbone liées a un
motif glycérol, lui-méme relié 3 la téte polaire (figure 46).° La stéréochimie de ces glycéroéthers
d’Archaea est différente de celle des eucaryotes et des procaryotes. En effet, on retrouve les éthers
en position sn-2,3 chez les Archaea contre des esters en position sn-1,2 pour les autres organismes

(figure 46).” Cette numérotation correspond a la représentation de Fischer des dérivés glycérol.

En fonction des especes d’Archaea, des variations peuvent étre observées dans les chaines lipidiques.
Ainsi, en plus du diéther commun Cy sn-2,3-diphytanylglycérol, aussi appelé archaéol, des chaines en
C2s® ou des diéthers macrocycliques® ont été isolés a partir d’Archaea halophiles et thermophiles
(figure 46). Les lipides d’Archaea peuvent également se présenter sous la forme de tétraéthers. Dans
ce cas, les deux chalnes lipidiques sont liées de part et d’autre & des motifs glycérol.’® La structure

tétraéther de I'archaéol (appelé caldarchaéol) correspond a une association de deux diéthers avec
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une orientation paralléle des deux unités glycérol (figure 46).1' Sa structure est formée de deux
chaines isoprénoiques de 40 atomes de carbone. Les tétraéthers, peuvent présenter des cycles

(cyclopentane) au sein de leurs chaines carbonées (figure 46).12

1 O\H/\/\/\/\/\/\/\/
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tétraéther antiparalléele comprenant des cyclopentanes

Figure 46 : Structures de lipides naturels diesters, diéthers linéaires et cycliques, tétraéthers

Le fait que les lipides des Archaea soient greffés au glycérol via une liaison éther leur permet de
résister a certaines enzymes, telles que les hydrolases ou les phospholipases qui dégradent
entierement les membranes bactériennes. Cette propriété contribue a leur stabilité, notamment en

milieu extrémement chaud et acide.

2) Relations structures lipidiques/propriétés

a) Organisation membranaire

Les membranes biologiques sont classiquement composées d’une double couche de phospholipides

qui interagissent les uns avec les autres via des liaisons non covalentes telles que les interactions de
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Van der Waals ou des interactions électrostatiques.’® Le rdle principal des membranes est de
maintenir I'intégrité des cellules. Pour cela, les organismes adaptent la composition ainsi que la
structure des lipides qui composent leur membrane. Les lipides doivent avoir une mobilité et une
fluidité suffisante pour étre a I'état de cristal liquide, état le plus propice au développement des
microorganismes.” Un des paramétres les plus importants est la température Tm, (transition
midpoint) température a laquelle la membrane passe d’'un état gel rigide a un cristal liquide. En
dessous de Tm, les lipides s’alignent, ce qui rend la membrane imperméable. Au-dessus de Tm, les
lipides, plus fluides, permettent de nombreux procédés biologiques tout en restant imperméables a

certaines molécules (H,0, CO,).”

En fonction de leur composition (di- ou tétraéthers), les mélanges lipidiques des Archaea s’organisent
sous la forme de mono- ou de bicouches lipidiques (figure 47). Les diéthers, comme les lipides des
membranes bactériennes, forment des bicouches, les tétraéthers quant a eux forment des
monocouches. En effet, ils possédent déja deux tétes polaires reliées par un macrocycle. Cela permet
une incorporation transmembranaire des lipides au sein de la membrane. De la méme maniéere que
les bactéries, les Archaea adaptent la structure des lipides qui composent leur membrane en fonction
des conditions extérieures (décrites plus en détail dans la partie suivante).!* La présence des
tétraéthers est importante pour maintenir I'intégrité de la membrane, d’autant plus dans les milieux
les plus extrémes. Une étude a comparé la flexibilité des monocouches de tétraéthers aux bicouches
des diéthers par simulation de la dynamique moléculaire (calcul de I'élasticité des membranes, de la
perméabilité a I'eau, la trajectoire des lipides dans la membrane).?® Cela a confirmé I'importance des
tétraéthers dans la stabilité des membranes. En effet, leur mobilité latérale et leur surface
moléculaire sont inférieures a celles des diéthers. Les membranes composées de tétraéthers sont
plus élastiques et moins perméables a I'eau, ce qui augmente leur stabilité comparées aux

membranes composées d’une double couche de diéthers.

Des liposomes peuvent étre formulés avec les archaéolipides, souvent en mélange avec des lipides
plus communs (diesters de glycérol). Ces liposomes sont alors appelés archaeosomes (figure 47). Les
archaeosomes sont tres stables dans de nombreuses conditions (stress oxydatif, température élevée,

pH acide ou basique, action d’enzyme).!
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TP :Téte Polaire

Figure 47 : Organisation des archaéolipides sous la forme de bicouche lipidique pour les diéthers (A),

monocouche lipidique pour les tétraéthers (B) et archaeosome (C)

b) Propriétés physico-chimiques
Les lipides d’Archaea présentent de nombreuses ramifications telles que des groupements méthyle
ou des unités cyclopentane. La présence des méthyles est a I'origine de répulsions hydrophobes
entre les différentes chaines aliphatiques. Cette spécificité assure la fluidité de la membrane des
Archaea. Les méthyles favorisent également une certaine conformation de la chaine lipidique
puisqu’ils réduisent le degré de mouvement de ces lipides. Cela limite la cristallisation ainsi que la
perméabilité de la membrane.’®” En effet, les interactions de Van der Waals entre les chaines
assurent un empilement de ces dernieres qui diminue la perméabilité de la membrane aux ions et
aux molécules solubles.® Ces structures sont notamment retrouvées dans les membranes
d’acidophiles qui se développent a des pH inférieurs a 2,5 et dont I'imperméabilité doit étre

maximale.**

Contrairement aux groupements méthyle, les cyclopentanes assurent la rigidité de la membrane des
Archaea. Plus ils sont nombreux, plus la rigidité augmente par diminution de la mobilité des régions
hydrophobes. Les cycles permettent également de former une couche lipidique plus dense puisque
I’empilement des lipides est plus compact. Cela bloque la rotation des chaines carbonées, ce qui

diminue la flexibilité des molécules et augmente la rigidité et la stabilité membranaire.’®?° De plus,
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les cycles a5 chainons sont suspectés d’augmenter la solubilité des lipides dans les phases aqueuses.
En effet, ils permettent de former des arrangements lamellaires deux a deux via la superposition des
cycles des chaines entre deux couches monolipidiques, ce qui crée des connections de type tunnel.
Ainsi la position du cycle le long de la chaine lipidique module les interactions entre les tétraéthers
des membranes et I'’environnement aqueux de la cellule, mais également les interactions entre deux
éthers.?! Les tétraéthers possédant des cyclopentanes sont notamment trés utilisés par les Archaea
pour survivre a des températures élevées.?? Plus la température de croissance de I’Archaea est
élevée, plus le nombre de cycles augmente, atteignant un maximum de huit par molécule pour une

température de croissance de 121 °C.%?

Les Archaea peuvent aussi se développer dans des milieux extrémement froids (psychrophiles). Pour
cela, lorsque la température du milieu de culture est trés basse (-20 °C a 10 °C), ces microorganismes

produisent des membranes riches en lipides insaturés.?2*

La stabilité des archaéolipides est un atout pour les utiliser en tant que véhicule pour des nouveaux
traitements ou méme en tant qu’immunoadjuvants. Cependant, il ne faut pas qu’ils engendrent une
réponse immunitaire ciblée contre eux. Pour le vérifier, plusieurs archaeosomes issus d’espéces
différentes ont été injectés a des souris a une concentration de 2,5 mg/mL. Les résultats ne montrent
aucune lyse des érythrocytes (globules rouges), ce qui prouve qu'’ils peuvent étre utilisés a des fins
thérapeutiques. Patel et coll. ont tout de méme observé une potentielle toxicité. Cependant, il faut
atteindre des doses de 140 mg/kg pendant 5 jours, doses bien supérieures a celles administrées lors

de tests biologiques (ordre du pg).*

3) Extraction des archaéolipides naturels

Du fait de leur structure particuliere, a l'origine de leur stabilité chimique et enzymatique, I'intérét
pour les lipides d’Archaea ne cesse d’augmenter. Cependant, I'extraction des archaéolipides des
microorganismes est compliquée. Les Archaea doivent étre cultivées puis récupérées afin d’en retirer
les lipides. L'une des méthodes d’extraction les plus utilisées est celle de Bligh-Dyer. >% Les cellules
d’Archaea sont placées aprés sonication dans un mélange DCM/MeOH/phase aqueuse, puis
centrifugées, et le surnageant est transféré dans une ampoule a décanter afin de récupérer la phase
organique. La phase aqueuse peut étre un tampon phosphate (K;HPO,4) ou acide (HCl). Une autre
méthode, appelée extraction par solvant accélérée consiste a extraire les lipides d’'une matrice,
préparée a partir des microorganismes mélangés a du quartz. L’utilisation d’un solvant (DCM/MeOH
1:1) a 100 °C et sous pression permet |'extraction des produits d’intérét.?” Le soxhlet peut également

étre utilisé pour extraire les lipides avec un mélange DCM/MeOH a 60 °C.?® Cependant, cette
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méthode est plus lente que celle par solvant accéléré.?® Afin d’obtenir des lipides de pureté élevée,
les fractions obtenues doivent étre purifiées par HPLC ou chromatographie sur colonne d’alumine.
Une méthode utilisant du CO; supercritique a également été développée afin de limiter I'utilisation
de solvant organique.3®3! Néanmoins, les quantités obtenues sont insuffisantes pour utiliser ces
lipides comme matériel de départ dans une hémisynthése (fonctionnalisation par introduction de
tétes polaires) ou dans des formulations a grande échelle. Pour pallier ce probléeme, plusieurs

équipes ont cherché a développer des syntheses enzymatiques ou chimiques.
4) Syntheses des archaéolipides

a) Biosynthese
Les archaéolipides peuvent étre synthétisés par des organismes qui n’appartiennent pas au régne des
Archaea. En 2012, une équipe japonaise a obtenu des mimes de diéthers d’Archaea par voie
biologique en utilisant des bactéries procaryotes. En insérant des génes codant pour la synthése de
lipides d’Archaea au sein du génome de E. coli., ils ont pu reconstruire la cascade enzymatique qui
produit les diéthers.3? Pour cela, quatre enzymes sont nécessaires : une déshydrogénase et trois
synthases (schéma 26). A partir de précurseurs endogenes d’isoprénoides présents au sein du
microorganisme, ici E. coli, et de ces quatre enzymes, le 2,3-di-O-géranylgéranyl-sn-glycérol-1-
phosphate (DGGGP) a ainsi pu étre synthétisé. Ces précurseurs endogénes sont le diphosphate de
farnésyle (FPP), le diphosphate d’isopentényle (IPP) et le phosphate de dihydroxyacétone (DHAP). Le
DHAP est substrat de la G-1-P déshydrogénase formant ainsi le G-1-P (sn-glycérol-1-phosphate). En
parallele, I'action de la GGPP synthase sur le FPP et I'IPP permet la production de GGPP
(pyrophosphate de géranylgéranyle). G-1-P et GGPP sont utilisés par la GGPP synthase pour former le
GGGP (3-0O-géranylgéranyl-sn-glycérol-1-phosphate) qui est ensuite consommé par la DGGGP

synthase afin d’obtenir le produit souhaité, le DGGGP.
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Schéma 26 : Synthése enzymatique de diéthers d'Archaea 32

Cependant, les quantités obtenues sont encore trop faibles pour envisager une utilisation de cette
méthode a I’échelle industrielle. De plus, le composé final obtenu a été par la suite métabolisé sous
la forme de diglycérol 88. Le DGGGP présente des insaturations qui sont trés rarement observées
chez les lipides d’Archaea naturels. Pour obtenir une structure d’archaéolipide, il faudrait donc

encore réduire les doubles liaisons par I'action d’une géranylgéranyl réductase par exemple.3>33
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Une alternative possible a la production biologique d’archaéolipides consiste a synthétiser par voie
chimique des analogues de ces lipides. Les éthers lipidiques sont ainsi congus a facon en fonction des
propriétés souhaitées pour la molécule, comme |'ajout de cyclopentanes pour obtenir une meilleure
dispersion dans I'eau et une plus grande rigidité, ou de groupements méthyle pour apporter une

meilleure fluidité.

b) Syntheéses chimiques

La synthése de novo des diéthers, possédant des chaines lipidiques ramifiées, n’a pas été tres
développée. En effet, la plupart des syntheses mises en ceuvre ont pour réactif de départ le phytol,
qui une fois réduit donne acces au phytanol, chaine lipidigue de 16 carbones substituée par 4
groupements méthyle.3*37 Ainsi, déja dans les années 80, Stewart et Kates*® ont pu synthétiser des
diéthers symétriques en utilisant le phytol comme réactif de départ (schéma 27). Ce composé, apres
réduction de la double liaison, a donné acces a une chaine lipidique ramifiée 89, semblable a celle
des Archaea. Il est possible de contréler la stéréochimie du carbone asymétrique en réalisant la
réduction en présence d’'un catalyseur au ruthénium (Ru(OAc)2(S)BINAP) sous 40 bars de
dihydrogéne.® Cependant des études ultérieures ont permis de démontrer que cela n'impacte pas

les propriétés biologiques des diéthers.?’
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Schéma 27 : Synthese de diéthers a partir du phytol

Marata et coll.*>*! ont développé une voie de synthése totale pour insérer des atomes de deutérium
sur les groupements méthyle de I’archaéol (schéma 28). Leur but était d’étudier la conformation des
chaines par RMN. Pour cela, cette équipe a développé une synthése de I'archaéol énantiopur. L'unité
de base 93 a été synthétisée a partir de la lactone 92, par méthylation asymétrique grace a une
copule d’Evans. L'alcool 93 a été tosylé pour une réaction de couplage croisé en présence d’'un
magnésien, catalysée par du cuivre. Le groupement benzyle a pu étre retiré et ces derniéres étapes
ont été répétées jusqu’a obtenir le lipide énantiopur de longueur souhaitée. Le tosylate 94 a par la

suite été couplé avec le dérivé du glycérol 95, dont une des fonctions hydroxyle est protégée par une
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fonction benzyle.*® Aprés déprotection, I'archaéol final 91 a ainsi été obtenu avec un rendement

global de 7% sur les 16 étapes de la synthese.
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Schéma 28 : Syntheése de I'archaéol énantiopur

La synthése organique des diéthers d’Archaea cycliques a été décrite dés les années 90.%>* Dés 1994,
Kakinuma et coll.3® a publié la synthése d’un diéther cyclique & 36 carbones inspiré d’un Archae
thermophile. Comme on peut le voir sur le schéma 29, le (R)-3-hydroxy-2-méthylproprionate 96 a été
réduit puis silylé afin de synthétiser deux monomeres 97 et 98 qui ont réagi ensemble afin d’obtenir
le fragment de la chaine grasse méthylée 99. L'opération a été répétée jusqu’a aboutir a la taille de
chafne souhaitée. L’hydroxyle terminal de la chaine a ensuite été déprotégé puis activé pour former
les liaisons éther caractéristiques des lipides d’Archaea. Les éthers silylés ont été hydrolysés en
milieu acide et les alcools ont été oxydés en aldéhydes afin de pouvoir réaliser un couplage de
McMurry. Le macrocycle 100 ainsi obtenu a été réduit et déprotégé en une seule étape par

hydrogénation catalysée par du palladium.3®
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Schéma 29 : Synthése du premier diéther macrocyclique a 36 carbones 3¢

Quelques années plus tard, la méme équipe a proposé une seconde alternative pour synthétiser le
composé 100 en partant de I’éther benzylique du (R)-citronellol 101 (schéma 30).** L’alcool 102 a été
obtenu aprés 6 étapes de synthése (ozonolyse, réduction, tosylation, substitution par un anion
d’alcyne vrai possédant une fonction hydroxyle protégée, hydrolyse, réduction de la triple liaison).
Aprés une époxydation de Sharpless, une ouverture stéréosélective de I'époxyde 103 a été réalisée
suivie d’'une oxydation du diol par NalO4 et de la réduction de I'aldéhyde par NaBH; a donné le
composé 104 a 10 carbones. 104 a ensuite été engagé dans la synthese du diéther a partir de |'étape

de couplage au glycérol de la voie de synthese décrite dans le schéma 29.

Cette méme équipe a développé la synthése de tétraéthers cycliques contenant jusqu’a 72 atomes.*
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Schéma 30 : Synthése de la chaine ramifiée**

Au sein de notre laboratoire, plusieurs di- et tétraéthers ont également été synthétisés afin d’en
étudier les propriétés physicochimiques.*® Ces glycolipides possédent notamment des chaines non
ramifiées (schéma 31). La synthése du glycolipide 105 repose sur une étape de di-O-alkylation directe
du glycérol benzylé 95 par un bromure d’alkyle. Apres la déprotection de I’hydroxyle benzylé, suivie
d’une réaction de glycosylation et la déprotection des alcools du saccharide, le composé 105 a été
isolé avec un rendement global de 26%. Le composé diphytanylé 106 a également été synthétisé
avec un rendement global de 33%. La comparaison des températures de transition de phase entre
105 et 106 a permis de mettre en évidence I'influence des ramifications sur la température de fusion
(décrite précédemment). En effet, la présence des groupements méthyle défavorise les interactions
entre les chaines voisines et s'opposent a un empilement ordonné des chaines. Les ramifications ont
donc un effet fluidifiant qui se traduit par une diminution de la température de fusion des composés

(70 °C pour 106 contre 125 °C pour 105).
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105:R=(CH,);5sCH; 45%
106:R=Phy 67%

Phy
Schéma 31 : Voie de synthése pour I'obtention de diéthers symétriques

5) L’utilisation des lipides d’Archaea synthétiques dans les
immunoadjuvants

Les archaéolipides, comme leurs analogues diesters du glycérol, sont utilisés pour améliorer

I"administration des médicaments. Ils ont cependant montré des capacités immunoadjuvantes
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supérieures en permettant une réponse plus intense des anticorps face a un antigéne véhiculé en

leur présence.”’

Les lipides d’Archaea sont souvent utilisés a des fins thérapeutiques sous forme d’archaeosomes. Ces
vésicules sont formées a partir d’'un mélange d’archaéolipides naturels ou synthétiques et de lipides
communément utilisés pour la formulation de liposomes (DMPC: dipalmyristoylphosphatidyl
choline, DMPG : dipalmyristoylphosphatidyl glycérol, dicétyle phosphate, CHOL : cholestérol). Les
archaeosomes possedent donc les propriétés des lipides d’Archaea : organisation sous forme de bi-
ou monocouches (dépendant de la présence de di- ou de tétraéthers), résistance sur une large
gamme de pH et de température, perméabilité de la membrane, résistance aux phospholipases et
aux hydrolases.? De plus, ils entrainent une augmentation de I'activation des lymphocytes T CD8+
(cytotoxiques). En effet, il a été démontré que les lipides d’Archaea induisent une activité spécifique
des CLRs ainsi que l'acquisition d’'une mémoire spécifique des antigénes (lorsqu’ils servent de
véhicules & des antigénes).”® Ces deux propriétés ont été expliquées par une phagocytose plus
importante des archaeosomes par les cellules phagocytaires. Cela prouve qu’ils sont internalisés,
entre autre, par des macrophages. Cette facilité, bien que dépendante de la structure des lipides, est
toujours supérieure a celles des liposomes conventionnels.**° De plus, les archaeosomes ont pu étre
utilisés dans différentes formulations pour différentes voies d’administration, telles que les injections
intramusculaires ou sous-cutanées mais également, par voie orale ou transdermale. Certains
archaeosomes ont pénétré les différentes couches de la peau plus profondément que les liposomes
conventionnels. lls permettraient donc de délivrer des antigénes a des couches inférieures de la

peau.*®

La premiere étude démontrant la capacité des archaeosomes a vectoriser des antigénes, et donc
leurs propriétés immunoadjuvantes, a été publiée par I'équipe de Sprott? en 1997. Leurs travaux
comparent I'intensité de la réponse humorale de souris face a une sous-unité de la toxine du choléra.
lls ont observé une sécrétion d’anticorps bien plus importante dans le cas ou les souris avaient été
immunisées via des antigénes formulés dans des archaeosomes par rapport a des liposomes
classiques (DMPC:DMPG et DMPC:DMPG:CHOL). Ces résultats ont attesté de la capacité des
archaeosomes a présenter des antigenes au systéme immunitaire et donc a activer la réponse
immunitaire. Ces premieres formulations d’archaeosomes étaient composées de lipides polaires
directement extraits des Archaea, comme par exemple Methanobrevibacer smithii.*’ Les
archaeosomes étaient donc formés d’un mélange de lipides différents, de composition variable et
mal définie. Plus tard, la méme équipe (Sprott et coll.)**! a mis au point plusieurs formulations a
base de glycolipides semi-synthétiques reposant sur la structure des archaéols (figure 48). Ces

composés ont démontré des propriétés d’activation du systéme immunitaire avec une réponse
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cellulaire intéressante. Cette fois encore, les lipides ont été extraits des microorganismes. Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec des lipides anioniques et neutres (séparés par colonne de
gel de silice) couplés aux motifs sucres synthétiques présentés sur la figure 48 (gentiotriosyle et
mannotriosyle).**! Plus récemment, une formulation simplifiée a base de glycolipides comprenant
un sucre sulfaté relié a un motif lipidique d’Archaea (sulfated lactosylarchaéol, SLA) mélangé a un
glycolipide neutre (lactosyl archaéol, LA) a démontré posséder les mémes propriétés d’activation des
macrophages que les composés de Sprott (activation des DCs, lymphocytes Tc et B). Ces études ont
ainsi mis en lumiére la capacité des archaeosomes a cibler et a activer le systeme immunitaire inné
ainsi qu’adaptatif. lls pourraient donc étre utilisés comme immunoadjuvants, et puisqu’ils possedent
une cavité interne, comme transporteurs de substances, telles que des antigenes ou de I’ADN.
Cependant, indépendamment de la formulation (lipides extraits des Archaea, lipides semi-
synthétiques et mélange SLA/LA), les archaeosomes présentent une faible capacité d’encapsulation
des antigénes au sein des vésicules ainsi qu’un probleme de reproductibilité des lots pour la

formulation de vaccins finaux.>%°2
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Ro/\[ov\r\/\r\/\r\/\(
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OH HO HO o
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Figure 48 : Structures de lipides d'Archaea synthétiques

En 2019, McCluskie et coll.® ont prouvé, en comparant la production d’anticorps ainsi que
I’activation des lymphocytes Tc pour trois formulations différentes, que I'encapsulation des antigenes

au sein des archaeosomes (composés de SLA) n’est pas nécessaire a l'induction d’une réponse
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immunitaire. Les trois formulations sont illustrées sur la figure 49 suivante. La premiére approche a
consisté a encapsuler les antigénes dans les archaeosomes et a retirer les antigénes non encapsulés.
Dans la seconde formulation, les antigenes non encapsulés ont été conservés dans I'échantillon et
dans la troisieme, les vésicules ont été formées en amont et mélangées directement avec les
antigenes (il n’y avait donc pas d’antigéne au coeur de I'archaeosome). Dans les trois cas, une forte
réponse humorale a pu étre détectée. Indépendamment de la formulation, les vaccins ont permis la
production d’anticorps spécifiques a I'antigéne préalablement injecté aux souris ainsi qu’une forte
augmentation de la production et de I'activation de lymphocytes Tc spécifiques. Cela indique que les
archaeosomes posseédent une activité immunostimulante qui ne dépend pas de I'internalisation des
antigenes au sein de la vésicule. lls ne sont pas de simples véhicules mais induisent eux-mémes une

activation du systétme immunitaire.?®

Figure 49 : Les différentes formulations d'archaeosomes et d'antigenes: A) les antigénes sont encapsulés
dans les archaeosomes et les antigénes non encapsulés sont retirés, B) les antigénes sont encapsulés dans
des archaeosomes mais les antigénes non encapsulés sont conservés, C) les archaeosomes sont vides et les

antigenes non encapsulés.

Romero et coll. >* ont récemment publié la formulation d’archaeosomes ultradéformables (AUDs) .
Les AUDs sont composés, en plus des lipides polaires d’Archaea, d’activateurs de surface, le plus
souvent des détergents tels que le cholate de sodium. Dans cette formulation, les AUDs sont formés
a partir d’'un mélange d’archaéolipides extraits par la méthode de Bligh et Dyer, d’un ester lipidique
(phosphatidylcholine) et de cholate de sodium (figure 50). Ces AUDs ont été internalisés de maniere
plus efficace par les macrophages que leurs analogues composés de phospholipides de type ester.
Cela a entrainé une réponse systémique plus importante lors d’essais in vivo. lls peuvent donc étre
utilisés en tant qu’adjuvants.>® De la méme maniére que pour les archaeosomes plus classiques (sans
activateur de surface), ces vésicules ont démontré avoir des propriétés adjuvantes méme lorsque
gu’aucun antigéne n’est encapsulé a l'intérieur de la double couche lipidique. Un mélange des AUDs
en présence des antigénes possede les mémes propriétés d’activation du systéme immunitaire que

lorsque les antigénes sont emprisonnés au sein de I’AUD.>
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Figure 50 : Composition d'un archaeosome ultradéformable

Les éthers utilisés pour la formation des archaeosomes peuvent étre fonctionnalisés. Au sein du
laboratoire, un archaéolipide a ainsi été greffé a trois mannopyranosides a l'aide d’un motif
pentaérythritol pour former 9 (figure 51).% L’objectif était de synthétiser un composé qui ciblerait les
cellules du systeme immunitaire par des interactions entre le MR et les mannopyranosides. Le fait de
présenter trois motifs sucre devait augmenter |'affinité du composé pour le MR (principe de la
multiprésentation). La partie lipidique est composée d’un diéther comportant deux chaines grasses
différentes. L'une est ramifiée pour mimer l'archaéol, la seconde est une chaine hexadécane.
L'hétérogénéité permet d’obtenir un diéther a la fois fluide et stable. Ces glycolipides ont par la suite
été incorporés au sein d’'une formulation composée de trois lipophosphoramidates avec pour téte
polaire un imidazolium, une histamine (figure 51) ou un groupement fluorescent (respectivement :
5%, 47,25%, 47,25% et 0,5%) et d’'un polymere cationique. Des cellules dendritiques de souris ont été
incubées avec le liposome contenant le composé trimannosylé. La sonde fluorescente a permis de
suivre les interactions entre la vésicule et les cellules, démontrant la liaison entre les DCs et les
liposomes. Cette interaction a été inhibée en présence de mannose, ce qui prouve I'implication du
MR et des motifs mannopyranose. Le composé 9 posséde des propriétés d’activation des DCs,
cellules importantes pour la mise en place de I'immunité adaptative. Il constitue donc une piste

intéressante pour la mise au point de nouveaux immunostimulants.
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Figure 51 : Structure du composé trimannosylé synthétisé au laboratoire

Comme décrit précédemment, les lipides d’Archaea peuvent étre conjugués a des sucres afin de
former des glycolipides. Il a été observé qu’en plus de leur propriétés adjuvantes et stabilisantes, ces
lipides conservent les propriétés de ciblage des récepteurs spécifiques des sucres. Les résultats
obtenus sont donc différents en fonction de la nature de la chaine lipidique, mais également des

glycosides utilisés. 5156

Bien que la structure 9 ait montré des propriétés immunoadjuvantes intéressantes, nous avons
décidé de modifier la partie centrale. En effet, nous recherchons a synthétiser indépendamment
chacune des trois parties de la molécule (partie saccharidique, partie plateforme et partie lipidique).
Cette stratégie de synthése convergente confere une grande modularité aux composés cibles, ce que

la synthése de 9 ne permet pas.*®

II Objectifs et stratégie de synthese

La structure des molécules cibles a été congue en s’inspirant de celle du composé trimannosylé 9. La
multiprésentation ainsi que la structure des archaéolipides semblent conférer des propriétés
immunostimulantes a 9 que nous avons voulu conserver. Le lien entre les parties saccharidique et
lipidique a cependant été modifié, afin de permettre une plus grande modulation des structures (des
sucres comme des lipides). La partie lipidique que nous avons décidé de synthétiser s’integre au sein
de la molécule cible par une liaison ester au niveau de I’hydroxyle primaire en position para- du
dérivé phénolique (schéma 32). Il fallait donc obtenir une fonction acide sur le glycérol (supportant

les deux chaines lipidiques) afin de pouvoir réaliser une réaction d’estérification. La fonction acide ne
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pouvait pas étre portée par le dérivé phénolique pour des raisons d’incompatibilité avec certaines
conditions de réaction (voir chapitre 4 sur la synthese de la partie plateforme). Le phénol a
rapidement été couplé au pentaérythritol, puis chaque bras a été allongé par un groupement
propyléne glycol. La substitution nucléophile mise en place pour greffer ce motif nécessite un milieu
réactionnel basique. Cela empéche une protection sous forme d’ester d’'une éventuelle fonction
acide sur le phénol. La fonction acide ne pouvait donc pas étre supportée par le phénol, et il a été

décidé de synthétiser un acide carboxylique porteur de deux chaines grasses.
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Schéma 32 : Schéma rétrosynthétique de la liaison entre partie lipidique et plateforme

En outre, I'oxydation d’un glycérol a déja été mise en ceuvre au sein du laboratoire. Au préalable, les
deux hydroxyles du glycérol doivent étre fonctionnalisés sous forme d’éthers lipidiques. Pour cela,
I’hydroxyle primaire doit étre protégé de maniére sélective afin de pouvoir greffer des chaines
différentes sur les autres fonctions OH (voir schéma rétrosynthétique 33). Afin de mimer les
archaéolipides, la stéréochimie des centres asymétriques de la chalne grasse est importante. Ainsi, le
phytol choisi présente une stéréochimie (R, R, E). Le glycérol est protégé sous forme de (R)-solketal

afin d’assurer la configuration sn-2,3 des archaéolipides.

Les avantages de cette voie de synthése sont nombreux. Tout d’abord, les produits de départ, que ce
soit le glycérol protégé sous la forme d’un acétal, la chaine grasse ramifiée ou encore I'alcool gras,
sont tous faciles d’acces et peu onéreux. Cette synthése peut donc étre engagée sur de grandes

guantités. De plus, ces réactifs sont inspirés de produits naturels. Le phytol est présent dans les
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plantes vertes puisqu’il est issu de I’hydrolyse de la chlorophylle.*” Quant aux alcools gras, ils sont
issus de la transformation de triglycérides extraits de plantes (palmier, colza, tournesol,...).>® Enfin,
cette approche offre I'opportunité de préparer une bibliotheque de composés. Les deux chaines
grasses peuvent facilement étre modulées afin de synthétiser plusieurs modeles de lipides

d’Archaea.

GPO o W
/\Eoepz Y
| |
HO/\EOO>< HO

(R)-solketal Phytol

Schéma 33 : Schéma rétrosynthétique du diéther 23

IIISynthese du diéther asymétrique

1) Activation de la chaine lipidique ramifiée

A partir du phytol commercial, le bromure de phytanyle 91 a pu étre obtenu en deux étapes (schéma

34). La premiére étape consiste en une hydrogénation de la double liaison, en présence de nickel de
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Raney, amenant a la formation du phytanol 89. Ce dernier a ensuite été bromé par de I'acide

bromhydrique aqueux en présence d’acide sulfurique. Le bromure de phytanyle a été purifié par

chromatographie sur colonne de gel de silice et isolé avec un rendement de 81% sur les deux étapes.
Ni Raney, H,

EtOH

— .
HO

|

phytol

81% HBr, HzSO4’
(2 étapes) 100 °C

Schéma 34 : Synthése du bromure de phytanyle 90

2) Greffage de la premiere chaine lipidique

La fonction hydroxyle du (R)-solketal a été protégée sous la forme d’un éther de benzyle
(déprotection orthogonale a I'acétal) (schéma 35). Les deux autres hydroxyles du solketal benzylé ont
ensuite été déprotégés en milieu acide grace a une résine acide. Ces deux étapes ont permis d’isoler
le produit 95 avec un rendement de 85%. L’hydroxyle primaire a été par la suite protégé sous la
forme d’un éther de trityle 107 (rendement de 80%), facilement clivé en milieu acide. Seul

I’hydroxyle en position 2, reste libre pour la suite de la synthése.

HO 0 ’ Bno OH THF,65°C g o OH
< A S
0 2) Amberlyst IR120 OH  80% OTr
oot MEOH 65°C
=SolKeta
" 85% 95 107

Schéma 35 : Isolement de I'hydroxyle secondaire

La fonction hydroxyle secondaire, une fois déprotonée par de I’hydrure de sodium, a été alkylée par
le composé bromé 90. La premiere liaison éther est ainsi obtenue avec un rendement de 63%. La
fonction hydroxyle primaire a alors été déprotégée en présence de chlorure de fer hexahydraté afin
de pouvoir greffer la seconde chaine grasse (schéma 36). Le rendement global de ces deux étapes est
modeste (36%) mais peut s’expliquer par un clivage difficile du trityle dans les conditions choisies.
C’est cependant I‘alternative la plus intéressante pour retirer le groupement protecteur sans risquer

de rompre la premiére liaison éther tout en préservant |'éther benzylique.
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Schéma 36 : Greffage de la chaine lipidique ramifiée
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3) Greffage de la seconde chaine grasse

Lors de la formation de la deuxieme liaison éther, la seconde chaine grasse devait étre activée par un
groupe partant encore plus nucléofuge qu’un halogéne. En effet, lors d’un premier test avec un
dérivé halogéné, le rendement obtenu n’a alors été que de 18%, bien trop faible pour une synthése
viable. Ce faible rendement s’explique par le manque de réactivité de la fonction hydroxyle libre,
comparé a celle impliquée dans la premiere substitution, en raison de I'encombrement stérique
important, di a la présence d’une premiére chaine carbonée. Ainsi, seul le triflate 110 a permis
d’obtenir le composé 111 avec un rendement satisfaisant de 70% (schéma 37). Son utilisation a pallié
le probleme de réactivité mais a impliqué une mise en réaction immédiate apres purification sous

peine de le dégrader.

|

BnO/\Eo
OH 109

KH, C4¢H3;0Tf (110)

70% | THF, 40 °C

|

BnO/\Eo
(o]

111

Schéma 37 : Synthése du diéther du glycérol 111
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4) Oxydation de la fonction alcool en acide carboxylique

Le diéther 111 synthétisé, I’éther benzylique a été clivé par hydrogénolyse pallado-catalysée avec un
rendement de 65%. L’alcool 19 ainsi obtenu a été oxydé par le benzoate de TEMPO, en présence de

bicarbonate de sodium et d’hypochlorite de calcium (schéma 38).
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Schéma 38 : Synthese de I'acide carboxylique 23

Ces conditions ont été établies lors de précédentes études au sein du laboratoire afin d’obtenir les
meilleurs résultats (ici un rendement de 93%).3>°¢ Le choix de I'oxydant utilisé pour cette étape est
d’une grande importance puisque I'oxydation d’un alcool primaire en acide carboxylique correspond
en réalité a deux oxydations successives via la formation d’un aldéhyde. Des travaux du laboratoire®’
ont également démontré que l'utilisation de TEMPO ne permet pas cette double réaction et s’arréte
a la formation de l'aldéhyde. L'oxydation au périodate de sodium, catalysée au ruthénium, a
également été étudiée mais les rendements obtenus sont moins intéressants (52%) et avec des
réactifs plus nocifs pour I’environnement. Afin d’optimiser le rendement avec le benzoate de TEMPO,
une connaissance du mécanisme d’action est nécessaire, bien qu’il soit encore mal compris de nos
jours. Selon le cycle catalytique proposé sur le schéma 39 suivant (basé sur les études de Zhao et
coll.®), le radical TEMPO benzoate serait oxydé en ion N-oxoammonium 112 par I'hypochlorite de
calcium. L’alcool primaire s’additionnerait sur 112 afin de former une espece zwitterionique 113 qui

menerait a 'obtention d’un aldéhyde 114 et de benzoate d’hydroxy TEMPO 116. Comme la réaction
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a lieu en milieu aqueux, I'aldéhyde serait en équilibre avec sa forme hydratée 115. L'oxydation du
benzoate d’hydroxy TEMPO par Ca(OCl); conduirait au composé N-oxoammonium 112 qui pourrait

alors réagir avec le composé hydraté 115 et former ainsi I'acide carboxylique.
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Schéma 39 : Mécanisme d'oxydation d'un alcool catalysée par le TEMPO benzoate

Ainsi le diéther inspiré des lipides d’Archaea a pu étre synthétisé et isolé avec un rendement global

de 13% sur les 8 étapes.

IV Conclusion

Le lipide cible mimant la structure des lipides d’Archaea a été synthétisé avec succes avec un
rendement global de 8%. La voie de synthése mise au point au sein du laboratoire a permis la

production de plus de 500 mg d’acide gras 23, quantité nécessaire a la réaction d’estérification pour
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relier cette partie a la plateforme. Une tentative de greffage de la seconde chaine grasse (linéaire) en
passant par un composé halogéné n’a pas abouti, validant ainsi la nécessité de passer par un dérivé

triflate.

Cette synthese nous permet de pouvoir moduler la nature des deux chaines lipidiques, le but étant
de synthétiser une librairie de composés. Plusieurs types de modulations ont été envisagés pour la
suite, telles que des doubles liaisons, I'ajout de cycles (cyclobutane, cyclopentane, cyclohexane) ou
encore d’halogénes (fluor, brome ou chlore). Faute de temps, toutes des variations n’ont pas pu étre

apportées au squelette lipidique des molécules cibles.
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Experimental section

197



198



1-0-Benzyl-sn-glycerol (95)°°

BnO/TOFI

OH
To a suspension of sodium hydride (3.75 g 60% in oil, 93.8 mmol) in dry THF (50 mL) at 0 °C was
slowly added a solution of (R)-solketal (9.2 g 69.5 mmol) in dry THF (15 mL). A solution of benzyl
bromide (9.9 mL, 83.4 mmol) in dry THF (6 mL) was added dropwise to the reaction mixture at 0 °C,
followed by TBAB (2.57 g, 6.95 mmol), per portions. The mixture was left under agitation for 18 h at
room temperature and quenched with iced water. Aqueous layer was extracted with diethyl ether (3
x 25 mL). The combined organic layers were washed with an aqueous 0.1 N Na,S;05 solution (50 mL),
dried over MgS0, and concentrated. The crude was dissolved in MeOH (75 mL) and Amberlyst-IR120
(7 g) was added. After 6 h of stirring at 65 °C, the reaction mixture was filtered and the filtrate

concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (DCM:MeOH gradient from 100:0 up to
80:20) afforded 10.75 g of the desired product as a colorless oil.

Yield: 85 %.

MW =182.22 g/mol.
Rf = 0.5 (AcOEt).
NMR in CDCls:

IH: 7.71-7.29 (m, 5H, Harom), 4.55 (s, 2H, OCHPh), 3.93-3.86 (m, 1H, CHOH), 3.67 (dd, 2/=11.5 Hz,
3)=3.6 Hz, 1H, CH,0H), 3.58 (dd, 2/=11.5 Hz, 3/=6.2 Hz, 1H, CH,OH), 3.54-3.50 (m, 2H, OCH,).

13C: 137.8, 128.5, 127.8 (C¢Hs), 73.5 (OCH,Ph), 71.6 (OCH,), 70.9 (CHOH), 64.0 (CH,OH).
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1-0-Benzyl-3-O-trityl-sn-glycérol (107)°®

BnO/\EOH

OTr
To a solution of diol 95 (11.9 g, 65.3 mmol) in dry THF (90 mL) were added NEt; (36.4 mL, 261 mmol)
and DMAP (0.8 g, 6.53 mmol). After complete dissolution, trityl chloride (19.1 g, 68.6 mmol) was
added and the reaction mixture was stirred at 65 °C for 24 h. The reaction mixture was quenched
with iced water. The aqueous layer was extracted with diethyl ether (3 x 50 mL). The combined
organics layers were washed with brine (3 x 20 mL), dried over MgS0O, and concentrated under

reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt gradient from 95:5 up to 80:20) afforded 22.2

g of the desired product as a white solid.
Yield: 80%.

MW = 424.53 g/mol.

Rf =0.2 (CHex:AcOEt 9:1).

NMR in CDCls:

1H: 7.45-7.41 (M, 6H, Harom), 7.32-7.20 (M, 14H, Harom), 4.53 (s, 2H, OCH2Ph), 4.03-3.95 (m, 1H, CHOH),
3.63-3.53 (m, 2H, OCH,), 3.27-3.18 (m, 2H, CH,0Tr ), 2.43 (d,? J=4.9 Hz, 1H, OH).

13C: 144.0 (C,), 139.4 (Cy), 128.8, 128.5, 128.0, 127.8, 127.2 (CsHs), 86.8 (OC4Phs), 73.5 (OCH,Ph), 71.7
(OCH,), 70.1 (CHOH), 64.7 (CH,OTr).
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1-Bromo-3,7R,11R, 15-tetramethylhexadecane (90)°°

Br

To a solution of phytol 2 (25.0 g, 84.0 mmol) in EtOH (100 mL) was added Ni (6.25 g, 110 mmol) in
50% aqueous solution. After 48 h of stirring under hydrogen atmosphere, the reaction mixture was
filtered through Celite and concentrated, affording phytanol in a mixture of stereoisomers (Rf=0.2

CHex:AcOEt 9:1).

To phytanol (25.0 g, 84 mmol) was added slowly and under vigorous stirring HBr (300 mL, 1.76 mol)
in 48 % aqueous solution, followed by concentrated H,SO4 (1.0 mL, 8.4 mmol). The mixture was left
stirring for 18 h at 100 °C then cooled down to room temperature and cyclohexane (100 mL) was
added. The aqueous layer was extracted with cyclohexane (2 x 100 mL). The organic layers were
combined and washed with 5% agueous NaHCOs; solution (3 x 50 mL) and brine (3 x 20 mL), dried
over MgS0, and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt gradient

from 100:0 up to 80:20) afforded 24.6 g of the desired product as a yellow oil.
Yield: 81%.

MW = 361.44 g/mol.

Rf =0.9 (CHex:AcOEt 9:1).

NMR in CDCls:

1H: 3.50-3.36 (m, 2H, CH.Br), 1.94-1.83 (m, 1H, CHCH,CH,Br), 1.73-1.60 (m, 2H, CH.CH,Br), 1.40-0.99
(m, 21H, 9 x CH, + 3 x CH), 0.93-0.81 (m, 15H, 5 x CHs).

13C: 40.3, 40.2, 39.1, 37.6, 37.5, 37.4, 37.0 (CH.), 33.0, 32.9 (CH), 32.3 (CH,Br), 31.9, 31.8 (CH), 28.2
(CHs), 27.1, 25.0, 24.7, 24.6, 24.4 (CH>), 22.9, 22.8, 19.9, 19.2, 19.1 (CH3).
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1-0-Benzyl-2-0-(3,7R,11R,15-tetramethylhexadecyl)-3-O-trityl)-sn-glycerol (108) ®

o
Bn0/>E
3 —OTr

To a suspension of NaH (4.9 g 60% in oil, 202.4 mmol) in dry THF (40 mL) at 0 °C, was added dropwise
a solution of the alcohol 107 (21.5 g, 50.6 mmol), in dry THF (30 mL). Then a solution of phytanyl
bromide 90 (22.0 g, 60.8 mmol) in dry THF (30 mL) was added dropwise at room temperature. The
reaction mixture was concentrated via Dean Stark and stirred 48 h at 130 °C. Diethyl ether (40 mL)
was added and the excess of NaH was quenched with iced water. The aqueous layer was extracted
with diethyl ether (3 x 40 mL). The organic layers were combined and washed with saturated NH,CI
(20 mL) and brine (20 mL), dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure. Flash
chromatography (CHex:AcOEt gradient from 100:0 up to 90:10) afforded 22.5 g of the desired

product as a colorless oil.
Yield: 63%.

MW = 705.06 g/mol.

Rf =0.5 (CHex:Et,0 95:5).
NMR in CDCl; :

1H: 7.49-7.43 (M, 5H, Harom), 7.34-7.20 (m, 15H, Harom), 4.57-4.48 (m, 2H, OCH-Ph), 3.66-3.51 (m, 5H,
H-1, H-2, H-4), 3.22 (d, 3/=4.2 Hz, 2H, H-3), 1.68-0.99 (m, 24H, 10 x CH,, 4 x CH), 0.91-0.82 (m, 15H, 5 x
CHs).

13C: 144.1 (Cg), 138.5 (Cq), 129.1, 128.8, 128.3, 127.7, 127.5, 127.4, 126.9 (CeHs), 86.6 (OC,Phs), 78.4
(C-2), 73.3 (OCH,Ph), 70.6 (C-1), 69.0 (C-4), 63.6 (C-3), 39.4, 37.6, 37.5, 37.3, 37.2 (CH,), 32.86, 29.9,
28.0 (CH), 26.9, 24.8, 24.5, 24.4 (CH,), 22.8, 22.7,19.8,19.7, 19.5 (CH3).
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1-0-Benzyl-2-0-(3,7R,11R,15-tetramethylhexadecyl)-3-0-hydroxyl-sn-glycerol (109)°®

1

(o]
BnO/>E
OH

3

To a solution of 108 (29.6 g, 42.0 mmol) in DCM (150 mL) was added hexahydrated FeCls (22.8 g, 84.0
mmol). After 3 h stirring at 30 °C, the orange solution was diluted with water (70 mL) and
dichloromethane (50 mL). The organic layers were washed with brine until discoloration from brown
to yellow, dried over MgS0O, and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography
(CHex:AcOEt gradient from 100:0 up to 90:10) afforded 11.1 g of the desired product as a colorless

oil.

Yield: 57%.

MW = 462.75 g/mol.

Rf =0.4 (CHex:AcOEt 8:2).
NMR in CDCls:

1H: 7.38-7.26 (M, 5H, Harom), 4.55 (s, 2H, OCH:Ph), 3.79-3.49 (m, 7H, H-1, H-2, H-3, H-4), 2.09 (t, /=6.2
Hz, 1H, OH), 1.68-0.978 (m, 24H, 10 x CHa, 4 x CH), 0.90-0.82 (m, 15H, 5 x CHs).

13C: 138.2, 128.6, 127.8 (C¢Hs), 78.7 (C-2), 73.7 (OCH,Ph), 70.2 (C-1), 68.9 (C-4), 63.0 (C-3), 39.5, 37.7,
37.5,37.2 (CH,), 33.0, 30.0, 29.9, 28.1 (CH), 25.0, 24.5 (CH,), 22.8, 19.9, 19.8 (CH3).
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Hexadecanyl triflate (110)%

TfO N N P N

To a solution of 2,6-lutidine (0.7 mL, 6 mmol) in dry DCM (10mL) at 0 °C was added dropwise triflic
anhydride (1.01 mL, 6 mmol). The mixture was left stirring 10 min at 0 °C and then hexadecanol (1.2
g, 4.5 mmol) was added. The mixture was stirred during 1 h then quenched by iced water. The
aqueous layer was extracted with DCM (3 x 20 mL). The combined organic layers were washed with
HCI 5% (3 x 20mL), NaHCO3; 5% (3 x 20 mL) and brine (30 mL), dried over MgS0O, and concentrated
under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 90:10) afforded 1.6 g of the desired

product as a white solid.
Yield: 97%.

MW = 374.50 g/mol.
NMR in CDCls:

1H: 4.54 (t, 3/=6.6 Hz, 2H, CH,0), 1.86-1.79 (m, 2H, CH.CH,Tf), 1.46-1.37 (m, 2H, CH,), 1.36-1.20 (m, 24
H, 12 x CH,), 0.87 (t, 3/=6.8 Hz, 3H, CHa).
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1-0-Benzyl-2-0-(3,7R,11R,15-tetramethylhexadecyl)-3-O-hexadecane-sn-glycerol (111)%

To a suspension of the alcohol 109 (0.7 g, 1.5 mmol) in dry DCM (7.5 mL) under argon atmosphere
was added 1,8-bis(dimethylaminonaphtalene) (975 mg, 4.5 mmol). Then a solution of the triflate 110
(1.7 g, 4.5 mmol) in dry DCM (1.8 mL) was added to the mixture. It was left stirring for 48 h under
reflux. The reaction was stopped with the addition of 10 mL of a solution of HCI 5% and DCM. The
aqueous phase was extracted with DCM (3 x 7 mL). The combined organic layers were washed with
water (2 x 10 mlL), dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure. Flash

chromatography (CHex:AcOEt 95:5) afforded 860 mg of the desired product as a brown oil.
Yield : 70 %.

MW = 686.56 g/mol.

HRMS: Calcd for CssHseO3Na [M+Na]* 709.64692; found 709.6472.

Rf =0.7 (CHex:AcOEt 95:5).

NMR in CDCls:

IH : 7.36-7.31 (M, 5H, Harom), 4.56 (s, 2H, OCH,Ph), 3.67-3.33 (m, 7H, H-1, H-2, H-3, H-4), 1.67-95 (m,
52H, 24 x CH,, 4 x CH), 0.91-0.81 (m, 18H, 6 x CH).

13C : 138.6, 128.4, 128.1, 127.7, 127.4 (CeHs), 78.1 (Ca), 73.5 (OCH,Ph), 71.8 (C-3), 71.1 (C-4), 70.9 (C-
5), 70.5, 69.4, 69.0 (C-1), 39.5, 37.7, 37.6, 37.5, 37.5, 37.3 (CH,), 33.0, 32.9 (CH), 32.1, 32.1 (CH),
30.0 (CH), 29.9, 29.8, 29.6, 29.5 (CH,), 28.1 (CH), 27.1, 26.4, 26.3, 25.0, 24.6, 24.5, 22.8 (CH,), 22.9,
22.8,19.9, 19.8, 14.3 (CHa).
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2-0-(3,7R,11R, 15-tetramethylhexadecyl)-3-O-hexadecane-sn-glycerol (19)*’

To a solution of 111 (1.6 g, 2.33 mmol) in THF/MeOH (20 mL, 1/1) was added palladium on activated
carbon (10% w/w) and few drops of acetic acid. The mixture was stirred under hydrogen atmosphere
during 5 h at room temperature. The suspension was filtered through Celite and the filtrate was
concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 95:5) afforded 0.5 g of the

desired product as a colorless oil.
Yield : 65%.

MW =597.07 g/mol.

Rf = 0.2 (CHex:AcOEt 95:5).

NMR in CDCls:

IH : 3.76-3.69 (m, 1H, H-1a), 3.69-3.58 (m, 2H, H-4a, H-1b), 3.58-3.46 (m, 4H, H-2, H-3, H-4a), 3.46-
3.41 (dt, 2/=6.7 Hz, ¥/=1.1 Hz, 2H, H-5), 2.15 (s, 1H, OH), 1.67-1.46 (m, 4H, 2 OCH,CH,), 1.42-0.99 (m,
48H, 20 CH,, 4 CH), 0.92-0.81 (m, 18H, 6 CHs).

13C:78.2 (C-2), 71.9 (C-5), 70.9 (C-3), 68.6 (C-4), 63.1 (C-1), 39.4, 37.5, 37.4, 37.3, 37.2, 37.1 (9 CH,),
32.8 (2 CH), 31.9 (CH,), 29.8 (CH), 29.7, 29.6, 29.5, 29.4 (4 CH;), 28.0 (CH), 24.8, 24.5, 24.3, 24.1, 22.7
(5 CHy), 22.7, 22.6, 19.8, 19.7, 19.6, 14.1 (6 CH3).
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1-O-carboxyl-2-0-(3,7R,11R, 15-Tetramethylhexadecyl)-3-O-hexadecane-sn-glycerol (23)%

To a solution of 19 (0.43 g, 0.7 mmol), in dry THF (25 mL) was added TEMPO benzoate (29 mg, 0.1
mmol). At 0 °C were added an aqueous solution of NaHCOs; 5% (25 mL) and then calcium
hypochlorite (826 mg, 5.8 mmol). The mixture was left stirring at 0 °C during 15 min and then at
room temperature for 24 h. 5% HCIl solution was added until there was no solid left in the flask.
Aqueous layer was extracted with AcOEt (3 x 20mL). The combined organic layers were dried over
MgSO,, filtered and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 9:1)

afforded 0.5 g of the desired product as a colorless oil.
Yield : 93%.

MW = 611.05 g/mol.

Rf = 0.2 (CHex:AcOEt 9:1).

NMR in CDCls:

H : 4.04 (dd, ¥=5.1 Hz, 3/=3.2 Hz, 1H, H-2), 3.81 (ddd, 2/=10.5 Hz, /=3.3 Hz, %/)=1 Hz, 1H, H-3a), 3.74-
3.62 (m, 3H, H-3b, H-4), 3.54-3.41 (m, 2H, H-5), 1.75-0.99 (m, 52 H, 24 CHa, 4 CH), 0.91-0.82 (m, 18H,
6 CHs).

13C ; 172.2 (C-1), 78.5 (C-2), 72.1 (C-5), 69.7 (C-3), 69.7 (C-4), 37.5, 37.4, 37.3, 36.6, 36.5 (7 CH,), 32.8
(2 CH), 31.9 (CH,), 29.8 (CH), 29.7, 29.5, 29.4, 29.3 (5 CH,), 28.0 (CH), 25.6, 24.8, 24.5, 24.4, 22.7 (5
CHa), 22.7, 22.6,19.7, 19.6, 14.1 (6 CH).
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Chapitre 4: Synthese de la plateforme et
couplages aux parties glycosidiques et
lipidiques

Le réle principal de la plateforme est de relier les deux autres structures précédemment décrites
(saccharides et lipides) entre elles tout en apportant une valeur ajoutée a la molécule
(multiprésentation). Elle permet, grace a sa synthése totalement indépendante, une grande
modularité des motifs terminaux. Sa structure a été concue sur la base d’études menées au sein du
laboratoire, notamment sur la multiprésentation,® ainsi que par d’autres équipes (partie phénolique?)
afin de maximiser le potentiel immunoadjuvant des glycolipides synthétisés. Pour cela, comme on
peut le voir sur la figure 52, il a été choisi de relier un cceur phénolique a un pentaérythritol afin de
créer une plateforme tri-antennée. La molécule plateforme a été congue pour supporter trois triples
liaisons dans le but de mener une réaction click avec des sucres déprotégés. En position para de ce

bras, une fonction alcool permet de relier la plateforme a la partie lipidique via une liaison ester.
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Figure 52 : Structure de la partie plateforme

Ce chapitre débutera par une partie bibliographique relatant les principaux avantages qu’offre la
structure de cette plateforme. Le second paragraphe sera consacré a I'explication de la conception
de cette structure. Ensuite les deux voies de synthese envisagées pour I'obtention de cette molécule
seront présentées. Enfin, dans une derniére partie, les couplages terminaux ainsi que la

caractérisation des molécules finales obtenues seront décrits.
I Bibliographie

1) La multiprésentation ou I'effet cluster

La multivalence (figure 53) est un principe largement utilisé dans la conception de molécules
bioactives pour augmenter I'affinité d’un ligand vis-a-vis de sa cible biologique. Dans la nature, les
interactions ligand/récepteur sont faibles mais I'affinité ainsi que la spécificité de ces adhésions

peuvent étre décuplées par une présentation multiple (ou multiprésentation).® Dans le cas des
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sucres, le fait d’obtenir une augmentation de I’affinité d’un ligand saccharidique pour son récepteur
en plagant, sur une méme molécule, plusieurs fois un motif saccharidique, se nomme le « glycoside

cluster effect ».4
Interactions multivalentes

Interactions monovalentes

Figure 53 : Interactions mono- et multivalentes®

La multivalence doit étre différenciée de la coopération. Lorsqu’un récepteur posséde plusieurs sites
d’interactions, un ligand se fixant sur un de ces sites peut influencer I'affinité des autres récepteurs
pour ce ligand (c’est le cas lors de la fixation du dioxygéne sur les quatre sites de I’hémoglobine).®
C'est le phénomene de coopérativité. Elle est liée a I'interdépendance de plusieurs récepteurs. Au
contraire, dans le cas de la multivalence, il peut y avoir des interactions sur des récepteurs

indépendants.

a) Le principe de la multiprésentation

Le principe de la multiprésentation repose sur le fait de présenter plusieurs motifs qui peuvent étre,
soit tous identiques, soit différents, au récepteur (figure 54). En 1983, Lee et coll.” avaient déja mis
en évidence que I'affinité d’un ligand pour un récepteur (ici ASGP-R, un récepteur a galactose) était
plus influencée par le nombre et 'orientation des motifs saccharidiques que par I'aglycone utilisée
pour mimer le ligand naturel. Une amélioration de 10° de I'inhibition (ICso) a été observée entre
I'utilisation du ligand mono-antenné et celle du tétra-antenné. Lee a, par la suite, défini le glycoside
cluster effect par I'effet multivalent reposant sur la détection de sucres.? Il a observé que la capacité
de détection de ces motifs seuls est faible mais augmente avec la valence jusqu’a atteindre un
nombre optimal, correspondant a la valence de la cible.® La multivalence est définie comme la
capacité d’'une particule (ou molécule) a se lier a une autre via de multiples interactions non

covalentes simultanées. La valence d’une particule (ou molécule) est le nombre de fonctions liantes
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du méme type (ou similaires) connectées a cette entité.® Grace a la reconnaissance simultanée et
immeédiate des ligands, méme si chacune prise séparément est faible, le complexe multivalent est

caractérisé par une stabilité thermodynamique importante.

N —
%

Récepteur Ligand Complexe
monovalent  monovalent monovalent

Récepteur Ligand Complexe
multivalent multivalent multivalent

Figure 54 : Formation de complexes mono et multivalents

La multivalence était caractérisée a |'origine comme une conséquence de I'effet chélate qui est le
gain d’énergie d{ a la présence d’une ou plusieurs interactions intramoléculaires. L'effet chélate est
induit par l'interaction simultanée de multiples ligands avec une substance multivalente possédant
des sites de reconnaissance multimériques. Cependant, les facteurs allostériques (changement
conformationnel di a l'interaction entre le ligand et le récepteur) ou la coopérativité se sont avérés
8tre des facteurs importants dans I'efficacité des interactions multivalentes.® La multivalence est
également souvent associée a une avidité favorable, un terme statistique qui représente la force

cumulée de toutes les affinités des interactions individuelles.®

Dans la nature, les interactions multivalentes sont notamment impliquées dans les processus de
reconnaissance entre les cellules. Ainsi, I'une des premiéres étapes d’une infection par un pathogéne
résulte de l'adhésion d’un virus, d’'une bactérie, d’'un champignon a la cellule hote via des
interactions multivalentes.’' Ces propriétés d’interaction peuvent également étre utilisées de deux
maniéres différentes. La premiére consiste a cibler les agents pathogenes afin d’inhiber de maniere
compétitive leur adhésion aux cellules hétes, la seconde, a synthétiser des ligands mimant les sucres

a la surface des pathogenes, dans le but d’activer le systéme immunitaire.

Ces propriétés sont mises a profit dans la recherche de vaccins contre des virus tel que le VIH.
Comme nous l'avons déja vu, les cellules dendritiques du systéme immunitaire possédent de

nombreux récepteurs, dont DC-SIGN. Or ce récepteur lectinique interagit avec de nombreux virus qui
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possedent des glycoprotéines mannosylées ou fucosylées. Le VIH exprime a sa surface membranaire
une protéine, la gp120, hautement mannosylée. Les CDs reconnaissent donc le VIH, internalisent le
virus et 'emmeénent au sein des ganglions lymphatiques. Le virus est alors transféré aux LTs ou il se
réplique.’? Dans le cadre du développement de vaccins anti-VIH, des ligands multivalents ont été
synthétisés afin de mimer la surface du virus et rivaliser avec le ligand naturel. Le laboratoire de
glycosystemes, de I’Université de Séville, a initié en 2001 un programme de recherche durant lequel
ils ont utilisé un polymere dendritique (Polymere de Boltorn ; BH20 et BH30) (figure 55) qu’ils ont
habillé de motifs mannopyranosidiques. Ce dendrimére est articulé autour d’un pentaérythitol.’3
Plusieurs générations de dendrimeres ont ainsi été synthétisées supportant 16 ou 32 unités
mannopyranose. L'affinité de ces composés pour DC-SIGN a été évaluée et a permis de mettre en
évidence que celle-ci est calcium- et sucre-dépendante. Une ICsp de 50 uM a été déterminée pour
BH30sucMan (figure 55), concentration a laquelle le composé inhibe l'interaction de la protéine

gp120 avec les DCs.
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Figure 55 : Exemples de structures de dendriméres multivalents simples

Par la suite, le méme type de structure a été synthétisé en utilisant des sucres plus complexes. Des
études ont démontré que des dendrons tétravalents (figure 56) supportant quatre copies de
trimannosides inhibent le processus de transfection du VIH entre DC-SIGN et les LTs.} De plus, ce
composé protege les cellules hotes d’une infection potentielle en inhibant a 80% les interactions
récepteur-virus.?? Cette inhibition est notamment due a I'affinité des motifs sucre pour le récepteur

mais également a I'avidité qui est assurée par la tétra-présentation du motif saccharidique.'* Dans
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une autre étude, Penades et coll.’® ont greffé des disaccharides (a-Man-(1->2)-a-Man) sur des
nanoparticules d’or. Il en a résulté que les nanoparticules ont inhibé I'interaction de DC-SIGN avec les

glycoprotéines du HIV 20 000 fois plus que le disaccharide seul.
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Figure 56 : Structure du dendron inhibant DC-SIGN**

Les interactions multivalentes sont également trés largement étudiées afin de développer des
vaccins contre le cancer. Les cellules cancéreuses surexpriment certains saccharides (sialyl Lewis X, A
et Y, la 2,6-a-N-acétylgalactosamine) aussi appelés TACAs (Tumor Associated Carbohydrate
Antigens).®” Leur grande hétérogénéité a encouragé le développement de vaccins multivalents
hétérogenes, ce qui signifie qu’ils présentent des motifs saccharidiques différents. Des structures
penta- et hexavalentes ont été mises au point par Ouerfelli et coll.’®, démontrant une activité
largement supérieure a celle de leurs homologues monovalents. Ce type de structure pourrait
permettre de cibler plusieurs récepteurs différents, et ainsi plusieurs types de cellules cancéreuses
assurant une polyvalence du vaccin et maximisant ainsi les possibilités d’interaction avec les
cellules.’® Cependant, les tests cliniques ne sont pas encore probants, les composés ne permettant
pas d’obtenir une réponse immunitaire suffisante pour la régression des tumeurs.'® Par ailleurs,
plusieurs équipes ont concu des vaccins basés sur I'a-GalNAc (antigéne Tn). Huang et coll.,?° par
exemple, ont synthétisé un polymeére supportant plusieurs unités Tn (figure 57) en faisant varier la
densité ainsi que la valence du polymeére. Il s’est avéré que la réponse immunitaire est extrémement
dépendante du nombre de motifs Tn supportés sur le polymére (40 unités pour une meilleure
réponse). Cependant, la densité a également joué un réle important, une chaine polymérique plus
courte diminuant drastiquement la réponse immunitaire.?° Cameron et coll.,”* en associant des PEG
supportant des motifs Tn a des nanoparticules d’or, ont pu obtenir une production importante, et sur
une longue durée, d’anticorps sélectifs de ce motif saccharidique. Or, ces motifs Tn sont notamment
présents sur les cellules du cancer du sein. Si, pour le moment, ces résultats n’ont été obtenus que

sur des souris, ils restent encourageants pour le développement de nouveaux vaccins anticancéreux.
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Figure 57 : Exemple d'un glycopolymére multivalent

L'effet cluster que produisent les ligands saccharidiques multivalents est également largement étudié
dans I'objectif de trouver de nouveaux traitements a des maladies telles que la grippe, le choléra, les

maladies auto-immunes, ...1%%?

b) Conception de ligands multivalents : le choix de I'espaceur et
du noyau

Les glycoclusters sont souvent composés d’'un noyau permettant de greffer plusieurs bras ou
espaceurs, reliés eux-mémes aux sucres. Ces noyaux peuvent avoir une valence relativement faible

dans les cas des dérivés aromatiques,?”® des métaux de transition,’>?* des peptides®® ou plus

29,30 1,31,32

importante comme dans le cas des polyméres,?®=28 dendrimers?>3° ou les liposomes.

Deux des parametres les plus importants dans la conception d’un espaceur sont (i) la distance entre
le noyau et le sucre et (ii) le degré de liberté de chaque motif saccharidique. L'espaceur doit
permettre une bonne mobilité du résidu sucre tout en conservant une distance proche de la distance
réelle qui sépare les différents sites de liaison du récepteur.’® Afin de concevoir un ligand multivalent,
il faut tenir compte de la longueur et de la rigidité de I'espaceur. Le positionnement des groupes
liants sur le coeur central de la molécule a aussi son importance puisqu’il permet de présenter de
facon optimale les ligands a la cible biologique.***3* La figure 58 montre les différentes situations
possibles lors de la synthese de ligands multivalents. Lorsque le bras est correctement congu, la
longueur de ce dernier, et donc I'espacement entre deux motifs sucres, correspond au récepteur. En
revanche, si l'espaceur est de taille trop petite, cela génere des contraintes enthalpiques
défavorables. De la méme maniere, s’il est trop grand, la déformation nécessaire pour que deux
entités sucres s’insérent dans deux unités de reconnaissance du récepteur implique une perte de
degré de liberté et donc une contribution entropique négative (la contribution entropique est

I’apport énergétique nécessaire a la formation du complexe ligand/récepteur).®
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Bras correct
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Figure 58 : Role de la longueur de I’espaceur dans la formation de complexes multivalents

2) La réaction click

Nous avons décidé de greffer les sucres aux différents bras de la plateforme via une réaction click.
Les réactions click sont caractérisées par leur capacité a connecter deux composants de fagon simple,

sélective, avec un rendement élevé et avec peu, voire pas, de formation de sous-produits.®

a) Avantages d’une réaction click

La réaction click ou cycloaddition 1,3-dipolaire, a été découverte par Huisgen en 1963. Elle consiste a
mettre en réaction deux réactifs insaturés pour former une entité hétérocyclique a 5 chainons. La
réaction n’est alors pas régiosélective et il en résulte la formation d’un mélange de régioisomeres 1,4
et 1,5. De plus, elle nécessite des températures élevées et des temps de réactions qui peuvent étre
longs.®La formation de triazole par réaction click catalysée au cuivre(l) a été découverte
simultanément par les groupes de Meldal ainsi que ceux de Sharpless et Fokin en 2002.3%% Les
avantages de cette réaction sont nombreux : elle est facile a mettre en ceuvre, avec des catalyseurs
peu onéreux, les rendements sont généralement bons avec trés peu de sous-produits formés. De
plus, la méthode développée utilisant le cuivre(l) en tant que catalyseur permet d’obtenir le triazole
disubstitué en 1,4, avec des rendements élevés, dans un laps de temps plus court et avec peu (ou
pas) de chauffage.3®% Le mécanisme supposé de la réaction click (schéma 40) passe par I'activation
de la triple liaison par un atome de cuivre(l). Une seconde entité cuivre(l) forme alors un acétylure de
cuivre. La formation d’une premiere liaison C-N est obtenue par I'attaque de la triple liaison sur

I'atome d’azote terminal de I'azoture entrainant I'attaque du doublet non liant de I'atome d’azote
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négativement chargé sur le cuivre. Un intermédiaire contenant les deux atomes de cuivre est alors
obtenu. L’élimination réductrice est par la suite réalisée avec la formation d’une seconde liaison C-N

menant au régiomére 1,4 du triazole.*
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Schéma 40 : Mécanisme proposé de la réaction click catalysée au cuivre®’

b) Les triazoles dans les composés bioactifs

Les triazoles, du fait de la présence des trois atomes d’azote, sont des composés d’un grand intérét
en chimie médicinale. Ces dérivés ont démontré des propriétés anticancéreuses, antimicrobiennes,

antiinfectieuses ou encore antioxydantes.*

Lors de la formation des triazoles, les deux réactifs (alcyne et azoture) peuvent étre liés a des
composés naturels afin de former des triazoles hybrides. Ainsi, en formant un triazole hybride avec le
mélampomagnolide B (un anticancéreux majeur) 116 (figure 59), Janganati et coll.*? ont obtenu un
composé ayant des propriétés anticancéreuses contre plusieurs lignées de cellules (colon,

mélanome, rénal, ovaire, prostate, sein, leucémie).

Les azoles, et donc les triazoles, sont la source de plusieurs agents antimicrobiens et antibactériens.
Le 1,2,3-triazole est devenu un pharmacophore antimicrobien majeur en empéchant la photogeneéese
des bactéries. Lal et coll.*® ont par exemple démontré I'importance des triazoles en synthétisant une

librairie de composés hybrides acide déshydroacétique-chalcone-triazole (composé 117, figure 59).
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Les premiéres études des activités antimicrobiennes ont révélé que certains de ces composés
possedent une activité biologique comparable, voire supérieure, a celle obtenue avec les traitements
actuels. Tous les dérivés de triazoles comprenant un cycle benzénique substitué ont prouvé avoir des
activités supérieures a celles de I'acide seul ou du composé acide-charchone-alcyne, montrant ainsi
I'importance du triazole. Ce n’est pas simplement un espaceur, mais le cycle joue bien le rble

d’activateur dans les activités biologiques des composés.*3

117 N

CF; R'= (S\/ L%l
(5 Br

Figure 59 : Structures de différents composés bioactifs comportant un motif 1,2,3-triazole

Les triazoles possédent également des propriétés antidiabétiques. En effet, certains composés
comme la molécule 118 (figure 60) inhibent les a-glucosidases de maniére compétitive. L’inhibition
de cette enzyme est un bon moyen de controler I'hyperglycémie des patients diabétiques. En 2005,
notre laboratoire a publié la synthese ainsi que les tests d’inhibition des glucosidases et des
glycosyltransférases de plusieurs composés triazoles substitués ou non par des motifs
saccharidiques.* Le composé 118 tri-hydroxylé présente une inhibition moyenne mais trés sélective
des glucosidases. Dans le but d’améliorer cette inhibition, plusieurs composés ont été synthétisés en
décorant le triazole central par des motifs saccharidiques inspirés d’un inhibiteur connu de cette
enzyme, |'acarbose. La molécule 119 a démontré la plus grande capacité d’inhibition (constante
d’inhibition K; réduite de 294 uM pour 118 a 73 uM pour 119). Plus récemment, Avula et coll.*® ont
publié la synthése de plusieurs triazoles inhibiteurs d’” a-glucosidases. Les meilleurs résultats ont été

obtenus pour le composé 120, avec une ICso de 14.2 uM.
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Figure 60 : Structures de composés inhibiteurs d'a-glucosidase

Comme décrit dans le chapitre bibliographique, le haut mannose Mang est un motif saccharidique
complexe, composé de 9 monomeres, retrouvé a la surface de certains pathogénes (figure 61). Ce
composé est reconnu par les MRs des cellules du systétme immunitaire.?® Cest donc un
immunoadjuvant potentiel tres intéressant mais sa synthese reste complexe. Une famille de mimes a
pu étre synthétisée par réaction click au cuivre. Ces composés présentés sur la figure 61 ont prouvé
agir comme des analogues du Mans.*’ lls se sont ainsi liés aux mémes récepteurs lectiniques,
notamment les MRs des macrophages, avec des affinités comparables. Cela soutient I’'hypothése de
la synthése de véritables mimes de Mang et pas juste celle de mannoconjugués multivalents. Les
études cristallographiques ont permis de conforter cette idée puisque la présentation des composés

ainsi que les interactions avec les lectines sont les mémes que celles observées pour le Mano.

Le fait de relier les motifs sucres que nous avons synthétisés a la plateforme par un triazole pourrait

mimer la présentation de disaccharides dans le cas des monomeéres 15, 16 et 24.
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Figure 61 : Structures du Mans et des mimes obtenus par réaction click

II Conception de la plateforme

Au sein de notre équipe, nous avons travaillé sur I'utilisation du pentaérythritol comme support
permettant la triprésentation des sucres.! Le composé glycolipidique 9 (figure 62) comporte trois
mannopyranosides ainsi qu’une double chaine lipidique inspirée des lipides d’Archaea. Il a présenté
des résultats intéressants a différents tests d’immunostimulation.®® En effet, intégré au sein d’une
formulation composée de liposomes cationiques, d’un polymére cationique et d’ARN messager, 9 est
capable de cibler les récepteurs de la surface des DCs de la rate.*® Ce mélange a été injecté a des
souris porteuses de tumeurs lors de tests précliniques. Une absence de croissance tumorale a été

observée, et parfois méme, une trés forte régression. Cette vaccination semble étre plus
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prometteuse que celle obtenue par immunothérapie cellulaire (injection de DCs stimulées contre la
tumeur).”® Pour continuer dans cette voie, nous avons décidé de nous inspirer de la structure de

cette molécule tout en y ajoutant des modifications permettant une fonctionnalisation plus facile.
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Figure 62 : Structure, formulation et résultats biologiques du composé trimannosylé 9 synthétisé au

laboratoire inspirant la structure de la molécule plateforme 22

Nous nous sommes donc inspirés des composés synthétisés au laboratoire et d’autres composés
naturels retrouvés au sein de bactéries pour concevoir la structure de la plateforme. Celle-ci se
compose d’un noyau phénolique relié a un motif pentaérythritol. Les trois bras de ce dernier sont
allongés afin d’obtenir un écart suffisant entre les trois sucres (cf Introduction générale, IV. Les
objectifs de la these). Un exemple de I'une des structures a synthétiser est présenté sur le schéma

41.
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La cycloaddition 1,3-dip6laire a été choisie pour greffer la partie saccharidique a la plateforme
(schéma 41). Cela nous permet de lier différents glycosides, via la méme stratégie, en passant par des
azotures (dont les synthéses sont en partie connues).>®>! Le fait de passer par une réaction click évite
également une étape de déprotection des sucres une fois greffés sur la plateforme. Elle peut étre
réalisée avec des sucres libres, ce qui écarte tout probléme de compatibilité des conditions de
déprotection avec les fonctions de la molécule finale. Les extrémités des bras doivent donc étre
fonctionnalisées avec des triples liaisons (composé 121, schéma 41) afin de pouvoir réaliser la
cycloaddition lors de la derniere étape de la synthese. La réaction click doit étre I'étape finale pour

limiter le risque de synthése de co-produit di a I'utilisation des sucres déprotégés.

A la seconde extrémité de la plateforme, le noyau aromatique doit supporter la partie lipidique. En
s’inspirant de la structure du composé trimannosylé 9, nous avons décidé de rattacher le diéther au
noyau par une liaison ester (composé 121, schéma 41). Afin de former cette liaison, le phénol doit
donc posséder une seconde fonction alcool, la fonction acide étant supportée sur la partie lipidique
(cf chapitre 3, Il. Objectifs et stratégie de synthese). Pour pouvoir différencier les deux fonctions
hydroxyles, nous avons décidé de travailler sur une structure phénolique possédant un alcool
primaire en para (limite I'encombrement stérique). Il était ainsi plus facile de protéger sélectivement

la fonction primaire afin de greffer le pentaérythritol sur I'oxygéne du phénol par une liaison éther.

Toutes ces différentes conditions : triples liaisons, présentation de trois motifs saccharidiques,
utilisation du pentaérythritol, noyau aromatique substitué par un groupement hydroxyméthyle, ont

mené a la conception de la structure de la plateforme 22 présentée sur le schéma suivant.
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Schéma 41 : Rétrosynthése des composés cibles

IIIPremiere voie de synthese

La synthése de la molécule plateforme 22 a été une étape clé dans I'acces a aux glycolipides cibles. Le
schéma rétrosynthétique 42 présente la premiere stratégie de synthese de la molécule plateforme
22. Le composé 22 peut étre obtenu par hydroxylation des doubles liaisons de 122 suivie d’une
réaction de substitution avec un motif propargylique. La molécule 122 peut étre synthétisée par
substitution du dérivé activé du pentaéthritol 123 par le dérivé phénolique 124 protégé sur sa

fonction benzylique.
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Schéma 42 : Rétrosynthése de la partie plateforme

1) Partie phénolique

Nous avons fait le choix de protéger I'hydroxyle primaire de I'alcool p-hydroxybenzylique sous la
forme d’un éther. Comme la déprotection de la fonction alcool doit étre la derniere étape de la
synthése de la plateforme, il est nécessaire que les conditions de cette déprotection et les différentes
fonctions de la molécule soient compatibles. Puisqu’une hydrogénolyse aurait rompu la liaison entre
|'aromatique et le bras espaceur, la protection sous forme d’éther benzylique a été écartée. La
protection doit, par ailleurs, résister aux conditions réactionnelles des différentes étapes de la
synthése. Les réactions d’élongation des chaines du pentaérythritol étant prévues dans des
conditions basiques, aucun groupement protecteur sensible en milieu basique ne peut étre utilisé, ce
qui élimine également I'utilisation des esters. La protection sous forme d’éther de trityle s’est donc
imposée. En effet, aucune réaction en milieu acide n’est nécessaire pour la synthése de la partie
plateforme. De plus, les conditions de déprotection en milieu acide peu concentré n’impactent pas le

reste de la molécule.

L'alcool p-hydroxybenzylique a donc été protégé sélectivement au niveau de sa position primaire
sous la forme d’'un éther de trityle. Pour cela, 125 a été placé en milieu basique en présence de
chlorure de trityle fraichement purifié par extraction liquide-liquide (NaOH 1 N) (tableau 17, entrée
1). Le suivi de la réaction par CCM a permis d’observer la formation de deux produits de Rf=0.3 et 0.1
(CHex:AcOEt 9:1). Apres purification sur colonne de gel de silice et caractérisation par RMN et par
MS, le produit le moins polaire a été identifié comme le composé 124 souhaité (pic moléculaire de
[M+Na]* de 389.0 et des aromatiques intégrants pour 19 protons). Le composé le plus polaire a été
caractérisé par une valeur de [M+Na]* de 631.8 et des intégrations pour les signaux des protons
aromatiques (6 de 7,55 a 6,78 ppm) correspondant a plus de 30 protons : il s’agit du dérivé ditritylé

126. Afin de minimiser la formation de ce produit doublement protégé, inutile pour la suite de la
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synthése, le temps de la réaction a été limité a deux heures (tableau 17, entrée 2). Cela a permis de

limiter sa formation, et le produit cible monoprotégé a été isolé avec un rendement de 80%.

Tableau 17 : Protection de I'alcool primaire de I'alcool p-hydroxybenzylique

HO TrO Tro Entrée Durée (h) 124 (%) 126 (%)
TrCl
pyridine
e + 1 6 31 61
oT
OH OH r 2

2 80 5
125 124 126

2) Couplage a I'éther triallylique de pentaérythritol

Il était nécessaire d’activer le carbone en alpha de I'hydroxyle de I'éther allylique de pentaérythritol
(molécule 127) avec un groupe partant afin d’obtenir I'éther 122 souhaité par substitution
nucléophile. Pour cela, nous avons décidé d’activer I'alcool primaire sous forme d’un tosylate

(tableau 18).

Afin de former le tosylate, plusieurs bases plus ou moins fortes ont été testées. La plus faible étant la
pyridine avec un pKa de 5,2 et la plus forte, NaH dont le pKa est de 35. L'utilisation de la pyridine n’a
pas permis de former le produit souhaité, probablement en raison de sa trop faible basicité.
Cependant, méme la triéthylamine, avec un pKa de 10.8, et I’hydrure de sodium, n’ont pas permis de
synthétiser 123. Le produit a été observé en MS mais n’a pas été récupéré suite a la purification sur
colonne de gel de silice. Seul le carbonate de césium Cs,COs a conduit a la formation du tosylate avec
un rendement supérieur a 50% (tableau 18). Le carbonate de césium posséde un cation volumineux
(comparé au rubidium, lithium, potassium et au sodium), ce qui permet aux ions d’étre dissociés
dans des solvants aprotiques polaires comme I'acétonitrile.® Cela facilite la déprotonation de la
fonction hydroxyle, I'alcoolate réagissant alors plus efficacement avec le chlorure de tosyle. Le

composé cible a été isolé avec un rendement de 55%.

Tableau 18 : Bases testées pour I'activation de la fonction hydroxyle

R Base pKa Rdt (%) S

Xx"o RCI \/\0
Ts EtsN 10,8 - S Base ~

\/\o OH \/\0 OR

Ts NaH 35 -

P (0]
Ts Pyridine 5,2 - Z A

127 128:R=Ts

Ts Cs,CO3 10,3 55 129:R=Ms

Ms Pyridine 5,2 88
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Une hypothese pour expliquer le rendement modéré obtenu, voire I'absence totale de réaction sur
cette étape, repose également sur I'encombrement stérique autour du carbone quaternaire de 127
(hydroxyle de type néopentylique). Cela limite I'approche du nucléophile vers la fonction sulfonyle.
Par conséquent, le dérivé mésylé, moins volumineux, a été préparé en utilisant la pyridine comme
base et le chlorure de mésyle comme réactif (tableau 18). Le composé 129 a été obtenu avec un

rendement de 88%.

La structure de la plateforme repose sur le couplage du dérivé phénolique protégé 124 avec 128 ou
129 (tableau 19). Pour réaliser ce couplage, nous avons testé deux conditions avec des bases pouvant
déprotonner un phénol (pKa=10) et des solvants différents. L’utilisation de K,COs associé a un éther
couronne a été décrite dans la littérature.”® Les auteurs décrivent le couplage entre un dérivé tosylé
et un phénol. Dans notre cas cependant, aprées plusieurs essais, cette voie de synthese s’est révélée
infructueuse entre 128 et 124. Nous avons donc décidé de changer la nature du solvant afin
d’améliorer la disponibilité de la base dans le milieu (meilleure séparation des contre-ions) et avons
opté pour le DMF. La base a également été modifiée au profit de la soude, afin d’avoir une espece
plus basique que le carbonate de potassium (tableau 19), mais cette modification n’a pas été
fructueuse. Bien que I'analyse par spectrométrie de masse ait montré un pic de m/z=627,2 pouvant
correspondre au produit d’intérét, aucun nouveau produit n’a pu étre observé apres une purification
sur colonne de gel de silice. L'utilisation du composé 129 mésylé n’a pas non plus permis d’isoler le

composé 122 souhaité.

Tableau 19 : Conditions testées pour le couplage de 124 et 128

TrO
\/\o \/\0
as,
. X0 OTs %» X0 04@_\
OTr
OH A0 AP
124 128 122
Solvant
Base pKa Rendement (%)
(Additif)
ACN
K2CO3 10,3 .

(éther 18-couronne-6)

NaOH 15,7 DMF -
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Ces tentatives n’ayant pas permis de préparer le composé cible, nous avons supposé qu’une fois
encore 'encombrement de la partie pentaérythritol est trop important pour permettre I'obtention
de la molécule 122. Il a donc été décidé de réduire cet encombrement par |'utilisation d’un

orthoester.

IVDeuxieme voie de synthese

Pour réduire 'encombrement au niveau du pentaérythritol, les trois bras hydroxyméthyles peuvent
étre maintenus ensemble, a I'opposé du centre électrophile, comme on peut le voir sur le schéma 43.
Une protection sous la forme d’un orthoester remplit toutes les conditions. De plus, les orthoesters
sont facilement retirés en milieu acide faible. Bien que I'éther de trityle soit également sensible aux
milieux acides, les orthoesters le sont davantage. Ainsi, une déprotection en milieu acide faible,
suffisamment dilué, devrait permettre de libérer les trois fonctions hydroxyle du pentaérythritol tout
en conservant la protection sur I’alcool primaire du dérivé phénolique. Le composé 132 peut étre issu
du couplage entre le composé phénolique 124 protégé en position primaire et I'orthoester du
pentaérythritol activé 133. Selon le schéma 43, alkylation et élongation sont réalisées apres

connexion du résidu pentaérythritol au phénol 124.

N
/OMO X0
N
e Oy, = e e Oy
%\/O o OH o OGP
(o) HO H
Ré)/}/\()@_\  — Ho/ﬂ/\o@_\
OGP
o oGP HO
132 131

o H
Ré)/}/\OGA + HO@—\
OGP
o)
133

124

Schéma 43 : Schéma rétrosynthétique de la seconde voie d'accés a la plateforme

1) Couplage au pentaérythritol

La premiere étape de la synthése de la plateforme a consisté a protéger trois des quatre fonctions

hydroxyle du pentaérythritol, sous la forme d’un orthoester pour minimiser I'encombrement
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stérique (schéma 44). Cette étape a largement été décrite dans la littérature.”” Il s’agit de mettre le
pentaérythritol en présence d’'un acide et de l'orthoacétate de triéthyle. Nous avons suivi le
protocole de Grubbs et coll.>® qui ont utilisé I'acide p-toluéne sulfonique comme catalyseur dans le
toluene. Cependant, contrairement a ce qui était décrit, le temps de réaction a été trés long pour
cette premiére étape (plus d’une semaine a reflux comparé aux 48 heures annoncées par Grubbs et
coll.). De plus, I'orthoester étant sensible aux conditions acides, il n’a pas été possible de purifier le
composé 134 sur colonne de gel de silice (schéma 44). Apres filtration a chaud du mélange pour
retirer I'excédent de pentaérythritol, I'orthoester 134 a été obtenu par précipitation. Cependant,
I’obtention d’une pate orangée a été plus souvent observée que celle de cristaux blancs (attendus)
lorsque le toluéne a été utilisé comme solvant de cristallisation (selon le protocole de Grubbs). Cet
aspect est d a la présence d’orthoacétate de triéthyle dans le milieu. Or, ce dernier est soluble dans
le cyclohexane contrairement au composé 134. La pate obtenue apres filtration a donc été reprise au
cyclohexane afin d’obtenir une poudre blanche. Le spectre RMN de ce produit présente les

caractéristiques de la structure cible en tout point comparable avec celles de la littérature.®’

Pour minimiser le temps de réaction et maximiser le rendement, nous avons mené cette étape a plus
grande échelle (5 a 10 g) en mettant I'orthoacétate de triéthyle en défaut. Aprés une semaine, le

composé 134 a été isolé avec un rendement de 95%.

Plusieurs tentatives d’optimisation de la durée de la réaction ont été entreprises via I'utilisation de
micro-ondes en faisant varier la puissance des ondes ou encore la température du milieu.

Cependant, ces essais se sont révélés infructueux.

Une fois le composé 134 obtenu, le groupement hydroxyle libre a été activé sous forme d’un
tosylate. La réaction a été réalisée dans le toluene anhydre en présence d’une base et de chlorure de
tosyle (schéma 44). Cette fois-ci, I’hydrure de sodium a permis d’obtenir le produit cible 133 avec de
meilleurs rendements (de I'ordre de 50%). Comme observé précédemment avec le composé 135, le
groupe orthoester a rendu la purification sur colonne de gel de silice délicate. Malgré I'ajout de
triéthylamine dans I’éluant, nous n’avons récupéré que trés peu de produit cible. Cependant, aprés
avoir laissé le mélange réactionnel au réfrigérateur pendant une nuit, I'apparition de cristaux a pu
étre observée. Des paillettes blanches ont ainsi été obtenues et analysées par RMN. La présence du
groupement tosyle a été confirmée par le déblindage du pic du CH,0OR passant de 3,45 ppm pour R=H
(molécule 134) a 3,78 ppm pour R=Ts (molécule 133), ainsi que par la présence de protons
aromatiques et d’un signal intégrant pour trois protons (2,47 ppm en RMN *H et 21,9 en RMN 23C).
Les deux signaux restants, un singulet intégrant pour 6 protons a 3,91 ppm et un singulet a 1,43

ppm, correspondent aux trois groupements CH,O de la partie symétrique de la molécule, ainsi qu’au
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groupement méthyle. Ces informations ont confirmé que les cristaux isolés correspondent au
composé 133 souhaité, isolé avec un rendement de 89%. Le composé 133 activé est ainsi obtenu

avec un rendement global sur les deux étapes de 85%.

OE
O
OEt
PTSA TsCl, NaH o
_< [o)
—_—
j C0|-| A }_\ (
(o} OTs
95% 9%
pentaérythritol 134 133

Schéma 44 : Syntheése de I'espéce nucléofuge

Une fois le composé tosylé obtenu, la réaction de substitution nucléophile a été réalisée dans les
mémes conditions que celles décrites précédemment, dans du DMF a reflux en présence d’une base

(schéma 45).

TrO
Base
o e DO
e
(o} OTs (o) OTr
OH
124 133 132

Schéma 45 : Synthése de 132

Plusieurs bases, répertoriées dans le tableau 20, ont été testées se différenciant par leur pKa, leur
caractére plus ou moins nucléophile, la nature de leur contre-ion ou encore leur caractere organique

ou minéral.

Comme on peut le voir dans le tableau 20, aucune base dont le pKa est trop proche de celui du
phénol n’a permis d’obtenir le produit souhaité. Les bases ayant permis d’isoler le produit avec un
rendement supérieur a 10% sont les hydrures ainsi que la soude et la potasse. Nous avons choisi NaH
et KOH pour optimiser cette synthese. Plusieurs parameétres ont été considérés, I'ordre d’ajout des
réactifs, la température du milieu, la quantité de chaque réactif, et le temps de réaction. Dans les
conditions optimales, 1,8 éq de dérivé phénolique réagissent avec 4,5 éq de KOH en poudre dans du
DMF anhydre et sous atmosphere d’argon. Apres 10 min d’agitation, le tosylate a été ajouté au
mélange, et le milieu a été alors chauffé a 80 °C pendant 2 heures. Il s’est avéré que l'aspect
physique de la base a joué un role important dans la réaction. En effet, I'utilisation de KOH sous la

forme de paillettes n’a pas permis de dépasser 16% de rendement contrairement aux 87% obtenus
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avec de la potasse en poudre. Le fait de travailler avec une poudre permet d’augmenter la surface
totale de contact entre le réactif et la base insoluble dans le DMF. Cela entraine donc la production

plus importante et plus rapide de I'ion phénolate qui peut ensuite réagir sur I'électrophile.

Tableau 20 : Bases testées pour la réaction de couplage entre le dérivé phénolique 124 et le tosylate 133

Base pKa Rendement du couplage (%)
NaH 35 10-32
KH 35 5
DIPEA 10,7 =
DBU 11,5 8
LDA 35,7 =
NaOH 15,7 11
KOH en paillette 15,7 16
KOH en poudre 15,7 87
NaHCO; 10,3 =
K»,CO3 10,3 -

La purification du mélange réactionnel sur colonne de gel de silice a conduit a un sous-produit ne
présentant pas la méme symétrie que celle attendue pour le composé 132. Ainsi, aucun signal
intégrant pour 6 H n’a pu étre identifié par RMN H. Par comparaison avec les composés 133 et 134,
nous en avons déduit que les signaux a 6=4,09 ppm et a 3,97 ppm correspondent respectivement a
CH,OTr et CH,0Ph. Le signal a 4,14 ppm, visible sur le spectre de 134, a laissé place a un singulet a
4,31 ppm intégrant pour 2H et a un doublet de doublet de doublet (ddd) a 3,78 ppm pour 4H, ce qui
signifie que deux des CH,0 sont identiques mais que le troisieme porte une fonction différente. La
présence d’un singulet intégrant pour 3H a 2,10 ppm est caractéristique de la présence d’un acétyle.
Ainsi, deux des fonctions hydroxyles ont été déprotégées lors de la purification sur gel de silice, la
troisieme étant engagée dans une liaison ester. Cette hypothése a pu étre vérifiée par RMN du
carbone par la présence d'un signal dans la zone des carbonyles (172,2 ppm) et par MS
(IM+Na]*=549,1) qui correspond a la masse molaire du composé 135 sur la figure 63. Un pourcentage

variant de 5 a 10% de 135 a été obtenu apreés la purification sur colonne de gel de silice.
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Figure 63 : Structure du produit 135 issu de la dégradation de 132 lors de la purification sur colonne de gel de

silice

2) Déprotection des hydroxyles

Une fois le composé 132 obtenu, I'étape suivante a consisté a déprotéger les trois fonctions

hydroxyle du pentaérythritol afin de pouvoir allonger les différentes chaines.

Les orthoesters étant plus sensibles que les éthers trityliques aux conditions acides, le composé 132 a
été placé en présence d’acide acétique (7.102 M) et d’un large excés d’eau. Cependant, le composé
131 n’a pas été obtenu mais, comme pour la déprotection sur colonne de gel de silice lors de I'étape
de synthése précédente, I'ester 135 a été obtenu (schéma 46). Une seconde étape de déprotection a
alors été nécessaire pour libérer le dernier hydroxyle protégé. Pour cela, le composé 135 a été placé
dans les conditions de Zempléen. Ces deux étapes ont permis la syntheése du produit 131 avec un

rendement global de 54% sur les deux étapes.

HO
e
o oTr HO™ 434
132
AcOH
75%

HO NaOMe, HO
MeOH
Ho/ﬂ/\OO—\ — > Hoﬂ/\o—Q—\
OTr o oTr
/1 72% HO
° 135 131

Schéma 46 : Déprotection des trois hydroxyles de 132

Les spectres RMN *H et 13C ont confirmé I'obtention d’un produit symétrique au vu du nombre trés
restreint de signaux. Ceux a 4,31 ppm et 3,78 ppm n’apparaissent plus sur le spectre, les 6 protons
des trois CH;, sont intégrés sous un singulet a 3,85 ppm. De plus, aucun signal relatif a un acétyle
n’est visible sur les spectres, attestant de la synthése du composé 131 souhaité. Ces données ont été

confirmées par I'obtention d’'une masse [M+Na]* de 507,1 en MS.
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3) Elongation du bras

Avec le composé trihydroxylé 131 a disposition, alkylation et élongation des chaines ont été
réalisées. Pour rappel, la longueur de la chaine a été choisie pour avoir des distances et des mobilités

optimales entre les trois motifs saccharidiques.

Le triol 136 a été obtenu apres une triple réaction de O-alkylation du composé 131 par du bromure
d’allyle (en trés large exces) en présence d’hydrure de potassium. Le composé 122 a été isolé avec un
rendement de 75%, les 25% restant correspondant aux composés mono- et disubstitués. En effet, les
spectres de masse confirment I'obtention de trois produits, de m/z=546,9, 587,1 et 627,2. Une
différence de masse de 40 entre chacun de ces trois pics est calculée, ce qui correspond a la masse
molaire d’'un groupement CH,=CHCHj,. Les fractions comprenant ces sous-produits de mono- et di-O-
allylation ont pu étre remises en réaction afin d’obtenir le composé 122 trialkylé (schéma 47). 122 a
été analysé par RMN afin de confirmer la structure de la molécule. Trois nouveaux signaux sont
observables, un a 5,88 ppm et un a 5,26 ppm intégrant chacun respectivement pour 3 et 6 protons
qui correspondent aux trois fonctions éthyléniques, et le dernier signal a 3,97 ppm pour les trois

CH,O.

Le composé 122 a été transformé en triol 136 par hydroboration par action du 9-BBN (9-
borobicyclo[3.3.1]nonane) suivie d’'une oxydation en présence d’eau oxygénée et de soude (schéma

47) avec un rendement global de 62% sur les deux étapes.

Ho/ﬂ/\()@—\ KH \/\O/ﬂ/\o < >
OTr >
HO 75% o OTr
131 N 122
1)9-BBN
2)NaOH, H,0,
62%
HO "o
HO "o o@—\
OoTr
HO_~_°0
136

Schéma 47 : Schéma réactionnel de I'élongation des chaines du bras de la plateforme

La transformation du composé 122 triallylé en dérivé trihydroxylé 136 a été confirmée par RMN
puisque les signaux spécifiques du groupement allylique ont été remplacés par deux triplets et un
quintuplet. Les deux triplets correspondent aux deux CH,O et le quintuplet au CH, central de la

chaine propyle.
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Le composé 136 obtenu a pu alors étre utilisé dans une seconde réaction de substitution, cette fois-ci
avec du bromure de propargyle, dans les mémes conditions que lors de la premiére élongation. Le
composé 137 est obtenu avec un rendement de 89% sur cette derniére étape (schéma 48) et un
rendement global de 13% sur les 9 étapes de synthese. L'élongation de la chaine a été confirmée par
analyse RMN. En RMN H, on peut voir un singulet a 4,08 ppm intégrant pour 6 protons et un triplet a
2,23 ppm, correspondant aux trois protons des alcynes vrais. En RMN 3C, les pics a 80,1 et 74,3 ppm

ont confirmé la présence des trois triples liaisons du composé 137.

HO "0 z B 07"
N KH AN
HO O/ﬂﬁc’@_\on ///\O o/ﬂﬂ 4@_\
0,
HO o 89% \\\/OV\/O
136

Schéma 48 : Synthése du composé 137

La derniére étape de la synthése de la plateforme a consisté en une déprotection de I’'hydroxyle en
para de la partie phénol. Nous avons décidé d’utiliser, comme dans la synthese des sucres, le TFA
comme source de proton (schéma 49). L’analyse par spectrométrie de masse du brut de réaction a
mis en évidence la synthése d’une espéce de [M+Na]* de 649 qui pouvait correspondre a I'ester
triflique du composé 22. Cet ester, trés instable a été hydrolysé au cours de la purification sur
colonne de gel de silice, ce qui a conduit au composé 22 souhaité avec un rendement de 78%. Le
produit a été facilement identifié par RMN H avec la présence d’un singulet & 4,60 ppm intégrant

pour 2 protons (initialement a 4,09 ppm dans le composé 137 protégé).

/OMO
PSRN ﬂ” O
TFA
/\o/\/\o 78% \/OV\/O

\/O\/\/O
137 \ = 070

FeCls(H,0) o
55% =z o/\/\o/ﬂﬂo@—(
H

Schéma 49 : Déprotection de I'hydroxyle tritylé

Des tests ont été réalisés avec le chlorure de fer(lll) hexahydraté (FeCls(H,0)s), de la méme maniére
que lors de la déprotection de I’"hydroxyle de la partie lipidique. Cependant, a la place de I'alcool 22,

le produit synthétisé est I'aldéhyde 138, identifiable par une analyse HRMS de 551.2614 et un pic en
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RMN du proton a 9,88 ppm (comparé a 4,60 ppm pour CH,OH). En présence de fer(lll), en plus de la
déprotection de I’hydroxyle, a eu lieu une oxydation du carbone en alpha du cycle aromatique avec

un rendement de 55% (schéma 49).

V Couplages des trois différentes parties

Dans cette derniére partie, nous allons présenter les deux couplages finaux, le premier forme un
ester reliant la partie plateforme a la partie lipidique, le second greffe les sucres a la molécule par
cyclo-addition [3+2]. La réaction click permet d’utiliser des sucres déprotégés, c’est la raison pour
laquelle elle a été envisagée pour la fin de la synthése. En effet, la déprotection des glycosides
impliquerait des conditions basiques qui risqueraient de rompre la liaison entre le phénol et le reste
de la plateforme. De plus, si les sucres déprotégés avaient été introduits avant la partie lipidique, il
aurait fallu purifier des composés supportant trois sucres déprotégés, ce qui n’est pas aisé. Les

saccharides devaient donc étre les derniers a étre insérés sur la molécule.

Vous pouvez retrouver I'ensemble des molécules utilisées lors de ces couplages a la page 287 de ce

manuscrit.

1) Couplage de la partie lipidique sur la plateforme

Pour réaliser le couplage de la partie lipidique sur la plateforme, deux voies ont été envisagées. La
premiere présentée sur le schéma 50 repose sur une réaction d’estérification en présence de
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) ; la seconde passe par la

formation d’un chlorure d’acyle afin d’augmenter la réactivité du carbonyle de 23.

L'utilisation du couple DCC/DMAP a permis d’obtenir le composé 121 souhaité mais avec des
rendements trés variables de 16 a 53%. Apres purification sur colonne de gel de silice, le produit 121
a été caractérisé par RMN. Un déblindage trés important a été observé pour le signal des deux
protons en a du phényle, passant de 4,60 ppm pour I'alcool 22 a 5,13 ppm pour |'ester 121. Les
résultats de I'analyse HRMS ont donné une masse [M+Na]* de 1145.8568 correspondant a la masse

molaire du composé 121 souhaité.
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Schéma 50 : Couplage de la plateforme a la partie lipidique

La seconde voie de synthése envisagée passe par un intermédiaire de type chlorure d’acyle (schéma

51). Pour cela, l'acide a été dissous dans du toluene anhydre et mis en réaction avec un exces de

chlorure de thionyle (SOCI;) pendant 8 heures (dont 6 a 70 °C). Le toluéne a ensuite été évaporé et

SOCl, co-évaporé trois fois a I'aide de toluéne. A 0 °C, une solution de l'alcool 22 dans du

dichlorométhane anhydre a été ajoutée au brut de la premiere étape de la réaction, suivi d’un léger

exces de triéthylamine. A la suite d’une purification sur colonne de gel de silice, le composé 121 a été

isolé avec un rendement de 10%, inférieur a celui obtenu avec le couple DCC/DMAP. Cette voie de

synthése étant plus compliquée a mettre en ceuvre, elle n’a pas été optimisée et nous avons préféré

suivre la premiére approche.
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Schéma 51 : Couplage de la plateforme a la partie lipidique par utilisation du SOCI.

2) Couplage des glycosides sur la plateforme

Le produit 121 ayant été obtenu avec succeés, la derniere étape de la synthése a consisté a lier la

structure plateforme/lipide a trois motifs sucres identiques. Comme il n’a pas été possible
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d’optimiser la synthése des disaccharides azoturés, seuls les monomeres ont été utilisés pour la
réaction click. Deux galactofuranosides, I'un fluoré en position 6 (16) et I'autre pas (15), ainsi que le
mannopyranoside 24 possédant un bras en position anomere, ont été mis en réaction avec le triyne
121. La réaction click a été réalisée dans un milieu constitué d’eau, de t-butanol et de DCM. Les
azotures et les saccharides ont été préalablement dissous dans ce mélange biphasique, puis le sel de
cuivre (Cu(OAc),) ainsi que I'ascorbate de sodium ont été ajoutés. Apres deux heures de réaction, le
mélange a été filtré et le résidu obtenu aprés évaporation des solvants est purifié sur colonne de gel

de silice (DCM :MeOH gradient de 100:0 a 50:50).

Une quatriéme réaction a été lancée en suivant la méthode de Fairbanks *° selon laquelle le mannose
est azoturé en position 1 puis clické sur la plateforme, le tout en one-pot. Cependant, le composé
cible n’a pas pu étre obtenu. Etant donné que la réaction a lieu en one-pot, sans vérification de
I'obtention de I'intermédiaire, nous ne pouvons pas savoir si c’est la formation de I'azoture ou la

formation des triazoles qui a été problématique

Néanmoins, la réaction click entre le mannopyranoside 24 et la partie plateforme a permis de
synthétiser les composés 139 et 140 avec des rendements respectifs de 53 et 37% (schéma 52).
Malgré la présence de deux chaines lipidiques, la purification de ces produits s’est montrée délicate.
En effet, il a fallu augmenter de maniére drastique la proportion de méthanol, jusqu’a 50% de

I’éluant, afin d’éluer le composé cible tres polaire, sur la colonne de gel de silice.

Le composé 139 a été obtenu mais la masse [M+Na]* de 139 n’est pas conforme a celle attendue. La
différence de masse correspond a un motif sucre-triazole en moins (structure proposée sur la
schéma 52). Un signal a 7,82 ppm, intégrant pour deux protons, est visible sur le spectre RMN *H de
ce composé. Hors ce pic, absent des spectres des réactifs, est spécifique des triazoles,®® ce qui
confirme la présence de deux triazoles au lieu des trois attendus. De plus, seuls deux protons
anomeéres sont observés, confirmant la présence de deux motifs saccharidiques sur les trois
souhaités. Cependant, le signal a 2,39 ppm, caractéristique des alcynes vrais, n’est plus visible.
D’apres le résultat de I'analyse HRMS, toute la partie propargylique n’est pas présente sur la

molécule

Suite a la purification sur colonne de gel de silice, un second produit 140 a été isolé et caractérisé par
une valeur de m/z de 1893.1469 par HRMS, conformément a ce qui était attendu pour une
triprésentation de saccharides (schéma 52). La formation des triazoles a pu étre prouvée facilement
par la présence d’un singulet a 7,77 ppm en RMN !H intégrant pour 3 protons, ainsi que par la
disparition du signal des alcynes vrais a 2,39 ppm présent sur le spectre de la partie plateforme 121.

Toutes les caractéristiques des trois motifs mannopyranosides sont présentes, les protons des sucres

243



ainsi que la chaine courte O-CH,-CH,-N. Les chaines lipidiques sont également facilement repérables
avec les multiplets blindés entre 1,54 et 0,80 ppm. Enfin, la présence de la plateforme est confirmée
par les signaux des protons aromatiques entre 7,28 et 6,84 ppm, par les différents signaux déblindés
des protons en alpha d’atomes d’oxygene (triplet a 3,55 ppm et massif entre 3,50 et 3,40 ppm) ainsi
que par le quintuplet a 1,81 ppm. Ce composé a été obtenu avec un rendement modéré de 37%, qui
s’explique en partie par la formation du co-produit 139 (schéma 52). L’exces de motif saccharidique a

pu étre récupéré sans aucune dégradation ainsi que le composé 121 qui n’a pas réagi.
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Schéma 52 : Réaction click entre 121 et 24
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Suite a la validation de la réaction click avec le dérivé mannopyranosidique, nous avons effectué, en

suivant le méme protocole, la cycloaddition a partir des dérivés galactofuranosidiques 15 et 16.

Avec le composé non fluoré 15, nous avons pu obtenir 8,3 mg de produit 26 (figure 64) ce qui
représente un rendement de 13%. Les réactifs de départ ont cependant pu étre recyclés. Cette
différence de réactivité peut s’expliquer par la présence de |'azoture directement sur le cycle
saccharidique contrairement au composé 24 qui présente la fonction azoture a I'extrémité d’un bras.
De la méme maniére que pour les composés 139 et 140, nous avons pu confirmer |'obtention du
composé 26 par MS avec un [M+Na]* de 1760,7 ainsi que par I'exploitation de spectres RMN. Ainsi, le
singulet du triazole a 8,00 ppm integre pour 3 protons. Le cycle aromatique est également facilement
repérable avec les deux multiplets entre 7,30 et 6,80 ppm. Le spectre COSY a permis ainsi de
facilement identifier chaque pic du sucre. Les autres déplacements chimiques de la plateforme

lipidique possédent des déplacements similaires a ceux obtenus pour le composé 121.

\
o N \\L
OH
HO o
HO HO ) )
N i /\)\/\/E\/\/E\/\)\
N ]/\0/\/\0 OO\ o
N o
(o]
H (o]
HO
OH ~""0
HO N o
N\
N 26
o]
H
HO OH
HO

Figure 64 : Composé 26 issu de la réaction click entre 15 et 121

La méme réaction click, dans les mémes conditions de temps, de température, et a partir des mémes
réactifs a été menée avec le dérivé galactofuranosidique 16, fluoré en position 6. Cependant, la
réaction n’a pas été concluante et la formation d’aucun composé fluoré n’a pu étre observée. Le
saccharide 16 a été isolé aprés purification du milieu réactionnel. L’abscence de réaction pourrait

étre dlie a la présence du fluor, susceptible de diminuer la réactivité de I'azoture.

Un second essai a été mené, cette fois-ci en laissant la réaction 24 heures a 50 °C. Apreés purification,
le composé 141 tri-antenné (figure 65) a été isolé avec un rendement de 16%. Comme lors de la

synthese du produit mannosylé 140, 6% de co-produit di-substitué 142 (figure 65) a été isolé,
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identifié par MS avec une masse [M+Na]* de 1521. De plus, I'intégration du signal caractéristique des
triazoles en RMN H, d’une valeur de 3 protons a 8,01 ppm dans le cas de 141 et d’une valeur de 2 &

7,98 ppm pour 142, certifie le nombre d’hétérocycle par molécule.
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Figure 65 : Composés 141 et 142 issus de la réaction click entre le Galf fluoré 16 et 121

VI Conclusion

Aprés une optimisation de la voie de synthese, la molécule plateforme 22 a été obtenue avec succés
apres 9 étapes de synthese et avec un rendement global de 13%. Les problemes de réactivité dus a
I’'encombrement des molécules ont pu étre surmontés grace a l'utilisation d’une protection du
pentaérythritol sous la forme d’un orthoacétal. Les conditions de couplage de la partie phénolique a

I’espaceur ont également demandé un travail d’optimisation qui a permis de passer d’'un rendement
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de 10 a 87% grace, notamment a un changement de solvant et a 'utilisation d’une base minérale

sous forme de poudre.

Suite a 'obtention de 22, le couplage avec I'acide lipidique 23 a été mené afin d’obtenir le composé
121. Bien que le composé cible ait été isolé en quantité suffisante pour la suite de la synthése, une
optimisation de la réaction d’estérification reste nécessaire afin d’améliorer le rendement de cette

réaction (53%).

Trois réactions click ont été conduites avec succes et ont mené a la synthése de trois composés cibles
140, 26 et 141. Deux autres produits issus d’'une double cycloaddition ont pu étre isolés, dont un en
guantité non négligeable (53%) qui sera également testé pour ses propriétés immunoadjuvantes.
L’origine de ces co-produits reste a déterminer. La molécule plateforme 121 semble étre stable, ce
qui signifie que I'hydrolyse du groupement propargylique aurait lieu dans les conditions de la
réaction click. Des études de I'évolution de 121 dans I'eau et en présence de cuivre sont donc a

prévoir afin de limiter la synthése de ce type de composé.

Etonnamment, les rendements de la réaction click n"ont pas été aussi élevés que ceux que nous
attendions. Cependant, nous pouvons constater que la réactivité du dérivé mannopyranodidique
semble étre supérieure a celles des trois composés présentant une fonction azoture directement liée
au centre anomere. Cela peut s’expliquer par la présence d’un bras en C-1 du mannopyranose
permettant une meilleure présentation de I'azoture que lorsqu’il est directement relié au carbone
anomere. La présence de I'atome de fluor semble également étre un frein a la derniere étape de

cette synthese puisqu’il a été nécessaire de chauffer le milieu pour obtenir le composé 141.
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Experimental section
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Triallyl-tosyloxy-pentaerythritol (128) ©*

To a solution of pentaerythritol (1 g, 3.9 mmol) in dry acetonitrile (30 mL) were added tosyl chloride
(1.5 g, 7.8 mmol) and cesium carbonate (25 mg, 0.076 mmol). The mixture was stirred at 100 °C for
24 h. The mixture was washed with saturated NaHCOs; (2 x 10 mL), brine (3 x 10 mL), and dried over
MgSO.. Solvents were removed under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt 100:0

up to 80:20) afforded 920 mg of the desired product as a slightly yellow solid.
Yield: 55 %.

MW= 410.53 g/mol.

Rf= 0.1 (CHex:AcOEt 95:5).

NMR in CDCls:

1H: 7.79-7.75 (M, 2H, Harom), 7.34-7.30 (M, 2H, Harom), 5.79 (ddt, 3/=17.3 Hz, 3/=10.6 Hz, */=5.4 Hz, 3H, 3
CH=CH,), 5.18 (dq, /=17.3 Hz, 4/=1.7 Hz, 3H, 3 CHy=CH), 5.11 (dq, 3=10.4 Hz, %/=1.6 Hz, 3H, 3
CHas=CH), 4.06 (s, 2H, CH,050), 3.86 (dt, 3/=5.4 Hz, 4/=1.5 Hz, 6H, 3 CHCH,0), 3.38 (s, 6H, 3 CH,0Cq),
2.44 (d, 4J=0.7 Hz, 3H, CHs).

13C: 144.7 (CsHa), 134.9 (3 CH=CH,), 133.0, 129.9, 128.1 (CsHa), 116.5 (3 CH,=CH), 72.3 (3 CH,0), 69.9
(CH,QTs), 68.3 (3 CH,Cy), 44.9 (Cq), 21.8 (CHs).
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4-((Trityloxy)methyl)phenol (124)

TrO

OH

To a solution of p-hydroxybenzyl alcohol (5.0 g, 40.3 mmol) in dry pyridine (50 mL) was added trityl
chloride (17.3 g, 60.5 mmol). The reaction mixture was left 2 h at 20 °C. Ice and Et,0 (100 mL) were
added to the mixture to stop the reaction. The aqueous phase was extracted with Et,O (3 x 30 mL).
The combined organic layers were washed with brine (2 x 50 mL) and dried over MgS0.. Solvents
were removed under reduced pressure. Flash chromatography (DCM:MeOH 95:5) afforded 11.8 g of

the desired product as a white solid.

Yield: 80%.

MW= 366.46 g/mol.

HRMS: Calcd for C26H2202Na [M+Na]* 389.15120; found 389.1511.
Rf= 0.4 (CHex:AcOEt 8:2).

NMR in CDCls:

1H: 7.57-7.51 (M, 6H, Harom), 7.36-7.30 (M, 6H, Harom), 7.2-7.25 (M, 5H, Harom), 6.84—6.80 (M, 2H, Harom),
4.09 (s, 2H, CH,OTrt).

13C: 157.8,144.3,131.5,129.1, 128.8, 128.0, 127.1, 115.2 (CeHs), 87.1 (OCPhs), 65.6 (CH,OTr).
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Pentaérythritol orthoacetate (134) >’

R

To a solution of pentaerythritol (6.4 g, 4.9 mmol) in dry toluene (60 mL) was added p-toluene sulfonic
acid (112.0 mg, 0.6 mmol). The mixture was heated to 100 °C and triethyl orthoacetate (7.5 mL, 40.9
mmol) was added. The mixture was stirred under reflux for one week. Triethylamine was added to
neutralize the media and the mixture was filtered while still hot. After removal of the solvents, the
obtained crude was suspended in cyclohexane and filtered to afford 5.77 g of desired product as a

white solid.

Yield: 95 %.

MW= 160.17 g/mol.

Rf= 0.7 (Chex:AcOEt 7:3).

NMR in CDCls:

'H: 4.01 (s, 6H, 3 CH,0), 3.45 (s, 2H, CH,0H), 1.45 (s, 3H, CHs).

13C: 108.6 (Cq0s), 69.4 (3 CH,0), 61.4 (CH,0H), 35.7 (C,CH,0H), 23.5 (CH3).
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1-Methyl-4-(tosyloxymethyl)-2,6,7-trioxabicyclo-[2.2.2]-octane (133)

—foo}ﬂ
(o] OTs

To a suspension of NaH (60% in oil, 1.8 g, 45 mmol) in dry toluene (60 mL) was added 134 (4.0 g, 25
mmol). The mixture was stirred 10 min and then tosyl chloride (9.5 g, 49.8 mmol) was added. The
mixture was stirred at reflux during 24 h. The reaction media was quenched with isopropanol and
filtered through celite while still hot. The liquid part was left in the fridge for crystallization and

filtrate to give 3.82 g of the desired compound as a white solid.
Yield: 89%.

MW= 314.35 g/mol.

HRMS: Calcd for C14aH1506SK [M+K]* 353.10293; found 353.1033.
Rf= 0.4 (Chex:AcOEt 7:3).

NMR in CDCls:

1H: 7.78-7.73 (m, 2H, Harom), 7.40-7.35 (M, 2H, Harom), 3.91 (s, 6H, 3 CH,0), 3.78 (s, 2H, CH,OTs), 2.47
(s, 3H, PhCHs), 1.43 (s, 3H, CHa).

13C: 145.7, 137.6, 130.3, 128.1 (CHa), 68.5 (3 CH.0), 67.3 (CH,OTs), 34.4 (Cy), 23.3 (C4CHs), 21.9
(CHsPh).
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1-Methyl-4-[(p-trityloxymethyl)phenoxymethyl]-2,6,7-trioxabicyclo-[2.2.2]-octane (132)

_620}/\06_\0_”

To a suspension of KOH (318 mg, 6.5 mmol) in powder in dry DMF (30 mL) was added 124 (1.0 g, 2.7
mmol). The mixture was stirred 10 min before the addition of 133 (0.475 g, 1.5 mmol). The mixture
was stirred under reflux for 2 h. The media was left warming up to room temperature and diluted
with DCM (30 mL) and water (30 mL). The aqueous phase was extracted with DCM (3 x 10 mL). The
combined organic layers were washed with water (4 x 20 mL), dried over MgSO, and concentrated
under reduced pressure. Flash-chromatography (DCM) afforded 0.67 g of the desired product as a

white solid.

Yield: 87 %.

MW= 508.61 g/mol.

HRMS: Calcd for Cs3H3,0sNa [M+Na]* 531.21419; found 531.21419.
Rf= 0.9 (DCM).

NMR in CDCls:

1H: 7.53-7.48 (M, 6H, Harom), 7.38-7.20 (M, 11H, Harom), 6.84-6.80 (m, 2H, Harom), 4.14 (s, 6H, 3 CH-0),
4.09 (s, 2H, CH,0Tr), 3.73 (s, 2H, CH.0Ph), 1.50 (s, 3H, CHs).

13C: 157.5, 144.2, 132.3, 128.8, 128.7, 127.9, 127.1, 114.1 (CeHs, CsHa), 108.8 (C4CHs), 69.4 (3 CH-0),
66.4 (CH,0Ph), 65.4 (CH,0Tr), 34.9 (C,CH20), 23.5 (CHs).
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(Acetyl)-[(p-trityloxymethyl)phenyl]-pentaerythritol (135)

To a solution of 132 (0.9 g, 1.8 mmol) in DCM (10 mL) were added AcOH (51 pL, 0.9 mmol) and water
(0.97 mL, 54 mmol). The mixture was left stirring during 24 h at room temperature. The mixture was
guenched by addition of 10 mL of DCM and washed with water until pH=7. The organic layer was
dried over MgS0, and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (DCM) afforded

0.71 g of the desired product as colorless oil.

Yield: 75 %.

MW= 526.63 g/mol.

HRMS: Calcd for Cs3H3206Na [M+Na]* 549.22476; found 549.2249.
Rf= 0.2 (CHex:AcOEt 6:4).

NMR in CDCls:

1H: 7.53-7.48 (M, 6H, Harom), 7.36-7.21 (M, 11H, Harom), 6.92-6.87 (M, 2H, Harom), 4.31 (s, 2H, CH,0CO),
4.09 (s, 2H, CH,0Tr), 3.97 (s, 2H, CH,OPh), 3.78 (dd, J=26.8 Hz, 2/=11.4 Hz, 4H, 2 CH,0H), 2.10 (CH).

13C: 172.2 (CO), 158.4, 144.4, 131.8, 128.9, 128.8, 128.0, 127.2, 114.6 (CeHs, CeHa), 87.3 (C4,Phs), 67.0
(CH,OPh), 65.7 (CH,0OTr), 63.5 (CH,0CO), 62.1 (2 CH,0H), 44.9 (Cq), 20.9 (CHs).
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[(p-Trityloxymethyl)phenyl]-pentaerythritol (131)

HO

OTr

HO

To a solution of 135 (0.28 g, 0.5 mmol) in 6 mL of a mixture of dry DCM and dry MeOH (1/1) was
added a solution of sodium methanolate in methanol (5.4 M, 300 uL). The mixture was left stirring
for 3 h at room temperature. A spoon of cationic resin IR-120 (H* form) was added to the medium
and the pH was checked until the medium was neutralized. The mixture was filtered and solvents
were removed under reduced pressure. Flash chromatography afforded 0.174 g of the desired

product as a colorless oil.

Yield: 72 %.

MW= 484.59 g/mol.

MS: Calcd for C3;H320sNa [M+Na]* 507.21; found 507.1.
Rf= 0.5 (DCM:MeOH 9:1).

NMR in CDCls:

IH: 7.53-7.47 (m, 6H, Harom), 7.34-7.21 (M, 11H, Harom), 6.93-6.87 (M, 2H, Harom), 4.09 (s, 2H, CH-OTr),
4.01 (s, 2H, CH,0Ph), 3.85 (s, 6H, 3 CH,0H), 2.43 (s, 3H, 3 OH).

13C: 157.8, 144.1, 134.0, 128.7, 128.6, 127.8, 127.0, 114.3 (CeHs, CHa), 87.0 (C,Phs), 68.9 (CH,OPh),
65.4 (CH,0Tr), 64.6 (3 CH,0H), 45.1 (C4(CH,0H)s).
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Triallyl-[(p-trityloxymethyl)phenyl]-pentaerythritol (122)
\/\O
S~ o~ )
OTr
/\/0

To a suspension of KH (30 % in oil, 0.19 g, 1.7 mmol) in dry DMF (5 mL) was added at 0 °C a solution
of 131 (0.4 g in 5 mL of dry DMF, 0.83 mmol). The mixture was allowed to heat up at room
temperature and stirred for 10 min. Allyl bromide (0.83 mL, 16.6 mmol) was added to the flask. The
mixture was stirred at room temperature for 24 h. KH was quenched by slowly adding of water at 0
°C. The aqueous layer was extracted with Et,0 (3 x 5 mL). The combined layers were washed with
brine (15 mL), dried over MgSQO4, and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography

(DCM:MeOH 98:2) afforded 0.375 g of the desired product as a slightly brown solid.
Yield: 75 %.

MW= 604.79 g/mol.

HRMS: Calcd for CaoHa40sNa [M+Na]* 627.08531; found 627.0853.

Rf= 0.8 (DCM).

NMR in CDCls:

IH: 7.55-7.49 (M, 6H, Harom), 7.35-7.21 (M, 11H, Harom), 6.93-6.87 (M, 2H, Harom), 5.88 (ddt, 3/=17.3 Hz,
3/=10.6 Hz, 3/=5.4 Hz, 3H, 3 CH), 5.26 (dq, 3/=17.3 Hz, “/=1.8 Hz, 3H, 3 CH,CH), 5.14 (dq, 3/=10.4 Hz,
3J=1.7 Hz, 3H, 3 CHaCH), 4.08 (s, 2H, CH,0Tr), 4.01 (s, 2H, CH,0Ph), 3.97 (dt, 3/=5.4 Hz, 4/=1.6 Hz, 6H,
CHaCH x 3), 3.58 (s, 6H, CH,0 x 3).

13C: 157.8, 144.4, 135.3 (3 CH), 131.3, 128.9, 128.5, 127.9, 127.1, 114.6 (CeHs, CsHa), 116.4 (3 CH,CH),
87.0 (C,Phs), 72.4 (3 CHCH,0), 69.1 (3 CH,0), 67.2 (CH,0Ph), 65.7 (CH,0Tr), 45.4 (Cy).
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Tri-(3-hydroxypropyl)-[(p-trityloxymethyl)phenyl]-pentaerythritol (136)

To a solution of 122 (0.3 g, 0.5 mmol) in dry 1,4-dioxane (0.5 mL) was added at 0 °C 9-BBN (0.5 mL,
0.5 M). The mixture was stirred for 24 h. At 0 °C, NaOH (0.9 mL, 3 M) and H,0; (0.2 mL, 10 M) were
successively added. The mixture was stirred 48 h at room temperature. Solvents were removed
under reduced pressure. The crude was extracted with AcOEt (3 x 10 mL). The combined organic
layers were washed with brine (15 mL), dried over MgS0O4, and concentrated under reduced
pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt:MeOH gradient from 50:50:0 to 0:100:0 and then
0:85:15) afforded 0.2 g of the desired product as a colorless oil.

Yield: 62 %.

MW= 658.83 g/mol.

HRMS: Calcd for C4oHs00gNa [M+Na]* 681.3397; found 881.3399.
Rf= 0.3 (DCM:MeOH 9:1).

NMR in CDCls:

1H: 7.53'7.48 (m, 6H, Harom), 7.34'7.21 (m, 11H, Harom), 6.92‘6.86 (m, 2H, Harom), 4.08 (S, 2H, CHzOTI"),
3.94 (s, 2H, CH,OPh), 3.74 (t, */=5.4 Hz, 6H, 3 CH,0), 3.60 (t, */=5.2 Hz, 6H, 3 CH,0), 3.53 (s, 6H, 3
CH0), 1.80 (quint, 3/=5.8 Hz, 6H, 3 OCH,CH,).

13C; 158.4, 144.3, 131.5, 128.9, 128.8, 128.6, 127.9, 127.1, 114.5 (C¢Hs, CsHa), 87.0 (C,Phs), 70.7 (3
CH.0), 70.4 (3 CH,0), 67.6 (CH,0Ph), 65.6 (CH20Tr), 61.4 (3 CH,0), 44.8 (Cy), 31.9 (3 HOCH,CH.).
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Tri-(3-oxypropyn)-[(p-trityloxymethyl)phenyl]-pentaerythritol (137)
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To a solution of 136 (100mg, 0.15 mmol) in dry DMF (1.5 mL) at 0 °C were successively added
propargyl bromide (114 plL, 1.5 mmol) and sodium hydride 60% in oil (30 mg, 0.75 mmol). The
mixture was stirred for 5 h. At 0 °C, water was slowly added. The mixture was extracted with AcOEt
(4 x 10 mL). The combined organic layers were washed with water (3 x 10 mL) and brine (10 mL),
dried over MgS0,, and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (DCM) afforded

18.6 mg of the desired product as a slightly brown solid.

Yield: 89 %.

MW= 772.98 g/mol.

HRMS: Calcd for C4gHs6OsNa [M+Na]* 795.38674; found 795.3872.
Rf= 0.1 (DCM).

NMR in CDCls:

IH: 7.54-7.48 (M, 6H, Harom), 7.36-7.21 (M, 11H, Harom), 6.92-6.86 (M, 2H, Harom), 4.09 (s, 2H,CH,OTr),
4.08 (s, 6H,3 CH,CCH), 3.95 (s, 2H, CH,0Ph), 3.56 (t, 3/=6.4 Hz, 6H, 3 CH,CH0), 3.51 (s, 6H, 3 CqCH,0),
3.48 t, ¥=6.2 Hz, 6H, 3 CH,CH,0), 2.39 (t, “/=2.4 Hz, 3H, 3 CH), 1.93 (quint, 3/=6.3 Hz, 6H, 3
CH,CH2CH).

13C: 158.8, 144.4, 131.1, 128.9, 128.6, 127.9, 127.2, 114.6 (CeHs, CHa), 87.0 (C,Phs), 80.1 (3 C,CH),
74.3 (3 CH), 69.6 (3 CH,0), 68.2 (3 CH,0), 67.4 (3 CH,0), 67.2 (CH,OPh), 65.6 (CH,OTr), 58.2 (3
CH,CCH), 45.4 (Cg), 30.0 (3 OCH,CH,CH,0).
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Tri-(3-oxypropyn)-[(p-hydroxyoxymethyl)phenyl]-pentaerythritol (22)

To a solution of 137 (420 mg, 0.54 mmol) in DCM (13 mL) was added slowly added TFA (83 uL, 1.1
mmol). The mixture was stirred for 30 min at room temperature. Solvents were removed under
reduced pressure and the crude was co-evaporated three times with toluene. Flash chromatography

(CHex:AcOEt gradient from 8:2 to 5:5) afforded 224 mg of the desired product as a white solid.
Yield: 78 %.

MW= 530.66 g/mol.

HRMS: Calcd for C3oH4,0sNa [M+Na]*553.24419; found 553.2770.

Rf=0.4 (CHex:AcOEt 8:2).

NMR in CDCls:

1H: 7.33-7.25 (M, 2H, Harom), 6.94-6.910 (M, 2H, Harom), 4.60 (s, 2H, CH,0H), 4.07 (s, 6H, 3 CHCqCH-0),
3.95 (s, 2H, CqCH,OPh), 3.54 (t, 3/=6.5 Hz, 6H, 3 OCH,CHs), 3.49 (s, 6H, 3 OCH,Cq), 3.48 (t, 3/=6.3 Hz,
6H, 3 OCH2CH,), 2.40 (t, 4)=2.4 Hz, 3H, 3 CH), 1.82 (quint, 3/=6.3 Hz, 6H, 3 OCH,CH,CH0).

13C: 159.2, 133.1, 128.9, 128.7, 114.8 (CeHa), 74.3 (3 CH), 69.5 (3 CH,0), 68.2 (3 CH,0), 67.3 (CH,OPh,
3 CH,0), 65.2 (CH,0H), 58.2 (3 CH,CCH), 45.4 (C4), 30.1 (3 OCH,CH,CH,0).
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Tri(3-allyloxypropyn)-[(p-methyl-(25)-2-((3,7,11,15-tetramethylhexadecyl)oxy)-1-hexadecyloxy
propanoate)phenyl]-pentaerythritol (121)
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To a solution of acid 23 (140 mg, 0.23 mmol) in dry DCM (1.5 mL) was added DMAP (39 mg, 0.32
mmol). At 0°C, a solution of alcohol 22 (99 mg, 0.19 mmol) in dry DMC (2.5 mL) was slowly added to
the mixture followed by 88 mg of DCC (0.42 mmol). The mixture was first stirred for 5 min at 0°C then
24 h at room temperature. DCM was added to the mixture which was then extracted with HCI 5% (2 x
10 mL), NaHCO3 (2x 10 mL) and brine (10mL). The combined organic layers were dried over MgS0O4
and concentrated under reduced pressure. Flash chromatography (CHex:AcOEt gradient from 10:0 to

9:1) afforded 137 mg of the desired product as a slightly orange solid.
Yield: 53 %

MW= 1123.69 g/mol

HRMS: Calcd for C3oH4,0sNa [M+Na]* 1145.5866; found 1145.8568.
Rf= 0.1 (DCM:MeOH 9:1)

NMR in CDCls:

1H: 7.29-7.24 (M, 2H, Harom), 6.91-6.86 (M, 2H, Harom), 5.13 (d, 4/=3.9 Hz, 2H, H-7), 4.08 (d, 4/=2.4 Hz,
6H, 3 H-1), 4.09-4.04 (m, 1H, H-8), 3.95 (s, 2H, H-6), 3.70-3.62 (m, 4H, H-9, H-10), 3.56 (t, 3/=6.4 Hz,
6H, 3 H-4), 3.50 (s, 6H, 3 H-5), 3.48 (t, 3/=6.0 Hz, 6H, 3 H-2), 3.47-3.41 (m, 2H, H-11), 2.39 (t, 4/=2.4 Hz,
3H, 3 CH), 1.82 (quint, 3/=6.3 Hz, 6H, 3 H-3), 1.58-1.53 (quint, 3/=6.6 Hz, 2H, OCH,CH>), 1.42-1.03 (m,
50 H, 23 CH,, 4 CH), 0.92-0.82 (m, 18H, 6 CHs)

13C: 171.1 (CO), 159.6, 130.0, 127.7, 114.6 (CsHa), 80.0 (3 C,CH), 79.2 (C-8), 74.3 (3 CH), 72.0 (C-11),
71.4 (C-9), 69.6 (C-10), 69.4 (3 C-5), 68.2 (3 C-4), 67.3 (C-6), 67.3 (3 C-2), 66.5 (C-7), 58.2 (3 C-1), 45.3
(C-6), 39.5, 37.6, 37.5, 37.4 (CH,), 32.9 (2 CH), 32.0, 29.9 (CH,), 29.8 (CH),29.7 (3 C-3) 29.6, 29.4 (CH.),
28.1(CH), 26.1, 24.9, 24.4 (CH,) 22.8, 22.7, 19.8, 14.2 (6 CH3)
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General procedure for click chemistry (D):

Azido carbohydrates derivatives (4 eq) and compound 121 (40 mg, 0.035 mmol) were dissolved in 3
mL of a mixture of DCM, t-butanol and H,O (1:1:1). Cu(OAc): (7.2 mg, 0.035 mmol) and sodium
ascorbate (15 mg, 0.075 mmol) were successively added. The mixture was vigorously stirred for 2 h.
The mixture was filtered through celite. Solvents were removed under reduced pressure and water
was co-evaporated with toluene. Flash chromatography (DCM:MeOH 100:0 up to 50:50) afforded the

different products as colorless oils.
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Compound 139 was obtained following the general procedure D with azide 24.
Yield: 53%.

MW= 1583.09 g/mol

HRMS: Calcd for CgaH146N6O23Na [M+Na]t 1606.03316; found1606.0341.

Rf= 0.3 (DCM:MeOH 8:2)

NMR in CDCl5:18

1H: 7.82 (s, 2H, 2 H-9), 7.28-7.20 (M, 2H, Harom), 6.92-6.83 (M, 2H, Harom), 5.08 (d, 4/=5.4 Hz, 2H, H-16),
4.71 (d, J10=1.5 Hz, 2H, 2 H-1), 4.63-4.48 (m, 8H, 2 H-8, 2 H-10), 4.11-3.99 (m, 3H, 2 H-7a, H-17), 3.91
(s, 2H, H-15), 3.86-3.77 (m, 2H, 2 H-7b), 3.77-3.73 (m, 2H, 2 H-2), 3.70 (dd, J56.=8.9 Hz, Js6v=3.5 Hz,
4H, 2 H-6), 3.67-3.53 (m, 10H, 3 H-11, 2 H-3, 2 H-4), 3.53-3.36 (m, 14H, 3 H-13, H-18, 3 H-14), 3.20-
3.12 (m, 2H,2 H-5), 1.86-1.79 (m, 4H ,2 H-12), 1.75 (quint, 3/=6.1 Hz, 2H, H-12’), 1.55-1.43 (m, 4H, 2
OCH,CH,), 1.41-0.98 (m,50 H, 23 CH,, 4 CH), 0.87-0.77 (m, 18H, 6 CHs).

13C: 159.9 (CO), 142.5 (Cg), 130.4, 128.1, 115.0 (CeHa), 100.6 (2 C-1), 79.6 (C-17), 73.5 (C-5), 72.3 (C-
20), 71.6 (2 C-3), 71.5 (C-18), 70.8 (2 C-2), 70.0 (C-19), 69.9 (3 C-14), 69.6 (3 C-13), 68.6 (C-11'), 68.3
(2 C-11), 67.6 (C-15), 67.4 (2 C-4), 67.0 (C-16), 65.9 (C-7), 64.2 (2 C-10), 61.8 (2 C-6), 50.7 (C-8), 45.6
(Cq), 39.8, 37.9, 37.8, 37.7, 36.9 (CHa), 33.4 (2 CH), 32.6 (CH,), 32.3 (C-12’), 30.2 (CH), 30.1 (C-12), 30.0
(OCH2CHa), 29.8, 29.7 (CH), 28.3 (CH), 25.4, 25.0, 24.8, 24.7 (CH,), 23.0, 22.9, 22.8, 20.0, 19.8, 14.3 (6
CHs).
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Compound 140 was obtained following the general procedure D with azide 24.
Yield: 37%.
MW= 1870.16 g/mol.
HRMS: Calcd for CosH163N9O29Na [M+Na]* 1893.14489; found 1893.1469.
Rf= 0.1 (DCM:MeOH 7:3).
NMR in CDCls:

1H: 7.77 (s, 3H, 3 H-9), 7.28-7.23 (M, 2H, Harom), 6.89-6.84 (M, 2H, Harom), 5.08 (d, 4/=5.2 Hz, 2H, H-16),
4.72 (s, 3H, 3 H-1), 4.62-4.52 (m, 6H, 3 H-10, 3 H-8), 4.10-4.00 (m, 5H, 3 H-7a, H-17), 3.91 (s, 2H, H-
15), 3.81 (ddd, 2/=10.6 Hz, 3/=6.4 Hz, J=3.9 Hz, 3H, 3 H-7b), 3.76 (d, J23=2.8 Hz, 3H, 3 H-2),3.73-3.63
(m, 6H, 3 H-6), 3.62-3.58 (m, 6H, 3 H-3, 3 H-4), 3.55 (t, 3/=6.5 Hz, 6H, 3 H-11), 3.49-3.41 (m, 14H, 3 H-
13, 3 H-14, H-18), 3.21-3.13 (m, 3H, 3 H-5), 1.81 (quint, 3/=6.5 Hz, 6H, 3 H-12), 1.54-1.45 (m, 4H, 2
OCH,CH,), 1.40-0.98 (m, 50H, 23 CH,, 4 CH), 0.87-0.80 (m, 18H, 6 CHs).

13C: 171.8 (CO), 160.0, 148.0 (Cg), 130.5, 128.3(CsHa), 124.8 (3 C-9), 115.1 (CeHa), 100.6 (3 C-1), 79.7
(C-17), 73.7 (3 C-5), 72.4 (C-20), 71.7 (3 C-3), 71.6 (C-18), 70.9 (3 C-2), 69.9 (3 C-14), 69.8 (C-19), 68.7
(3 C-13), 68.3 (3 C-11), 67.6 (3 C-4), 67.5 (C-15), 67.1 (C-16), 66.0 (3 C-7), 64.4 (3 C-10), 61.9 (3 C-6),
50.6 (3 C-8), 45.7 (Cq), 39.8, 39.9, 37.8 (CH,), 33.2 (2 CH), 32.4 (CH,), 30.2 (3 C-12), 30.1 (CH), 30.0,
29.9, 29.8 (CH,), 28.4 (CH), 26.4, 25.2, 24.9, 24.8, 23.2, 23.1 (CH,), 22.9, 22.8, 20.0, 19.8, 14.3 (6 CHs).
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Compound 26 was obtained following the general procedure D with azide 15.
Yield: 13%.

MW= 1739.20 g/mol.

MS: Calcd for Cg7H151NsO26Na [M+Na]* 1761.07; found 1760.7.

Rf=0.6 (DCM:MeOH 8:2).

NMR in CDCls:

1H: 8.00 (s, 3H, 3 H-7), 7.27-7.22 (M, 2H, Harom), 6.89-6.84 (M, 2H, Harom), 6.05 (d, J1,=2.9 Hz, 3H, 3 H-
1), 5.09 (d, 4/=6.3 Hz, 2H, H-14), 4.54 (t, J,3=3.2 Hz, 3H, 3 H-2), 4.53-4.47 (m, 6H, 3 H-8), 4.30-4.25 (m,
6H, 3 H-3, 3 H-4), 4.02 (ddd, 3/=6.2 Hz, 4/=4.0 Hz, /=2.3 Hz, 1H, H-15), 3.90 (s, 2H, H-13), 3.78 (td,
J=6.3 Hz, J=2.2 Hz, 3H, 3 H-5), 3.67-3.60 (m, 8H, 3 H-6, H-17), 3.4 (t, J=6.4 Hz, 6H, 3 H-9), 3.49-3.37
(m, 16H, 3 H-11, 3 H-12, H-16, H-18), 1.79 (quint, J=6.3 Hz, 6H, 3 H-10), 1.54-1.45 (m, 2H, OCH,CH.),
1.40-0.99 (m, H, 24 CH,, 4 CH), 0.87-0.78 (m, 18H, 6 CHs).

13C: 171.8 (CO), 130.5, 129.0(CeHa), 123.2 (C-7), 115.0 (CeHa), 95.1 (C-1), 87.2 (C-3), 81.8 (C-2), 79.6 (C-
15), 77.7 (C-4), 72.4 (C-16), 71.8 (C-5), 71.6 (C-9), 70.1 (C-17), 69.7 (C-11), 68.6 (C-12), 68.3 (C-8), 67.5
(C-14), 67.4 (C-18), 67.1 (C-13), 64.3 (C-9), 63.5 (C-6), 45.7 (Cq), 39.8, 37.9, 37.7, 33.2 (2 CH), 32.4,
30.2 (CH,), 30.1 (C-10), 30.0, 29.9, 29.8 (CH,), 28.4 (CH), 26.4, 25.2, 24.9, 24.8, 23.1 (CH,), 22.9, 22.8,
20.0, 19.8, 14.3 (6 CHs).
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Compound 141 was obtained following the general procedure D with azide 16.
Yield: 16%.

MW= 1745.18 g/mol.

MS: Calcd for Cg;H14sF3N9O23Na [M+Na]* 1767.05; found 1767.5.

Rf=0.5 (DCM:MeOH 8:2).

NMR in CDCls:

1H: 8.01 (s, 3H, 3 H-7), 7.28-7.22 (M, 2H, Harom), 6.89-6.84 (M, 2H, Harom), 6.05 (d, J1,=3.2 Hz, 3H, 3 H-
1), 5.14-5.03 (m, 2H, H-14), 4.59-4.56 (m, 3H, 3 H-2), 4.54-4.48 (m, 9H, 3 H-6a, 3 H-8), 4.44-4.36 (m,
3H, 3 H-6b), 4.33-4.25 (m, 6H, 3 H-3, 3 H-4), 4.05-3.97 (m, 4H, 3 H-5, H-15), 3.90 (s, 2H, H-13), 3.68-
3.60 (2H, H-17), 3.54 (t, 2/=6.4 Hz, 6H, 3 H-9), 3.48-3.39 (m, 16H, 3 H-11, 3 H-12, H-16, H-18), 1.80 (p,
2J=6.4 Hz, 6H, 3 H-10), 1.54-1.44 (m, 2H, OCH,CH,), 1.41-0.99 (m, 52H, 24 CH,, 4 CH), 0.89-0.80 (m,
18H, 6 CH).

13C: 171.4 (CO), 133.7, 130.9 (CeHa), 123.0 (C-7), 115.1 (CsHa), 95.1 (C-1), 83.3 (d, Jer=6.0 Hz, C-4), 84.2
(d, Jer=170.0, C-6), 81.8 (C-2), 79.7 (C-15), 77.4 (C-3), 72.5 (C-16), 71.7 (C-18), 69.8 (C-17, C-12), 69.7
(C-11), 68.4 (C-9), 69.6 (d, Jcr=19.8 Hz, C-5), 67.5 (C-13), 67.2 (C-14), 64.4 (C-8), 45.8 (Cy), 39.9, 38.0,
37.8,33.3 (2 CH), 32.4, 30.3 (CH,), 30.2 (C-10), 30.1, 29.9, 29.8 (CH,), 28.4 (CH), 26.5, 25.3, 24.9, 24.8,
23.1(CH,), 23.0, 22.9, 20.1, 20.0, 19.8, 14.3 (6 CHs).
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Compound 142 was obtained following the general procedure D with azide 16.
Yield: 6%.

MW= 1499.97 g/mol.

HRMS: Calcd for C7sH136F2NsO1sNa [M+Na]* 1521.97; found 1521.5.

Rf=0.6 (DCM:MeOH 8:2).

NMR in CDCls:

1H: 7.98 (s, 2H, 2 H-7), 7.27-7.21 (M, 2H, Harom), 6.89-6.83 (M, 2H, Harom), 6.05 (d, J1,=3.0 Hz, 2H, 2 H-
1), 5.13-5.05 (m, 2H, H-14), 4.57-4.54 (m, 2H, 2 H-2), 4.55-4.46 (m, 6H, 2 H-6a, 3 H-8), 4.44-4.37 (m,
2H, 2 H-6b), 4.32-4.25 (m, 4H, 2 H-3, 2 H-4) 4.05-3.97 (m, 3H, 3 H-5, H-15), 3.90 (s, 2H, H-13), 3.65-
3.63 (2H, H-17), 3.61 (t, 2=6.2 Hz, H-9’), 3.54 (t, 2/=6.5 Hz, 4H, 2 H-9), 3.51-3.36 (m, 16H, 3 H-11, 3 H-
12, H-16, H-18), 1.83-1.72 (m, 6H, 2 H-10, H-10’), 1.54-1.44 (m, 4H, 2 OCH,CH,), 1.41-0.99 (m, 50H, 23
CHa, 4 CH), 0.89-0.80 (m, 18H, 6 CHs).

13C:130.9 (CgHa), 123.0 (C-7), 114.9 (CeHa), 94.8 (C-1), 86.0 (C-4), 83.6 (d, Jor=168.2, C-6), 81.1 (C-2),
79.2 (C-15), 76.9 (C-3), 72.5 (C-16), 71.2 (C-17), 69.3 (C-18, C-12), 68.3 (C-11), 67.7 (C-9), 69.1 (d,
Jer=19.1 Hz, C-5), 67.0 (C-13), 66.6 (C-14), 63.8 (C-8), 43.0 (C), 39.2, 37.3, 37.2, 32.7 (2 CH), 31.8, 39.6
(CH,), 29.6 (C-10), 29.5, 29.3, 29.2 (CH,), 27.9 (CH), 25.9, 24.7, 24.2, 22.8, (CH,), 20.7, 19.5 18.2, 15.7
(6 CHa).
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Chapitre 5: Propriétés immunostimulantes
des composés finaux

Les composés 26, 139, 140, et 141 ont été synthétisés dans le but d’interagir avec les récepteurs des
cellules du systéme immunitaire afin de I'activer. Les molécules ont ainsi été confiées a I'équipe de
Karin Tarte du laboratoire de l'unité INSERM U1236 (Mlcroenvironment, Cell differentiation,
iMmunology and Cancer) de Rennes afin de vérifier si elles possédent une activité immunoadjuvante.
Les tests ont été menés sur des monocytes différenciés en macrophages et plus particulierement, les
interactions recherchées sont celles avec le récepteur DC-SIGN. Pour rappel, les macrophages
forment un groupe hétérogéne de cellules qui excercent de nombreuses fonctions immunitaires au
sein des tissus. Certains d’entre eux expriment DC-SIGN et peuvent ainsi reconnaitre des

glycoprotéines ou des agents pathogenes (figure 66).

virus

internalisation

macrophage

Recyclage de

DC-SIGN

Figure 66 : Mécanisme d'intégration des pathogénes au sein des macrophages via DC-SIGN?

I DC-SIGN

DC-SIGN signifie « dendritic cell specific ICAM-3 grabbing non-integrin » puisque ce récepteur se
trouve a la surface des cellules dendritiques et qu’il peut interagir avec les lymphocytes T via I'lCAM-
3 (une protéine d’adhésion transmembranaire) sans utiliser les récepteurs (les intégrines). On le

retrouve majoritairement a la surface des DCs et des macrophages.?
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DC-SIGN appartient a la famille des lectines de type C (calcium dépendantes). Dans le systéeme
immunitaire, les lectines de types C interviennent dans I'adhésion et dans la reconnaissance des
pathogenes. Le plus souvent, les sélectines assurent |'adhésion cellulaire et les collectines la
reconnaissance des pathogénes.® Cependant, DC-SIGN est une lectine responsable a la fois de
I’adhésion (interaction avec ICAM-3 qui établit le contact entre DC et LT) et de la reconnaissance des
pathogénes. DC-SIGN interagit avec de nombreux ligands.* De par sa structure de CLR, il devrait étre
spécifique des motifs oligosaccharidiques riches en Mannoses. Cependant, il est également le
récepteur de plusieurs glycoprotéines, telles que la gp120 présente dans I'enveloppe virale du VIH,

mais aussi avec les glycoprotéines du virus de I’hépatite C,° d’Ebola,® de la Dengue,’ etc.

En plus du réle de récepteur, DC-SIGN est nécessaire pour la migration et I'adhésion des DCs, la mise
en place de la réponse inflammatoire, I’activation des LTs et donc l'initiation d’une réponse immune

adaptative.*

1) Structure de DC-SIGN

DC-SIGN est un récepteur transmembranaire ce qui signifie qu’une partie de la protéine se trouve a
I'intérieur de la cellule. Un segment la relie a la partie extracellulaire constituée de la région « neck »
et de CRDs permettant la reconnaissance des oligosaccharides® (CRD : carbohydrate recognition
domain) (figure 67). Les CRDs contiennent deux hélices a, douze feuillets B et quatre ponts
disulfures. lls possedent trois sites de fixation du calcium, dont I'un est responsable de I'interaction
avec les glycosides (Ca?* n°2, figure 67).° Le cation se coordine aux hydroxyles 3 et 4 du mannose ce
qui permet la formation de liaisons hydrogene entre les fonctions alcools des sucres et les acides
aminés du récepteur. L’affinité des sucres pour DC-SIGN est assez faible (de I'ordre du mM).
Cependant la structure tétramérique du récepteur permet d’augmenter I'affinité avec les ligands

(nM) par effet cluster.®

Téte CRD

Région
extracellulaire

/ Domaine Neck

Segment
transmembranaire

Segment
Cytoplasmique

Figure 67 : Présentation schématique de la structure de DC-SIGN et structure du CRD (Ca?* représentées sous

la forme de boules vertes)
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2) Roles de DC-SIGN

a) Migration des cellules dendritiques et interaction avec les LTs

L'interaction de DC-SIGN avec une glycoprotéine des cellules endothéliales induit la différenciation
des DCs.!! Cela entraine leur migration vers les ganglions lymphatiques afin d’initier la réponse
immunitaire. Cependant l'interaction DC-SIGN/antigéne ne conduit pas directement a la maturation
des DCs, mais a l'induction de signaux intracellulaires. Ils permettent de phosphoryler plusieurs
espéces et de stimuler 'augmentation de la concentration de calcium dans le cytoplasme des DCs, ce
qui module leur activation.!> Une fois dans les ganglions lymphatiques, les DCs présentent les
antigenes aux LTs. C’'est I'interaction de DC-SIGN avec ICAM-3 (une protéine présente a la surface des
LTs) qui permet aux DCs de se lier aux LTs.!! L’activation des LTs est ensuite complétée par les

interactions avec les protéines de co-stimulation (CD40, CD80, CD86, etc).

b) DC-SIGN une porte d’entrée pour les pathogénes

Bien que les fonctions de DC-SIGN soient de détecter les pathogéenes pour les internaliser au sein des
DCs afin d’activer le systéme immunitaire, plusieurs |'utilisent comme une porte d’entrée pour

contourner le systéme immunitaire.®

L'un des exemples le plus connu est le cas du VIH. C’est d’ailleurs en étudiant comment le VIH
infectait le corps humain que DC-SIGN a été découvert.? L'une des protéines de I'enveloppe virale du
VIH (gp120) posséde une grande affinité pour DC-SIGN. Le virus est donc internalisé dans les DCs et
transporté jusqu’aux organes lymphoides ol il est transmis aux lymphocytes T (figure 68).2
Contrairement aux autres virus, le VIH n’est pas dégradé au sein des DCs et DC-SIGN n’interagit pas
avec I'lCAM-3 des LTs. Il semble méme que l'interaction avec DC-SIGN favorise la survie du VIH au
sein des DCs, ce qui lui permet de contaminer les LTs méme aprés plusieurs jours.'®* De nombreuses
études sont menées afin de synthétiser des agonistes de la gp120 afin d’inhiber I'interaction avec DC-

SIGN.**1>
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Infection au niveau des organes
lymphoides

Exposition au HIV

Figure 68 : Implication de DC-SIGN dans la propagation du VIH!

DC-SIGN participe également a la tolérance des cellules cancéreuses. L'interaction de DC-SIGN avec
les cellules tumorales, au lieu d’engendrer une réponse immunitaire, induit une suppression de la

maturation des DCs ce qui leur permet d’échapper a la surveillance du systéme immunitaire.'®

II Les travaux du laboratoire MICMAC

Le laboratoire MICMAC travaille notamment sur le lymphome folliculaire qui résulte de
I'accumulation de centres germinatifs cancéreux de cellules B.Y-* Comme les cellules cancéreuses
sont issues des cellules B, elles possédent des BCRs. La partie variable de ces BCRs de cellules
cancéreuses est hautement mannosylée, ce qui explique qu’ils interagissent avec DC-SIGN. Cela
signifie que DC-SIGN se lie spécifiguement aux cellules cancéreuses et pas aux LBs non cancéreux.
Cette interaction entraine I'agrégation des BCRs et envoie un signal de survie aux cellules tumorales.
L'inhibition de DC-SIGN par un anticorps antagoniste diminue la liaison entre les cellules cancéreuses
et les macrophages (qui possédent ce récepteur). Bloquer cette communication permet donc de
relancer I'activité des macrophages a I'encontre des cellules cancéreuses. La synthése d’inhibiteur de
DC-SIGN est donc une piste intéressante pour la mise au point d’un traitement contre ce

lymphome.1®

II1Les tests réalisés sur les composés 26,139, 140, 141

Le but des tests menés au sein du laboratoire MICMAC de Rennes, est de démontrer une interaction
entre les composés synthétisés et les récepteurs DC-SIGN présents sur les macrophages. Si les

composés se lient aux récepteurs des macrophages, ils devraient également interagir avec les
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récepteurs présents sur les DCs. lls représentent donc un bon modeéle de I'activation du systéme

immunitaire.

Pour mener les tests, des monocytes ont été extraits d’échantillon de sang humain et purifiés. Ces
derniers ont été mis en culture dans un milieu contenant 10% de sérum de veau feetal et les
cytokines G-MCF et IL4 pour induire une polarisation Macrophage M2. Aprés 6 jours de culture, le
milieu est remplacé par un milieu contenant du sérum de veau feetal, du calcium, du magnésium
ainsi que l'une des molécules 26, 139, 140 ou 141 (figure 69). Le sérum de veau contient les
protéines nécessaires a la survie des monocytes. Le calcium et le magnésium sont ajoutés au milieu
de culture afin de favoriser la fixation des ligands sur DC-SIGN (comme il a été décrit précédemment,

le calcium jour un réle crucial dans l'interaction entre le ligand et le récepteur).

Apres 24 heures en présence des molécules, les monocytes ont ensuite été récupérés, puis mélangés
a un cocktail d'immunoglobulines humaines qui se lient aux récepteurs qui fixent les parties
constantes des anticorps. Cette étape permet de saturer tous les récepteurs non spécifiques des
anticorps de souris utilisés par la suite pour mettre en avant une activation de DC-SIGN. Trois
anticorps spécifiques différents ont été utilisés afin de cibler trois récepteurs CD80, CD86 et HLA-DR
(figure 69). L'expression de ces récepteurs est augmentée lors de la polarisation. Chacun de ces
anticorps est lié a un fluorochrome différent afin de connaitre le niveau d’expression de chaque

récepteur.

cpgo ~ CD86
&
macrophage )
HLA-DR
Interaction entre DC-  Surexpression de Interactions avec des
SIGN et un ligand CDS80, CD86, HLA-DR  anticorps spécifiques Cytométrie en flux

fluorescents

Figure 69 : Tests biologiques menés sur les molécules 26, 139 et 140

Les résultats sont obtenus par cytométrie en flux. La cytométrie est une méthode d’analyse qui
consiste a faire passer des cellules marquées par des sondes fluorescentes devant un faisceau laser
afin de les exciter. Dans notre cas si les anticorps se sont fixés sur les récepteurs alors une

fluorescence devrait étre observée.?°

Les produits 26, 139, 140 et 141 ont été testés a des concentrations de 1 et 10 ug/mL. La figure 70
présente les résultats observés par cytométrie en flux sur les composés 26, 139 et 140 a la

concentration la plus importante (10 pg/mL). En comparant les courbes obtenues pour chaque milieu
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de culture avec le controle négatif, on peut conclure qu’aucune variation de I'expression des
récepteurs CD80, CD86 et HLA-DR n’a été observée en présence des molécules 26, 139 et 140. Les
composés n‘auraient donc pas interagit avec DC-SIGN. Ces résultats sont toutefois a nuancer, en
effet, les composés ne se sont pas solubilisés de maniere efficace dans le milieu. Nous ne pouvons
donc pas étre sirs des quantités de produits qui ont été réellement placées dans le milieu de culture.

Des études de solubilité des composés sont donc a prévoir afin d’optimiser ces résultats et de

pouvoir conclure sur leur propriétés immunoadjuvantes.

Controle négatif
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Figure 70 : Fluorescence observée suite a l'interaction de DC-SIGN avec les composés 26, 139 et 140
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Lors d’une seconde série de tests, le composé 141 a été mis en présence des cellules dendritiques.

Cela explique que I'éllure des courbes du contrdole négatif soit différents sur les figures 70 et 71. La

capacité de 141 a intéragir avec DC-SIGN a d’abord été testée pour une concentration de 10 pg/mL.

La fluorescence observée par cytométrie en flux pour les trois marqueurs CD80, CD86 et HLA-DR est

reportée sur la figure 71. En supperposant les courbes obtenues en présence de 141 et celles du

contréle négatif, on peut observer une augmentation du nombre de cellules présentant une

fluorescence spécifique de CD86 et de HLA-DR. Cela signifie donc que le composé 141 a interragit

avec DC-SIGN, malgré les problemes de solubilisation identiques a ceux observés pour 26, 139 et 140.
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Figure 71 : Fluorescence observée suite a l'interaction de DC-SIGN avec les composés 141
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Suite a ces résultats encourageants, 141 a été testé a une concentration de 1 pg/mL (figure 72). Cette
fois encore une augmentation de la fluorescence a été observée pour CD86 et HLA-DR, indiquant que

le composé fluoré 141 interagir avec DC-SIGN méme a faible concentration. Etrangement, cette

interaction est méme plus importante que celle observée a 10 pg/mL de 141.
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Figure 72 : Comparaison de la fluorescence observée suite a l'interaction de DC-SIGN avec les composés

141 avec celle du contréle négatif

IV  Conclusion

Quatre composés 26, 139, 140 et 141 ont été testés sur des macrophages humains au laboratoire
MICMAC de Rennes. Les composés galactofuranosylés (non fluoré) et mannopyranosylés ne
semblent pas interagir DC-SIGN.

avec Seul le

composé 141, supportant trois motifs
galactofuranosides fluorés, a montré une activation des récepteurs des macrophages. Cela démontre

I'impact des atomes de fluor sur la reconnaissance des molécules par les récepteurs DC-SIGN.

De plus, l'interaction entre 141 et DC-SIGN semble étre plus importante pour une concentration en

molécules actives de 1 ug/mL qu’a 10 pug/mL.

Les résultats négatifs sont toutefois a nuancer. Des problémes de solubilités des composés dans le
milieu de culture peuvent étre a I'origine de cette absence d’interaction entre les composés 26, 139,
140 et les récepteurs DC-SIGN. La présence de la double chaine lipidiqgue augmente I’hydrophobie
des molécules et diminue ainsi leur solubilité dans les milieux aqueux utilisés pour réaliser les tests

biologiques. Résoudre cette problématique pourrait ainsi permettre d’obtenir des résultats

différents.

L'absence d’interaction entre 140 et DC-SIGN est surprenante au vu des résultats obtenus
précédemment au sein du laboratoire avec le composé trimannosylé 9. Cependant ces glycolipides
avaient été testés une fois formulés sous la forme de liposome, ce qui pourrait expliquer cette

différence de réactivité. Cela pourrait également étre a 'origine de I'abscence d’interraction entre les
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composés 26 et 139 avec les récepteurs. L'utilisation du fluor serait donc a I'origine des résultats
positifs observés poiur 141. Il serait donc interessant de pouvoir mener des tests similaires sur une
formulation composés de liposomes des différents glycolipides synthétisés au cours de ce travail de

thése.
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Conclusion générale et perspectives

L'objectif principal de ce travail de these a consisté a développer et optimiser la synthése de
glycolipides modulables (figure 73) grace a une molécule plateforme. Ces composés ont été congus
dans le but de tester leur capacité a interagir et a activer les cellules du systeme immunitaire (cellules
dendritiques et macrophages) via des récepteurs spécifiques (récepteur a mannose et DC-SIGN). Les
molécules visées ont été divisées en trois fractions distinctes (saccharidique, lipidique et
plateforme) afin de suivre une stratégie de synthése convergente. Chaque partie a été choisie afin de

conférer des propriétés immunoadjuvantes aux composés.

N
N
_ Lipide
ey oy
N=N \Llplde

Figure 73 : Structure des molécules cibles

La plateforme a été congue pour relier la partie lipidique a la partie saccharidique. Sa structure est
inspirée de celle de composés naturels, des bartolosides issus de bactéries marines. Elle s’articule
autour d’un motif phénolique relié a un pentaérythritol. La structure ramifiée du pentaérythritol
permet de mettre a profit le concept de la multiprésentation. La multiprésentation des sucres est
utilisée afin d’augmenter I'affinité de la molécule pour les récepteurs biologiques. De nombreuses
études ont mis en évidence que les ligands multivalents interagissent de maniere plus importante
avec les récepteurs que leurs analogues monovalents. Les trois bras du pentaerythritol ont été
allongés d’une courte chaine se terminant par une triple liaison afin de coupler la plateforme aux
motifs saccharidiques par une cycloaddition 1,3-dipolaire. Des problemes de réactivité dus a
I’'encombrement de le I'éther triallyligue de pentaérythritol nous ont orientés vers la synthése de
I'intermédiaire 133, afin de pouvoir réaliser la substitution nucléophile de ce dernier par le dérivé
phénolique et obtenir I'intermédiaire clé 124 (schéma 53). Ce composé, aprés déprotection des
fonctions hydroxyles et élongation des chaines, a mené a la synthese du composé 22 avec un

rendement global de 13%.

294



TrO
124

:Z Z: _65_\0Ts—> %}AA@_\

132

|
S e wﬂf O

22

Schéma 53 : Syntheése de la plateforme

La partie lipidique a été choisie d’aprées des travaux antérieurs menés au laboratoire sur des lipides
particuliers, issus des Archaea. Ces composés conférent une grande stabilité aux membranes des
microorganismes de par leur structure ramifiée. lls sont largement étudiés pour leur propriétés
immunoadjuvantes et leur capacité a véhiculer des molécules bioactives. En partant du (R)-solketal
nous avons pu sélectivement greffer une chaine phytanyle sur I’hydroxyle secondaire. Dans un
second temps, une chaine linéaire a été ajoutée par substitution nucléophile sur I’hydroxyle
secondaire (schéma 54). Le dérivé du glycérol obtenu a alors pu étre déprotégé et la fonction alcool

oxydé pour obtenir I'acide carboxylique 23 avec un rendement de 8%.

OH /\)\/W
HO BnO o
/\E >< —_ BnO/\E
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o

23 111

Schéma 54 : Syntheése de la partie lipidique

Deux séries de sucres ont été retenues : le mannose sous forme pyranosidique et le galactose sous
forme furanosidique. Le premier est connu pour interagir avec les récepteurs a mannose, présents
notamment sur les cellules dendritiques. Le galactofuranose n’est pas présent chez les mammiféres.
Il est donc reconnu comme molécule extérieure au Soi par les cellules du systéme immunitaire. Cette

détection passe par le récepteur lectinique DC-SIGN. Plusieurs motifs galactofuranosidiques ont été
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imaginés, mono- ou disaccharides ainsi que la substitution de I’"hydroxyle en position 6 par un atome
de fluor. Trois monosaccharides 15, 16, 24 ont pu étre obtenus dans des quantités suffisantes pour

poursuivre la synthése des molécules cibles (figure 74).

o M o Ns OH o
OH OH _0
HO HO HO
o o HO
F HO o
16 15 24 \L

N3
Figure 74 : Structures des azotures saccharidiques synthétisées

La partie plateforme a ainsi pu étre couplée a la partie lipidique via une estérification puis aux
saccharides par une réaction click catalysée au cuivre. Ces deux dernieres étapes ont permis
d’obtenir trois molécules cibles (figure 75). Ces trois composés ont été ou sont actuellement testés
pour leurs propriétés d’activation des macrophages au laboratoire MICMAC du CHU Pontchaillou de

Rennes.

Bien que les molécules cibles aient été synthétisées avec succes, certaines étapes de notre approche
restent a étre optimisées, notamment les deux derniers couplages. L’estérification ne présente qu’un

rendement de 18% et la réaction click des rendements de 6 a 37%.

Les molécules 26, 139, 140 et 141 ont été testées au laboratoire MICMAC sur des macrophages. Les
trois premiers composés ne semblent pas interagir avec le récepteur DC-SIGN. Cependant, ces
résultats sont a nuancer puisque les composés ne sont pas solubles dans le milieu de culture. La
formulation des molécules sous forme de liposome pourrait permettre de pallier ce probleme de
solubilité en milieu aqueux. Une activité encouragente a pu étre observée dans le cas du composé
141, démontrant l'interét del’atome de fluor sur la molécule. Des investigations supplémentaires
doivent étre menées afin de confirmer et étudier le type d’interaction de 141 avec les cellules du

systeme immunitaire et plus particulierement DC-SIGN.

De nombreuses autres variations de la partie lipidique avaient été envisagées afin d’étudier
I'influence de la structure des chaines sur les propriétés biologiques des composés. La synthese de
diéthers comportant les deux chaines grasses identiques (ramifiées ou linéaires) serait intéressante,
tout comme l'incorporation de cycles afin de mimer d’autres structures d’archaéolipides. L’ajout
d’halogenes, notamment d’atomes de chlore au sein de la chaine comme c’est le cas dans certains

microorganismes, est également une idée intéressante a développer.
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La partie saccharidique peut également étre modulée, aucune structure disaccharidique portant une
fonction azoture n’a pu étre synthétisée au cours du projet. Il serait intéressant de poursuivre cet

objectif afin de pouvoir étudier I'influence d’un second motif osidique sur les propriétés biologiques.
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Figure 75 : Structure des molécules finales synthétisées
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La synthese des différents difuranosides nous a donné I'opportunité de pouvoir étudier I'influence de
I'atome de fluor sur la réactivité et sur la régiosélectivité du couplage glycosidique. Une synthése
modele a été mise en place mettant en réaction un donneur (fluoré ou non) et un accepteur de

glycosyle fluoré en position 6 (figure 76).

Br o Br
gz Bz
BzO AcO
OBz E OBz o. 9CsHis
BzO 57 56 H
HO
o SPh o SPh OH
Bz Bz F 36
BzO AcO
OBz OBz
BzO 53 F 52
non fluorés fluorés
Donneurs Accepteur

Figure 76: Donneurs et accepteur de glycosyle synthétisés

Les donneurs fluorés possédent une réactivité plus faible que les non fluorés. Les difuranosides
substitués en (1->2) et (1->3) ont pu étre synthétisés, ainsi que de nombreux produits plus

surprenants. Parmi ces produits ont été caractérisés :

e les composés 66 et 74 issus du transfert de I'aglycone de I'accepteur vers le donneur de
glycosyle,

e les dérivés pyranosidiques substitués en (1->2) et (1-3), provenant de I'isomérisation de
I'entité réductrice,

e les composés difuranosidiques greffés en (1-5),

e |es trisaccharides.

L'optimisation de ces réactions de glycosylation a permis de limiter la formation de certains co-
produits sans pour autant parvenir a améliorer significativement les rendements. D’autres familles
de donneurs telles que les trichloroacétimidates pourraient étre testées. La réaction pourrait
également étre tentée avec un accepteur non fluoré en position 6, afin de vérifier si ce dernier influe
sur la réactivité. Une seconde voie d’acces aux difuranosides difluorés a été envisagée mais n’a pas
pu étre réalisée faute de temps. Elle passe par la synthese d’un donneur et d’un accepteur de
glycosyle non fluorés. La fluoration sera menée apres la réaction de glycosylation entre les deux

entités (schéma 55).
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Schéma 55: Alternative pour la synthese des disaccharides fluorés
Ces travaux de thése ont été présentés lors de plusieurs congres nationaux et internationaux :

e International Capirinha Christmas Congress in Translational Chemistry 2017 a Lisbonne.
Poster et flash communication (prix de la flash communication).

e Congrés National de la Société Chimique de France 2018 a Montpellier. Communication
orale.

e FEurocarb 2019 a Leiden. Poster et flash communication.

Une publication sur les travaux de synthése est en cours de soumission.
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Résumé : L’évolution constante des vaccins a mené
les chercheurs a se concentrer sur l'injection de
fragments antigéniques toujours plus petits. Des
immunoadjuvants sont ajoutés aux formulations
dans le but d’augmenter l'intensité et la durée de la
réponse immunitaire.

Les glycolipides sont des composés qui possedent
des propriétés immunoadjuvantes puisqu’ils
peuvent transporter des agents thérapeutiques
et /ou interagir avec les cellules du systéme
immunitaire. Les lipides d’Archaea sont connus
pour leur grande stabilité et leur capacité a former
des archaeosomes qui activent

les réponses immunitaires. Les sucres, notamment
les mannopyranosides et les galactofuranosides ont
la capacité de cibler et d’interagir avec les

mannopyranoside,

galactofuranoside, multiprésentation,

récepteurs présents sur les cellules dendritiques
(récepteur a mannose, DC-SIGN). Ces récepteurs
étant multivalents, les glycolipides possédant
plusieurs unités sucres possedent une affinité
supérieure aux composés monovalents. L'objectif
de ce projet de these était de synthétiser des
molécules aisément modulables qui combinent les
propriétés des archaéolipides, des sucres et de la
multiprésentation. Trois composés finaux ont ainsi
pu étre synthétisés et sont actuellement soumis a
des tests biologiques. En paralléle, ce travail a
également permis d’étudier la régiosélectivité de
couplages glycosidiques en présence d’'un atome de
fluor.

Modulable platform for the development of potent immunoadjuvant glycolipids

Keywords : glycolipid, archaeolipid, mannopyranoside, galactofuranosides, multiprésentation

Abstract : The constant evolution of vaccines led
research teams to focus on the injection of smaller
antigenic patterns. Immunoadjuvants are added to
formulations in order to have better and longer
lasting immune response.

Glycolipids are compounds having
immunoadjuvant properties since they can act as
vehicle for therapeutic agents and/or interact with
the immune system cells. Archaea’ lipids are known
for their great stability and their capacity to form
archaeosome that activate immune responses.
Carbohydrates, like mannopyranosides and
galactofuranosides can target and interact with
receptors on dendritic cells (mannose receptor,

DC-SIGN). These receptors are multivalent so
glycolipids having several carbohydrate patterns
possess a greater affinity compared to monovalent
ones. This thesis goal was to synthetize molecules
that can be easily modified combining properties of
the archaeolipids, the carbohydrates and the
multivalency. Three final compounds were
synthetized and are tested for their biological
properties. In the same time, we had the
opportunity to study the influence of fluorine atom
on the regioselectivity of glycosylation reactions.
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