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Résumé

La vectorisation des médicaments est une approche trés prometteuse tant sur le plan
médical qu’économique pour la livraison des substances actives ayant une faible
biodisponibilité. Dans ce contexte, les polymeres en étoile et les dendrimeéres, macromolécules
symétriques et branchées, semblent €tre les solutions de vectorisation les plus attrayantes. En
effet, ces structures peuvent combiner efficacement une stabilité¢ élevée dans les milieux
biologiques a une capacité d’encapsulation des principes actifs. Grace a leur architecture bien
définie, ils permettent d’atteindre un trés haut niveau de reproductibilité de résultats, tout en
¢vitant le probléme de polydispersité. Bien que des nombreuses structures dendritiques aient
été proposées ces dernieres années, il est cependant a noter que la conception de nouveaux
nanovecteurs dendritiques efficaces est toujours d’actualité. Ceci s’explique par des
nombreuses raisons telles que celles liées a la biocompatibilité, 1’efficacité d’encapsulation des
agents thérapeutiques, ainsi que par des raisons économiques. Dans ce projet, de nouvelles
macromolécules branchées biocompatibles ont été congues, synthétisées et évaluées. Pour
augmenter leur efficacité en tant qu’agents d’encapsulations des principes actifs hydrophobes,
les structures de ces macromolécules incluent un cceur central hydrophobe a base de
porphyrine, décanediol ou trioléine modifié et, également, une couche externe hydrophile a
base d’acide succinique et de polyéthyléne glycol. Le choix des éléments structuraux de
futures dendrimeéres a été basé sur les données de biocompatibilité, les résultats de nos travaux
de synthese préliminaires, ainsi que les résultats de simulation in silico réalisée par une
méthode de mécanique moléculaire. Ces travaux ont permis de choisir des composés les plus
prometteurs pour former efficacement et d’une maniere bien controlable des macromolécules
polyesters. Ils ont aussi permis d’évaluer au préalable la capacité¢ de futurs dendriméres de
capter une molécule médicamenteuse (itraconazole). Durant cette étape, plusieurs nouveaux
composés intermédiaires ont €t€¢ obtenus. L’optimisation des conditions menant a des
rendements réactionnels élevés a été réalisée. En se basant sur les travaux préliminaires,
I’assemblage de nouveaux dendrimeres de premicre et de deuxieéme génération a été effectué,
en utilisant les approches de synthese divergente et convergente. La structure de nouveaux
composés a été prouvée par les techniques RMN du proton et du carbone C, spectroscopie

FTIR, UV-Vis, analyse élémentaire, spectrométrie de masse et GPC. La biocompatibilité de



produits a été évaluée par les tests de cytotoxicité avec le MTT sur les macrophages murins
RAW-262.7. La capacité¢ d’encapsuler les principes actifs hydrophobes a été étudiée par les
tests avec l’itraconazole, un antifongique puissant mais peu biodisponible. La taille de
nanoparticules formées dans les solutions aqueuses a été mesurée par la technique DLS. Ces
mesures ont montré que toutes les structures dendritiques ont tendance a former des micelles,
ce qui exclue leurs applications en tant que nanocapsules unimoléculaires. L’activité
antifongique des formulations d’itraconazole encapsulé avec les dendrimeres a été étudiée sur
une espéce d’un champignon pathogéne Candida albicans. Ces tests ont permis de conclure
que pour assurer I’efficacité du traitement, un meilleur contrdle sur le relargage du principe

actif était nécessaire.

Mots-clés : dendrimére, polyester, biocompatibilité, modélisation in silico, assemblage

chimique, encapsulation, itraconazole, propriétés antifongiques

i



Abstract

The drug molecule vectorization is a very promising approach in terms of both medical
and economical factors for the delivery of active substances with low bioavailability. In this
context, the star polymers and dendrimers, symmetrical and branched macromolecules, seem
to be more attractive solutions. Indeed, these structures can effectively combine a high
stability in biological media and the ability to encapsulate active ingredients. Thanks to the
well-defined architecture, they can achieve a high level of reproducibility of results, while
avoiding the problem of polydispersity. In recent years, many dendritic structures have been
proposed; however, the design of new effective dendritic nanocarriers is still relevant. This is
due to many reasons such as related to biocompatibility, encapsulation efficiency of
therapeutic agents, as well as economic reasons. In this project, new branched biocompatible
macromolecules were designed, synthesized and evaluated. To increase their effectiveness as
encapsulation agents for hydrophobic active principles, the structures of the proposed
macromolecules include a hydrophobic central core on the basis of porphyrin, decanediol or
modified triolein, and also a hydrophilic outer layer based on succinic acid and polyethylene
glycol. The choice of structural elements of future dendrimers was based on the data on their
biocompatibility and the results of our preliminary synthesis works, as well as the in silico
simulations performed by using the method of molecular mechanics. The preliminary studies
allowed for selecting the most promising compounds to effectively form polyesters
macromolecules in well controlled manner, as well as to assess in advance the ability of future
dendrimers to capture a drug molecule (itraconazole). During this phase, several new
intermediates were obtained. The optimization of reaction conditions leading to high yields
was performed. Based on the preliminary work, the assembly of new dendrimers of first and
second generations was performed, by using the divergent and convergent synthesis
approaches. The structures of new compounds were characterized by proton and *C carbon
NMR, FTIR, UV-Vis, elemental analysis, mass spectrometry, and GPC techniques. The
biocompatibility of products was evaluated by cytotoxicity tests with MTT on murine RAW
262.7 macrophages. The ability to encapsulate hydrophobic active principles was studied by
testing with itraconazole, an antifungal agent with low bioavalability. The size of

nanoparticles formed in aqueous solutions was measured by the DLS technique. These

111



measurements showed that all dendritic structures tend to form micelles, which excludes their
application as unimolecular nanocapsules. The antifungal activity of itraconazole formulations
with dendrimers was studied in a kind of a pathogenic fungus Candida albicans. These tests
lead to the conclusion that to ensure the effectiveness of treatment, more control over the

release of the active ingredient has been needed.

Keywords : dendrimer, polyester, biocompatibility, in silico modelization, chemical assembly,

encapsulation, active ingredient, itraconazole, anti-fungal properties
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Chapitre 1. Analyse bibliographique : Probléme de la
biodisponibilité des principes actifs hydrophobes et leur

encapsulation dans les dendriméres



1.1. Probléme de la biodisponibilit¢ des principes actifs

hydrophobes et ses solutions possibles

Bien que des progres significatifs dans la pharmacologie moderne aient été réalisés, il y
a encore des domaines ou des améliorations substantielles doivent étre apportées, pour
atteindre un niveau supérieur d’efficacité thérapeutique. En particulier, une faible
biodisponibilité et de mauvaises caractéristiques pharmacocinétiques sont toujours au cceur
des principales causes d'échec du développement de nouveaux médicaments. Au fil des ans,
beaucoup de principes actifs (PA) prometteurs ont ainsi vu leur mise sur le marché
compromise en raison de problémes au niveau de la solubilité, la taille, la sélectivité d'action
et de la sensibilité a la dégradation. Par exemple, le premier obstacle majeur a contourner —
une solubilité faible dans 1’eau, est une propriété distinctive de plus de 60% des PA issus des
laboratoires de recherche [1, 2], et de plus de 40% de ceux qui sont sur le marché [3-6]. En fin
de compte, cela limite I’efficacité de traitement de plusieurs maladies et pathologies incluant
les troubles aussi graves que le cancer (p.ex. avec le paclitaxel [7], I’étoposide [8], la
doxorubicine [9]), le SIDA (saquinavir [10]), des maladies provoquées par des bactéries et des
champignons pathogénes (vancomycine [11], itraconazole [12], amphotéricine B [13] etc.),
dans le cas de la suppression médicale du systtme immunitaire (cyclosporine [14],
6-mercaptopurine [15]) etc. De plus, ces facteurs rendent difficiles les études
pharmacologiques de certains nouveaux composés prometteurs (resveratrol [16], ontazolast

[17] etc.).

D’une manicre générale, pour remédier au probleme de solubilité dans les milieux
aqueux de PA hydrophobes, il y a deux solutions possibles: (i) I’élaboration de nouvelles
molécules actives, plus solubles, ou (i1) 1’utilisation de systémes de livraison (vecteurs) dans le

cas de PA déja approuvés et connus sur le marché.

La premicre solution améne généralement aux nouvelles entités chimiques (NCE, New
Chemical Entity), ce qui nécessite de compléter le processus de développement, d’approbation
et de la mise sur le marché. Ceci peut parfois prendre encore jusqu’a 10-15 ans
supplémentaires de travail et 500-1000 millions de $US de financement [18-20].

Généralement, 1’approbation s’effectue par les organismes gouvernementaux de contrdle des



médicaments, par exemple, par I’Agence de la Santé Publique du Canada [21] ou par I’ Agence
Fédérale Américaine des Produits Alimentaires et Médicamenteux (United States Food and

Drug Administration, US FDA) [22] aux Etats-Unis d’Amérique etc.

L’approche de vectorisation est donc potentiellement plus économique car
I’¢laboration d’'un médicament a base d’une substance active déja approuvée est généralement
moins couteuse et plus courte (approximativement 20-50 millions de $US et 3-4 ans [20]).
Dans ce cas, I’approbation de nouveaux médicaments est simplifiée et passe par
[’Investigational New Drug Application (IND) basée sur les paramétres de biodistribution et
pharmacocinétiques, touchant respectivement a 1’absorption, la distribution, le métabolisme et

I’excrétion (ADME) [23].

En dehors de ’aspect économique, la vectorisation est intéressante également pour
remédier aux autres facteurs menant a la diminution de D’efficacit¢ de médicaments. Par
exemple, dans la circulation systémique, la taille minimale de particules médicamenteuses est
déterminée par la filtration rénale (particules moins de 5,5 nm sont éliminées trés rapidement
[24]), tandis que la taille maximale est limitée par la phagocytose importante des micro-
particules dans la gamme de 1-6 um et les propriétés emboliques des objets encore plus grands
[6]. Un manque de sélectivité par rapport au site pathologique peut également présenter une
difficulté d’atteindre un optimum thérapeutique, surtout quand il s’agit de PA hautement
toxiques, p.ex. agents antinéoplasiques [25]. La sensibilit¢ a la métabolisation est aussi un
facteur a prendre trés au sérieux car des métabolites perdent souvent [’efficacité
comparativement aux molécules actives initiales [26, 27]. Les conséquences découlant des
facteurs négatifs ci-mentionnés sont une augmentation des doses a administrer et de leur
fréquence, ce qui provoque souvent les effets toxiques et indésirables [6]. Ainsi, afin de
neutraliser ces effets néfastes, un vecteur idéal devrait normalement posséder une taille et les
propriétés de surface appropriées, étre capable d’encapsuler efficacement les molécules de PA
hydrophobe, en les isolant de I’environnement biologique et, finalement, de les libérer dans
un site pathologique en question. En outre, le vecteur doit €tre non toxique a court et long
terme. Cela met en évidence la nécessité de s’assurer de la sécurité du vecteur non seulement
au niveau de I’intégrité de sa structure, mais également au niveau des produits de sa possible

biotransformation.



De nos jours, beaucoup d’espoirs ont été mis dans les systemes de livraison de PA a
I’échelle nanométrique (nanovecteurs). De nombreux types de systémes ont €té proposés
pour la nanovectorisation : liposomes, micelles, nanocapsules polymériques et lipidiques
solides, nanogels, dendriméres, ainsi que les nanotubes de carbone etc. [6, 28-32]). Parmi
ceux-ci, les vecteurs les plus étudiés sont les liposomes et les nanocapsules polymériques [31,
33, 34]. Chacun de ces nanosystémes a ses avantages et ses inconvénients. Par exemple, dans
le cas de liposomes, plusieurs formulations sont déja approuvées par US FDA et méme
produites a I’échelle industrielle [35-39], en raison de I’amélioration revendiquée par rapport a
I’utilisation de PA non formulés. Néanmoins, les problémes de stabilit¢ dans les milieux
biologiques [40], ainsi que de la préparation, nécessitant d’utiliser [’appareillage tres
sophistiqué et couteux (pour assurer la reproductibilité au niveau de la taille et la composition)
[36], restent toujours actuels. Les nanovecteurs a base de polymeéres sont généralement plus
stables que les liposomes, cependant, la distribution de taille des nanoparticules résultantes
constitue un obstacle trés important a contourner [41-43]. Présentement, plusieurs systemes de
livraison polymériques biodégradables se retrouvent sur le marché [20]. L'absence de nano-
formulations polymériques anticancéreuses, recevant 1’approbation de la part de US FDA, est
cependant surprenant, en raison de la vaste gamme d’architectures de polymeres proposés a

cette fin, ainsi que de la recherche en plein essor dans le domaine [44].

D’autres préoccupations qui entravent significativement le développement de
différents systemes de nanovectorisation sont des taux de livraison ciblée insuffisants et le
controle faible de la libération du PA [45]. Encore de nos jours, il n’existe pas de vecteur idéal
avec les propriétés du concept hypothétique de « magic bullets » de Paul Ehrlich, permettant
de livrer la majorité, sinon la totalité, d'une charge thérapeutique sans avoir d’effets
significatifs sur des tissus non ciblés. En outre, plusieurs scientifiques éminents nous
avertissent clairement qu’aujourd’hui, la réalit¢ de la nanovectorisation est «loin de ce
scénario idéal ... Sans des changements dramatiques dans nos approches actuelles, la recherche
en livraison ciblée de médicaments est susceptible de faire peu, le cas échéant, d’avancées

significatives dans I'avenir » [45].

Dans ce contexte, les vecteurs présentant des systémes unimoléculaires (p.ex.,

polymeres en étoile [46], hydrogels [47-49] et dendriméres [50-52]) semblent étre plus



prometteurs. Ces structures peuvent combiner efficacement une stabilité élevée dans les
milieux biologiques et, en méme temps, une capacité d’encapsuler les molécules de PA. Parmi
ces systemes, les dendrimeéres, macromolécules symétriques et hautement branchées, méritent
a juste titre plus d’attention. En particulier, grace a I’architecture bien définie, ils permettent
d’atteindre un trés haut niveau de reproductibilité de résultats, tout en évitant le probléme de
polydispersité. Il est cependant a noter que la conception de nouveaux nanovecteurs
dendritiques est toujours d’actualité, en particulier, pour les raisons que nous allons

développer dans les parties suivantes du manuscrit.

1.2. Dendrimeéres et leur utilisation comme agents d’encapsulation

de molécules actives

1.2.1. Nanotechnologies et dendrimeéres : Information générale

1.2.1.1 Nanotechnologies

Depuis le fameux discours « Plenty of Room at the Bottom » («Il y a beaucoup
d'espace en bas») de Richard P. Feynman a California Institute of Technology, en décembre
1959 [53], introduisant pour la premiere fois le concept de nanotechnologie, ce domaine n'a
jamais cessé de progresser. En effet, de nouvelles technologies manipulant de structures a
I’échelle nanométrique (normalement, de 1 a 100 nm, selon le site web de National

Nanotechnology Initiative, http://nano.gov/nanotech-101/what/definition) et ainsi permettant

de construire des matériaux avec précision au niveau moléculaire, ameénent souvent a une série
de phénomenes (dominés par les effets quantiques) et des propriétés uniques, non rencontrés
chez les objets de plus grande taille. Une vraie « explosion » des nanotechnologies est a
prévoir dans des secteurs d’activités tres diversifiés allant du domaine biomédical a
I’¢électronique, en passant par la métallurgie, 1’agriculture, le textile, les revétements, les
cosmétiques, 1’énergie, les catalyseurs, etc. (Figure 1, page 7). Par exemple, le premier article

sur la livraison intracellulaire de composés chimiques avec les nanovecteurs date de 1977 [54].
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Figure 1. Répartition en% de ’impact économique global des nanotechnologies en 2010

[55].

Les nanotechnologies couvrent un large domaine multidisciplinaire ou les activités de
recherche et d’implantation industrielle se sont développées extrémement rapidement au
niveau mondial au cours de la derniere décennie. La recherche visant la production, la mise
sur le marché et 1’utilisation de nouveaux nanomatériaux est excessivement importante et
représente des objectifs stratégiques de développement économique durable, notamment en
Asie, en Europe, aux Ftats-Unis, au Canada et au Québec (pour plus de détails

http://nanotechproject.org). L’¢re des nanosystémes et des nanotechnologies nous promet des

développements et des percées scientifiques majeures qui affecteront de fagon permanente le
quotidien de chacun dans un avenir proche. Plusieurs de ces nanoproduits sont déja utilisés.

Par exemple, dans son rapport annuel 2006-2007, NanoQuébec (www.nanoquebec.ca)

rapporte des ventes annuelles de produits nanos par les entreprises québécoises de moins de 2

MS$ en 2005, d’environ 8 M$ en 2006. La base de données NanoWerk (www.nanowerk.com)

présentait en mars 2009 2225 nanoproduits disponibles en provenance de 142 fournisseurs. De
nouveaux produits contenant des nanoparticules sont mis en marché chaque semaine, et de
nombreux organismes estiment un marché mondial annuel de 1’ordre de 1 000 milliards de

dollars américains des 2015 [55, 56].
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1.2.1.2 Dendrimeéres

Dans le contexte des nanotechnologies, les dendrimeéres présentent un trés grand
potentiel pour I’avenir des nanosciences. En particulier, ils sont considérés de nos jours
comme la réponse possible a de nombreux problémes allant de la découverte de nouveaux
catalyseurs ou médicaments, a la décontamination de I'eau ou encore a l'obtention de
matériaux de moyens électroniques et de communication plus performants. De par leur
architecture unique et hautement ramifiée, réalisée par la synthése étape par étape, ils
garantissent des nano-objets a la structure parfaitement définie et monodisperse. De plus, étant
donné le grand nombre de groupes fonctionnels a leur surface, tout cela conduit finalement a
l'apparition de propriétés exceptionnelles pouvant potentiellement trouver des applications
dans de nombreux domaines [50, 57-60].

D’une manicre générale, les dendrimeres sont des macromolécules globulaires avec une
structure régulicre et hyper-ramifiée (Figure 2, page 8). Ils sont constitués de monomeres associés
selon un processus arborescent autour d’un cceur central plurifonctionnel. Le mot « dendrimére »
provenant da la langue grecque est une combinaison de deux mots « dendron » (devopov qui signifie
«arbrey) et meros (Uépog - « partie de »). Il a été introduit par Donald Tomalia dans son premier

article sur les dendrimeres poly(amidoamine) (ou PAMAM) publié¢ en 1985 [61].
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Figure 2. Représentation schématique d’un dendrimére de quatriéme génération [62].



La structure dendritique est décrite par un vocabulaire trés précis. Tout commence avec
I’élément central du dendrimere, son ceeur, qui définit I’architecture dendritique initiale et, en méme
temps, sert de site d’ancrage des branches (dendrons). Ainsi, le cceur dendritique confére au
dendrimére une certaine géométrie, en fonction de sa structure moléculaire et le nombre des
groupements fonctionnels a sa périphérie. De plus, dans certains cas, il peut étre également un
porteur d’une fonction spécifique qui va le rendre fluorescent [63], photo-isomérisable [58] ou le
transformer en site catalytique [64]. Sur ce coeur vont donc venir s’accrocher des dendrons constitués
de monomeéres, incluant les groupements intermédiaires (espaceurs) et les points de divergence,
permettant ainsi d’augmenter le nombre de fonctions chimiques a la périphérie dendritique,
dépendamment de la génération G (Figure 3, page 9). Finalement, ce sont les dendrons qui
vont déterminer les propriétés principales du squelette dendritiques. Il est également a noter
que dépendamment de leurs architectures, 1’intérieur du dendrimére peut aussi renfermer des
cavités qui pourront éventuellement accueillir des molécules de taille convenable, en

présentant ainsi une «boite moléculaire».

3.1 nm 4.0 nm 5.3 nm 6.7 nm 8.0 nm

G=30 G=40 G=50 G=6.0 G=17.0

Figure 3. Taille et augmentation en progression géométrique du nombre de fonctions

chimiques a la surface de dendriméres PAMAM, en fonction de la génération (G) [65].

Les premiers dendrimeres ont été décrits en 1978 par le groupe de Fritz Vogtle
lorsqu’il a rapporté la «syntheése en cascade» de polyamines de bas poids moléculaire [66].
Quelques années plus tard, Robert Denkewalter et col. ont déposé plusieurs brevets concernant
la synthese de dendrimeres de L-lysine [67-69]. Cependant, ce n’est qu’en 1985, les structures
dendritiques ont vraiment attiré 1’attention du publique scientifique, grace aux travaux de
Donald Tomalia, concernant les dendriméres PAMAM [61], et de George Newkome, sur les

«arborols» [70].



Dans la littérature scientifique, les macromolécules dendritiques sont également
présentées sous les noms « molécules en cascade », « cauliflowers », « starburst polymers »
[71], « star shaped nanomolecules » et méme « astérisques moléculaires» [72, 73].

Présentement, des milliers de structures dendritiques différentes (plus de 50 familles
[74]) sont décrites. Plusieurs dizaines de ces structures sont commercialisées et trouvent leurs
applications dans différents domaines [57, 75]. Le nombre des articles sur les dendrimeres ne
cesse de progresser (Figure 4, page 10), ce qui confirme I’intérét grandissant porté aux

macromolécules de ce type.
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Figure 4. Nombre de publications sur les polyméres et dendrimeres thérapeutiques en
1940-2009 [76].

A ce jour, prés de 1300 nouveaux articles scientifiques et 1200 brevets concernant
différents aspects de la chimie et les applications de composés dendritiques ont été publiés
[77]. Le plus grand nombre d’articles est présenté par les équipes de recherche de J. Fréchet et
D. Tomalia (Figure 5, page 11).

Il est intéressant a noter qu’une de ces deux équipes (celle de D. Tomalia) a également
¢laboré¢ un des deux types de dendrimeres les plus connus et couramment utilisés, les
PAMAM et les dendrimeres poly(propyléne imine) (ou PPI), qui sont présentement produits a

I’échelle industrielle (Figure 6, page 12).

10



260

180

Number of publications and patents
according to the Chemical Abstracts
Citation Index (2005)

160

80 -

B0

] ek
40
20

>a's'eo's T o'0lgly (- o T '1. 3 o '- !
YT e S e G e & 3 e 5 £ X
< © -3 3 > 5 & o0 & &
RSO I P O I Yo o o O I O
CRET EFITSPOF S IR F&EY dFTs ¥ SR TS S
F &TESS FES $ $& Tey g
s g > o B

Figure 5. Nombre de brevets (barres blanches) et articles publiés (barres en couleurs)
par différentes équipes de recherche, selon Chemical Abstracts Citation Index (données

de 2005) [78].

L’estimation de futures applications de différents produits a base des dendrimeres
(pour la période de 2005 a 2015) a été effectuée par une compagnie de conseil Willems & van

den Wildenberg (W&W) Espana sl Co. (www.wywes.com), dans le cadre du

programme NanoRoadMap de la Commission Européenne. De nombreux experts, incluant J.
Fréchet, G. Newkome, D. Tomalia etc., ont évalué les perspectives et les risques économiques
potentiels, liés aux investissements dans les secteurs innovants, ainsi que R&D et les stratégies
de création d'entreprises dans ce domaine. Selon le rapport, présentement, il y a certainement
de nombreuses applications possibles pour les dendrimeres. En dépit de cela, seulement pres
d'un tiers d'entre eux, peuvent finalement atteindre le marché car d'autres matériaux (p.ex. les
polymeres conjugués dans la production de diodes électroluminescentes organiques, OLED)

présentent également des produits trés compétitifs.
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Figure 6. Structures de deux dendrimeéres les plus couramment utilisées, poly(amido amino)
ou PAMAM GS élaboré par I’équipe de D. Tomalia (a gauche) et poly(propyléne imine),
ou PPI, G 5 (a droite) issu indépendamment de laboratoires de E. W. Meijer et R.
Mulhaupt [50].

On peut s’attendre qu’en 2015, plusieurs produits dendritiques (p.ex., maticres
colorantes et adhésives) puissent accéder au marché. Cependant, les applications des
dendrimeres en médecine et en électronique peuvent prendre encore plus du temps a se
développer (Figure 7a, page 13). Dans le cas de produits médicaux, cela pourrait étre di a la
nécessité d'effectuer de longs essais cliniques et le processus d'approbation par des organismes
concernés. L’évaluation des risques liés aux perspectives d’utilisation des dendrimeres a
I’échelle industrielle pour la période 2005-2015 montre que les domaines les plus prometteurs
sont ceux des mati¢res colorantes et adhésives, ainsi que des agents de contraste en imagerie
par résonance magnétique (IRM). Les utilisations commerciales possibles de dendrimeres
comme anticorps artificiels, composés médicaux multifonctionnels, ainsi que composants de
dispositifs nanoélectroniques ont été considérées les domaines les plus a risques. Les
applications des dendrimeres dans la livraison ciblée de PA ont été classées respectivement

comme ¢€tant a risque moyen. (Figure 7b, page 13) [78].
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Figure7.Etat attendu du développement de différentes applications des dendriméres en
2015 (a), et les risques liées a ces applications au bout de la période de 2005 a 2015 (b),
selon le rapport de W&W [78].

Etant donné que les objectifs du présent projet de recherche sont la synthése chimique
et I’étude de propriétés de nouveaux dendrimeres congus pour la livraison ciblée de molécules
de PA hydrophobes, les sections suivantes seront une occasion de présenter 1’état actuel de ces

domaines.

1.2.2. Principales méthodes de synthese des dendriméres

L’assemblage chimique des dendrimeres est généralement basé sur I’utilisation de deux
approches principales, la voie divergente et la voie convergente (Figure 8, page 14). La voie
divergente est normalement considérée comme approche classique car, historiquement, les
premiers travaux concernant la synthése des dendrimeéres empruntaient cette stratégie [61, 64,
66, 67, 79]. D’apres cette méthode, la croissance a lieu de I’intérieur vers I’extérieur. C’est-a-
dire que le dendrimere est préparé a partir d’un coeur plurifonctionnel par la répétition d’une
séquence de réactions d’activation et de couplage avec les groupements réactifs

complémentaires de monomeres. Ainsi, a la fin de chaque cycle réactionnel, 1’approche

13



divergente permet d’obtenir un dendrimére d’une nouvelle (plus grande) génération (G1, G2,

G3 etc.).

j Synthése divergente Synthése convergente
A 4

N

G1

A 4
G2 N

A - Coeur central trifonctionnel V - Monomeére trifonctionnel

Figure 8. Représentation schématique de deux principales voies d’assemblage des

dendrimeres, divergente et convergente.

Avec la montée en génération, I’encombrement stérique entre les groupements a la
périphérie du dendrimére augmente considérablement. Selon la théorie de « dense packing state»
de P. De Gennes et H. Hervet, publiée en 1983 [80], il existe donc toujours une limite théorique a la
croissance des dendrimeres due a la congestion de sa surface. Par exemple, dans le cas de
dendrimeres PAMAM, la génération limite calculée était de 9-10 tandis qu’en pratique, les
difficultés a synthétiser les produits purs ont été observées déja a partir de 7-8¢mes générations.
Par conséquent, avec la hausse de la génération, la probabilit¢é de la fonctionnalisation
incomplete croit. De plus, si le monomeére branché en exces n’a pas été complétement €liming, de
petites impuretés dendritiques peuvent également apparaitre. Néanmoins, malgré les
inconvénients ci-mentionnées, la méthode divergente demeure toujours une méthode de choix

pour les synthéses d’un point de vue préparatif ainsi qu’a I’échelle industrielle [75].
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Dans le cas de la voie de synthése convergente, 1’assemblage des dendrimeéres
s’effectue par le greffage direct au cceur central plurifonctionnel des dendrons présynthétisés
d’une génération appropriée (Figure 8, page 14). La méthode a été introduite initialement en
1990 par C. Hawker et J.M.J. Fréchet [81, 82]. Cette stratégie permet généralement d’obtenir
les produits de plus grande pureté comparativement a I’approche classique divergente, ce qui a
¢té illustré d’une maniére bien ¢éloquente par S. Grayson et J.M.J. Fréchet [64] avec les

résultats de spectrométrie de masse (Figure 9, page 15).
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Figure 9. Spectres de masse de dendrimeres préparés par les voies convergente (a) et

divergente (b) [64].

De plus, la méthode convergente est considérée comme plus versatile car elle pourrait
¢galement étre utile pour assembler les dendrimeres d’une maniére que la structure de
dendrons change soit symétriquement « en couche » (uniquement possible dans le cas de la
voie divergente), soit « en segment », par le greffage au cceur central des dendrons différents
(Figure 10, page 16) [74]. Cela permet donc de mieux adapter I’architecture dendritique aux

besoins pratiques.
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(b)

Figure 10. Représentation schématique de deux voies possibles pour changer la structure
de dendrons durant ’assemblage des dendriméres « en couche » (a) et« en segment » (b).

Adaptéde[74].

Cependant, il ne s’agit pas d’une stratégie idéale car la synthese est généralement limitée a
I’obtention des dendriméres de 2-3émes générations. La géne stérique (cas des dendrons
volumineux) empéche significativement le couplage efficace avec le point focal du ceeur
dendritique, ce qui améne une diminution des rendements réactionnels [50, 64, 75]. Par conséquent,
la méthode convergente est rarement utilisée dans I’industrie, en particulier, son application est
présentement limitée a la production d’une famille de dendrons polyéther commercialisée par
Tokyo Kasei Co. Ltd. (Japon) [64].

Une combinaison des deux approches divergente et convergente est également
possible. En 1998, H. Ihre et col. ont proposé la syntheése d’un dendron de 4éme génération, en
utilisant ces deux stratégies: divergente, pour obtenir un dendron de 2G, et, finalement,
convergente, a partir de ce produit de G2, pour synthétiser le dendron de G4 [83]. Plus tard, en
2006, R. Singh Dhanikula et P. Hildgen ont rapport¢ une méthode d’assemblage de
dendrimeres entiers, d’abord, par voie divergente (en particulier, pour synthétiser un cceur
dendritique polyfonctionnel), ensuite, par la voie convergente (pour greffer les dendrons
présynthétisés de premiere génération), et, finalement, en revenant encore a la voie divergente,
en greffant les dendrons de premiére génération, pour obtenir respectivement les structures de
2¢me et 3eme générations [84]. Ainsi, ces assemblages en blocs présynthétisés ont permis de
réduire considérablement le nombre des étapes de synthese, comparativement a 1’utilisation
d’approches déja bien connues. Cette stratégie pourrait étre efficace dans 1’obtention des
structures dendritiques « en couche », composées des blocs de différente nature.

I1 faut mentionner que présentement, il y a aussi beaucoup de publications concernant

les architectures chimiques branchées qui ne présentent cependant pas des structures régulicres
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et symétriques. Par conséquent, elles ne peuvent pas étre considérées comme dendrimeéres et

sont exclues de ce manuscrit.

1.2.3. Principaux types du nanotransport des molécules actives avec les

dendrimeres

1.2.3.1 Greffage et encapsulation des principes actifs en chimiothérapie antinéoplasique :

pro et contra

L’intérét que la chimie pharmaceutique porte aux dendrimeéres, est expliqué,
premic¢rement, par leur capacité¢ d’accueillir des molécules de taille convenable dans les
cavités internes et, deuxiémement, par la possibilité d’utiliser le potentiel des groupements
périphériques, permettant le greffage de différentes molécules d’une maniere covalente [85-
92].

Dans ce contexte, la chimiothérapie anticancéreuse (ou antinéoplasique) est un
exemple trés intéressant a illustrer. Bien qu’il y ait beaucoup d’autres secteurs dans la
médecine qui pourraient bénéficier de 1’amélioration des parametres pharmacologiques de
médicaments, la chimiothérapie antin€oplasique attire traditionnellement beaucoup plus
d’attention chez les chercheurs. Ceci est expliqué, premierement, par la gravité de la maladie,
caractérisée souvent par des traitements colteux et, dans certains cas, des taux de survie
toujours faibles, et, deuxiemement, par le nombre grandissant des patients atteints de cancer
(la hausse est estimée a pres de 9% annuellement [93]). Une fiche d'information récente de
'Organisation mondiale de la santé (OMS) rapporte que le cancer est une cause majeure de
déces dans le monde. En 2007, le nombre de décés a atteint 7,9 millions (environ 13% de tous
les déces), ce qui est trés alarmant. La mortalité¢ due au cancer, estimée pour 2030, sera de 12
millions [94]. Par conséquent, la chimiothérapie antinéoplasique présente un des segments les
plus dynamiques du marché pharmaceutique, et les organismes gouvernementaux, ainsi que
les compagnies privées, sont intéressés a investir dans la recherche et le développement de ce
type de traitements [95].

D’une maniere générale, le cancer est un nom générique qui recouvre plusieurs

maladies de nature similaire qui sont associées aux mutations de geénes impliqués dans le
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controle de la croissance cellulaire, division, réparation de I’ADN et de 1’apoptose cellulaire
[96]. Des dizaines de milliers d’études réalisées sur la chimiothérapie anticancéreuse [38],
incluant celles sur ’utilisation des dendrimeéres [97], ont permis d’¢lucider et de mieux
comprendre 1’influence de nombreux facteurs qui sont associés aux spécificités de I’organisme
affecté, ainsi qu’aux propriétés du médicament. DG a la diversité de types du cancer et la
quantité énorme de données de recherche accumulées, les résultats de ces études peuvent étre
extrémement utiles non seulement pour la thérapie antinéoplasique, mais également pour
d’autres traitements médicamenteux li€s au ciblage précis de sites pathologiques.

L’approche chimiothérapeutique dans [’oncologie consiste majoritairement a
administrer par voie intraveineuse un médicament a base des petites (c’est-a-dire, avec Mm <
1000 Da [28]) molécules cytotoxiques. Ces molécules actives posseédent une faible sélectivité
et s’attaquent a toutes les cellules en division rapide de 1’organisme, cancéreuses et saines, en
réduisant ainsi les effets bénéfiques. D’autres facteurs qui peuvent contribuer a la diminution
de ’efficacité des agents antinéoplasiques sont une mauvaise solubilité dans 1’eau, la liaison
aux protéines plasmatiques, les interactions avec le systéme réticuloendothélial (SRE) menant
a la réponse immunitaire, ainsi que la clairance rénale et hépatique, et une mauvaise
internalisation cellulaire [97-101]. L’utilisation des excipients (cosolvants, surfactants etc.) qui
sont mal adaptés ou toxiques (p.ex. cyclodextrines [102], huile de ricin modifiée [103] etc.)
peut également causer des effets indésirables.

Pour éviter les problemes ci-mentionnés, une vectorisation avec les dendrimeres
semble étre une solution assez prometteuse. Ces nanotransporteurs unimoléculaires sont
beaucoup plus stables que les vecteurs obtenus par I’autoassemblage physico-chimique de
plusieurs molécules tels que les liposomes, nanosomes et micelles. De plus, ils présentent des
structures bien contrdlables, permettant une meilleure reproductibilité au niveau de la taille, de
I’architecture interne et les propriétés de surface [97, 104]. La présence d’éléments structuraux
convenables pourrait également augmenter la stabilité de systémes «dendrimére-principe
actif» dans la circulation systémique, assurer un meilleur ciblage et une libération de PA dans
le site pathologique visé. Finalement, 1’absence des effets toxiques et la biodégradabilité
suffisante de ces macromolécules, ainsi que 1’élimination facile de produits de la
biodégradation (voir plus de détails plus bas et dans la section 1.2.5) pourraient garantir la

sécurité biologique de ces systemes.
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Le choix initial de la structure d’un vecteur dendritique est déterminé grandement par
la fagon avec laquelle le PA est supposé éEtre associ€é a son nanotransporteur. D aux
particularités de la structure dendritique, les molécules de principes actifs antinéoplasiques
peuvent étre soit encapsulées dans les cavités internes au moyen d’interactions physico-
chimiques, soit associées par la conjugaison covalente avec les groupements fonctionnels a la
périphérie ou dans les couches proches de la surface (Figure 11, page 19). Les deux stratégies
ont déja montré certains avantages comparativement a 1’administration de PA non formulés
(«libres ») comme cela a été rapporté dans les cas de composées organiques hydrophobes,
méthotrexate (MTX) [105-116], doxorubicine (DOX) [117-133], paclitaxel (PTX) [134-136]
[111, 137-140], 5-fluorouracile (5-FU) [141-145], camptothécines [146-151], saporines (ou les
protéines inactivant les ribosomes, PIR) [152], chlorambucil [153], 6-mercaptopurine (6-MP)
[154], ainsi qu’une substance active non organique, cisplatine [155-157], et I’isotope de bore

1B [158-160].

Non-covalent drug association .b -
.[L)eakage of drug

in circulation

Covalent drugnawsmble drug-dendrimer

complexin circulation
Figure 11. Deux principales stratégies d’utilisation de dendriméres en vectorisation des molécules actives
(dans le cas présent, en thérapie antinéoplasique des tumeurs solides): encapsulation non chimique et

conjugaison covalente [97].

La stratégie d’encapsulation proposée pour cibler les PA anticancéreux est
généralement caractérisée par la simplicité de la procédure d’encapsulation des molécules
actives, une solubilité accrue de complexes d’inclusion résultants [105-107, 117-119, 134,
135, 141-144, 153, 161, 162], une diminution du pic plasmatique du PA, 1i¢ a une cytotoxicité

systémique [144], ainsi que par une distribution améliorée dans la tumeur [141]. Dans certains
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cas, I’encapsulation améne €galement une augmentation de la biodisponibilité orale [117]. En
outre, étant associ¢e avec le dendrimére de fagon non covalente, la molécule active demeure
intacte. Elle ne se présente donc pas comme une nouvelle entit¢ chimique, ce qui peut
simplifier considérablement le développement pharmaceutique de nouvelles formulations, a
moins que le dendrimére-méme ne soit pas une NCE [97]. Néanmoins, un désavantage majeur
de I’encapsulation de PA dans les dendriméres est une faible stabilit¢ de complexes
d’inclusion dans la circulation systémique, ce qui résulte en relargage trop rapide et
incontrolable de molécules actives («burst release»), et, par conséquent, en des taux de ciblage
inappropriés [97, 108]. Les principaux mécanismes d’encapsulation et les possibilités
d’augmenter le temps de rétention de la charge thérapeutique seront discutés en détails dans la
section 1.2.4.

Comparativement a la stratégie d’encapsulation physico-chimique, le greffage covalent
d’une entité médicamenteuse sur le dendrimére permet de réduire significativement les pertes
spontanées du principe actif, tout en bénéficiant de I’augmentation de taux de solubilisation
[97]. Cette approche permet [’utilisation des agents thérapeutiques volumineux, comme p.ex.
les protéines inactivant les ribosomes (PIR) [152], ainsi que les combinaisons de PA
antinéoplasiques avec les ligands spécifiques aux cellules tumorales [109, 163-167]. Le choix
d’un segment de liaison (ou « linker ») sensible au microenvironnement tumoral (hydrazone
[123, 125-127, 133], carboxylate [155], cis-aconityle [122, 128, 129], dérivé thiolé du
maléimide [132], bisulfures [138], peptides sensibles aux métalloprotéases matricielles
(MMPs) 2 et 9 [113, 168, 169]) peut également rendre le relargage mieux ciblé. Il est
cependant a signaler que cette stratégie de conjugaison covalente a également des limitations
importantes. En particulier, le fait qu’il est trés difficile de trouver un signal biologique
spécifique (pH, température, composé chimique particulier etc.) caractérisant la tumeur et
pouvant ainsi servir un déclencheur universel du relargage du PA, peut amener a une
libération non ciblée ou trop lente pour étre efficace in vivo [6, 28, 97, 170]. Pour augmenter le
contrdle de la vectorisation au moyen d’un déclencheur externe, un /inker sensible a I’'UV a
été récemment proposé [171]. Les résultats intéressants ont €té également obtenus dans le cas
de la génération de particules alpha dans les tumeurs, sous I’effet de neutrons sur les isotopes
de bore '"B attachés a la surface dendritique [158-160]. Parmi les inconvénients, il faut

¢galement noter que ['utilisation de certains linkers peut causer une libération des formes
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moins actives que la molécule médicamenteuse libre, comme p.ex. dans le cas de MTX lié¢ au
dendrimeére par un espaceur peptidique [113] ou les dérivés cycliques de DOX associé avec le
carboxylate d’hydrazone [124]. Etant donné que le principe actif reste a la surface du
dendrimeére, il existe le risque de modification de sa structure dans 1’organisme bien avant
d’atteindre le site d’action [113]. Le facteur économique est aussi a ne pas négliger car la
conjugaison covalente nécessite des étapes supplémentaires de transformation chimique et de
purification, ce qui augmente le colt du produit final [97]. En outre, une fois modifiée
chimiquement, la molécule active devient une NCU, ce qui nécessite un processus
supplémentaire d’approbation tel que mentionné plutot.

Ainsi, de trés nombreux facteurs vont déterminer le choix final de la stratégie du nano-
transport liée a ’utilisation des nanovecteurs dendritiques pour traiter les tumeurs solides.
Malgré tous les désavantages ci-haut mentionnés, présentement, la stratégie de conjugaison
covalente est habituellement considérée comme ayant plus d’avenir, dd, principalement, a la
stabilité plus grande dans la circulation systémique par rapport a I’encapsulation [97, 108].

Il est cependant a noter qu’en dépit des centaines d’articles exposant les avantages
potentiels de dendriméres en thérapie antin€oplasique, aucune formulation de ce type n’est
encore présente dans le marché pharmaceutique. Parmi les obstacles majeurs, a la
commercialisation de dendriméres en tant que nanovecteurs médicaux, on peut trouver la
durée des essais cliniques et du processus d’approbation par FDA, ainsi que le cott trés élevé
de la production compte tenu de la syntheése chimique multiétape [78]. En particulier, la durée
du stade incluant les essais cliniques et du processus d’approbation par FDA prend en
moyenne 6-8 ans [38]. Le grand colit de la production industrielle de dendrimeres peut
finalement résulter en une non-compétitivité avec les nanosystemes déja approuvés et moins
chers (liposomes [35, 38]) ou d’autres systemes en plein développement (polymeres [78], p.ex.
Transdrug®, présentant la DOX encapsulée dans les nanoparticules polyalkylcyanoacrylates,
est en phase 3 des essais cliniques [172]). Néanmoins, il y a aussi d’autres phénomeénes plus
fondamentaux qui pourraient expliquer la situation actuelle avec les dendrimeres dans les
traitements de tumeurs solides. Dans ce contexte, une attention particuliere devrait étre
accordée au role de I’effet de perméabilité et rétention accrues (ou l’effet EPR, Enhanced

Permeability and Retention effect) dans le ciblage de tissus tumoraux avec les nano-objets.
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1.2.3.2 Chimiothérapie antinéoplasique et I’effet EPR

Présentement, la majorité des équipes de recherche indiquent qu’une sélectivité de
dendrimeres [46, 97, 108, 118, 154, 173-175] (d’ailleurs aussi comme des autres nanovecteurs
[28, 30, 33, 45, 175-178]) par rapport aux néoplasies cancéreuses est déterminée grandement
par D’effet de perméabilité et rétention accrues. En particulier, les vaisseaux sanguins tumoraux
possédent des lacunes importantes comparativement a la majorité des tissus sains. Cette
particularité, ainsi que la fonction trés affaiblie du drainage lymphatique, résulte en

I’accumulation passive de nano-objets dans la tumeur avec le temps (Figure 12, page 22).

Afferent lymph Venous blood flow

Intact vasculature containing 3 1
tight intercellular junctions f nano-
prevents permeation of nano- i i
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Lyn'phql.'ip 2 ke of n:ano-siz
material from capiflary bed
) transportback into bload
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Figure 12. Schéma de D’alimentation sanguine et lymphatique de tissus normaux et
tumeurs solides. Les vecteurs de taille nanométrique, chargés de molécules actives,
peuvent pénétrer dans les tumeurs solides grace a ’effet de perméabilité vasculaire
accrue et une augmentation de rétention due a 1'absence du drainage lymphatique. La
vascularisation dans les tissus non cancéreux est généralement peu perméable pour des
nanoparticules et des macromolécules, bien que des macromolécules telles que
I'albumine puissent s'extravaser par les fenestrations capillaires ou par le mécanisme de
transcytose actif. Une fois présent dans l'interstitium, ils sont livrés vers la circulation

systémique par le systeme lymphatique [97].
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Par conséquent, on pourrait raisonnablement s’attendre que I’augmentation de la stabilité des
nanovecteurs chargés de PA dans la circulation systémique soit bénéfique au ciblage tumoral.
En particulier, ces conditions préalables sont a la base d'allégations selon lesquelles la
conjugaison covalente des molécules actives avec les dendriméres serait plus efficace dans les
traitements de tumeurs solides [97, 108] (voir aussi la section précédente).

Malgré tout cela, depuis la premicre publication du groupe de Prof. Hiroshi Maeda en
1985 [179, 180], les recherches liées au réle exceptionnel de 1’effet EPR en nano-vectorisation
cancéreuse, ne montrent que des résultats trés modestes pendant les essais cliniques chez
I’humain. Dans la majorité des cas, I’amélioration de l'efficacité du ciblage par rapport au PA
libre ne constituait que quelques pourcents de la dose injectée. Ainsi, plus de 90% (tres
souvent >95%) du médicament administré sous forme de nanovecteurs « bénéficiant de 1’effet
EPR » se retrouvent toujours dans des parties non ciblées de I’organisme, en causant des effets
toxiques importants [6, 45, 175]. Par conséquent, bien que depuis plus que 25 ans, le nombre
d’article concernant la nano-vectorisation ne cesse de progresser, la mise sur le marché de
nano-systemes, incluant les dendriméres, soit toujours trés problématique. Les grandes
compagnies pharmaceutiques trouvent que le passage aux nanoformulations n’est pas encore
¢économiquement justifié, étant donné la trés faible augmentation en efficacité thérapeutique
attendue [38].

Une des raisons expliquant cette situation avec les nanovecteurs ciblant les tumeurs
solides est une interprétation inadéquate du role de 1’effet EPR sur laquelle se base la plupart
des travaux de recherche dans ce domaine (incluant ceux sur les dendrimeres). En effet, bien
que bel et bien présent chez les tissus tumoraux, le phénoméne EPR nécessite de respecter
également d’autres parametres biologiques afin d’en obtenir les meilleurs résultats possibles.
En particulier, pour les nano-objets qui pourront éviter des interactions rapides avec les
constituants de la circulation systémique (I’opsonisation par les protéines plasmatiques et la
séquestration par les macrophages, I’adsorption par I’endothélium des vaisseaux sanguins etc.
[6, 181]), leur bio-distribution sera déterminée grandement par leurs diametres
hydrodynamiques. Par exemple, les pores des glomérules rénaux de 6 nm favorisent
I’¢élimination du sang de particules de moins 5,5 nm [24]. Les fenestrations dans 1’endothélium
des vaisseaux sanguins d’autres tissus sains, généralement, de 4,5 a 25 nm [182], allant

jusqu’a 100-175 nm dans le cas des vaisseaux sanguins hépatiques [183], permettent ainsi
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I’extravasion de particules encore plus grandes. Finalement, les lacunes dans 1’endothélium
des tumeurs solides peuvent atteindre 380-780 nm [184], résultant respectivement en
I’extravasion d’objets de tailles similaires. Par conséquent, pour bénéficier efficacement de
I’effet EPR (compte tenu du diameétre maximal de 500 nm, permettant la pénétration de
particules a travers la membrane cellulaire), le vecteur devrait avoir le diametre environ de
400 nm [45]. Une autre limitation a prendre trés au sérieux est que dans les cas
d’inflammations (p.ex. la polyarthrite rhumatoide) et I’ischémie cardiaque et intestinale, les
vaisseaux sanguins ont également des lacunes semblables a celles de tissus cancéreux, ce qui
peut aussi se répercuter sur 1’efficacité du ciblage [6]. Il est donc trés important de s’assurer de
I’absence de tels processus internes avant de procéder a un traitement antinéoplasique de ce
type.

Dans ce contexte, il est intéressant a noter que la taille d’environ 400 nm, suggérée
pour le ciblage basé sur I’effet de perméabilité et rétention accrues, ne correspond pas a la
majorité des nanovecteurs proposés a cette fin. En outre, les particules de 400 nm ne
pourraient méme pas €tre classées comme nano-objets classiques qui ne doivent pas étre
supérieure a 100 nm. Pour les dendrimeres (présentés souvent comme nanocapsules
unimoléculaires), ces données peuvent signifier des conséquences encore plus dramatiques car
aucune des structures dendritiques jamais synthétisée n’a atteint cette taille. Par exemple, le
dendrimére PAMAM avec un cceur a base d’éthyléene diamine de 10éme génération (la
génération limite a cause des effets stériques empéchant la transformation compléete ultérieure
de tous les groupements aminés sur la surface) a le diamétre de seulement 13 nm [50]. Ainsi,
I’assemblage chimique de molécules dendritiques de plusieurs centaines nanometres
présenterait donc un énorme défi non seulement au niveau technique, mais aussi au niveau
économique. Méme en absence des génes stériques, une synthése de structures pareilles a
partir de petites molécules nécessiterait plusieurs centaines d’étapes chimiques et de
purification. Par conséquent, le cout d’une production a grande échelle, basée sur cette
approche deviendrait trop élevé.

Pour contourner ce probléme de taille insuffisante, une des solutions possibles serait
d’¢laborer des vecteurs dendritiques supramoléculaires. En particulier, certaines études
indiquent que la taille de particules dendritiques observée expérimentalement était supérieure

a celle attendue pour les systémes présentant des macromolécules distinctes, p.ex. [75, 84,
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143, 173, 185-187] ce qui suggere la formation spontanée de structures multimoléculaires. De
plus, les données récentes montrent la possibilit¢ d’obtenir des agrégats sphériques a deux
couches (semblables aux liposomes), composés de molécules dendritiques (dendrimérosomes)
de 2 a 50 um [188]. Beaucoup plus prometteuses ici pourraient étre les architectures ramifiées
non symétriques, ayant les propri¢tés amphiphiles, comme montré dans le cas de copolymeéres
branchés en bloc, pouvant former des micelles de 150-190 nm [189-191]. Ceci pourrait ainsi
ouvrir d’autres perspectives pour ¢laborer de nouveaux vecteurs dendritiques de PA,
bénéficiant de 1’effet EPR. Cependant, dans ce cas, il faudrait réviser le concept de la « boite
moléculaire » dendritique et effectuer les études supplémentaires pour clarifier le
comportement de structures ramifiées de différentes familles au niveau de la stabilité¢ et du
contrdle de la taille de leurs agrégats supramoléculaires.

Comme conclusion, il y a présentement un besoin pour élaborer des approches
alternatives afin d’augmenter le taux de ciblage des tumeurs solides avec les vecteurs
dendritiques. Néanmoins, sans changements importants, on ne peut pas espérer de grands
développements dans un futur proche de [I’utilisation de dendriméres en tant que

nanotransporteurs unimoléculaires.

1.2.3.3 Perspectives liées a ’utilisation des nanovecteurs dendritiques médicamenteux

L’exemple de la section précédente, présentant les perspectives de I’'utilisation des
dendrimeres dans les traitements des tumeurs solides, met en évidence I’importance de
prendre en compte tous les facteurs impliqués dans 1’efficacité¢ de futurs nanovecteurs de PA
(physicochimiques, biologiques, économiques). Ce n’est donc qu’avec cette approche globale
du probléme de vectorisation qu’on puisse espérer trouver de meilleures solutions, permettant
de tirer le maximum d’avantages de chaque type des nano-transporteurs, dépendamment des
objectifs pharmacologiques visés [20, 76, 172, 181, 192-194]. Dans ce contexte, les agents
d’encapsulation a base de dendriméres pourraient €tre prometteurs dans les traitements
médicaux ou la taille n’excédant pas quelques dizaines nanometres et la stabilit¢ modérée du
systéme « vecteur-PA » constituent plutot des avantages. Par exemple, ils peuvent se retrouver
utiles pour encapsuler les PA hydrophobes anti-inflammatoires et analgésiques (comme
rapporté, p.ex., pour le piroxicam [195], l'indométacine [196-198], cortisol [71], ibuprofen
[104], flurbiprofen [199], ketoprofen [200, 201], et diflunisal [201], aspirine [202]), ainsi que
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dans le cas de certains immunosupresseurs (acide mycophénolique [203]), inhibiteurs de la
transcriptase inverse (lamivudine [204], utilisé¢ dans les traitements antiviraux du VIH et de
I’hépatite B), agents anti-thrombotiques (enoxaparin [205]), myotique et mydriatique (nitrate
de pilocarpine et tropicamide [206]) et antipaludique (phosphate de chloroquine [207], utilisé
contre Plasmodium, protozoaire parasite). Les dendriméres ont été également proposés pour
encapsuler les PA antibactériens (sulfaméthoxazole [208, 209], gatifloxacin [210]), anti-
ulcéreux (famotidine [198]), anti-hypertensifs (nifédipine [211]), sédatifs (phénobarbital
[208]), antiseptiques a 1’'usage topique (acides benzoique et salicylique [212]), ainsi que des
vitamines (acide nicotinique [213], acide tout-frans-rétinoique [162] et B-caroténe [84]) et
antifongiques (amphotéricine B [198], acides benzoique et salicylique [212]; voir également la
section 1.2.6) etc.

Comme déja mentionné dans la section 1.1, I’encapsulation physicochimique de
molécules actives est généralement plus économique que le greffage covalent. Afin de profiter
efficacement de cette stratégie et, en méme temps, de contourner les inconvénients liés au
probleme de relargage prématuré des PA encapsulés, plusieurs approches liées aux aspects
structuraux sont présentement proposees (voir les détails dans la section suivante 1.2.4). De
plus, la possibilit¢ de former des structures supramoléculaires, composées de plusieurs
dendriméres, pourrait également contribuer au ralentissement de la libération des molécules
actives, ainsi que dans la diminution de la clairance rénale. A cet égard, une élaboration de
nouveaux agents d’encapsulation dendritiques, plus performants et adaptés pour la livraison de
PA hydrophobes, nécessite d’abord la compréhension des mécanismes d’interactions de
dendriméres avec les molécules actives et certains constituants de systémes biologiques. Ainsi,

les sections suivantes seront une occasion de présenter ces mécanisme plus en détails.

1.2.4. Dendrimeres comme nanocapsules des molécules actives

1.2.4.1 Encapsulation par les dendriméres. Information générale

La présence des cavités internes dans 1’architecture hautement branchée, ainsi qu’une
possibilité de bien contrdler la taille et les propriétés de surface, font des dendrimeres un objet

trés attrayant en tant que «boite moléculaire» pour encapsuler des petites molécules. Comme
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déja mentionné précédemment (section 1.1), les avantages qu’on pourrait avoir avec
I’encapsulation de PA hydrophobes dans les dendrimeéres, sont généralement des améliorations
au niveau de la solubilisation et la biodistribution, ce qui finalement ameéne a sa meilleure
biodisponibilité.

Historiquement, le concept théorique de captation des petites molécules par des
macromolécules branchées a été¢ suggéré pour la premicre fois en 1982 par M. Maciejewski
[214]. La premicre publication concernant 1’encapsulation des molécules actives par des
structures dendritiques remonte a 1989, quand A. Naylor et col. du groupe de D. Tomalia ont
¢tudié 1’encapsulation de ’aspirine par les dendriméres PAMAM [202]. Au moment de la
rédaction du présent manuscrit, I’encapsulation de plusieurs dizaines de PA par des
dendrimeres a été décrite.

D’une maniére générale, le principe d’encapsulation est basé¢ sur les interactions non
covalentes (sans formation des nouvelles liaisons covalentes) entre la structure moléculaire du
dendrimere et celle de 1’agent thérapeutique, telles que des interactions électrostatiques,
hydrophobiques, n-m, ponts hydrogenes, ainsi que les effets de I’immobilisation stérique [71,
192, 215]. Dans ce cas, il n’y a donc pas des changements au niveau de la structure chimique
de la molécule active, et le dendrimére ne devrait normalement exercer que la fonction d’un
excipient, permettant uniquement d’améliorer certaines caractéristiques du médicament, sans
présenter aucune action pharmacologique propre.

Dépendamment de I’architecture du squelette dendritique et de la structure de la
molécule active, différents mécanismes physicochimiques sont responsables de I’efficacité

d’encapsulation.

1.2.4.2 Mécanismes d’encapsulation par les dendriméres PAMAM, PPI et leurs dérivés

Les structures dendritiques les plus étudiées comme agents de nanoencapsulation de
PA sont majoritairement représentées par PAMAM, PPI (Figure 6, page 12) et leurs dérivés.
Ceci est di principalement a la disponibilité commerciale de longue date de ces composés. En
outre, les groupements périphériques de ces dendrimeres, présentés par les fonctions aminées,
peuvent étre facilement modifiés, permettant de changer au besoin les propriétés de surface.
Ainsi, malgré les caractéristiques potentiellement peu prometteuses au niveau de la

biocompatibilité (voir plus de détails dans la section 1.2.5), PAMAM et PPI sont présentement
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considérés comme les structures dendritiques les plus utilisées dans les travaux de recherche
en vectorisation de PA [97].

Généralement, ’efficacité d’encapsulation est définie par la nature des groupements
chimiques qui se retrouvent dans les parties internes et a la périphérie des dendrimeéres. Ces
groupements déterminent les types d’interactions avec les molécules de PA, en permettant
d’abord de les accueillir, ensuite, de les retenir I'intérieur (voir, de former des complexes
d’inclusion) et, finalement, de les relarguer (si possible, au moment opportun). Les squelettes
de PAMAM et PPI (Figure 6, page 12) contiennent des fonctions aminées primaires et
tertiaires, qui favorisent le piégeage des molécules actives par l'intermédiaire des liaisons
¢lectrostatiques (ou ioniques), des ponts hydrogenes et des interactions hydrophobes [71, 97,
104, 203].

Etant donné que I’impact énergétique des forces ioniques est le plus élevé dans les
interactions physico-chimiques en question [208], la présence des groupements fonctionnels
ionisés dans les structures dendritiques et celles de PA peut influer grandement sur le
processus d’encapsulation. En particulier, les possibilités d’interactions électrostatiques,
présentées par les groupements aminés de dendrimeres PAMAM et PPI, sont généralement
réservées aux molécules actives portant les fonctions acides, p.ex. MTX [107], chlorambucil
[153], I'indométacine [196, 197], ibuprofen [104], flurbiprofen [199], ketoprofen [200, 201],
diflunisal [201], enoxaparin [205] et acides mycophénolique [203], acétylsalicilique [202],
nicotinique [213], benzoique, salicylique [212] etc. Dans ce cas, I’encapsulation s’effectue en
deux principales étapes : d’abord, par les interactions électrostatiques avec des amines de
surface et, ensuite, avec des azotes tertiaires de I’intérieur [71, 97, 104, 203, 216] (Figure 13,
page 29). Les interactions électrostatiques, impliquées ainsi dans la captation de PA et la
stabilit¢ de complexes d’inclusion résultants, montrent une grande dépendance des valeurs pH
du milieu (voir plus de détails dans la section 1.2.4.4.1).

I1 est aussi rapporté qu’un renforcement des interactions €lectrostatiques est li¢ avec la
montée en génération, ce qui résulte en des taux d’encapsulation plus élevés [146, 216].
Néanmoins, ceci est également observé pour les PA non acides (comme rapporté, p.ex., pour
camptothecines [146], piroxicam [195], nifedipine [211], sulfaméthoxazole [209],

phénobarbital [208] etc.), di au volume des cavités internes plus grand par rapport aux
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dendrimeres de petites générations et a la possibilit¢ d’autres types d’interactions (ponts

hydrogénes et hydrophobes).
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Figure 13. Mécanismes généraux de I’association non covalente des molécules actives
faiblement acides et hydrophobes, ayant lieu dans le cas de dendrimeres PPI et PAMAM

avec différentes fonctions de surface [97].

Dans ce contexte, une approche hybride originale a ét¢ proposée par M. Kramer et col.
du groupe de R. Haag [217]. Dans cette approche, un cceur dendritique polyéthyléneimine
(PEIL analogue de PPI) de pseudo G3 a été d’abord synthétisé, et, ensuite, par les étapes
répétitives de greffage, les dendrons de PPI et PAMAM ont ¢té implantés. Les
pseudodendriméres obtenus de 5 a 25 kDa ont été trouvés efficaces pour I’encapsulation et la
transfection intracellulaire de macromolécules comme I’ADN.

Les modifications chimiques de la surface PAMAM et PPI peuvent également se
répercuter sur les mécanismes d’encapsulation. Les groupements périphériques hydroxyles
sont responsables de la formation de ponts hydrogenes faibles [97, 108, 142, 206, 212], tandis
que les esters maintiennent les interactions hydrophobes [97, 211, 218] (Figure 13, page 29).
La présence des carboxyles pourrait étre bénéfique pour former les complexes d’inclusion plus
stables avec les PA faiblement basiques (p.ex. avec le pilocarpine [206]).

Un rdle particulier est dévolu au greffage de chaines PEG a la surface de PAMAM et
PPI [97, 219]. Ce type de transformation est reconnu pour avoir des effets positifs au niveau
de la solubilit¢ dans les milieux aqueux, de la réduction des effets toxiques, ainsi que de

I’apparition de propriétés de « furtivité » (ou « stealth ») par rapport au SRE de I’organisme.

29



De plus, la PEGylation peut aussi augmenter le taux d’encapsulation de médicaments, par
rapport aux macromolécules non modifiées. Par exemple, la fixation de chaines MeO-PEG a
la périphérie de PAMAM a permis d’encapsuler plus de MTX et DOX, dans le cas de
PAMAM G3 et G4 portant MeO-PEG550 et MeO-PEG2000 [220], et plus de 5-fluorouracile
par PAMAM G5 avec les chaines MeO-PEGS5000 [144]. 11 est également a noter que dans ce
cas, la charge thérapeutique augmentait avec 1’accroissement de la longueur de PEG greff¢.
Ceci peut étre expliqué par la croissance du volume global des macromolécules, ainsi qu’aux
liaisons hydrogénes faibles, pouvant étre formées avec les atomes d’oxygenes des chaines
PEG. Néanmoins, H. Yang et col. ont rapporté que les chaines PEG5000 greffées sur
PAMAM G3 sont moins efficaces que les chaines PEG2000 dans 1’optimisation de taux
d’encapsulation. Ceci a été expliqué par la formation d'agglomérats ou les chaines PEG5000
de surface pénétraient a I’intérieur des dendrimeéres voisins, en réduisant ainsi le volume
global des cavités internes disponible pour 1’encapsulation [221]. Plus tard, cette explication a
¢été cependant mise en doute par H. Lee et R. G. Larson dont les résultats de simulation in
silico ont indiqué qu’une telle diminution en capacité de charge serait plutét due aux
autorepliements de longues chaines PEG5000 vers l'intérieur PAMAM G4, G5 et G7,
comparativement aux chaines plus courtes de PEGS550. Ainsi, une structure dendritique
portant les chaines PEG égales ou supérieures a 5000 Da s’empéche elle-méme d’atteindre le
maximum de chargement possible [222]. Malgré cette importante conclusion, il reste a
clarifier la longueur critique de PEG périphériques, menant a I’autorepliement. Les données
rapportées ne sont définitivement pas suffisantes pour décrire le comportement de systémes
dans I’intervalle assez large de 2000 a 5000 Da. Néanmoins, ces résultats sont en concordance
avec une autre étude trés récente, réalisée avec les produits dendritiques Boltorn™ (voir plus
de détails sur ces produits dans la section 1.2.4.3). En particulier, il a été noté que ’efficacité
d’encapsulation du DOX diminue de dendrimeres portant les chaines PEG5000 a ceux avec
les PEG10000 [173].

D’autres types moins répandus de modification de surface PAMAM et PPI ont aussi
montré des résultats trés intéressants. Par exemple, le greffage de 33 molécules de mannose
sur le dendrimeére PPI G5 a permis d’atteindre un taux d’encapsulation du lamivudine plus
élevé (avec l’accroissement jusqu’a 8%) et, également, la durée de relargage du PA plus

prolongée (d’environ 6 fois) par rapport a la structure non modifiée. Ces effets bénéfiques ont
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été expliqués par [’augmentation du nombre de groupements disponibles pour la
complexation, ainsi que par I’apparition de genes stériques empéchant la charge thérapeutique
de sortir librement [204].

Dans le cas de greffage de polysaccharides, en particulier, du dextran de Mw 60 kDa,
une libération prolongé de DOX a ¢été aussi notée. Ceci a €té interprété comme étant di a
I’influence favorable du volume accru de dendrimeére résultant [118].

Parmi d’autres chaines polymériques attachées aux dendrimeéres PAMAM, il faut
mentionner le poly(N,N-dimethylaminoethyl methacrylate) (ou DPMA) et le peptide
HAIYPRH (T7) conjugué avec PEG. Par exemple, les PAMAM G3 portant respectivement 2,
4 et 6 fragments DPMA ont montré une capacité a libérer le chlorambucil de fagon beaucoup
plus lente que le PAMAM G3 non substitué. De plus, la vitesse de libération observée in vitro
variait dépendamment du pH (plus grande a pH 1,4 qu’a pH 10) [153]. Les résultats encore
plus significatifs au niveau de relargage prolongé ont été obtenus aprés le greffage sur
PAMAM GS5 du peptide, un ligand spécifique du récepteur transferrine (T7), via ’espaceur
PEG3500. Dans ce cas, le taux de la prodrogue a base de DOX et un facteur de nécrose
tumorale humain (pORF-hTRAIL), libéré dans le tampon phosphate salin (PBS) a pH 7,4 n’a
pas dépassé 22% apres 120 h du test [120].

La fixation de I’acide folique (AF) a la périphérie de PAMAM et PPI est considérée
bénéfique pour améliorer non seulement I’internalisation intracellulaire du vecteur, mais aussi
I’efficacité d’encapsulation. Par exemple, il a été rapporté que la présence de molécules de
I’AF conjuguées a la surface de PAMAM G4 [141, 197], PAMAM G5 hydroxylé [108] et PPI
G5 [119] amenaient a un relargage plus lent, respectivement, de I’indométacine, 5-FU, MTX
et DOX, comparativement aux dendrimeres non modifiés. Il a été rapporté que le greffage de
I’AF peut étre aussi effectué par I’intermédiaire de 1’espaceur volumineux PEG4000. Dans le
cas du PAMAM G4, cette approche a permis d’atteindre les meilleurs résultats liés a la
libération du 5-FU (Figure 14, page 32) [141].

L’efficacit¢ de I’AF au niveau de rétention de PA a I’'intérieur du dendrimere est
généralement liée aux interactions a la fois hydrophobes et stériques accrues entre le
dendrimere et les molécules encapsulés [197]. Néanmoins, I’impact d’interactions
hydrophobes dans ce processus est controversé et a été remis en cause par 1’étude sur

I’encapsulation du cortisol par les dendriméres PPI G3 et G4, portant les groupements
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méthoxy-tétraéthyléne glycol (MeO-TEG) a la surface. Dans ce cas, I’insertion de chaines
lipophiles de n-hexane, entre le ceeur PPI et la couche externe de MeO-TEG, n’a pas mené a
des améliorations au niveau du taux de charge du PA [71]. Ceci pourrait étre di a ’impact trés
faible des forces de van der Waals, responsables pour I’attraction hydrophobe, sur la rétention
du cortisol. En particulier, la présence de groupements polaires comme hydroxyles et
carbonyle dans la molécule du cortisol favorise d’autres types d’interactions physicochimiques
qui sont énergétiquement plus fortes. Ainsi, pour les PA hydrophobes, portant des
groupements polaires ou facilement polarisables, une rétention par des effets stériques a la

surface, pour empécher de sortir de la « boite dendritique », semble étre plus prometteuse.
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Figure 14. Libération du 5-flourouracile (dans I’eau), encapsulé préalablement dans les
dendrimeres PAMAM G4: non modifié (DF), modifié par le greffage directe de I’AF sur
la surface (FA-DF), modifié par le greffage de I’AF par ’intermédiaire du PEG4000
(FA-PEG-DF) [141].

Dans ce contexte, une stratégie qui consiste juste a créer un maximum d’effets
stériques a la surface dendritique, devrait tout de méme étre considérée avec beaucoup de
précautions. Par exemple, dans le cas du dendrimére PPI G4 dont la périphérie a été modifiée
par le greffage de groupements phényles et N-tert-butoxycarbonyle (--BOC) (Figure 15, page
33), le relargage du Rose Bengale encapsulé n’a été possible qu’apres I’hydrolyse a reflux
dans 12 N HCI [218]. De toute évidence, ces conditions ne sont pas réalistes pour des
applications thérapeutiques.

Il est également a noter que I’utilisation d’espaceurs qui sont mal adaptés pour

diminuer les effets stériques de groupements terminaux, ne conduisent pas a des résultats
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encourageants. Par exemple, une tentative d’attacher les t-BOC au moyen de 1’espaceur
PEGS5000 sur le dendrimére PAMAM G4 avait un trés faible impact sur les paramétres de
relargage du PA. En outre, les résultats de libération du MTX (dans le tampon isotonique
jusqu’a 75% aprées 2 h) étaient identiques méme en faisant varier le nombre d’unités tBoc-NH-
PEG5000-NHS greffées [107]. Par conséquent, une stratégie basée sur la rétention de PA par
des effets stériques, créés a la surface du dendrimere, nécessite des approches plus élaborées.
En particulier, de telles approches devraient tenir compte non seulement des dimensions des
molécules encapsulées et des cavités disponibles dans 1’architecture dendritique, mais aussi

des possibilités de gérer efficacement les processus de captation et de libération.
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Figure 15. Dendrimeére PPI G4 avec la surface modifiée par le greffage de groupements

phényles et ~BOC.
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Figure 16. Dendrimeres PPI (a) et PAMAM (b) portant les unités azobenzénes a la
périphérie, sensibles au pH, a la lumiére et aux enzymes qui clivent la fonction azo,

proposés pour la vectorisation des principes actifs.
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Une solution tres intéressante pour rendre les procédures d’encapsulation et de
relargage plus contrdlables, consiste a utiliser les dendriméres PPI [223-226] et PAMAM
[227] a extrémités azobenzenes (Figure 16, page 33).

Sensibles a la fois a la lumieére UV, au pH et aux enzymes qui clivent la fonction azo,
les dendrimeéres seraient ainsi capables de libérer les PA anioniques et hydrophobes dans les
conditions convenables. Par exemple, 1’action de I’irradiation UV peut causer des
changements conformationnels chez les unités azobenzéne, résultant en piégeage par effets
stériques et hydrophobes. La possibilité de protonation du groupement azo dans les milieux
acides améne a la dépendance du pH et, de ce fait, augmente 1’impact des interactions
¢lectrostatiques (Figure 17, page 34). Il faut cependant noter que les études sur
I’encapsulation avec les structures dendritiques de ce type sont majoritairement limitées aux

petites molécules qui présentent des matiéres colorantes (p.ex., eosin [223-226]).
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Figure 17. Principe de fonctionnement des dendrimeres PPI (et PAMAM) portant les

unités azobenzéne a la périphérie, sensibles au pH et a la lumiére [223].

Malgré la perspective d’améliorer les parametres de rétention du PA au sein du
dendrimére, le greffage de fragments hydrophobes (p.ex., azobenzenes, acide folique etc.) a la
périphérie dendritique peut se répercuter négativement sur la solubilité des macromolécules
résultantes. La surface hydrophobe du vecteur peut également avoir des conséquences
indésirables au niveau de la biodistribution (voir plus de détails dans la section 1.2.5.1). Pour
contourner ces problémes, P. Tripathi et col. ont récemment proposé I’enrobage avec une

couche phospholipidique des dendriméres PAMAM portant des acides gras sur leur surface
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[186]. Cela a permis d’atteindre un taux de charge du 5-fluorouracile jusqu'a 53%, ainsi qu’un
relargage prolongé du PA dans le PBS [186]. Une approche similaire consiste a encapsuler
d’abord le principe actif dans le dendrimére et, ensuite, a emballer les complexes d’inclusion
résultants dans les liposomes. Dans le cas de dendriméres PAMAM G2-4 placés dans une
membrane liposomale, A. Khopade et col. ont trouvé que le taux d’encapsulation du MTX
augmente avec la génération dendritique [228]. Néanmoins, ces systemes phospholipidiques
hybrides, bien qu’assez originaux, ne représentent pas des vecteurs dendritiques propres. Leur
préparation nécessite des étapes supplémentaires, ce qui peut résulter non seulement en la
perte des principaux avantages du concept de la «boite dendritique », mais aussi en

I’augmentation du cotit de produit final.

1.2.4.3 Mécanismes d’encapsulation par les dendriméres d’autres types

Comme déja mentionné dans les sections précédentes, les dendrimeéres d’autres types
que PAMAM et PPI, proposés pour la nanovectorisation des molécules actives, sont beaucoup
moins répandus. Malgré le fait que les composés de ce groupe tres vaste soient décrits depuis
plus longtemps (p.ex. dendrimeres élaborés sous la direction de F. Vogtle, datant de 1978 [66],
et ceux R. Denkewalter et col. élaborés en 1981-1983 [67-69]) et soient beaucoup plus
nombreux (seulement le nombre de dendriméres polyesters connus dépasse plusieurs milliers
[229]), leurs usage en nanovectorisation thérapeutique reste toujours assez limité. Il est
¢galement intéressant a noter que les articles publiés sur 1’utilisation de ces macromolécules
comme agents de I’encapsulation de PA sont assez récents et ne datent en grande partie que

d’apres 2000.

D’une maniere générale, I’influence de la nature des groupements périphériques (p.ex.
amines, hydroxyles, carboxyles, PEG etc.) sur I’efficacité d’encapsulation reste similaire pour
toutes les familles dendritiques, y compris PAMAM et PPI. Les principales différences sont
majoritairement dues aux distinctions au niveau de la structure chimique interne. En
particulier, de telles distinctions peuvent imposer des types d’interactions physico-chimiques
différentes et, en méme temps, se répercuter sur la taille des cavités intérieures disponibles

pour accueillir les molécules de PA.
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Par exemple, en 2000, M. Liu et col. ont rapporté 1’encapsulation de 1’indométacine
dans un dendrimére de 3°™ génération, dont I’intérieur est composé de cycles aromatique p-
phénylénes, liés entre eux par les courtes chaines aliphatiques (Figure 18a, page 37). Le taux
de chargement du PA était de 11% par rapport a la masse dendritique. Le relargage dans le
tampon PBS a 37°C était plus prolongé, comparativement a I’ingrédient actif non encapsulé
[230].

En 2003, T. Ooya et col. ont proposé les dendrimeres polyglycérols de G3, G4 et G5
(Figure 18b, page 37) pour encapsuler le paclitaxel. En présence de ces structures
dendritiques, la solubilité aqueuse du PA a augmenté de 10 000 fois et était supérieure par
rapport aux systémes incluant le PEG400 et le PEG2000. L’efficacité d’encapsulation
augmentait avec la montée en génération. L’ajout du sérum a la solution contenant les
complexes d’inclusion avec les dendriméres a causé le relargage et la précipitation rapides du
paclitaxel [135], due, probablement, a une plus grande affinité de certains constituant du
sérum pour l’intérieur dendritique. Un an plus tard, les mémes auteurs ont précisé qu’en se
basant sur les données RMN, I’encapsulation du PTX dans les dendriméres polyglycérol
s’explique par des interactions par l’intermédiaire de cycles aromatique du PA [134].
Récemment, en 2012, en utilisant la technique de fluorescence, H. Lee et T. Ooya ont
¢galement trouvé que la structure polyéther de ces macromolécules est capable non seulement
d’encapsuler la 5-fluorouracile, mais aussi de changer sa forme lactame en lactime [231], sans
cependant mentionner sur les conséquence au niveau de 1’activité du PA.

En 2004, les chercheurs iraniens H. Namazi et M. Adeli ont décrit la syntheése et
’utilisation de nouveaux dendriméres polyesters de G1-3, a base de PEG et d’acide
polycitrique, pour encapsuler les anti-inflammatoires non-stéroidiens tels que le diclofenac et
les acides 5-aminosalicylique et méfénamique [232]. Plus tard, ces structures ont été
¢galement proposées pour la vectorisation des cis-platines [233]. Malgré les données
encourageantes (comme 1’efficacité d’encapsulation élevée et une libération prolongée sans
« burst release »), ces travaux devraient cependant étre considérés avec beaucoup de prudence
car les résultats de caractérisation structurale présentés ne prouvent pas la formation des
liaisons esters attendues (I’absence de signaux intenses a 6,0-4,0 ppm dans le spectre 'H RMN
[232]). Il est donc fort possible qu’il s’agisse de produits ayant une autre architecture que celle

décrite par les auteurs.
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Figure 18. Différentes familles de dendrimeéres proposés pour I’encapsulation de PA :
(a) indométacine [230], (b) paclitaxel [135] et S-fluorouracile [231], (c) méthotrexate et 6-
mercaptopurine [154], (d) 10-hydroxycamptothecin et 7-butyl-10-aminocamptothecin

[161], (e) B-caroténe [84] et méthotrexate [105, 106], (f) paclitaxel [136].
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Une autre famille de dendrimeéres proposée pour la vectorisation de PA est composée
d’unités mélamines, pipérazines et pipéridines (Figure 18¢c, page 37). La présence de cycles
aromatiques et de groupements polaires et ionisables était un facteur favorable pour encapsuler
le methotrexate et le 6-mercaptopurine, et pour réduire leur toxicité hépatique [154]. Il est
cependant a noter que les mécanismes de rétentions de PA par le dendrimére n’ont

aucunement été discutés dans cet article.

Dans le groupe du Prof. M. Grinstaff les dendriméres assemblés a partir de métabolites
naturels, de glycérol et de 1’acide succinique, ont été ¢laborés (Figure 18 d, page 37). En
2006, M. Morgan et col. ont rapporté¢ que les structures de G4.5 sont capables d’augmenter
jusqu’a 10 fois la solubilité de camptothécines (10-hydroxycamptothécine et 7-butyl-10-
aminocamptothécine) dans 1’eau. Néanmoins, les tests de libération dans le tampon PBS a pH
7,4 ont montré un relargage de PA assez rapide (jusqu’a 80% apres 2,0 h, et environ 100%
apres 3,5-4,0 h). Par conséquent, les dendriméres sont recommandés plutdt pour les injections

intratumorales directes que pour la voie d’administration intraveineuse [161].

Dans la méme année 2006, 1’étude de D. Bhadra et col., portant sur I’encapsulation du
phosphate de chloroquine avec les dendrimeres composés du cceur PEG (PEGI500 et
PEG4000) aminé et de dendrons a base de poly-L-lysine a été réalisée. Il a été noté que la
charge thérapeutique augmentait avec la hausse en génération (de G4 a G5) et avec
I’accroissement de la longueur du PEG. Ces résultats sont en concordance avec les tests de
libération: le relargage du PA ralentissant avec 1’augmentation de volumes du cceur ou de
dendrons. Ceci est probablement dii aux genes stériques et aux possibilités de complexation
accrues. De plus, I’enrobage du dendrimere avec le sulfate de chondroitine (un constituant
naturel de la matrice du cartilage) a permis d’atteindre les taux de relargage prématuré encore
plus petits, ce qui pourrait €tre intéressant pour élaborer les nanovecteurs a circulation
systémique prolongée [207].

En 2006 également, R. Dhanikula et col. ont publié¢ un article concernant la synthese
d’un nouveau type de dendrimére hydrophile. L’approche consistait a trouver un compromis
entre a la fois la souplesse, la solidité et la non-toxicité de structures, atteintes par 1’utilisation
de constituant aliphatiques et aromatiques non toxiques, liés entre eux par les groupements

amides, esters et polyéther (Figure 18e, page 37). Les structures ont été trouvées capables
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d’encapsuler efficacement les substances hydrophobes, B-caroténe (6,47%) et la rhodamine
(15,80%). Les tests de libération dans le tampon phosphate a 37°C ont montré une libération
prolongée de molécules encapsulées (90% apreés 120 h). Les résultats de spectrométrie UV
avaient indiqué I’absence des interactions ©-mt, ce qui a suggéré que le principal mécanisme de
rétention du PA était di aux effets stériques [84]. Plus tard, en 2007, les structures
dendritiques de ce type ont été proposées pour encapsuler le MTX. Il a été noté que I’efficacité
d’encapsulation augmente (jusqu’a 24,5%) avec la croissance de la longueur des espaceurs
PEG et, également, si les points de divergence contenaient des cycles benzoiques présentant
des effets hydrophobes [105]. Le relargage du PA dans le tampon PBS se déroulait en deux
¢tapes, d’abord, un « burst release » pendant les 6 premicres heures et, ensuite, une libération
prolongée pouvant atteindre jusqu’a 168 h. En 2008, ces dendriméres, ainsi que leurs dérivés
obtenus par la glycosylation de surface, ont été étudiés en tant que candidats pour la
vectorisation du MTX dans les traitements du gliome (néoplasie du systéme nerveux central)
qui nécessite une livraison du PA a travers la barriére hémato-encéphalique [106, 234].

L’une des plus récentes familles dendritiques, datant de 2010, est constituée des cycles
triazines et des unités diéthanolamines (Figure 18f, page 37). Durant les essais
d’encapsulation du PTX, les structures ont été capables d’augmenter la solubilité du PA dans
I’eau jusqu’a 0,562 mg/ml et de permettre son relargage prolongé [136]. Dans la méme année,
les dendrimeres ayant un cceur a base de 1’acide 1,3,5-tricarboxybenzoique dont les dendrons
sont consitués de TRIS, I’acide 3-hydroxypropionique, 1’éthyléne-diamine et la guanidine
(Figure 19a, page 40), ont été¢ proposés comme surfactants ophtalmiques pour augmenter la
biodisponibilit¢ du gatifloxacin a travers les cellules épithéliales cornéennes humaines et le
scléra-choroide-RPE bovin isolé. Les mécanismes d’interaction entre le PA et le dendrimere
ont été étudiés avec les techniques de calorimétrie de titration isothermale (CTT), FTIR et 'H
RMN. En particulier, les valeurs trouvées de 1’enthalpie ont été négatives (c’est-a-dire,
favorables a 1’encapsulation) pour un site d’interaction et positives (défavorables a
I’encapsulation) pour deux autres, tandis que 1’entropie restait positive dans tous les cas.
L’analyse IR et H NMR a montré des interactions entre les groupements carboxyles de PA et
amines du dendrimere [210] (voir également Figure 19, page 40).

D’autres structures dendritiques ont été également proposées pour une livraison ciblée

de PA, cependant, sans que ni les tests d’encapsulation, ni les molécules actives visées n’aient
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¢té  rapportés, p.ex., en 2002, dendriméres a base de [D’acide 2,2-
bis(hydroxymethyl)propionique (BMPA) [235], ainsi que ceux composés de BMPA et PEG
[236], en 2005, a base d’acrylate et acétoacétate [237] ou 3-hydroxyacétophénone [238], en
2009, structures polyesters-thioethers [239], en 2010, dendriméres poly(amino)esters [240].

(a) Py = Siles fior ionic inbaraction

; e
(- N ™ Siles for hydrogen
oy’ o ol HH + banding (H donors)

it Tor hipdrophabic
HN " imeraciion

»  Siled for Fydrogen
banding {H accepbars)

Figure 19. Dendrimére portant les unités guanidines a la surface avec ’identification de
cites des interactions physico-chimiques (a) et la structure de gatifloxacin (b). Adapté de

[210].

I1 faut aussi noter que dans certains cas, plusieurs nouvelles familles de dendrimeéres ne
présentent qu’une combinaison des €léments structuraux déja bien connus. Par exemple, tout
récemment, en 2013, les structures portant les fragments de pentaérythritol, 1-thioglycerol,
ainsi que de BMPA et MeO-PEG2000, ont été proposées pour encapsuler la DOX hydrophobe
[241]. Les structures finales PEGylées ont manifesté une libération de PA prolongée,
cependant, les mécanismes d’encapsulation n’ont pas été discutés.

Durant ces derniéres années, les chercheurs ont également mis au point de nouveaux
systtmes, permettant 1’autoassemblage de structures dendritiques en nanocapsules
supramoléculaires. En particulier, en 2008, M. Giles et col. ont ¢élaboré les dendriméres
polyesters possédant a ID’intérieur une hémispheére hydrophobe a base de polyethers
aromatiques, pouvant ainsi non seulement capter une molécule hydrophobe, mais également
interagir de la méme fagon avec un autre dendrimere, permettant finalement d’enfermer la

molécule captée dans la « coquille » dendritique (Figure 20, page 41). A pH neutre, cette
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approche s’est montrée efficace pour encapsuler toute une série de molécules hydrophobes y

compris une substance active telle que I’estradiol [242].

Figure 20. Formation d’une nanocapsule a partir de deux dendrimeres, portant chacun
un hémisphere hydrophobe interne, autour d’une molécule hydrophobe (a pH neutre)

[242].

Malgré les résultats intéressants ci-mentionnés, aucune de ces structures n’a encore
trouvé sa place sur le marché pharmaceutique. En plus des raisons évoquées dans les sections
1.2.3.1 et 1.2.3.2, concernant les aspects thérapeutiques, un autre obstacle majeur a contourner
est d’assurer la qualit¢ de produit au niveau de sa pureté chimique. En particulier, avec la
montée en génération, il est de plus en plus difficile d’isoler les dendrimeres purs des
structures résultant de modifications incompletes car la différence entre leurs masses
moléculaires devient de plus en plus négligeable. L’un des compromis qui pourraient
finalement amener a la commercialisation de nanovecteurs dendritiques, consiste a se limiter a
I’utilisation de macromolécules irrégulicres bien qu’hyperbranchées (pseudo-dendrimeres).
Dans ce cas, les produits sont donc utilisés sous forme des mélanges d’architectures
homologues, tout en évitant des étapes de purification compliquées et couteuses.

A cet égard, récemment, une compagnie suédoise Polymer Factory [243] a proposé
deux séries de produits polyesters Boltorn® et polyamides Hybrane®, qui présentent des
pseudo-dendrimeres car leurs structures hautement ramifiées ne sont pas parfaitement définies.
Sur le plan de I’encapsulation de PA, les produits plus intéressants sont ceux de la marque

Boltorn®, a base de BMPA, dont les propriétés physico-chimiques ont été profondément
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¢tudiés par E. Zagar et M. Zigon [244, 245] et U. Domanska et col. [246]. Ces pseudo-
dendrimeres différent par leurs masses moléculaires et la nature de groupements greffés a la
périphérie. Par exemple, Boltorn H40 (7323,3 Da) est un composé de pseudo 4éme génération,

assemblé uniquement de fragments de BMPA (Figure 21a, page 42).
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Figure 21. Pseudodendriméres Boltorn®: (a) structure idéalisée du Boltorn H40; (b)
représentation schématique de Boltorn H2004, U3000 et W3000 [243].

Les produits obtenus par la modification de surface sont Boltorn H2004 (Mw 3200 Da) et
Boltorn U3000 (Mw 6500 Da), portant respectivement 6 et 14 chaines d’acides gras, ainsi que
Boltorn W3000 (Mw 9000 Da) contenant les chaines d’acides gras et de PEG (Figure 21b,
page 42). R. Reul et col. ont rapporté que Boltorn H40, U3000 et W3000 peuvent étre utilisé
pour encapsuler le paclitaxel [185]. Dans ce cas, la présence des acides gras a la surface des
macromolécules a permis d’atteindre les taux de charges thérapeutiques plus grandes. Ceci a
été expliqué par une possibilité d’auto-arrangements au niveau des interactions hydrophobes.
En effet, les dimensions observées pour les nanoparticules étaient de 70 a 170 nm, ce qui
suggere la formation de systémes supramoléculaires. Il est cependant a noter que les profils de
relargage du PA, exprimés en %, n’ont montré aucune différence entre les échantillons testés.
I1 faut mentionner qu’en dehors de I’utilisation directe, le produit commercial Boltorn
H40 peut également servir de point de départ dans la synthése d’autres nanovecteurs branchés,

en particulier, par la modification de ces hydroxyles périphériques. Par exemple, en 2009, S.
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Aryal et col. ont présenté les architectures obtenues en deux étapes. Ils ont d’abord utilisé
Boltorn H40 comme initiateur multifonctionnel pour réaliser une polymérisation du
e-caprolactone par ouverture de cycle. Ensuite, le dérivé polymérique « multi-bras » a été
modifié par le greffage de chaines MeO-PEG2000 sur les hydroxyles terminaux. La
spectrophotométrie de fluorescence a montré que le produit résultant possédait une
concentration critique d'agrégation (CCA) de 3,8 mg/L. Etant plus dilué, une formation de
micelles avec un diamétre de 18 nm (mesuré avec TEM) a été notée. Au dessus de la CCA,
I’agglomération amene a des diamétres de particules de 98 nm. L’efficacité d’encapsulation du
5-FU était de 26%. Une étude de libération du PA dans le tampon PBS a 37°C a montré
d’abord un « burst release » (jusqu’a 40% de la charge initiale aprés 8 h) suivie d'une
libération prolongée durant une période de 9 a 140 h [46]. En 2012, X. Zeng et col. ont publié
un article sur ’encapsulation du DOX avec Boltorn H30 et Boltorn H40 dont la surface a été
modifiée par le greffage de chaines PEG5000 et PEG10000. Il a été rapporté que ’efficacité
d’encapsulation du PA va en diminuant de structures avec PEG5000 a celles portant
PEG10000. Néanmoins, les testes de relargage dans le tampon PBS a 37°C ont montré qu’avec
I’augmentation de la taille de chaines PEG, le principe actif est plus retenus au sein de la
structure dendritique [173].

Ainsi, avec la commercialisation de produits dendritiques polyesters, prometteurs au
niveau de leur faible toxicité (voir les détails dans la section 1.2.5), on peut raisonnablement
s’attendre a D’apparition dans le futur proche de nombreux autres travaux de recherche,

concernant leurs utilisations en nanovectorisation de molécules actives.

1.2.4.4 L’influence du milieu sur les processus d’encapsulation et relargage des molécules

actives par les structures dendritiques

Dans le contexte des interactions entre le dendrimere et le PA hydrophobe, la nature du
milieu de dispersion peut également avoir un impact significatif sur l'encapsulation de
molécules médicamenteuses et la stabilité des complexes d’inclusion résultants. Par exemple,
P. Tripathi et col. ont rapporté que dans les systémes biologiques (en particulier, apres
I’administration intraveineuse), les taux de libération du 5-FU de complexes d’inclusion avec
les dendrimeres étaient considérablement plus élevés que dans les cas de leurs solutions

simples dans l'eau [247]. T. Ooya et col. ont observé une précipitation rapide du paclitaxel,
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apres avoir ajouté le sérum a la solution contenant le PA encapsulé préalablement dans les
dendrimeres polyglycérols [135]. En dehors de facteurs biologiques, d’autres parametres de
I’environnement peuvent également contribuer a la stabilité de ces systémes de vectorisation.
D’une manicére générale, les facteurs externes les plus importants pour [D’efficacité
d’encapsulation sont le pH, la présence des ¢lectrolytes, 1’influence des protéines du plasma et

la température.

1.2.4.4.1 L’influence du pH

Comme déja mentionné dans la section 1.2.4.2, la sensibilité de complexes d’inclusion
« dendrimere-PA » par rapport au pH est généralement déterminée par la présence de
groupements fonctionnels ionisables (p.ex., acides et basiques). Le pH peut ainsi favoriser soit
les interactions entre les constituants de complexes d’inclusion (ce qui augmente 1’efficacité
d’encapsulation), soit les interactions de ces constituants avec le milieu de dispersion (ce qui

amene au relargage).
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Figure 22. Effet du pH et de la présence du NaCl sur les mécanismes d’encapsulation des
molécules actives hydrophobes ou faiblement acides par les dendrimeres PAMAM avec

fonctions aminés a la périphérie [97].
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De toute évidence, I’influence du pH est prépondérante lorsque le dendrimére et le PA
interagissent entre eux par les forces électrostatiques. Par exemple, de tels effets ont été
observés avec les complexes d’inclusion formés de dendrimeres polycationiques (PAMAM et
PPI), et les molécules de principes actifs acides (MTX et acide tout-trans-rétinoique [162],
chlorambucile [153], nifédipine [211], flurbiprofen [199], indométacine [198] etc.). Dans ce
cas, les études ont révélé que dans un milieu acide, la libération de PA était plus rapide que
dans des milieux neutres ou basiques (voir également Figure 22, page 44).

La libération accélérée du PA dans le milieu acide a été également confirmée, en
faisant varier la nature de molécules a encapsuler, ainsi que les propriétés de surface du
dendrimeére. En particulier, cet effet a été observé dans le cas de PA faiblement basiques
(famotidine [198]) et amphotéres (amphotéricine B [198]), ainsi que dans le cas de la
modification de surface cationique de PAMAM et PPI par acétylation [211] ou par le greffage
d’unités azobenzenes (Figure 17, page 34) [223] ou de I’acide folique [119]. Ces données
suggerent collectivement que le pH aura plus d’impact sur la structure dendritique (externe et
interne), dl, probablement, au nombre de groupements ionisables (aminés) beaucoup plus
important par rapport aux fonctions acides présentes dans les molécules actives a encapsuler.
En effet, étant ionisé le dendrimere a plus d’affinité pour le milieu aqueux que pour les
molécules organiques a encapsuler. En revanche, un tel comportement est a la base des
hypothéses soutenant que les dendrimeéres polyaminés pourraient étre prometteurs pour
effectuer le relargage de charges thérapeutiques dans les sites pathologiques possédant des pH

acides (p.ex. certaines tumeurs solides [97, 119, 146, 153]).

La structure chimique du PA peut étre également affectée par le pH. Par exemple, il a
été rapporté une libération accélérée dans le milieu acide du DOX encapsulé dans les
structures dendritiques polyester-polythioéther PEGylées [241]. Cela pourrait €tre expliqué par
la protonation du groupement aminé de DOX qui augmente ainsi son affinité pour le milieu
aqueux de relargage. La protonation peut également étre une cause de diminution de
I’efficacité d’encapsulation tel que montré dans le cas du piroxycam solubilis¢ avec PAMAM

[195].
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1.2.4.4.2 La présence des électrolytes

L’importance de prendre en considération la présence d’un électrolyte est démontrée
par le fait que de nombreux chercheurs ont observé une bonne stabilité des complexes
d'inclusion dendrimere-PA dans l'eau et une libération trés rapide dans une solution saline
tamponnée [97] (voir aussi la Figure 22, page 44). Par exemple, les dendriméres PAMAM G3
et G4, portant les chaines MeO-PEG550 et MeO-PEG2000 a la périphérie, ont montré un
relargage rapide du MTX dans la solution isotonique (150 mM NaCl) comparativement a une
solution tampon de 1 mM TRIS-HCI a pH 7,4. Les résultats ont été expliqués par
I’affaiblissement des interactions ioniques entre le dendrimére et le PA avec I’augmentation de

la concentration d’électrolyte [220].

1.2.4.4.3 La présence des protéines du plasma

L’influence des protéines du plasma peut aussi se répercuter sur 1’efficacité de
vectorisation avec les dendriméres. Etant donné la présence fréquente dans la structure
protéique de groupements basiques (p.ex. aminés), acides (p.ex. carboxyliques), ainsi
qu’aromatiques et aliphatiques, les interactions de protéines avec la surface et 1’intérieur
dendritique peut conduire a une libération non ciblée ou précoce des molécules actives
encapsulées [97, 203]. Par exemple, I’é¢tude de R. Prajapati et col., sur la stabilité in vitro de
complexes d’inclusion formés de dendrimeres PAMAM G3-4 et le piroxicam, a montré que la
présence de 1% de ’albumine dans la solution tampon PBS a pH 7,4 et 35-39°C amenait au
relargage de PA plus rapide comparativement au tampon sans protéines [195]. Afin de
comprendre les mécanismes d’interaction entre les dendriméres PAMAM G3,5-4,0, portant
comme groupements terminaux —NH,, -COOH et -OH avec ’albumine, B. Klajnert et col.
ont réalisé une série de travaux, en utilisant la technique de fluorescence. Les résultats obtenus
indiquent que les dendriméres ayant les fonctions aminées primaires a la surface sont capables
de provoquer les changements conformationnels dans la protéine portant une charge totale
négative, ce qui est dli aux interactions ¢électrostatique fortes. Dans le cas de dendrimeéres avec
une périphérie non chargée (portant -OH), I’albumine restait intacte [248]. Plus tard, le méme
groupe a trouvé que le 1-anilinonaphtaléne-8-sulfonate (substance colorante et fluorescente) a
plus d’affinité pour I’albumine que pour les dendriméres ci-mentionnés, en particulier, grace

aux effets protéiques (électrostatiques et hydrophobes) plus forts [249]. Par conséquent, une
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¢laboration d’un nanovecteur dendritique devrait normalement tenir compte des interactions
complexes entre tous les constituants de I’environnement biologique, incluant les interactions
entre le PA et les protéines. Cependant, le nombre d’études approfondies a se sujet est toujours

trés limité.

1.2.4.4.4 L’influence de la température

La température ambiante est aussi un facteur a ne pas négliger pour assurer la stabilité
de formulations « dendrimére-PA ». Plusieurs études montrent que les pertes en charge
thérapeutique, ainsi que 1’apparition de précipitation et de produits de dégradation ont été
beaucoup plus élevées avec la montée en température jusqu’a 50-60°C. Par exemple, cela a été
observé pour les systémes a base de PAMAM aminés et PEGylés, avec, respectivement,
I’ibuproféne [104], le 5-FU [144] et le piroxicam [195] comme PA. En outre, ces effets
indésirables étaient plus significatifs dans le cas de 1’exposition a la lumiere [144, 195].

Les résultats trés encourageants sur le plan de termostabilité ont été rapportés dans le
cas de PAMAM portant les chaines lipophiles périphériques, couverts par une couche de
phospholipides. En particulier, les formulations avec 5-FU restaient relativement stables apres

1 mois & 40°C [186].

En conclusion, les études de stabilit¢ des complexes d’inclusion « dendrimer-PA » ne doivent
normalement pas se limiter aux expériences sur les systemes modeles car les propriétés des
systemes réels (tels que pH, tonicité, présence des protéines et membranes biologiques etc.)
jouent également un role trés important dans le processus de vectorisation. L’objectif ultime
de ces tests sera donc de trouver un compromis entre la structure dendritique et les paramétres
du milieu, afin de maximiser le chargement de PA et, en méme temps, de réduire ses pertes
incontrolables. Par exemple, a ce jour, les résultats les plus intéressants sur le plan de la
stabilité de formulations dendritiques (en présence de I’albumine et tonicité accrue du tampon)
ont été rapportés pour la DOX encapsulée dans le PPI G5 avec les chaines dextranes de 60

kDa conjuguées a sa périphérie [118].
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1.2.5. Dendriméres et biocompatibilité

Comme mentionné précédemment, le fait que les dendrimeres soient envisagés en tant
qu’agents de nanoencapsulation, nécessite également de clarifier les aspects touchant a la
biocompatibilité de ces macromolécules.

La notion de biocompatibilit¢é a été proposée pour la premicre fois en 1970
indépendamment par C. Homsy et col. [250] et R. J. Hegyeli [251], pour désigner I’ensemble
de propriétés caractérisant la sécurité (voir 1’absence des éventuels effets toxiques) des
matériaux utilisés pour la confection des bio-implants. En particulier, le terme a été¢ nécessaire
pour caractériser des dispositifs médicaux qui ne pouvaient pas étre considérés comme de
« nouveaux médicamentsy, tout en évitant ainsi une grande confusion quant aux types de tests
précliniques, nécessaires pour assurer leur sécurité.

Présentement, une définition de la biocompatibilit¢ se référe a «la capacité d'un
biomatériel a exercer sa fonction par rapport a un traitement médical, sans provoquer d'effets
indésirables locaux ou systémiques chez le receveur ou le bénéficiaire de cette thérapie, en
assurant la réponse la plus appropriée et bénéfique au niveau cellulaire et tissulaire, spécifique
pour la situation donnée, et ainsi optimisant la performance clinique de cette thérapie » [252].
Dans ce contexte, en tant qu’agents de nanoencapsulation, les dendrimeres devraient exercer le
role d’excipients, dont la fonction est généralement limitée a 1’amélioration des
caractéristiques du PA (au niveau de I’efficacité thérapeutique, fabrication, stockage, etc.
[253]), sans présenter aucune action pharmacologique propre. Ainsi, 'usage de dendrimeres
comme nanovecteurs doit tenir compte non seulement des effets bénéfiques par rapport a
I’agent thérapeutique en question, mais également de tous les risques biologiques potentiels
que pourrait courir le futur patient. Par exemple, en regle générale, pour tout vecteur
polymérique, congu pour une application parentérale, il est essentiel que le transporteur soit
non toxique, non immunogene, et de préférence biodégradable [254].

Bien que la compréhension du terme « biocompatibilité » ait été précisée depuis sa
premicre utilisation, ce paramétre n’a toujours pas de criteres d’évaluation trés bien
déterminés car ils peuvent différer dépendamment des conditions choisies (type de thérapie,
voie d’administration, modele proposé pour étudier le phénomene etc.). Afin de simplifier la

présentation des données, dans le cadre du présent projet de recherche, nous allons considérer
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une substance chimique (y compris les macromolécules dendritiques) biocompatible si elle ne
présente pas d’effets nocifs détectables au niveau cellulaire, tissulaire et d’organisme entier, a
court et a long terme. Ainsi, les sections suivantes seront dédiées aux aspects toxicologiques

de dendrimeéres.

1.2.5.1. Toxicité et biodistribution des dendrimeéres in vivo

D’une maniére générale, notre savoir sur la toxicité de substances chimiques ne sera
jamais complet sans tenir compte de 1’ensemble des effets différents sur I’organisme tout
entier. Autrement dit, idéalement, afin de conclure sur la toxicité de dendriméres, il faut
effectuer toute une série de tests multiparamétriques in vivo. Néanmoins, compte tenu de la
complexité et du colt tres élevé de telles expériences, ainsi que de la trés grande quantité de
nouvelles structures dendritiques proposées chaque année, le nombre d’études approfondies in
vivo demeure toujours treés limité. Par conséquent, les travaux concernant la toxicité aigiie de
dendrimeres chez I’humain sont trés peu documentés. Par exemple, T. Toyama et col. ont
rapporté le cas grave de dermatite toxique, développé chez un étudiant japonais de 22 ans,
comme réponse possibles de son systtme immunitaire au contact de ses mains avec les
produits dendritiques [255]. 1l est cependant a noter que la nature exacte de la substance ayant
causée ces effets n’a pas été précisée avec certitude.

A cet égard, il faut noter que les tests de toxicité in vivo chez I’humain, réalisés avec
les dendriméres proposés comme agents de nanoencapsulation de PA sont inéxistants. Ceci est
probablement dii au faible niveau du développement général de ce domaine, ainsi qu’aux
résultats insatisfaisants, obtenus durant les tests préliminaires in vitro (voir la section 1.2.5.2)
ou in vivo chez les animaux.

L’activité biologique des structures dendritiques est principalement liée aux propriétés
de I’ensemble de I’architecture macromoléculaire, ainsi qu’a la présence de groupements
chimiques particuliers a la périphérie et a I’intérieur. Une fois dans I’organisme, le dendrimére
commence a interagir avec son environnement biologique. Les interactions s’effectuent
d’abord au niveau de la surface dendritique dont les propriétés sont déterminées par les
fonctions périphériques (leurs charges, propriétés hydrophiles ou hydrophobes, ainsi que leurs
sélectivité par rapport aux membranes cellulaires, tissulaires, certains récepteurs etc.). Déja a

cette premiere étape, il est donc important de prévoir des conséquences possibles pour la santé

49



de futurs patients. Il est intéressant de noter que bien que I'impact des produits de
biotransformation de dendrimeres sur la toxicité soit également possible (voir les détails dans
la section 1.2.5.3), les effets observés in vivo avec ces macromolécules ne sont généralement
expliqués dans la littérature que par les propriétés de surface dendritique, en mettant ainsi en
exergue seulement I’étape initiale du processus global.

Dans ce contexte, la charge de surface des nanoparticules joue un role essentiel pour le
temps de leurs demi-vies dans le sang. En particulier, les nano-objets chargés positivement ont
une tendance a s'attacher aux cellules d’une maniére non spécifique, tandis qu’une forte charge
négative augmente 1’absorption par le foie. Par conséquent, les nanoparticules possédant des
surfaces neutres pourraient étre plus attrayantes pour obtenir un séjour prolongé du
médicament dans la circulation systémique [42]. Il faut cependant noter que la nature
chimique de groupements périphériques neutres, elle aussi devrait étre choisie avec beaucoup
de précautions. En particulier, il est connu que les nanoparticules avec les surfaces
hydrophobes sont rapidement couvertes par les protéines plasmatiques, tandis que les objets
hydrophiles demeurent dans la circulation systémique plus longtemps [42, 256, 257].

Ces regles générales s’appliquent €galement aux dendrimeres. Par exemple, les
structures PAMAM et PPI non modifiées dont I’étude intense est encouragée principalement
par leur disponibilit¢ commerciale, suscitent bien des inquiétudes au niveau de leur toxicité.
En particulier, la présence des groupements aminés primaires a la périphérie de ces
dendrimeres résulte en la formation des particules multichargées (polycations) qui peuvent
interagir par les forces ioniques puissantes avec des fonctions anioniques des membranes
cellulaires et tissulaires [97]. Dans les études avec les dendrimeéres PAMAM aminés
(Starburst™), J. Roberts et col. ont administré a la souris par voie intrapéritonéale les
structures de G3, G5 et G7, avec les doses, respectivement, de 2,6 10 et 45 mg/kg. Les
injections ont été effectu¢es en doses uniques ou répétées (1 fois par semaine pendant 10
semaines), avec la durée des observations respectivement de 7 jours ou 6 mois. Aucun indice
d’immunogénicité, ainsi qu’aucun changement au niveau du comportement ou de la perte de
poids, n’ont été rapportés. Finalement, les auteurs ont conclu qu’en général, les PAMAM ne
présentent pas de propriétés qui empéchent leurs applications biologiques [258]. Il est
cependant a noter que I’analyse plus approfondie de ce travail, réalisée plus tard par R.

Duncan et L. 1zzo, a souligné quelques faits bien inquiétants tels que 1’administration de
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PAMAM G7 a causé la mort de 3 animaux et que, de plus, dans le test a doses multiples, le
degré de vacuolisation des cellules hépatiques était assez élevé, ce qui aurait pu signifier un
probléme de surcharge lysosomale [254]. 11 est intéressant de noter que la biodistribution et,
par conséquent, les dommages locaux causés par les PAMAM aminés peuvent dépendre du
mode¢le animal choisi et/ou la génération dendritique [50]. Par exemple, chez le rat Winstar,
I’administration par voies iv ou ip a amené a I’accumulation de PAMAM marqués avec '>°I
dans le foie (60-90%) [259], tandis que chez la souris Swiss-Webster les macromolécules de
G3 ont été retrouvées majoritairement dans les reins et celles de G5 et G7 dans le pancréas
[258]. T. Okuda et col. ont constaté que les dommages hépatiques (mesurés en controlant
I’expression du transaminase glutamique pyruvique, GPT, de sérum) étaient non significatifs
apres I’administration intraveineuse a la souris de doses jusqu’a 10 mg/kg. Cependant, ils ont
indiqué que I’effet GPT dépend de la dose et la génération de macromolécules [260].

La méme tendance a été également observée chez d’autres types dendritiques
polyaminés. En particulier, les dendriméres aminés a base de mélamine [261] et lysine [260]
ont ¢également manifesté une toxicité hépatique induite subchronique chez la souris, non
significative jusqu’aux doses de 10 mg/kg par voie iv. Néanmoins, dans le cas de structures
polymélamines, [’augmentation de la quantit¢é de substances injectées a conduit
respectivement a la hausse d’activité enzymatique menant finalement a une nécrose hépatique
importante a la dose de 40 mg/kg et a la dose 1étale de 160 mg/kg (100% apres 6-12 h) [261].
Il a été également rapporté qu’apres 1’administration intraveineuse, les dendriméres PAMAM
[258] et poly-lysines [262] cationiques €taient rapidement absorbés par la surface des
vaisseaux sanguins, ce qui empéche leur biodistribution efficace a travers 1’organisme.
Collectivement, les données suggerent donc que les dendriméres portant les groupements
aminés terminaux ont une utilité trés limitée en tant que vecteurs des principes actifs,
administrés par voies intraveineuse (IV) et intrapéritonéale (IP) [259].

La solution la plus simple pour remédier aux problémes ci-mentionnés est une
modification chimique de la surface. En effet, plusieurs études comparatives sur la toxicité in
vivo de dendrimeéres PAMAM ont montré que les macromolécules aminées causent beaucoup
plus d’effets toxiques que leurs homologues portant sur la périphérie les groupements
carboxyles, PEG ou les molécules de 1’acide folique. Par exemple, R. Duncan et col. ont

rapporté 1’absence d’effets secondaires tels que la perte de poids, aprés I’administration
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intrapéritonéale a la souris porteuse de tumeurs B16F10 d’une dose répétée journaliere de 95
mg/kg de PAMAM G3,5 avec une surface de type polycarboxylate de sodium [155]. Des
résultats similaires ont été obtenus lors d’expériences sur les embryons du poisson zébre,
réalisée par T. King Heiden et col. En utilisant le protocole de I’exposition statique par
renouvellement quotidien, ils ont trouvé que les PAMAM G4 polyaminés sont toxiques et
atténuent la croissance et le développement embryonnaires a des concentrations sublétales,
tandis que les structures de G3,5 polycarboxylées étaient pratiquement inoffensives [263].

Avec la modification des surfaces dendritiques par des groupements acides, on peut
¢galement s’attendre a des séjours plus longs des vecteurs dans la circulation sanguine, comme
rapporté pour PAMAM anioniques (polycarboxyles), injectés chez le rat Winstar [259]. Dans
ce cas, il faut cependant tenir compte des interactions avec les constituants du sang. A cet
¢gard, L. Kaminskas et col. ont montré que chez la souris, les dendriméres poly-lysines,
portant les groupements anioniques sulfonates, ont été rapidement opsonisés et retenus
principalement par des organes du SRE (le foie et la rate), tandis que les structures succinées
ont été rapidement €liminées par la clairance rénale [264].

N. Bourne et col. ont constaté la biocompatibilité et a la fois I’effet antiviral (contre le
virus des herpes de type HSV (Herpes simplex virus), HSV-1 et HSV-2) de dendrimeéres
polylysines portant a la périphérie respectivements 32 groupements -NHCSNH-Napht-SO;Na
ou 64 groupements de —NHCSNH-Ph(COONa),, dans le cas du traitement topique
d’infections vaginales et rectales chez la souris [265]. L’action thérapeutique s’effectue a la
fois a deux niveaux: I’inhibition de I’internalisation de virus dans les cellules susceptibles et
par le mécanisme li¢ a la réplication virale aux stades tardifs [266, 267]. Les résultats
encourageants avec ces dendrimeres ont été par la suite confirmés durant les tests sur les
primates [268]. Présentement, ces produits dendritiques, commercialisés sous nom de
Vivagel™, par la société Starfarma (Melbourne, Australie), sont en phase des essais cliniques
[41]. L’utilisation de dendriméres anioniques comme agents thérapeutiques (anti-
inflammatoires) a ét¢ également suggérée dans le cas de polyglycérols branchés avec la
périphérie sulfonée [34].

D’autres résultats concernant la diminution de la toxicité de structures dendritiques in
vivo (chez la souris) ont été rapportés pour les dérivés PAMAM portant a la surface les

molécules de ’acide folique [110], ainsi que pour les structures hyperbranchées polypeptides a
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base de PHSCN-lysine [41]. Dans le cas de dendriméres trazines, les groupements terminaux
¢thanolamines ont permis d’atteindre une absence de tous les effets toxiques, rénaux et
hépatiques, chez la souris [136].

L’une des solutions les plus efficaces pour réduire significativement la toxicité de
dendrimeres polycationiques et, en méme temps, de les rendre plus hydrophiles est un greffage
a leur périphérie de groupements PEG (typiquement de 0,2 a 40 kDa) [269, 270]. En
particulier, 1’évaluation de la toxicité¢ aigué¢ de dendriméres polymélamines PEGylés chez la
souris, réalisée par Chen H.-T. et col., n’a montré aucun effet indésirable (au niveau de la
mortalité, la toxicité, ainsi que les paramétres biochimiques du sang tels que le contenu en
transaminase ou le taux d’urée) a des doses €levées, allant jusqu'a 2,56 g/kg (ip) et 1,28 g/kg
(iv) [271]. Cependant, une période d'observation plus longue que rapportée (48 h) serait
définitivement nécessaire afin de donner un meilleur apercu. Selon une étude réalisée par T.
Okuda et col. sur la souris, la PEGylation de dendriméres polylysines augmente a la fois la
taille (2,5 fois), ainsi que la durée de séjour dans la circulation sanguine (environ 20% de la
dose injectée a été récupérée a partir du plasma 24 heures apres l'injection intraveineuse).
L’accumulation hépatique de structures PEGylées a grandement diminué par rapport aux
dendrimeres non modifiés. De plus, aucun changement négatif n’a été détecté dans I’anatomie
des organes tels que le foie, les reins, la rate, le cceur et les poumons [260]. Les paramétres
sanguins tels que les niveaux de I'hémoglobine, RBC, WBC, de monocytes différenciés, de
lymphocytes et de neutrophiles, mesurés apres 14 jours suivant I’administration de PAMAM
PEGylés chez le rats Sprague—Dawley, n’ont pas montré de changements importants
comparativement au groupe de contrdle [144].

Afin d’assurer les propriétés adéquates de nanovecteurs dendritiques, il faut également
prévoir la durée de circulation de nanovéhicules dans le systeme sanguin, déterminée par la
clairance rénale précoce. En particulier, dans le cas de dendrimeres PEGylés, biologiquement
assez inertes, la filtration par les glomérules rénaux dépend principalement du rayon
hydrodynamique des macromolécules. Par exemple, les petits dendrimeres polylysines
PEGylés sont excrétés assez rapidement avec 1’urine tandis que les grosses macromolécules
montrent un temps de rétention dans le sang plus ¢levé (Figure 23, page 54), permettant aussi

d’atteindre le systéme lymphatique [259, 260, 269, 272-274].
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Figure 23. Corrélation entre la masse moléculaire et la proportion de la dose injectée de
dendrimeres polylysine PEGylés, marqués au tritium, excrétée dans I’urine chez le rat,

apreés I’administration par voie intraveineuse de S mg/kg [269].

I1 est intéressant de noter que la captation par le systéme lymphatique a été également
montrée chez le rat, dans le cas d’administration orale de dendrimére PAMAM modifiés par le
greffage de chaines lipophiles et recouverts par la suite par une couche phospholipidique
[186]. 1l a été aussi rapporté que la présence de chaines lipophiles, greffées a périphérie de
dendriméres poly-lysines, augmente la biodisponibilité de macromolécules par la voie orale
chez le rat Sprague—Dawley [275].

Parmi les structures les plus prometteuses sur le plan de biocompatibilité, les
dendriméres polyesters sont présentement considérés comme ayant plus d’avenir. Les tests
préliminaires de toxicité in vivo, menés par O. Padilla De Jesus et col. sur la souris, ont montré
que la dose de 1,3 g/kg injecté pendant 10 s a été trés bien tolérée durant la période
d’observation de 24 h. Les dendriméres ont été assez rapidement excrétés dans 1’urine (dans 4-
5 h) suivi de ’accumulation allant jusqu’a 70% dans le foie. Malgré la mort d’un animal,
d'autres animaux ont survécu et aucun changement pathologique dans les organes n’ont été
observés apreés cette courte période [123]. E. Gilles et col. ont également rapporté que
I’accumulation de dendrimeres polyesters dans le foie de souris diminue avec I’augmentation
du degré de ramification dans I’architecture macromoléculaire, permettant aussi de hausser la

durée de circulation systémique [276].

1.2.5.2. Propriétés des dendrimeres ex vivo

Dans le contexte de propriétés biologiques de dendrimeres, il faut également

mentionner quelques tests réalisés ex vivo. Leurs objectifs se limitaient principalement a
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I’é¢tude de la pénétration a travers des membranes biologiques. Par exemple, il a été rapporté
que la durée de I’extravasion de PAMAM aminés marqués avec I’isothiocyanate de
fluorescéine a travers I’endothélium microvasculaire dans les muscles crémaster de hamster
augmente avec la montée en génération [277]. Cependant, un faible taux de transfert de
PAMAM cationiques vers le coté du foetus a travers le placenta humain ex vivo, par rapport
aux petites molécules de médicaments, suggere qu’il serait possible de s’attendre a une
sélectivité dans des traitements chez les femmes enceintes sans transfert significatif de PA au
feetus [278]. Une étude sur le sac intestinal éversé du rat adulte a montré que la pénétration de
PAMAM anioniques, portant comme marqueur radioactif le '*°I, a travers la paroi intestinale,
¢tait plus significative comparativement aux autres structures testés, incluant les PAMAM
aminés, ce qui ouvre des perspectives pour I’élaboration de vecteurs dendritiques, permettant
I’administration orale [279]. Les tests de perméabilité cutanée de dendriméres PAMAM
différemment fonctionnalisés (avec —COOH, -OH, -NH,), sur la peau d’oreilles de porc, ont
permis de placer les structures, selon I’efficacité de transfert, dans 1’ordre de décroissance
suivant : G4-NH, > G4-OH > G3,5-COOH. Parmi les dendriméres aminés, G2-G6-NH,, une
résistance de la peau €tait minimale avec la structure de G2 [142]. 1l est intéressant a noter que
ces résultats sont en accord avec les effets observés durant un autre travail, portant sur la
perméabilité cornéenne in vivo de formulations ophtalmiques chez le lapin albinos de
Nouvelle-Zélande [206]. Cela suggére que les mécanismes responsables pour 1’absorption
tissulaire de dendriméres sont de la méme nature (voir plus de détails sur 1’internalisation
intracellulaire dans la section 1.2.5.2). D’autres composés dendritiques, constitués de
fragments TRIS, éthyléne-diamine guanidine, ainsi que d’acides 1,3,5-tricarboxybenzoique et
3-hydroxypropionique (Figure 19a, page 40), ont été testés comme surfactant ophtalmiques
pour augmenter les taux d’absorption du gatifloxacin par 1’épithélium cornéen humain et le
scléra-choroide-RPE bovin isolé¢ [210]. Dans le cas de dendrimeéres a base de glycérol et acide
succinique, les études ex vivo ont été réalisées afin d’étudier leur capacité de fermer les

lacérations sur la cornée humaine [59, 280, 281].

1.2.5.3. Cytotoxicité et internalisation intracellulaire des dendriméres in vitro

Dans le cas de tests de toxicité in vitro (sur les cellules ou tissus isolés), malgré le

manque ¢vident d’information liée aux conséquences globales pour la santé des organismes,
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les résultats peuvent étre également trés utiles. Etant donné leur cotit beaucoup plus bas par
rapport aux tests in vivo, les analyses in vitro sont trés demandées pour effectuer les tests de
cytotoxicité préliminaires, ainsi que pour étudier les mécanismes d’interactions spécifiques
entre une substance a I’étude et les cellules ou tissus d’intérét. En général, avant de passer aux
tests in vivo, les expériences in vitro sont d’abord effectuées. Il faut cependant noter que les
résultats obtenus in vitro n’ont qu’un caractére indicatif et ne doivent aucunement étre
considérés comme prédictifs des effets in vivo.

Parmi les tests les plus répandus qui permettent d’évaluer la toxicité de dendrimeres in
vitro, il est a mentionner les tests de viabilité cellulaire (p.ex., sur macrophages, fibroblastes,
cellules intestinales Caco-2 et autres), de I’activité hémolytique sur les globules rouges, ainsi

que les tests étudiant la capacité des dendrimeres a activer le systéme du complément [254].

(a) Control (b) PAMAM gen 4; 10pg/mL

(c) PAMAM gen 4; 1 mg/mL (d) PAMAM gen 3.5; 1 mg/mL

Figure 24. Résultats de microscopie électronique par balayage obtenus dans le cas de

globules rouges exposés aux dendrimeres PAMAM pendant 1 h [259].

D’une maniére générale, les résultats de ces tests dépendent grandement de propriétés de
surface de structures dendritiques, ce qui permet d’une certaine manicre d’établir des
paralleles avec les analyses in vivo. Par exemple, les dendrimeres polycationiques sont
considérés comme des structures présentant un certain niveau de toxicité, et de ce fait, ne sont

pas trés prometteuses en tant que nanovecteurs de PA. A cet égard, plusieurs études ont
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montré que les PAMAM aminés possedent des propriétés hémolytiques [144, 195, 199, 259]
(voir aussi la Figure 24, page 56).

Dans le cas de macrophages humains U-937, I’exposition aux dendriméres PPI G2 et
G3 aux concentrations permettant d’atteindre les taux de survie plus de 90% aprés 16 h de
I’incubation, améne aux changements importants de plusieurs parameétres tels que la
concentration de dérivés réactifs de l'oxygéne (DRO; en anglais: ROS, Reactive Oxygen
Species), le potentiel de la membrane mitochondriale, ainsi que I’anatomie et la taille de
cellules, ce qui indique un impact significatif sur le métabolisme des biosystémes [282]. Les
dendrimeéres polyaminés a base de mélamine provoquent une diminution substantielle (jusqu’a
80%) de survie cellulaire de Clone 9 méme aux concentrations assez basses (0,1 mg/mL), ce
qui suggere que ce type de dendrimeres est encore plus toxique que d’autres structures
polycationiques comme PPl et PAMAM [261].

Ces quelques exemples des effets cytotoxiques, causés par les dendriméres ayant les
surfaces aminées (a date, plusieurs articles de revues a ce sujet, p.ex. [41, 254], ont été
publiées), donnent des indications sur le mécanisme commun qui est a la base de ces
phénomenes. En particulier, il s’agit de la capacité de dendrimeres polycationiques de
provoquer une perturbation de membranes cellulaires, en créant des pores (jusqu’a 15-40 nm
dans le cas de PAMAM G7 [283]) par lesquelles les dendriméres sont absorbés par les cellules
[284] et [285] (Figure 25, page 58). Ce mécanisme a été également confirmé dans le cas de
liposomes de modéle différemment fonctionnalisées [286]. La technique de microscopie
confocale a aussi permis de visualiser le processus de D’internalisation plus rapide de
dendrimeres PPI aminés dans les cellules endothéliales HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells), comparativement aux structures PPI portant des acétyles ou des chaines de
PEG [287].

Les tests sur les fibroblastes murins et les érythrocytes ont montré que la masse
moléculaire, la densité de la charge positive, la concentration, ainsi que la durée de
I’exposition aux dendrimeres polyaminés, sont des paramétres clés dans les processus
d’interaction avec les membranes cellulaires et, par conséquent, pour les propriétés
cytotoxiques. Il est néanmoins intéressant de noter que dans ces expériences, les dendrimeres
PAMAM étaient moins toxiques que certains polymeres aminés linéaires (dans 1’ordre de

décroissance : poly(éthyléneimine) = poly(L-lysine) > chlorure de poly(diallyl-diméthyle-
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ammonium) > diéthylaminoéthyl-dextran > bromure de poly(vinyl-pyridinium) > PAMAM >
albumine cationisée > albumine) [284]. Ce fait pourrait étre expliqué par 1’accessibilité plus
facile de la totalité de surface polyaminée chez les structures linéaires dans les interactions

avec les membranes cellulaires.
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Figure 25. Illustration de ’interaction de dendrimeres avec la membrane cellulaire dans

le cas de dendriméres PPI aminés (a) et acylés (b) [287].

Dans certains cas, la pénétration facilitée de dendrimeres cationiques dans les cellules
permet de les utiliser comme agents de transfection efficaces, p.ex., en livraison d’ADN a
I’intérieur des cellules mammiféres [288], ou dans les traitements contre les bactéries
pathogenes (p.ex., Staphylococcus aureus et Escherichia coli [209, 289]), ainsi que pour
réaliser des études de mécanismes ayant lieu pendant 1’internalisation intracellulaire (comme
montré avec les monocouches de cellules intestinales Caco-2 [290]). Néanmoins, étant donné
que cette propriété est associée €galement a la toxicité non sélective par rapport aux cellules
saines de I’organisme, des mesures supplémentaires seraient définitivement nécessaires avant
de les proposer en tant qu’agents de nano-encapsulation de PA. Dans ce contexte, la
modification chimique de groupements aminés périphériques est devenue une des solutions a
la fois les plus répandues et efficaces.

Une étude réalisée par Chen H.-T. et col. sur la culture de Clone 9 a bien confirmé que
la cytotoxicité de dendriméres triazines dépend principalement de la charge de surface. En
particulier, parmi les différentes fonctions périphériques testées (amines, guanidines,
carboxylates, sulfonates, phosphonates, et PEG), les groupements cationiques (amings)

présentaient plus d’effets toxiques au niveau de viabilit¢ de Clone 9 et I’hémolyse. Les
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structures les plus biocompatibles étaient celles portant les chaines PEG [271]. Les résultats
similaires ont ét¢ également obtenus avec les dendriméres PAMAM. Par exemple, dans le cas
de PAMAM aminés, la viabilité¢ de trois lignées cellulaires B16F10, CCRF or HepG2 a été
grandement affectée aux concentrations de 10 mg/mL. La présence de ces molécules a
¢galement causé 1’hémolyse accélérée. D’autre part, dans tous les tests in vitro, les
dendrimeéres PAMAM carboxylés (COONa), ainsi que carbosilanes PEGylés était beaucoup
mieux tolérés [167, 259]. Une autre étude, sur les fibroblastes murins, stipulent que la
cytotoxicit¢ de PAMAM peut étre méme complétement supprimée dans le cas de structures
avec la périphérie polycarboxylique. De plus, le greffage du ligand peptidique RGD (arginine-
glycine-aspartate), pourrait résulter en sélectivité d’action par rapport aux cellules avec les
récepteurs de type intégrine [291].

Les données trés encourageantes ont été rapportées dans le cas de dendrimeéres
poly(aryl propargyl éther), portant a la périphérie les groupements oxyméthyles et
diméthylamine, durant les tests de cytotoxicité¢ avec le MTT [130]. 1l est cependant a noter
qu’il s’agit de macromolécules non biodégradables, pouvant causer des effets indésirables a
long terme (voir plus de détails dans la section suivante), ce qui prouve que les tests in vitro
ont des limitations et devraient normalement étre interprétés avec certaines précautions.

L’hydroxylation [136, 292], le greffage de I’acide folique [41, 199] ou du dextran
[118] a la surface de dendrimeéres, respectivement, triazines, PAMAM et PPI, permet de
réduire les effets indésirables dans les tests d’hémolyse. Plusieurs sources suggerent aussi que
I’acylation (p.ex., acétylation [111, 287] ou lauroylation [285]) des amines périphériques
ameéne a |’augmentation significative de la viabilité cellulaire.

Dans le cas de dendriméres polyesters non chargés, les tests de viabilité de cellules
cancéreuses murines de mélanome B16F10 ont montré des taux de survie assez €élevés de 81-
87% aux concentration de macromolécules de 10 mg/mL, ce qui est plus grand
comparativement aux dendrimeéres PAMAM, PPI et carbosilanes PEGylés [123]. Les résultats
similaires ont été obtenus avec d’autres types de polyesters dendritiques, sur les cellules de
cancer du sein MDA-MB-231 (plus de 85% de survie a 10 mg/mL) [276]. Cependant, en
présence de pseudo-dendrimeres polyesters commercialisés Boltorn®, les taux de survie de
cellules 1929 étaient plus faibles, pouvant descendre jusqu’a 50-60% (dans certains cas, méme

jusqu’a 10%) a la concentration de 1 mg/mL, aprés 24 h de I’incubation [185]. Ce fait est trés
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inquiétant car il ne correspond pas a la majorité de données rapportées pour les dendrimeres
polyesters réguliers, considérés généralement comme des structures les plus prometteuses en
livraison de PA. Par exemple, dans une étude trés récente sur les cellules de cancer ovarien
SKOV-3, les structures dendritiques analogues, portant de plus des groupements thioéthers,
pouvant présenter une activité biologique, se sont révélés non toxiques méme a des doses tres
¢levées [241]. 1l est donc possible que la sensibilité par rapport aux macromolécules branchées
polyesters change aussi en fonction du type de cellules utilisées. Dans ce contexte, il est a
mentionner que le probléme de reproductibilité¢ de tests de cytotoxicité de dendrimeéres,
dépendamment de la culture cellulaire, a été déja soulevé dans I’article de revue de R. Duncan
et L. 1zzo [254]. Ceci pourrait étre également du aux différents mécanismes d’endocytose,
impliqués dans D’internalisation de macromolécules par différents types de cellules. Par
exemple, certains donnés suggerent que dans le cas de dendriméres polyesters, le principal
type de transfert intracellulaire est I’endocytose en phase liquide [254]. Par conséquent, les
cultures cellulaires les plus sensibles a ces macromolécules seront celles qui utilisent

d’avantage ce mécanisme de transport transmembranaire.

1.2.5.4 Biodégradabilité de nanovecteurs dendritiques

Comme déja indiqué précédemment, la majorité des études concernant 1’activité
biologique de dendrimeres, y compris les effets toxiques observés in vivo et in vitro, se limite
a étudier I’influence des propriétés de surface de ces macromolécules, sans mentionner
I’influence de la nature des produits de biotransformation. Néanmoins, le comportement de
structures dendritiques au niveau de leur biodégradabilité et les propriétés des produits
résultant de cette biodégradation peut également influer sur 1’efficacité globale de ce type de
nanovecteurs.

Les macromolécules non biodégradables qui ne peuvent étre éliminées par clairance
rénale, ont tendance a s’accumuler a I’intérieur de l’organisme, en causant des effets
indésirables. Par exemple, il est connu qu’aprés 1’administration IV chez la souris, les
polyméres hydrophiles linéaires (N-(2-hydroxypropyl)méthacrylamide et N-[2-(4-
hydroxyphényl)éthyl]acrylamide etc.) dont la masse moléculaire dépasse 18 kDa sont
partiellement retenus a I’intérieur de I’organisme. Ils se retrouvent sous forme de dépot dans

différents organes, de préférence, dans la peau et les muscles. La vitesse de I’élimination des
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macromolécules diminue avec [’augmentation de leur taille [293]. 1l faut également
mentionner que I’accumulation intracellulaire de polyméres non biodégradables peut causer la
maladie lysosomale [254, 294]. Dans le cas de dendriméres ayant les structures relativement
stables (PPI, PAMAM, poly-lysines, polyéthers etc.), le stockage s’effectue principalement
dans le foie [97].

Dans ce contexte, l’'utilisation de macromolécules biodégradables présente plus
d’avantages car elles pourraient étre d’abord réduites en petits fragments métabolisés, lesquels
seraient ensuite soit éliminés directement par clairance rénale, soit réutilisés utilement par
1’organisme dans ces propres besoins biologiques. A cet égard, les dendriméres dont I’intégrité
est maintenue par les liaisons esters, peuvent étre dégradés en présence d’une carboxyesterase
[97, 281, 295, 296]. Quelques recherches ont également montré une possibilité d’hydrolyser
les esters dans les milieux faiblement acides, neutres ou basiques [276]. Par conséquent, les
dendriméres polyesters comme biomatériaux artificiels et biodégradables représentent une
classe de macromolécules treés attrayante. Néanmoins, il a été rapporté¢ que les taux
d’hydrolyse de ces structures peuvent varier grandement, en fonction de particularités de leurs
architectures telles que la présence des fragments hydrophobes, des genes stériques etc. [281].

Parmi les groupements chimiques, assurant la biodégradabilit¢ de macromolécules, il
est aussi a mentionner les ponts disulfures, sensibles au glutathion. Le glutathion (GSH), un
tripeptide est produit par la majorité de cellules des mammiféres. Son rdle est essentiel dans
les mécanismes cellulaires de protection chimique. Dans le cas de certaines maladies telles que
cancers, inflammation etc., I’expression du GSH est plus €levée dans les sites pathologiques
que dans les tissus et cellules sains. A cet égard, le groupement disulfure a été utilisé dans de
nombreuses études pour effectuer le relargage ciblé de PA, en greffant les molécules actives a
la périphérie de dendrimeres [97, 138, 297]. Récemment H. Liu et col. ont également rapporté
la syntheése de polymeres réticulés, obtenus a partir de molécules PAMAM G2, li¢es par les
ponts disulfures. Ces composés ont été proposés comme agent de transfection intracellulaire et
ils sont caractérisé€s par une faible cytotoxicité [298].

Une solution trés intéressante et pratique consiste a combiner les avantages de
structures dendritiques polyesters avec les propriétés du groupement disulfure. En particulier,

la compagnie Polymer Factory a commercialisé¢ une série de produits dendritiques, PFD, a
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ceeur disulfure qui présentent les dendrimeres polyesters de G1-5, portant des groupements

périphériques hydroxyles (Figure 26, page 62) ou acétonides [243].

Figure 26. Structure de dendrimeéres polyesters PFD de G1 et G5 a cceur disulfure,
produits de la compagnie Polymer Factory [243].

Des résultats intéressants sur [’autoclivage complet de dendrons, initi€é par le
détachement d’une molécule chimiquement active, ont été récemment rapportés. Par exemple,
la dégradation de dendrons assemblés par les groupements carbamates, liés avec les unités 2,6-
bis(hydroxymethyl)-p-cresol, a été déclenchée par une libération spontanée d’un dérivé aminé
[299, 300]. «L’auto-immolation » de macromolécules portant les liaisons phénéthyl-
carbonates a été effectuée en présence de zinc et d’acide acétique [301]. Une autre approche a
été basée sur I’activité chimique du p-nitrophénol (libéré premiérement sous ’effet de
I’irradiation UV), exercée sur les dérivés de 2,4-bis(hydroxyméthyl)phénol [302]. Il est
cependant a noter que dans ces trois cas, les expériences se rapprochant de conditions in vivo,
incluant I’étude sur des effets toxiques possibles liés a la présence du zinc ou du p-nitrophénol,

n’ont pas été réalisées.
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1.2.6. Encapsulation de principes actifs antifongiques dans les dendriméres

1.2.6.1. Dendriméres comme agents de nano-encapsulation des molécules antifongiques

Comme déja mentionné (section 1.2.3.3), un des domaines médicaux, ou les
dendrimeéres pourraient étre potentiellement trés en demande, est la thérapie antifongique avec
certaines substances actives hydrophobes qui sont déja approuvées, mais qui présentent
cependant des difficultés a atteindre une efficacité optimale. Etant encapsulé dans un
nanovecteur dendritique a D’architecture convenable, le PA hydrophobe serait susceptible
d’étre plus soluble dans les milieux aqueux, ce qui faciliterait sa distribution dans la
circulation sanguine, essentielle dans le cas d’infections systémiques. Par exemple, le PPI G5
a été proposé pour augmenter la solubilité¢ de I’amphotéricine B [198]. Les PAMAM G2-3
avec une surface modifiée par le greffage de TRIS ont été utilisés pour encapsuler les acides

benzoique et salicylique [212].

ECM
Presisters ) Efflux

"\ [ ‘ Js Overexpressed
Stress . ‘-.1 ! / argets
Density _ \\\\Q o //\/ Physiology
N, = - K 4

e

@ Blastospores «= Hyphae
@@ Persister blastospores @ Antifungal agent
(9 ECM

Figure 27. Apercu schématique de différents facteurs qui déterminent la résistance
antifongique au sein d’un biofilm, y compris la densité, le stress, les persistants, la
matrice extracellulaire (ECM), les pompes d’efflux, les cibles en excés et la physiologie

générale de biofilm [303].

En dehors d’améliorations au niveau de la solubilité, la taille nanométrique et uniforme

des dendrimeres pourrait étre bénéfique pour pénétrer efficacement les biofilms* de
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champignons, ce qui serait utile dans le cas des formulations antifongiques injectables et
topiques [*Le biofilm est une matrice extracellulaire secrétée par les champignons, exergant le
role de biofiltre sélectif, permettant la meilleure protection de la population de cellules
pathogenes contre les mécanismes de protection de 1’organisme-porteur, ainsi que contre les
PA antifongiques. Il est observé dans les cas de champignons pathogeénes de familles Candida,
Aspergillus, Cryptococcus, Trichosporon, Coccidioides et Pneumocystis [303-306] (Figure
27, page 63)].

Les mécanismes de protection ci-mentionnés, ainsi que la nature eucaryote des
champignons, possédant la machinerie cellulaire similaire aux organismes supérieurs tel
qu’humain, nécessitent des approches trés spécialisées dans les traitements médicamenteux.
Depuis plusieurs décennies, malgré les avancées importantes en médecine, le nombre de
patients atteints d’infections fongiques est en croissance. Ceci est généralement di a
I’augmentation des cas liés a la suppression du systéme immunitaire (cancer, transplantation
d’organes, SIDA etc.), ce qui diminue la résistance antifongique naturelle de I’organisme
[307].

Compte tenu de la diversité morphologique de différentes especes de champignons
pathogénes (plus de 600 en tout), I’application de PA possédant un large spectre d’activité
antifongique est toujours une préférence. Actuellement, la classe d’agents antifongiques azolés
est considérée comme 1’une des plus vastes et efficaces. Les premiers PA de ce type ont été
¢laborés par le groupe Janssen a la fin des années 1960 [307]. L’efficacité de ces substances
est expliquée par leur sélectivité élevée d’action contre les champignons (voir plus de détail
dans la section 1.2.6.2). Néanmoins, malgré cet avantage au niveau cellulaire, les
antifongiques azolés présentent souvent des probleémes de solubilité. Bien que de nombreuses
solutions soient déja proposées pour y remédier, 1’¢laboration de nouveaux systemes
d’encapsulation est toujours d’actualité. Par exemple, il a été récemment rapporté qu’en
présence de dendrimeres PAMAM G2 et G3, modifiés par greffage de TRIS, la solubilisation
du tioconazole restait toujours tres faible [212].

Etant donné que 1’un des objectifs du présent projet de recherche consiste a élaborer de
nouveaux systemes dendritiques pour encapsuler I’itraconazole (un PA antifongique azolé¢), la
section suivante sera consacrée aux propriétés de cette substance, ainsi qu’aux données

bibliographiques concernant I’amélioration de sa solubilité.
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1.2.6.2. Itraconazole

L’itraconazole (ou ITZ; Figure 28, page 65) est un agent antifongique de type triazole.
Il a été inventé en 1980 et ensuite, commercialisé en 1986 sous le nom “Sporanox ™ par

Janssen Pharmaceutica [308].

@&ﬂ
Figure 28. Structure chimique de I’itraconazole

Le nom chimique complet de I’'ITZ, selon la nomenclature IUPAC, est (+)-1-[(RS)-
sec-butyl]-4-[p-[4-[p-[[(2R,4S)-2-(2,4-dichlorophényl)-2-(1H-1,2,4-triazol- 1 -ylméthyl)-1,3-
dioxolan-4-ylJméthoxy]phényl]-1-piperazinylJphényl]-A*-1,2,4-triazolin-5-one. Le PA
présente un mélange racémique (1:1:1:1) de quatre diastéréomeres (deux paires
énantiomériques) avec trois centres chiraux: (+)-1-[(R*)-sec-butyl]-4-[p-[4-[p-[[(2R*,4S*)-2-
(2,4-dichlorophényl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylméthyl)-1,3-dioxolan-4-yl |méthoxy]|phényl]-1-
piperazinyl]phényl]-Az- 1,2,4-triazolin-5-one et (+)-1-[(R*)-sec-butyl]-4-[p-[4-[p-[[(2S*,4R*)-
2-(2,4-dichloro-phényl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylméthyl)-1,3-dioxolan-4-yljméthoxy]phényl]-
1-piperazinyl]phényl]-A’-1,2 4-triazolin-5-one qui possédent une formule moléculaire brute
C35H3gCIpNgO4 et une masse molaire de 705,64 g/mol [309-311].

L’ITZ se présente sous forme d’une poudre cristalline blanche avec un point de fusion
de 166,2°C [312], pratiquement insoluble dans I’eau (<1 ug/ml dans les solutions aqueuses
aux pH 1,0-12,7 [313]), trés peu soluble dans 1’éthanol, aisément soluble dans le
dichlorométhane, modérément soluble dans le tétrahydrofurane [314]. I est une base faible
avec un pKa de 3,7 (basé sur I’extrapolation des valeurs obtenues pour les solutions
méthanoliques) et le log du coefficient de partage (n-octanol/eau) de 5,66 a pH 8,1, ce qui
signifie que cette substance est trés hydrophobe [310, 315]. L’ITZ a une stabilité limitée aux
températures €levées et aux bas pH [316]. Il est entreposé dans des contenants hermétiques

protégés de la lumicre [317]. Présentement, les propriétés physiques et chimiques de ce PA
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ainsi que ses caractérisations structurales par différentes méthodes sont déja bien étudiées
[317].

Faiblement toxique pour I’humain, I’ITZ est hautement actif contre plusieurs especes
de champignons pathogénes telles que Aspergillus spp., Blastomyces dermatitidis, Candida
spp., Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Epidermophyton spp., Histoplasma
capsulatum, Malassezia furfur, Microsporum spp., Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix
schenckii, Trichophyton spp. etc., en tout, contre 12 différentes familles. Ceci favorise son
application surtout chez les patients immunodéprimés (les cas de cancer, SIDA, ou de
transplantation d’organes) [307, 309, 314, 315, 318-328].

Le mécanisme de I’activité antifongique de I’'ITZ est typique des PA azolés et consiste
principalement a inhiber la synthése de I’ergostérol (une substance nécessaire pour la
formation de la membrane cellulaire des champignons). En particulier, il interagit avec le
lanosterol-14a-déméthylase (CYP51), une enzyme nécessaire pour transformer le lanostérol
en son dérivé déméthylé (Figure 29, page 66) [307]. Par conséquent, les membranes
fongiques privées de I’ergostérol deviennent trop perméables, ce qui cause la destruction de

champignons par la fuite du contenu cellulaire.
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Figure 29. Voie de la biosynthése d’ergostérol avec le point d’inhibition par les azoles

[307].

L’efficacité¢ antifongique de I'ITZ est également expliquée par I’inhibition de la
respiration endogene, I’empéchement de la formation des formes micellaires par les levures
(en réagissant avec les phospholipides membranaires), ainsi que par le blocage de I’absorption

des purines et de la biosynthese impaire de triglycérides et/ou phospholipides [310, 319].
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Les doses thérapeutiques journalieres de 1I’'[TZ sont de 1’ordre de 100 a 400 mg,
dépendamment des indications. Les pics plasmatiques sont atteints entre 1,5 et 5 h. Ce
principe actif est métabolisé dans le foie, majoritairement, par la voie oxydative avec le
cytochrome P450 isoenzyme CYP3A4. Le métabolite majeur, hydroxyitraconazole, posseéde
une activit¢ antifongique comparable a celle de I'ITZ. Dans le sang, I'ITZ et
I’hydroxyitraconazole sont principalement liés aux protéines avec les taux respectivement de
99,8 et 99,5%. Les deux inhibent le systtme CYP3A4. La demi-vie pour une dose de 100 mg
du PA est de 20 h, cependant, elle peut augmenter jusqu’a 30-40 h, si le médicament est pris
continuellement. La biodisponibilité absolue maximale de I’'ITZ par voie orale est de 55%
(uniquement dans les conditions favorables telles que la prise avec un jus d’agrumes) [310,
314]. Dans le cas de I’administration IV, le volume de distribution est de 796+185 L et la
clairance totale est de 381+95 mL/min [310]. La concentration toxique dans le sérum pour la
somme de I’'ITZ et de son hydroxy-métabolite est de 6 mg/L [312].

Présentement, il existe 171 préparations d’ITZ mono-ingrédients, commercialisées
dans 41 pays, et 3 préparations a plusieurs ingrédients dans 2 pays [314]. Cependant, malgré la
haute activité antifongique, la biodisponibilit¢ basse de ce PA (expliquée par sa faible
solubilité¢ dans les milieux aqueux [313]) demeure toujours un probléme important dans le
développement de ses formulations [12]. Pour contourner cet obstacle, différentes approches
ont été proposées, en particulier, les solutions solides dans les PEGs [329], I’argile laponite
soluble dans I’eau [313], I’acide phosphorique [330], les dispersions solides avec
I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) hydrosoluble [331], les extrusions a température
élevée avec HPMC et Eudragit E100 et avec le mélange Eudragit E100-PVPVA64 [332].
L’ITZ peut aussi étre formulé sous forme de complexes avec le 2-hydroxypropyl--
cyclodextrine (HP-B-CyD) [316, 333, 334] et de mélanges du HP-B-CyD avec le HPMC
obtenus par extrusion a haute température [335]. La méthode de fusion a chaud a été
¢galement utilisée pour préparer les formulations semi-solides avec le Polysorbate80 et les
acides oléique, laurique, maléique et citrique [12]. Certains travaux concernent I’encapsulation
de I’'ITZ dans les liposomes contenant les phospholipides et les additifs lipophiles tels que
cholestérol, diméthylisosorbide, tétraglycol etc. [336], ainsi que les liposomes basées sur les
mélanges d’éosine, lécithine, cholestérol, déoxycholate de sodium, mannitol and lactose [337].

Un intérét particulier a été porté sur 1’application de microémulsions [315] et micelles [338]
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contenant les huiles triglycérides et les surfactants non-ioniques. Récemment, I’encapsulation
du PA dans les nano-particules polymériques a base de 1’acide poly-lactique [339, 340] et dans
les micelles formées par les star-polymeéres présentant les acides biliaires modifiés par le
greffage de chaines PEG [341] a ét¢ également décrite. Les résultats trés encourageants ont été
obtenus dans le cas de nanoparticules composées de lipides solides et liquides [342].
Néanmoins, dans la pratique pharmaceutique, le nombre d’excipients adoptés pour encapsuler
I’itraconazole n’est pas si grand. Dans les médicaments commercialisés sous le nom
Sporanox® de Janssen Pharmaceutica, congus respectivement pour 1’administration orale et
iv, on utilise les complexes d’inclusion avec les cyclodextrines [316, 343]. Une autre forme
orale, des capsules de Sporanox®, contient a I’intérieur de 1’enveloppe externe dure les
spheres a base de sucrose et HPMC, sur lesquelles un mélange de gélatine et ITZ a été
pulvérisé [310, 329, 344]. 1l est a noter que la biodisponibilité de I’itraconazole sous forme de
capsules Sporanox® ne dépasse pas 37%, tandis que pour les solutions Sporanox® elle peut
atteindre jusqu’a 55% [345]. Cependant, ’utilisation de solutions Sporanox® est limitée di a
la toxicité des cyclodextrines pouvant causer dans certains cas 1’adénocarcinome pancréatique
comme montré chez le rat [346].

En conclusion, on peut constater que malgré les avancées des traitements antifongiques
avec [D’itraconazole, la biodisponibilit¢ de ce principe actif reste toujours faible. Par
conséquent, des excipients efficaces, permettant d’améliorer la solubilisation de ce PA dans
les milieux aqueux sont toujours en demande. Par exemple, notre analyse de brevets de la
bibliothéque internationale de 1’Office européen des brevets [347] sur des applications, la
synthése et les formulations de I’ITZ, montre que parmi 263 documents trouvés, plus de 87%
sont sur les formulations permettant la solubilisation de ce principe actif dont plus de 94%
sont publiés aprés 2000. A cet égard, il est également & mentionner qu’au moment de la mise
en place du présent projet de recherche, aucun vecteur dendritique n’avait été encore proposé

pour encapsuler ce principe actif.
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1.3. Conclusion de I’analyse bibliographique. Formulation de
I’hypothése et d’objectifs de la recherche

Ainsi, 1’analyse bibliographique présentée dans le chapitre 1 de ce manuscrit montre
qu’en reégle générale, 1’application des systémes de nanoencapsulation non covalente pour
remédier au probléme de mauvaise biodisponibilit¢é de PA hydrophobes constitue une
approche trés prometteuse sur le plan a la fois médical et économique. Les recherches
réalisées par de nombreuses équipes ont permis d’¢lucider les facteurs cruciaux pour ce type
de vectorisation tels que la biocompatibilité¢ et la biodégradabilité du vecteur, de différents
types d’interactions physicochimiques avec le PA, I’influence de parameétres du milieu etc.
Elles ont également permis d’élaborer de nouveaux agents de nanoencapsulation, en ouvrant
ainsi de larges perspectives pour le développement futur de ce domaine. Dans ce contexte,
I’utilisation de dendrimeéres, structures parfaitement définies, est considérée parmi les
meilleures solutions. Une faible polydispersité de ces macromolécules, ainsi que leur intégrité
structurale, ameéne respectivement une reproductibilité élevée de résultats et, également, une
stabilit¢ plus grande par rapport aux vecteurs multimoléculaires tels que micelles
polymériques et liposomes.

Malgré les progres significatifs, les systemes de nanoencapsulation (y compris les
dendrimeres) possédent également un certains nombre de désavantages qui empéchent
grandement leurs applications a grande échelle. En particulier, les experts soulignent
I'importance de résoudre les problémes liés a: (i) une faible efficacité d’encapsulation, menant
soit aux concentrations insuffisantes de PA pour atteindre des effets thérapeutiques voulus,
soit a des quantités de vecteurs tres élevées, pouvant provoquer des conséquences indésirables,
et (i1) une libération trop rapide (phénomene de «burst release») de PA in vivo, ce qui cause
un relargage non ciblé dans le corps, entrainant une baisse d'activité, ainsi que des effets
secondaires [172, 192].

Dans le cas de dendriméres, bien que de nombreuses macromolécules polyesters soient
reconnues biodégradables et non toxiques, leur potentiel reste encore loin d’étre exploré tant
au niveau de la variété structurale que des approches de synthese [229]. Par exemple, il est
¢vident que la conception de nouveaux agents dendritiques de nanoencapsulation nécessite

tout d’abord une meilleure compréhension des mécanismes d’interaction physico-chimiques
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entre le vecteur et le PA [41]. Cependant, I’impact exact de différents groupements chimiques
internes sur le processus d’encapsulation restent toujours mal étudié. Les recherches
concernant I’élaboration de vecteurs dendritiques, sélectifs par rapport a une molécule active
connue et avec une grande pertinence en clinique, en se basant sur 1’évaluation quantitative de
facteurs structuraux, bien que représentent une étape logique du développement, sont plutét
trés rares.

La plupart des études consistent premierement a proposer de nouvelles structures
dendritiques ou a modifier chimiquement celles qui sont déja connues, et, ensuite, a réaliser
les tests de captation/libération d’une série de PA de modeles qui possédent généralement une
mauvaise biodisponibilité. Cette stratégie assez simpliste sur le plan de la sélectivit¢ du
vecteur par rapport a la structure de PA, résulte souvent en des taux de charge et une vitesse de
relargage inappropriés pour les utilisations cliniques. En particulier, la majorit¢ des
dendrimeéres polyesters, proposés a cette fin, posseédent souvent les cavités lipophiles internes
trop petites ou mal adaptées pour pouvoir retenir efficacement des molécules actives
hydrophobes dont la masse moléculaire dépasse quelques centaines Daltons (ce qui est typique
pour les PA modernes). Par conséquent, le besoin de nanovecteurs dendritiques plus sélectifs
reste toujours d’actualité.

Une solution possible a ce probléme de sélectivité insuffisante, proposée dans le cadre
du présent projet de recherche, repose sur 1’¢laboration de nouveaux systeémes d’encapsulation
dendritiques, en utilisant D’approche alternative combinatoire, incluant les stades,
respectivement, (i) de la présélection des ¢€léments structuraux de futurs dendrimeres
polyesters, (ii) de simulations du processus d’encapsulation in silico d’une molécule active
d’intérét par les dendrimeres constitués d’éléments structuraux présélectionnés, (iii) de
I’assemblage chimique de structures dendritiques les plus prometteuses selon les calculs
préliminaires, (iv) de tests préliminaires pour €lucider des effets toxiques possibles, (v) de la
vérification de I’efficacité d’encapsulation d’un principe actif hydrophobe, et, finalement, (vi)
de I’étude d’efficacité des formulations élaborées contre une espéce de cellules pathogéne in
vitro. Ainsi, ’hypothése du présent projet de recherche est que la réalisation de cette
approche alternative combinatoire va permettre la création de nouveaux agents

d’encapsulation dendritiques qui seront plus efficaces par rapport aux systémes connus.
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Afin de tester cette hypothese, 1’objectif de la premiére partie du travail sera de choisir
les éléments structuraux de futurs dendrimeres (cceurs, groupements espaceurs, points de
divergence et groupements terminaux), présentant des substances non toxiques et a la fois
permettant 1’assemblage efficace de nouvelles macromolécules au moyen de liaisons esters. La
deuxiéme étape consistera a effectuer les procédures de simulation computationnelle pour
¢valuer au préalable 1’affinit¢ de vecteurs dendritiques a base d’éléments structuraux
présélectionnés pour une molécule active hydrophobe (dans le cadre du présent travail,
I’itraconazole), en utilisant une méthode de mécanique moléculaire (Amber3). Les buts des
troisiéme et quatriéme étapes seront respectivement de réaliser la synthése chimique de
dendriméres, dont les structures seront choisies en se basant sur les calculs in silico, et de faire
les études d’encapsulation du PA dans les systémes réels. Ces étapes serviront donc a vérifier
I’exactitude de résultats de calculs obtenus a la deuxiéme étape. Les objectifs des deux
dernieres parties du travail seront d’effectuer les tests de cytotoxicité sur les macrophages
murins (RAW-262.7), selon une méthode standard de viabilité cellulaire, et, finalement, de
vérifier efficacité de systemes dendrimére-itraconazole sur une espece de champignon
pathogeéne appropriée (Candida albicans) in vitro. Les résultats de tests antifongiques seront
comparés avec les résultats obtenus dans les cas du principe actif non formulé et, é¢galement,

d’une formulation présentée actuellement sur le marché.
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Chapitre 2. Choix des éléments structuraux et les travaux

de synthése préliminaires



2.1. Description générale du concept dendritique proposé

L’analyse bibliographique présentée dans le chapitre précédent montre que malgré de
nombreux avantages potentiels par rapport aux autres types de nanovecteurs, les dendrimeres
ne sont toujours pas considérés comme étant compétitifs sur le marché. Les raisons possibles
expliquant cette situation sont suivantes:

- toxicité des structures dendritiques disponibles a grande échelle que se soit au niveau

du dendrimeére lui-méme, soit au niveau des produits de biodégradation;

- faible taux d’encapsulation des principes actifs di principalement a la taille des
cavités internes hydrophobes insuffisamment grande ou mal adaptée pour retenir
efficacement des PA dont la masse dépasse quelques centaines Daltons;

- libération trop rapide et incontrolable de la charge thérapeutique.

Ainsi, notre objectif global est donc d’élaborer de nouvelles structures dendritiques
permettant de remédier aux problémes ci-mentionnés. En particulier, une solution possible a la
toxicit¢ des dendrimeres repose sur ['utilisation de structures polyesters, composées
respectivement de fragments d’alcools et d’acides carboxyliques choisis en raison de leur
biocompatibilité. De plus, nous pouvons raisonnablement nous attendre a ce que les
dendriméres soient plus efficaces comme agents d’encapsulation des PA hydrophobes s’ils
sont constitués d’une partie centrale (interne) hydrophobe et une partie externe hydrophile

(Figure 30, page 73).

Partie interne
Partie externe 2 s N hydrophobe
hydrophile £ > ;"Q\
r'd ’ o

g ‘ Biocompatibilité
Q des fragments
structuraux

Assemblage
par les liaisons
esters

Figure 30. Concept général de nouveaux dendriméres, proposés pour encapsuler des

molécules de principes actifs hydrophobes.
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La présence d’un élément central hydrophobe devrait favoriser 1’affinité pour les molécules
actives hydrophobes, résultant en 1’augmentation du taux d’encapsulation. La couche externe
hydrophile pourrait rendre ces structures solubles dans 1’eau.

D’une maniére générale, le principe de fonctionnement de nanotransporteurs de ce type
se réalise en plusieurs étapes. D’abord, pour effectuer I’encapsulation d’un PA hydrophobe, il
faut s’assurer que les deux constituants du systéme, dendrimere et PA, sont suffisamment
solubles dans un solvant approprié. Dans ce cas, les molécules de PA devraient avoir un acces
libre a I’intérieur apolaire de dendrimeére (Figure 31a, page 74). Ensuite, en changeant le
milieu par un solvant plus polaire, les molécules de PA se déplacent vers la partie centrale du

vecteur ou elles restent retenues sous ’effet de I’attraction hydrophobe (Figure 31b, page 74).

r‘\ Pnnmpe actif ‘
Dendrimeére ’ r\

1 a
Milieu faiblement polaire Milieu polaire
a. b.

V ao RN
\ ’m - »3‘

{\

Figure 31. Etapes de fonctionnement de nanotransporteurs dendritiques proposés:
I’encapsulation du principe actif, en changeant le milieu faiblement polaire (a) par
un solvant polaire (b), la libération du principe actif par diffusion ou dégradation

du vecteur (c et d) et I’élimination des produits de biodégradation (e).
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Pour I’obtention de formes galéniques séches, I’étape suivante sera 1I’enlévement des solvants.
Cependant, il existe également une possibilit¢ d’administrer les complexes d’inclusion
résultants sous forme de solution. Aprés I’administration, le vecteur commence son parcours a
I’intérieur de l’organisme du patient. A cette étape, il est important que le complexe
d’inclusion demeure stable jusqu’a son arrivée au site de traitement thérapeutique, ou il doit
normalement libérer le PA encapsulé¢ soit par diffusion, soit par dégradation du vecteur
(Figure 31c-d, page 74). L’¢tape finale est 1’¢limination facilitée des produits résultant de la

dégradation de dendrimére (Figure 31e, page 74).

2.2. Choix des éléments structuraux de futurs dendrimeres

Afin de réaliser le concept général présenté dans la section précédente, 1’étape initiale
de notre travail consiste a choisir les éléments structuraux de nos futurs dendriméres : cceur,
groupements-espaceurs, agent de branchement et groupements terminaux (Figure 32, page

75).

o —  Coeur
@ —  Espaceur
—  Agent de branchement

—  Groupement terminal

Figure 32. Représentation schématique d’éléments structuraux de futurs dendrimeéres

Plus précisément, il s’agit de choisir les structures des petites molécules organiques a partir
desquelles les macromolécules finales seront assemblées. En particulier, on peut s’attendre a
ce qu’en utilisant des ¢éléments de base non ou faiblement toxiques, liés entre eux par des
liaisons esters (alcools et acides carboxyliques), les dendrimeres ainsi que les produits de leur
biodégradation seront biocompatibles. De plus, I'utilisation des composés de départ qui sont
nouveaux en assemblage dendritique, ainsi qu’a bas coft, fournira des données permettant par

la suite d’évaluer les perspectives de leur application a grande échelle.
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2.2.1. Sélection des structures de cceurs et travaux de synthése préliminaires

2.2.1.1. Présélection des structures de cceeurs

Un cceur de dendrimere représente 1’élément qui détermine le nombre des dendrons
ainsi que leur orientation (Figure 32, page 75). Des structures portant plusieurs (>2) fonctions
chimiques de méme nature et facilement modifiables sont généralement utilisées en tant que
ceeurs. Dans le contexte de vectorisation des PA, le cceur peut également jouer un rdle assez
important, dépendamment de son affinité pour des molécules a encapsuler. De plus, compte
tenu de la biodégradabilit¢ de dendriméres polyesters dont la synthése est prévue pour ce
projet de recherche, les molécules exercant la fonction de cceur ne doivent pas présenter
d’effets toxiques significatifs connus.

En se basant sur les critéres ci-mentionnés, comme structures de cceurs de nos futurs
dendrimeéres, nous avons initialement choisis différents composés représentant respectivement
7 acides polycarboxyliques (C-I-VII) et un polyalcool C-VIII (Figure 33, page 76): tétra-
oxysuccinyl-pentaérythritol (C-I), tétra-oxysuccinyl-1,3,5,7-tétrahydroxy-adamantane (C-II),
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Figure 33. Structures initialement choisies comme cceurs de dendriméres dans le cadre

du présent projet de recherche
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acide butane-1,2,3,4-tétracarboxylique (C-III), acide furane-2,3,4,5-tétracarboxylique (C-1V),
acide benzéne-1,2,3,4-tétracarboxylique (C-V), acide 4,4'.4",4"'-(porphine-5,10,15,20-
tétrayl)tétrakis-benzoique (C-VI), penta-oxysuccinyl-dextrose (C-VII) et glycéryl tris[9,10-
(thréo)-dihydroxyoctadécanoate] (C-VIII). Ils différent par la taille, la rigidité et le nombre de
groupements modifiables (carboxyliques ou hydroxyles). Il est également a noter que les
structures C-I, C-II, C-VII et C-VIII sont des nouveaux composés dont les synthéses et
caractérisations seront décrites dans la section suivante, tandis que les molécules C-III-VI
sont des produits commerciaux. L’acide butane-1,2,3,4-tétracarboxylique (C-III) a été déja
propos¢ par R. Dhanikula et col. [84, 105, 106, 234] comme cceur des dendrimeres.

Pour ce qui concerne des effets toxiques possibles des produits commerciaux C-ITII-VI
(la toxicit¢ des nouvelles structures de cceur sera discutée plus tard), notre analyse
bibliographique montre que les données disponibles ne permettent pas de conclure, avec
certitude. Par exemple, le composé C-III peut étre considéré comme étant assez bien toléré.
En effet, il appartient a la classe des substances légerement toxiques, selon 1’échelle de toxicité
de Hodge et Sterner [348], car la valeur de sa dose létale a 50% (DL50) dans le cas de
I’administration orale chez le rat est de 1720 mg/kg [349]. Les études plus approfondies
menées par C. J. Price [350] et de J. D. George [351] montrent également I’impact assez faible
du C-III sur I’état de santé des rats. Les valeurs trouvées pour le composé C-V se limitent
uniquement a la DL50 par administration IP chez la souris (300 mg/kg [349]). Par conséquent,
sa classe de toxicité selon Hodge et Sterner reste non déterminée. Les résultats expérimentaux
concernant la toxicité de tétraacides C-IV et C-VI sont absents. Ainsi, 1’information
disponible ne permet pas de conclure sur I’impact global de la présence de composés C-111-VI
administrés chez I’humain, surtout, a long terme. Cependant, ceci n'est pas inusité car c’est le
cas de la majorité des substances chimiques connues. Dans le cadre de la présente recherche,
nous allons donc considérer une substance comme é€tant biocompatible si elle est caractérisée
par les valeurs DL50, respectivement, orale de >1000 mg/kg et IV ou IP de >200 mg/kg, et est

représentée par des petites (<1 kDa) molécules hydrosolubles.
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2.2.1.2. Synthése de nouvelles structures de cceur choisies et les modifications chimiques
préliminaires

Aprées avoir présélectionné les composés pouvant étre intéressants en tant que cceurs de
nos futurs dendrimeéres, 1’objectif de 1’étape suivante était de synthétiser les nouvelles
structures C-I, C-II, C-VII et C-VIII, ainsi que de réaliser les modifications préliminaires,
permettant 1’assemblage facilité de macromolécules finales. Il est a noter que durant cette
étape, I’obtention de certains composés a été infructueuse, di soit aux problémes de réalisation
des réactions chimiques proposées, soit aux difficultés de purifier les produits obtenus.
Néanmoins, certains résultats se sont révélés trés encourageants et ont permis non seulement
d’obtenir de nouveaux composés, mais aussi d’¢laborer de nouvelles procédures de synthese

efficaces.

2.2.1.2.1. Synthese du coeur C-I a base de pentaérythritol et d’acide succinique

Notre choix de la structure C-I (Figure 33, page 76) comme cceur de dendrimére a été
déterminé par sa symétrie, la présence de quatre groupements carboxyliques pouvant former
des esters, ainsi que par la biocompatibilit¢ des composés qui peuvent résulter de la
biodégradation de ses groupements esters, pentaérythritol et acide succinique. En particulier,
le pentaérythritol 1 (Figure 34, page 79) ne présente potentiellement aucun danger pour
I’organisme car il appartient a la classe des substances relativement inoffensives, possédant
DL50 orale tres élevée : 18500 mg/kg chez le lapin, 25500 mg/kg chez la souris et 19500 chez
le rat [349]. Comme ¢lément central des dendrimeres, ce tétraol 1 a €té proposée pour la
premiere fois en 1987 par A. Padias et col. [352]. Grace a ses propriétés et son bas coft, ce
composé est toujours utilisé a cette fin comme rapporté dans plusieurs sources, p. ex. [130,

229] etc.

L’acide succinique (3, voir 1’annexe 6) possede également des propriétés trés
favorables a wune utilisation dans 1’assemblage des macromolécules dendritiques
biocompatibles. Il est assez bien toléré par 1I’organisme, en présentant des valeurs DL50 chez
le rat de 2260 mg/kg (orale) et chez la souris de 1400 mg/kg et 2702 mg/kg (respectivement,
IV et IP) [349]. La chimie des dendrimeres fait régulierement appel a ce composé en tant que

ceeur bifonctionnel [353, 354], ou/et groupement espaceur [353-355].
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La synthése du cceur C-I a été réalisée par le chauffage a 60-65°C du 1 et de I’excés
molaire de 20 fois de I’anhydride succinique (2) dans la pyridine pendant 48 h (Figure 34,
page 79), en se basant sur la procédure de succination du 2-phéhyl-[1,3]dioxan-5-ol proposée
par M. Carnahan et col. [355].
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Figure 34. Synthése du cceur C-I par Pinteraction du pentaérythritol (1) et ’anhydride

succinique (2).

Apres la distillation de la pyridine sous vide, la purification du produit a été effectuée
au moyen de I’extraction chaude avec 1’éther méthyl-fert-butylique en présence du charbon
actif. Il est a noter qu’en essayant d’extraire sélectivement le composé C-I en présence du 2,
nous avons également testé d’autres solvants tels que ’acétonitrile, le méthanol, I’éthanol,
I’éther éthylique, 1’acétone, le benzéne, le chloroforme, le dichlorométhane. Néanmoins,

seulement I’éther méthyl-fert-butylique a montré des résultats satisfaisants.

La structure du cceur C-I a été prouvée par la spectrométrie de masse (LC-MS), la
spectroscopie RMN du proton et du carbone °C, I’analyse FTIR et élémentaire. En particulier,
dans le chromatogramme LC-MS (Figure 35a, page 80), on ne retrouve qu’un seul pic, ce qui
confirme la haute puret¢ du produit obtenu. Les signaux dans le spectre de masse en mode
négatif (Figure 35b, page 80) correspondent a 1’ion moléculaire du C-I et de quatre sels
résultant de I'interaction du C-I avec les ions Na" durant la procédure d’analyse. Le spectre 'H
RMN du produit contient les pics de protons appartenant aux groupements succinyles et ceux
de pentaérythritol, ainsi qu’aux liaisons esters (Figure 36, page 80). Les résultats d’analyses
3C RMN et FTIR ont également confirmé la présence de signaux caractéristiques de C-I (voir
les détails dans la section 2.3.3.1.1). L’analyse élémentaire montre que le C-I synthétisé est en
bonne concordance avec les valeurs théoriques. Le rendement général d’obtention du produit

C-I purifié est de 82%.
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Figure 35. Résultat de ’analyse LC-MS du cceur C-I: (a). chromatogramme du produit
(aire normalisée du pic avec le temps de rétention de 10,34 min: 98,3%); (b).

spectre MS-TOF en mode d’ionisation ESI négatif.
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Figure 36. Spectre 'H RMN (DMSO-d6, 300Hz) du produit C-I.
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2.2.1.2.2. Syntheése du coeur C-II a base de 1,3,5,7-tétrahydroxyadamantane et d’acide

succinique

Notre choix du cceur C-II (Figure 33, page 76) a été justifié, premiérement, par son
plus haut degré de symétrie, comparativement a la structure C-I (di a la présence de 1’unité
adamantane) et, deuxiemement, par une tres faible toxicité attendue du composé et également
des produits de sa dégradation par rupture des liaisons esters. L’obtention du cceur C-II a base
de 1,3,5,7-tétrahydroxyadamantane (4) et de 1’acide succinique a été envisagée en plusieurs
¢tapes, a partir de I’adamantane (5), comme présenté dans la Figure 37, page 81. En
particulier, la synthése du tétraol 4 a été planifiée, en se basant sur le protocole de Ch.-F.
Huang et col. [356], incluant 1’étape de bromation catalytique du 5 avec le rendement prévu de
63%, ensuite, la substitution d’halogénes du dérivé tétrabromo 6 avec Ag,SO4 dans H,SOy et,

enfin, I’hydrolyse du tétrasulfoester 7 avec 1’hydroxyde de potassium (Figure 37, page 81).

O
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Figure 37. Synthése envisagée du cceur C-II a partir de I’adamantane.

Selon le protocole ci-mentionné, le derivé 1,3,5,7-tétrabromo 6 doit normalement résulter de
I’interaction de 5 avec le brome moléculaire en présence du catalyseur, le chlorure
d’aluminium (IIT), présentant un acide de Lewis, pendant 24 h a 70°C, suivi de la
recristallisation dans D’acétonitrile. Cependant, aprés avoir reproduit cette procédure, nous
n’avons récupéré qu’un dérivé tribromo d’adamantane, selon I’analyse élémentaire (calculé
pour le dérivé tétrabromo 6 visé : C 26,58%; H 2,64%; calculé pour le dérivé tribromo: C

32,21%; H 3,51%; trouvé : C 31,35%; H 3,35%).
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Afin d’¢laborer un protocole plus fiable, permettant d’obtenir le composé 6, nous
avons réalis¢ deux synthéses supplémentaires: (i) a température de piece, en augmentant la
durée de la réaction jusqu’a 7 jours, (ii) a 70°C pendant 3 jours. Dans le premier cas, la
réaction ne conduit également qu’au produit de transformation incompléte, dérivé tribromé
(trouvé: C 32,52%; H 3,61%), tandis que dans le deuxieme cas, le produit représente le
1,3,5,7-tétrabromoadamantane voulu. Des changements ont été €galement apportés a la
procédure de purification. En particulier, apres ’agitation et le refroidissement de la masse
réactionnelle, les excés de brome et de chlorure d’aluminium ont été neutralisés avec le
bisulfite de sodium aqueux, en présence du chloroforme utilis¢é comme agent d’extraction du
6. Le produit extrait a été recristallisé dans 1’acide acétique glacial et séché sous vide avec un
rendement général de 71%. La structure 6 a été¢ confirmée par 1’analyse ¢lémentaire (trouveé,
%: C 26,93; H 2,63), la RMN du proton (Figure 38, page 82) et le FTIR (des signaux
caractéristique du 6, y compris ceux a 841 et 715 cm™ appartenant aux vibrations du squelette

carboné portant Br, par analogie avec les donnée publiées sur le 1,3-dibromoadamantane

[357)).
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Figure 38. Spectre RMN du proton (CDCl3, 300 MHz) de 1,3,5,7-tétrabromoadamantane

(6) obtenu aprés les modifications apportées au protocole de Ch.-F. Huang et col. [356].
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Pour obtenir le tétrahydroxyadamantane 4, a partir du dérivé tétrabromo 6, par
I’intermédiaire du tétrasulfoester 7 (Figure 37, page 81), nous avons d’abord testé la
procédure rapporté par Ch.-F. Huang et col. [356]. La réaction a été effectuée par I’interaction
du composé 6 avec Ag,SO4 dans I’acide sulfurique a 80°C sous agitation pendant 7 h. Ensuite,
selon le méme protocole bibliographique, la masse obtenue a été filtrée, pour éliminer le
bromure d’argent (I), et la solution du sulfoester résultant a été¢ diluée avec I’eau, neutralisée
avec KOH (pour hydrolyser le sulfoester sans 1’isoler et caractériser) et, finalement, évaporée.
Comme suggéré, la purification du produit a été effectuée en deux étapes, par I’extraction avec
I’¢thanol dans 1’appareil de Soxhlet et, ensuite, par la recristallisation du mélange
méthanol/éthanol/acétone. Néanmoins, contrairement aux données bibliographiques, 1’analyse
du produit ne permet pas de I’identifier comme le tétraol 4 visé. Par exemple, I’analyse
¢lémentaire montre les teneurs trouvées en carbone, en hydrogéne et en souffre non
concordantes avec le calcul théorique (calculé pour 4, %: C 59,98; H 5,74; S 0,00; trouve, %:
C 41,91; H 8,05; S 0,24). Selon I’analyse LC-MS, ce produit représente un mélange complexe
des dérivés d’adamantane différemment substitués. En particulier, dans le spectre ESI-TOF en
mode négatif, le signal appartenant au 4 a 199,04 m/z (M) est trés faible, tandis que le signal
majeur a 243,03 z/m pourrait correspondre a une structure a base d’adamantane portant deux
groupement hydroxyles, un atome de brome et une double liaison (compte tenu de résultats de

I’analyse élémentaire).

Pour expliquer ce résultat négatif, nous avons considéré que dans notre cas, la
concentration de 1’acide sulfurique était insuffisante (95,52%, déterminée expérimentalement
par la méthode de pycnométrie). Afin d’exclure ce facteur, nous avons répété la réaction, en
augmentant la teneur en H,SO4 par I’addition de I’oléum. Néanmoins, le résultat de cette

réaction a été également négatif.

Un autre facteur qui pourrait rendre la substitution inefficace est la durée excessive de
la réaction, pouvant causer des réactions secondaires non voulues. Par exemple, la diminution
considérable des quantités du produit organique récupéré par rapport au rendement théorique,
ainsi que la présence d’un précipité marron foncé sous forme de pellicules non solubles dans
I’eau, pourraient signifier la formation de produits de polymérisation. Pour éviter cette

réaction indésirable, nous avons réduit le temps de réaction jusqu’a 2 h. Cependant, les
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caractéristiques obtenues avec les méthodes de 'H RMN, FTIR, analyse élémentaire et LC-MS
ne correspondent pas au tétrahydroxyadamantane 4. En particulier, ’analyse LC-MS indique
que le produit représente un mélange complexe de plusieurs composés dont les valeurs m/z

different significativement des valeurs attendues pour 4.

Comme solution alternative du probléme li¢ a la synthése du 4 a partir du dérivé 6, par
I’intermédiaire de sulfoesterification, nous avons aussi proposé la substitution préliminaire
d’atomes de brome dans 6 par les groupements acétate. En cas de succes, le dérivé
tétraoxyacétylé 8 pourrait étre facilement hydrolysé en 4 comme présenté dans la Figure 39,

page 84.
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Figure 39. Schéma proposé pour obtenir 1,3,5,7-tétrahydroxyadamantane (4) a partir du
1,3,5,7-tétrabromoadamantane (6), en utilisant la substitution préliminaire de bromes

par les groupements acétate

Afin de réaliser la synthese du composé 8, nous avons testé la réaction entre le produit
6 et ’acétate de sodium, par analogie avec différents protocoles permettant 1’obtention des
esters acétyles a partir des dérivés bromés correspondants [358-362]. D’une maniere générale
la réaction s’effectue par le mécanisme Sn2 [363] (pp. 398-399), ce qui empéche la formation
des oléfines par I’élimination. Comme milieu réactionnel des solvants polaires aprotiques sont
utilisés. Dans notre cas, le DMF a été choisi a cette fin, par analogie avec une procédure
décrite par C. Agami et col. [364]. Cependant, la réalisation de cette approche n’était pas
efficace. Aprés I’agitation du 6 avec I’acétate de sodium dans le DMF a 130-135°C pendant 72

h, uniquement le produit de départ, 1,3,5,7-tétrabromoadamantane, a été récupére.

Devant plusieurs échecs avec la synthése du produit intérmédiaire, 1,3,5,7-
tétrahydroxyadamantane, par différents approches, I’obtention du cceur C-II a été finalement

abandonnée.
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2.2.1.2.3. Syntheése du coeur C-VII a base de dextrose et d’acide succinique

Notre proposition d’utiliser le D-(+)-dextrose en tant qu’un ¢élément central de futures
macromolécules représente une nouvelle approche pour la chimie des dendriméres. De plus, ce
composé¢ posséde potentiellement toutes les propriétés essentielles dun constituant de
dendrimeres polyesters a I'usage thérapeutique. Il est biocompatible (DL50 orale tres élevée :
25800 mg/kg chez le rat [365]), trés peu couteux et contient cinq groupements hydroxyles

pouvant former des liaisons esters.
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Figure 40. Résultats de I’analyse LC-MS du produit de succination du dextrose :
(a) chromatogramme ionique générale avec I’identification des signaux;

(b) spectre ESI-TOF en mode négatif du pic correspondant au cceur C-VII.

Pour synthétiser et purifier le coeur C-VII, nous nous sommes basés sur la procédure

générale élaborée préalablement pour obtenir le composé C-I (voir la section 2.2.1.2.1). Le
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produit obtenu a été caractérisé par la RMN du proton, FTIR, I’analyse ¢lémentaire (calculé :
C 45,89%; H 4,74%; trouvé C 43,74%; H 5,32%) et LC-MS. L’analyse LC-MS a montré que
le produit représente un mélange de dextroses qui différent par le nombre de groupements
succinyles greffés, avec les teneurs de dérivés respectivement de 76,7% (tétra-, CooHz30;5)
19,6% (tri-, C13H24015) 3,3% (di-, C14H20012) et 0,5% (penta-, C,cH3,0,;) (Figure 40, page
85).

Le rendement treés faible du C-VII pourrait €tre expliqué par les effets stériques
provoqués par la proximité des groupements hydroxyles dans la molécule de D-(+)-dextrose et
ses dérivés succinyles. Puisque nous n’avons pas réussi a séparer les constituants du mélange
obtenu par la chromatographie sur colonne (contrdle avec la méthode CCM, chromatographie
en couche mince), I'utilisation de ce produit comme cceur de futurs dendrimere a été rendue

impossible.

2.2.1.2.4. Obtention du chlorure de [’acide butane-1,2,3,4-tétracarboxylique

La possibilité d’exploiter les avantages des dendrimeres polyesters biodégradables
comme agents d’encapsulation des PA, nécessite d’utiliser des méthodes d’esterification trés
sélectives. Présentement, il existe a peu pres une cinquantaine de meéthodes permettant la
synthése des esters qui différent par les produits de départ et les conditions réactionnelles
[363]. Néanmoins, trés peu de ces méthodes pourraient étre proposées pour obtenir des
dendriméres polyesters car les rendements sont généralement assez bas ou les conditions de
synthese peuvent résulter en des réactions secondaires indésirables telles que la trans-
esterification ou la dégradation de macromolécules polyesters. Dans ce contexte, les méthodes
basées sur l’interaction des alcools avec des halogénures ou des anhydrides d’acides
carboxyliques sont considérées comme étant des procédures les plus fiables et les plus

répandues ([363], pp. 392-393).

Dans la chimie des dendrimeres, 1’utilisation d’anhydrides pour effectuer ce type de
transformation dépendent grandement de I’¢lément structural & modifier. Par exemple,
I’estérification compléte des polyacides carboxyliques a partir de leurs anhydrides cycliques
est impossible (en une seule étape). L’ouverture d’un cycle d’anhydride n’aboutit qu’a un seul

groupement ester sur deux groupements carboxyliques disponibles (Figure 41, page 87). Par
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conséquent, si un cceur dendritique est représenté par un polyacide carboxylique, sa

modification par cette approche sera incompléte.

o)
R R
° OH
. + ROH _— OR
R R
o)

Figure 41. Esterification d’un alcool avec I’anhydride cyclique résultant en la formation

d’un mononoester.

A cet égard, la voie de synthése de structures polyesters par I’intermédiaire de
chlorures des polyacides carboxyliques est plus avantageuse. Dans ce cas, les réactions sont
généralement rapides et permettent 1’estérification compléte de tous les groupements
carboxyliques en une seule étape. Afin de réaliser I’assemblage de nos dendriméres, il était

donc trés important de trouver des conditions fiables pour effectuer la synthese d’halogénures.

A 1’étape préliminaire de notre projet de recherche, nous avons mené une étude
permettant d’¢élaborer un protocole fiable de transformation des groupements -COOH en
-COCl. En tant que composé modele, nous avons choisi 1’acide butane-1,2,3,4-
tétracarboxylique (le cceur C-III). Sa molécule contient quatre groupements carboxyliques sur
des atomes de carbone voisins. Les résultats de cette étude pourraient donc étre aussi étendus

aux structures C-IV et C-V, car elles portent également quatre carboxyles voisins.

Pour obtenir le tétra-chlorure de I’acide butane-1,2,3,4-tétracarboxylique (9), nous
avons premierement testé le protocole proposé par R. Dhanikula et col. [84] qui consiste en
Iinteraction entre C-III et un excés du chlorure de thionyle (SOCI,) dans la pyridine a 50°C
pendant 6 h. Contrairement aux résultats présentés dans 1’article ci-mentionné, I’analyse du
produit effectuée a montré que les caractéristiques obtenues ne correspondaient pas a la
structure attendue. Par exemple, I’analyse ¢élémentaire différe significativement des valeurs
théoriques (calculé, % : C 31,20; H 1,95; trouvé, % : C 47,22; H 3,81) et la couleur rouge de la

flamme lors du test qualitatif de Beilstein [366] signifie I’absence des halogénes.
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Une explication possible de ces résultats négatifs pourrait étre une formation du
dianhydride cyclique (10) (Figure 42, page 88). Des réactions similaires, résultant en la
formation d’anhydride, ont été observées dans le cas de I’acide succinique [367, 368], dii a une
plus grande stabilité thermodynamique de I’anhydride succinique cyclique comparativement a

la structure de son dichlorure.

OH Oy_oH Pyridine, cl O _cl
o 50°C o o 0
o + 480ClL . W
o on " g cl 0 o
C-111 9 10

Figure 42. Formation du dianhydride bicyclique de I’acide butane-1,2,3,4-

tétracarboxylique par I’intermédiaire de son tétrachlorure.

Dans notre cas, la bicyclisation est confirmée par 1’analyse élémentaire (calculé, % : C
48,50; H 3,05) et par I’absence du chlore dans le produit comme mentionné ci-haut. Le
déplacement des signaux appartenant aux protons méthyleénes vers le champ magnétique plus
faible dans le spectre 'H RMN (de 2,6-2,3 ppm pour C-III a 3,2-3,0 ppm pour 10) peut aussi
représenter une preuve de la formation de la structure 10. Par exemple, un déplacement de ce
type est €galement observé dans les spectres de 1’acide succinique et de son anhydride
(respectivement, de 2,4 a 2,9 ppm) [369]. Finalement, la réaction du produit obtenu avec
I’acide aspartique (HOOC-CH(NH,)-CH,-COOH), réalisée dans notre laboratoire selon le
protocole rapporté¢ par R. Dhanikula et col. [84], a résulté en 1’obtention d’une structure
portant seulement deux fragments aspartiques (selon la teneur trouvée en azote), ce qui est

typique pour le dianhydride 10.

Afin de synthétiser le tétra-chlorure 9, tout en évitant la formation indésirable du 10,
d’autres approches ont été également testées. En particulier, nous avons essayé de réaliser la
synthese par I’interaction du C-III avec SOCIl,, sans solvant et dans le milieu de
trichloroéthane (CHCl,-CH,Cl), a température de picce, ainsi qu’avec le chlorure de 1’acide
oxalique, par analogie avec les protocoles généraux rapportés par G. Anner et col. [370].

Cependant, le produit de toutes ces réactions était toujours le dianhydride 10, selon I’analyse
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¢lémentaire et le test de Beilstein. Une autre approche était la réaction avec SOCI, en présence
du ZnCl, a température ¢€levée, en se basant sur les méthodes proposées pour obtenir les
chlorures de I’acide o-phtalique [371] et succinique [372]. Dans ce cas, nous n’avons pas
réussi a atteindre le point de fusion de la masse réactionnelle (une condition obligatoire)

jusqu’a 280°C car celle-ci correspond au début de la décomposition du produit de départ.

Parmi les autres méthodes permettant la synthése de chlorures d’acides carboxyliques,
il est également a mentionner 1’interaction directe d’acides avec PCl; et PCls ([363], p. 437)
ou leurs sels avec POCI; ([373], p. 232), SOCI, [372], ou le chlorure oxalique [374].
Cependant, avec les chlorures de phosphore, le probléme est la dégradation possible de
liaisons esters [375], ce qui est un facteur crucial pour nos composés C-I et C-1I et d’autres
structures a synthétiser. Dans le cas de sels des acides carboxyliques, un obstacle majeur a
contourner serait une solubilité trés faible des sels de polyacides dans POCI; et SOCI,. De
plus, les réactions avec PCls;, POCI;, SOCI, et HCI peuvent résulter en 1’ouverture du cycle

tétrahydrofuranique [367, 376, 377], ce qui est critique dans le cas du ceeur C-IV.

Ainsi, les difficultés a synthétiser le composé 9 a partir du tétraacide C-III au moyen
des procédures de chloration testées, ainsi que des limitations possibles des autres protocoles
bibliographiques, suggerent collectivement que 1’assemblage de nos futurs dendrimeres
polyesters devrait €tre effectué par une autre méthode. En particulier, notre choix s’est fixé sur
les approches réactionnelles faisant appel a I’obtention des esters actifs intermédiaires
résultant des interactions des acides carboxyliques avec des carbodiimides (voir plus de détails

dans le chapitre 4).

2.2.1.2.5. Obtention du cceur C-VIII a base de glycérol et d’acide 9,10-dihydroxystéarique

L’utilisation de la structure C-VIII (Figure 33, page 76) en tant qu’un cceur de nos
futures macromolécules représente une approche inédite pour la chimie des dendriméres. C’est
une molécule triester, composée des ¢éléments biocompatibles, glycérol (DL50 orale : 12600
mg/kg chez le rat et 4090 mg/kg chez la souris ; DL50 iv: 5566 mg/kg chez le rat et 4250
mg/kg chez la souris [378] et I’acide 9,10—(thréo)-dihydroxystéarique (DL50 orale : 3200
mg/kg chez le lapin, 980 mg/kg chez le rat [379]). La présence de six groupes hydroxyles

secondaires rend possible la formation de liaisons esters. L’orientation thréo (ou anti, trans)
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de groupements OH permet de diminuer les génes stériques lors de la substitution d’atomes
hydrogénes. Le principe de fonctionnement de nouveaux dendriméres a base de glycéryl
tris[9,10-(¢thréo)-dihydroxyoctadécanoate] au niveau d’encapsulation des PA hydrophobes sera

décrit plus en détail dans le chapitre 5.
2.2.1.2.5.1. Glycéryl trioléate et huile d’olive comme produits de départ

Afin d’obtenir le composé C-VIII dont la synthése et les propriétés ne sont pas encore
décrites dans la littérature, le glycéryl trioléate (11) (Figure 45, page 97) a été propos€¢ comme
une structure de départ. En particulier, nous espérions modifier sélectivement les liaisons
doubles présentes dans sa structure, en utilisant des approches réactionnelles connues.

D’une maniere générale, le trioléate 11 est disponible & partir de plusieurs sources,
dépendamment du degré de sa pureté. Il est évident que pour une meilleure reproductibilité de
résultats, 1’utilisation des produits de départ standards de haute pureté est toujours préférée.
Néanmoins, compte tenu du prix assez élevé des réactifs standards, leur utilisation dans des
productions a grande échelle ne serait pas toujours économiquement justifiée. Par conséquent,
des produits de départ moins purs et a bas colit peuvent se retrouver beaucoup plus

avantageux.

Dans ce contexte, le composé 11 représente un constituant majeur de certaines huiles
végétales triglycérides dont la production globale a atteint 133,49 millions de tonnes par
année, selon le rapport de United States Department of Agriculture (USDA) fait en 2008-2009
[380]. 11 est a noter que cette valeur constitue plus de 70% de la quantité totale de matieres
grasses produites dans le monde [381]. Prés de 80% de corps gras sont consommés dans
I’alimentation humaine, 6% dans 1’alimentation animale et 14% dans la production

oléochimique [382].

Parmi des nombreuses huiles triglycérides disponibles sur le marché, comme une
source naturelle du composé 11, nous avons envisagé 1’huile d’olive, di a une teneur ¢élevée en
acide oléique, confirmée par plusieurs données bibliographiques [383-385]. Cette huile
représente le jus d’olive (fruits de 1’olivier). Elle est produite et consommée essentiellement
dans le bassin méditerranéen. L’Espagne, 1’Italie et la Grece représentent 82% de la
production mondiale [381] qui atteint environ 3 millions de tonnes par année [380]. Il est

intéressant a noter que 1’huile d’olive fait I’objet de «traitements» particuliers de la part
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d’organismes divers actifs au niveau international, européen et national tels que le Conseil
Oléicole International (COI) [386], 1’Association de 1’huile d’olive de I’Amérique du Nord
[387] etc., ce qui sert a assurer sa haute qualité. L’huile d’olive est presque totalement
consommée a I’état vierge étant pratiquement la seule aujourd’hui a avoir cette particularité.
Une partie, faible, va a I’industrie de la pharmacie et de la cosmétique, et enfin, pour ce qui est
des qualités non alimentaires, a la lipochimie de 1’acide oléique dont I’huile d’olive est la plus
riche [384, 385]. Il existe deux types principaux de cette huile : celui a relativement forte
teneur en acide oléique monoinsaturé ou C18:1 (61-80%) et relativement faible teneur en
acide linoléique ou C18:2 (3-14%), et celui a valeur plus petite pour C18:1 (53-75%) et plus
grande pour C18:2 (9-24%). Le premier correspond aux huiles européennes, le second aux
huiles d’Afrique du Nord ([384], p. 224). Dans le cadre de notre projet de recherche, nous
étions donc particuliérement intéressé€s a utiliser une huile d’olive provenant de I’Europe, en
particulier de I’Italie ou la teneur en C18:1 peut atteindre jusqu’a 83%, selon E. Fedeli [388].
Finalement, notre choix s’est fixé sur 1’huile d’olive de la marque « Bertolli Extra Virgin
Original DAL 1865» d’Unilever laquelle a montré une grande reproductibilité des analyses
[389]. Afin de réaliser des études comparatives, 1’utilisation du glycéryl trioléate standard a

¢été également planifiée.

2.2.1.2.5.2. Purification chromatographique et caractérisation comparative de I’huile d’olive

Puisque plusieurs constituants mineurs peuvent se trouver dans 1’huile d’olive vierge
(tels que glycolipides, phospholipides, vitamines A et D, tocophérols, cires, caroténoides,
chlorophylles, stérols etc. [385, 390]), nous avons premierement effectué une purification de
I’huile sélectionnée, selon une procédure déja publiée [391]. En particulier, la procédure
consiste a utiliser une colonne chromatographique remplie de gel de silice et deux solvants
purs, hexane et chloroforme, en tant qu’éluants. L’élution par I’hexane comme premier éluant
permet d’enlever des impuretés légeres hydrophobes, petite zone au début. L’¢€lution par le
chloroforme rend possible d’isoler des triglycérides neutres. Des impuretés plus polaires sont

retenues fortement sur la silice.

Dans notre cas, I’huile triglycéride purifiée (contrdle par CCM) représente un liquide
incolore tandis que I’huile initiale avait une nuance jaune clair. Pour évaluer I’efficacité de la

purification, nous avons également utilisé les techniques FTIR, RMN du proton, HPLC et

91



I’analyse ¢lémentaire. En particulier, les spectres FTIR de pellicules de 1’huile avant et apres
la purification sont identiques (Figure 43, page 92). Tous les deux spectres sont typiques pour
les triglycérides portant des fragments aliphatiques insaturés. Par exemple, ils contiennent les
bandes d’absorption appartenant aux vibrations de valences de liaisons =C-H (ou veym(=C-H))
4 3006 cm™', aux vibration Vagym(-C-H) a 2922 cm™’, veym(-C-H) 4 2853 cm™, v(C=0) a 1744
cm™, v(C=C) 4 1660 cm™" et aussi aux vibrations de déformation de liaisons —CHj et celles par
cisaillement de liaisons >CH, (ou 8(~CH; et >CH,)) a 1459 cm™, §(CH3) 4 1378 cm™, aux
déformations de torsion 8(-CHp-) & 1300 cm™, aux agitations hors du plan de liaisons
nonconjuguées =C-H a 1272 cm™, aux vibrations de valences v(C-O) a 1159 cm™, aux
déformations hors du plan de —CH,- et —C=C - a 722 cm’ etc. Dans tous les cas,
I’identification de bandes d’absorption a été faite selon les données bibliographiques [392,
393]. L’absence d’une bande distincte avec le minimum a 970 cm™ prouve 1’absence ou la
teneur trés faible en liaisons doubles —C=C- trans non conjuguées, selon P. Hendrikse et col.

[394].
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Figure 43. Les spectres FTIR de I’huile d’olive « Bertolli DAL 1865 Extra Viérge

Originale » (Unilever) avant (rouge) et apreés (vert) la purification chromatographique.

Les spectres RMN du proton des deux produits sont également identiques et

comportent les pics appartenant aux protons qui sont normalement présents dans les
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triglycérides aliphatiques nonsaturés d’huiles végétales (Figure 44, page 94). Les signaux ont
¢té identifiés selon les articles de M. Diaz et col. [395], de G. Vlahov [396] et la base de
donnés de I’AIST (Japon) [369].

Les résultats de I’analyse HPLC n’était pas concluants dii aux difficultés de détection

de ces analytes dans I’intervalle UV-Vis disponible.

Les données comparatives de I’analyse ¢lémentaire ont montré que les teneurs en
carbone et hydrogéne d’huiles avant et apreés la procédure chromatographique sont assez
proches (calculé pour le triglycéride pur, %: C 77,32; H 11,84; trouvée avant la purification,

%: C 77,67; H 12,71; trouvée apres la purification, %: C 77,73; H 12,64).

Ainsi, malgré la différence de couleur, les caractéristiques spectrales telles que FTIR et
'"H RMN, ainsi que les résultats de I’analyse ¢lémentaire, des deux produits ont été
pratiquement identiques. Ceci indique que les impuretés que nous avons séparées, ne
présentent qu’une partie non significative de 1’huile d’olive initiale. Par conséquent, dans nos
travaux de synthese ultérieurs, nous avons décidé d’utiliser I’huile initiale sans purification

chromatographique préalable.

Afin d’¢tudier la teneur en acide oléique de I’huile d’olive sélectionnée pour la
présente étude, nous avons effectué¢ sa quantification avec la technique LC-MS. D’une
maniere générale, la méthode LC-MS présente beaucoup d’avantages dans 1’analyse des
lipides, permettant de les séparer, identifier et quantifier [397-399]. Cependant, étant donnée la
fragilité des groupements esters des triglycérides, les spectres résultants contiennent souvent
de nombreux signaux provenant de différents produits de fragmentation qui sont trés difficiles
a identifier sans I’appareil computationnel spécialisé [400]. Dans notre cas, nous avons donc
décidé de nous limiter a la composition générale en acides gras dans I’huile de départ. A cette
fin, un échantillon d’huile a été d’abord hydrolysé avec 1I’hydroxyde de potassium dans
I’éthanol a température d’ébullition pendant 1 h, selon une méthode connue [394], ensuite,
neutralisé¢ avec ’acide chlorhydrique, extrait par I’hexane et, finalement, séché sous vide.
L’analyse 'H RMN du mélange obtenu a confirmé la dégradation compléte de triglycérides : la
disparition de signaux appartenant au fragment de glycérol dans I’intervalle 4,4-4,0 ppm. Les
résultats LC-MS du produit de dégradation ont montré que la teneur en acide oléique était de

67%.
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Figure 44. Les spectres RMN du proton (CDCl3, 300 Hz) de I’huile d’olive « Bertolli
DAL 1865 Extra Vigin Original » d’Unilever avant (a) et apres (b) la purification

chromatographique.

En conclusion, on peut constater que I’huile d’olive de la marque commerciale
« Bertolli Extra Virgin Original DAL 1865» d’Unilever est composée majoritairement de
triglycérides portant des fragments de I’acide oléique et contient trés peu d’impuretés. Ceci
permet donc de la considérer comme un produit de départ assez prometteur pour la synthese

de nos futurs dendrimeres a grande échelle.

2.2.1.2.5.3. Description générale des approches réactionnelles choisies

D’une maniére générale, il faut noter que de nos jours, l'utilisation efficace des
maticres premieres végétales renouvelables devient 1'un des domaines prioritaires des sciences

chimiques. Les progrés en oléochimie ont ouvert le champ des possibles en industries des

94



polymeres, des aliments, des biodiesels, des surfactants, cosmétiques, ainsi que des produits
pharmaceutiques [401]. Dans ce contexte, les réactions d'intérét particulier sont liées a la
transformation de liaisons doubles. De nombreux travaux sont consacrés a la modification
chimique des acides gras insaturés et de leurs dérivés les plus simples, et au cours des
derniéres décennies, les syntheses des différentes a-glycols a partir d'oléfines correspondantes
ont été largement étudiées [402]. Néanmoins, malgré des avancées significatives réalisées en
chimie des matiéres grasses, il reste encore des domaines ou des améliorations substantielles
doivent étre apportées. Un de ces domaines de préoccupation est une modification sélective de
doubles liaisons dans les triacylglycérols (ou TAG) insaturés pour obtenir leurs dérivés
polyhydroxylés purs avec des rendements élevés. De nombreuses réactions ne peuvent pas étre
directement étendues d’acides gras et leurs esters simples aux TAG, en raison de la faible
résistance chimique des groupements esters des triglycérides a des acides et des bases forts,
ainsi qu’a des températures élevées. En outre, certaines réactions d'oxydation prometteuses
caractérisées par des conditions relativement douces telle que I’époxydation, ne sont pas
appropriées pour la syntheése des produits de haute pureté. L'activité chimique élevée des
époxydes conduit souvent a des produits de polymérisation, méme dans des conditions
catalytiques favorables [403]. D'autre part, une bromation avec le dibrome [404] et une
hydroxy-oxyformylation avec 1’acide peroxoformique dans un exces d'acide formique [405]
permettent d’atteindre une excellente sélectivité et des rendements quantitatifs. L’application
de ces deux réactions comme des €tapes intermédiaires dans le cas de TAG pourrait donc se
retrouver utile pour obtenir des produits thréo-polyhydroxylés correspondants de haute pureté.

Ainsi, ’objectif de cette partie de notre projet de recherche était d’élaborer un
protocole expérimental fiable pour obtenir le polyalcool C-VIII, en utilisant et en comparant
deux nouvelles approches : (a) par l'intermédiaire de bromation et de substitution nucléophile
de fonctions halogeénes secondaires par des groupements oxyacétyles suivie d'une hydrolyse
d’acétyles, et (b) par la transformation directe des doubles liaisons dans le TAG 11 insaturé
avec l'acide peroxoformique en exces d'acide formique et, ensuite, par élimination de la

protection formyle (Figure 45, page 97).
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2.2.1.2.5.4. Voie de synthése par l'intermédiaire de bromation et acétylation

2.2.1.2.5.4.1. Etape de bromation

Pour effectuer une transformation sélective des liaisons double de TAG insaturés des
huiles végétales, la bromation a été¢ proposée pour la premiére fois par O. Hehner et C.
Mitchell en 1898 [406]. Grace a sa fiabilité, cette réaction a été ensuite largement utilisée pour
déterminer quantitativement la présence des liaisons doubles. Les dérivés bromés d’huiles
végétales, également connus sous le nom BVO (« Brominated Vegetable Oil »), sont utilisés,
depuis 1931, par certains producteurs des boissons gazeuses, p. ex. par Pepsi [407], pour
stabiliser les émulsions des huiles aromatiques d’agrumes [229]. Cependant, ils ne sont plus
autorisés dans de nombreux pays.

En régle générale, I'addition d'halogénes conduit respectivement aux dérivés thréo a
partir d'oléfines de configuration Z et a ceux érythro des oléfines E [363, 404]. En raison de
l'absence d’oléfines E (frans) dans les huiles végétales, on peut s'attendre a ce que les derivés

bromés ne présenteront que les produits thréo.

Il est également a noter que parmi d’autres réactions d’halogénation bien connues
telles que chloration et iodation, notre choix s’est fixé sur la bromation, puisque,
premiérement, les dérivés bromés sont moins chers et plus stables que les dérivés iodés ([363],
p. 813), et, deuxiemement, les atomes de brome peuvent étre substitués dans les conditions

beaucoup plus douces que les atomes de chlore [408].

La bromation de I’huile d’olive (11) a été réalisée par l'interaction classique avec le
dibrome dans le chloroforme a 0°C (étape i dans la Figure 45, page 97), en se basant sur les
recommandations générales de H. Becker [409]. Dans notre cas, 1’addition de brome a été
arrétée des que la masse réactionnelle ne se décolorait plus aprés 5 min d’agitation. Apres la
neutralisation de 1’halogéne en exces avec le bisulfite de sodium aqueux, le chloroforme a été

évaporé sous vide, en permettant d’atteindre un rendement du produit 12 presque quantitatif.
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Figure 45. Deux voies de synthese testées pour obtenir le polyol C-VIII: (i) — Br; dans
CHCl;, 0°C; (ii) NaOC(O)CH; dans DMF, 130-135°C; (iii) — 25%.q. K2CO3; dans MeOH,
t.p.; (iv) 23-25%,4. HC], t.p.; (v) 2-méthoxyéthyl amine dans iso-PrOH, t.p.; (vi) 2-
méthoxyéthyl amine in iso-PrOH, a reflux; (vii) HCI (in situ) dans MeOH, t.p.; (viii)
HC(O)OOH (in situ) dans le mélange HCOOH - Et-O-Et (3:4), t.p.; (ix) HCOOH dans
Et-O-Et, r.t.; (x) Cs,CO; dans le mélange MeOH-CHCIl; (5:1), t.p.; (xi) 35%.,4. HCI dans
MeOH-CHCI; (3:1), t.p.; (xii) 15-17%,4. HCI dans I’acétone, t.p.

Dans le spectre '"H NMR du produit résultant (Figure 46B, page 98), une disparition
du signal a 5,33 ppm a confirmé la transformation compléte de liaisons doubles. De nouveaux

pics a 4,17 et 1,81 ppm soutiennent la formation de liaisons C-Br, comme cela est rapporté
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dans la littérature [410]. La méme tendance a été observée dans l'analyse FTIR. La disparition
du signal 4 3006 cm™ et la diminution du pic & 723 cm™ démontrent l'absence de doubles
liaisons, et une nouvelle bande d'absorption & 548 cm™ confirme les vibrations de groupements
C-Br aliphatiques. Les résultats de I'analyse élémentaire (trouvé: C 51,78%; H 7,85%) sont
relativement proches des valeurs calculées pour le dérivé du triglycéride pur 12 (C 50,16%; H
7,68%). La différence peut étre expliquée par l'irrégularité de la structure de 1'huile naturelle,

en particulier, en raison de la présence de fragments d'acides gras saturés.
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Figure 46. Spectres RMN du proton (CDCl3, 300 Hz) de I'huile d'olive de départ (A), du
produit bromé 12 (B) et du dérivé polyoxacétate 13 (C).
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2.2.1.2.5.4.2. Etape d’oxyacétylation

Une substitution nucléophile directe des groupements halogeénes secondaires par les
hydroxyles avec des agents basiques forts conduit généralement a 1’apparition de produits
d’¢limination indésirables (oléfines) [404]. De plus, dans notre cas, cette approche est
¢galement limitée par la fragilit¢ des groupements esters des triglycérides. Une solution
possible pour éviter ces problémes repose sur une substitution nucléophile préliminaire
d’halogenes avec les sels formés de métaux alcalins et d’acides carboxyliques, dans un milieu
polaire aprotique, comme rapporté par plusieurs équipes de recherche [358-362, 364], suivie
de la réaction de déacylation. La réaction d’oxyacylation se déroule par I’intermédiaire du
mécanisme SN2, ce qui empéche 1’élimination ([363], pp. 398-399) et, de plus, dans un milieu

neutre, ce qui permettrait d’éviter la dégradation des triglycérides.

Dans la présente étude, la synthése a été réalisée par 1’interaction entre le produit 12 et
I’acétate de sodium dans le DMF a 130-135°C pendant 48 h (étape ii dans la Figure 45, page
97). Le contrdle réactionnel a été effectué avec la RMN du proton (disparition du pic
appartenant au H-C(Br)< a 4,17 ppm). Apres purification incluant les étapes d’extraction des
impuretés hydrosolubles, ainsi que de la chromatographie sur colonne, le rendement du
produit est de 45%. Dans le spectre 'H RMN (Figure 46C, page 98), le pic a 5,62 ppm
appartenant au proton du groupement H-C(OAc)< prouve la formation des esters d'acétyle.
L’analyse FTIR montre la disparition de la bande d’absorption & 548 cm™, appartenant & la
liaison C-Br, ce qui confirme I’absence du brome dans le produit d’acétylation obtenu.
L’absence des halogeénes dans le produit a été également prouvée par le test de Beilstein. Les
résultats de l'analyse élémentaire observés sont en bon accord avec les résultats attendus,

compte tenu des valeurs obtenues dans le cas du polyhalogénure 12 de départ.

2.2.1.2.5.4.3. Désacétylation

Afin de supprimer la protection acétyle dans 13, cinq procédés différents connus [411-
417] ont été testés (€tapes iii-vii dans la Figure 45, page 97): les réactions avec le carbonate
de potassium aqueux a 25% dans le méthanol pendant 6 h et avec I'acide chlorhydrique a 23-
25% pendant 24 h, les interactions avec la 2-méthoxyéthyl amine équimolaire dans la 2-
propanol pendant 49 h a température ambiante et au reflux pendant 3 h, ainsi qu’avec HCl

formé in situ a partir du chlorure d'oxalyle et du méthanol. Cependant, aucune de ces réactions
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n’a permis d’effectuer une désacétylation sélective de 13. Selon les analyses élémentaires,
FTIR et RMN du proton, seul le produit de départ a été récupéré. Une séparation des couches
réactionnelles dans le cas de systémes contenant de 1'eau, et des effets stériques dans le cas de
systémes homogeénes peuvent représenter des explications aux résultats observés. Devant cet
échec de la déprotection, nous nous sommes tournés vers une autre approche pour obtenir

C-VIII, basée sur la réaction de Prilezhaev (section suivante).
2.2.1.2.5.5. Voie de synth¢se par l'intermédiaire d’hydroxy-oxyformylation

2.2.1.2.5.5.1. Hydroxy-oxyformylation des liaisons doubles

Afin de trouver une alternative a la désacétylation, nous avons proposé la voie de
synthese incluant la réaction avec ’acide peroxoformique (ou performique). Cette réaction
représente un cas particulier de 1'oxydation des oléfines avec des peroxoacides carboxyliques
(réaction de Prilezhaev). D’une maniére générale, la réaction de Prilezhaev se caractérise par
des conditions réactionnelles douces et des rendements ¢élevés ([363], p. 826). Le pouvoir
oxydant des peroxoacides augmente en présence des groupements électroattracteurs. Les
doubles liaisons monosubstituées (terminales) réagissent moins vite que les disubstituées
(internes) [404]. Selon le mécanisme de Bartlett [418], ’oxygene est transféré du peracide a
I’oléfine par une addition électrophile avec la formation d’un composé intermédiaire
« peroxoacide—oléfine » (réaction de seconde ordre). Les transformations de ce type
conduisent normalement a des époxydes comme il a ét¢é montré par exemple pour les acides
peroxoacétique, perbenzoiques, monoperphtalique etc. Dans le cas de l'acide performique, en
fonction des conditions, les produits d'oxydation peuvent représenter des structures
différentes: époxydes, dérivés hydroxy-formoxyles (R-HC(OC(O)H)-C(OH)H-R’) résultant de
I'ouverture de cycles oxirane ou, dans certains cas (par exemple, avec diisobutylénes),
aldéhydes, cétones, et diéthers cycliques [405]. Généralement, la réaction avec des acides gras
insaturés et leurs dérivés (esters méthyliques et octyle, triglycérides etc.) résulte en la
formation d’époxydes [22, 419] ou de hydroxy-oxyformates [405, 420]. L’approche de
synthése pour obtenir des époxydes consiste a n'utiliser que de petites quantités d'acide
formique comme solvant et transporteur d'oxygene [405]. Récemment, Z. Petrovic et col. ont
également proposé d'ajouter des résines échangeuses d'ions acides comme catalyseur de

formation des époxydes [403], en raison, probablement, de I'échange d'oxygéne efficace entre
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l'acide performique et les groupements acides du catalyseur. L’utilisation d’un exces d'acide
formique entraine 1’ouverture rapide des cycles oxiraniques, en donnant les hydroxy-
oxyformates correspondants. Dans ce cas, une procédure typique consiste a préparer d'abord
l'acide peroxoformique in situ, en utilisant un excés molaire de l'acide formique (par exemple,
de 20-26 fois) par rapport au peroxyde d'hydrogene, ensuite a ajouter lentement un substrat
insaturé, en refroidissant la masse réactionnelle a température ambiante, et enfin, a agiter le
mélange obtenu a 25-40°C pendant 2-4 h, comme il a été rapporté par D. Swern et col. pour
les acides oléique [405], linoléique [421], élaidique, undécylénique, et le ricinoléate de
méthyle [420]. Cependant, les quelques travaux récents ont montré que dans un exces d'acide
formique, la préservation des groupes époxydes est également possible. Par exemple, J.
Salimon et col. ont obtenu les dérivés époxydes a partir de 1’acide oléique (avec le ratio
molaire HCOOH:H;0, de 2,5:1) [422] et de I'ol¢ine de palme (avec les ratios molaires
HCOOH:H,0, de 1,25:1, 2,25:1 et 2,50:1) [423] aprés une agitation respectivement a la
température ambiante pendant 5 h, et a 44-65°C pendant 1-3 h. Il est intéressant de noter que
les signaux a 8,25 ppm dans les spectres 'H NMR et & 165,6 ppm dans les spectres °C NMR
(dans DMSO-ds) ont été attribuées respectivement a des a-glycols et des cycles époxides
[422], méme si selon I’interprétation classique, les deux devraient normalement confirmer la
formation des esters formyles. Il est également a mentionner que dans le cas des dérivés
hydroxy-oxyformyles (et méme des époxydes obtenus avec l'acide performique, par exemple
[403, 422-424]), il est tres difficile de trouver des données spectrales (RMN et IR) fiables,
confirmant d'une maniére probante les structures moléculaires completes des produits obtenus.
Notre analyse bibliographique montre que la plupart des sources ne présente généralement que
soit des descriptions textuelles incomplétes, soit des intervalles spectraux tres étroits, ne

prouvant que des hypotheses proposées par les auteurs.

Dans le contexte du présent travail, nous étions particulierement intéressés a €élaborer
un protocole fiable pour synthétiser le dérivé hydroxy-formoxyle 15 au moyen de I’ouverture
complete de cycles époxydes dans le composé intermédiaire 14 (étapes viii-ix dans la Figure
45, page 97), puisque nous avions besoin du produit final C-VIII de haute pureté. Au cours de
nos expériences avec le trioléine standard et I'huile d'olive, les mélanges de HCOOH a 98% et
de H,O, aqueux a 50% avec un rapport molaire de 10:1 ont été utilisés comme source d'acide

peroxoformique (HC(O)OOH) et solvant. L’influence de différents paramétres réactionnels
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tels que la température, la durée et la composition du milieu a été étudiée. Etant donné que les
produits de départ insaturés sont peu miscibles avec 1’agent d’hydroxy-oxyformylation
propos€, une agitation intense a été requise pour compléter la réaction. Dans le cas de
mélanges hétérogenes, les réactions ont été effectuées respectivement a 22-25°C pendant 15-
18 h, et a 70-75°C pendant 5-8 h. D'autre part, nous avons constaté que la présence de 1'éther
di¢thylique rend le milieu réactionnel homogene; toute opacit¢ due a la séparation des
constituants disparait aprés 8-12 min d’agitation normale. Dans le cas de systemes homogenes,
toutes les synthéses ont été réalisées uniquement a la température ambiante avec des durées
variables de 30 min, et 3, 4 et 6 heures. L'isolement de produits obtenus a été réalisé par
I’extraction avec 1'éther diéthylique en présence d'une solution aqueuse de chlorure de sodium
de 10-15%. Apres le lavage a 1'eau et le séchage sous vide, les produits se présentent comme

des liquides incolores visqueux.

L'analyse structurale des dérivés synthétisés 15 a partir du trioléine standard et de
I’huile d'olive a montré la disparition de certains signaux caractéristiques tels que le multiplet
4 5,34 ppm dans le spectre 'H NMR (Figure 47B, page 103), le doublet intense a 130,4-130,9
ppm et le singlet 4 30,2 ppm en °C NMR (Figure 48B, page 104), et le pic 4 3004 cm™ en
FTIR (Figure 49B, page 105), ce qui confirme la transformation compléte de doubles liaisons.
Il convient de souligner que toutes les données spectrales ne contiennent pas de signaux
indiquant la préservation des dérivés époxydes intermédiaires 14. En particulier, il n'y a ni
bandes d'absorption caractéristiques & 860-810 cm™ dans l'infrarouge, ni pics spécifiques a
3,2-2,7 ppm et 60-50 ppm détectables respectivement avec les techniques de RMN 'H et '°C,
selon plusieurs sources sur les époxydes des acides gras, p. ex. [380, 425, 426] etc. D'autre
part, la formation de dérivés hydroxy-formoxyles 15 visés a été confirmée par les signaux
typiques de protons formyles a 8,23-8,05 ppm et d’esters formyles a 5,10-4,85 ppm dans
spectres 'H RMN (Figure 47B, page 103) et les pics de carbone appartenant aux esters
formyles 4 160,0-162,0 ppm en *C NMR (Figure 48B, page 104).
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Figure 47. Spectre '"H RMN (CDCl;, 300 MHz) du trioléine standard 11 de depart (A) et
de derivés hydroxy-oxyformyle 15 (B), and hexahydroxyle C-VIII (C).

La présence de nouvelles liaisons esters a également été confirmée par la méthode FTIR, en
particulier, par une nouvelle bande intense & 1725-1723 cm™. La formation de fonctions
hydroxyles est supportée par les signaux correspondants en 'H RMN (3,80-3,20 ppm; Figure
47B, page 103), °C RMN (75-71 ppm; Figure 48B, page 104), et FTIR (3550-3200 cm,
Figure 49B, page 105). Le nouveau pic & 1172-1171 cm™ en IR signifie l'apparition de

nouvelles liaisons C-O.

En général, les caractéristiques analytiques des produits obtenus a partir du trioléine

standard et I'huile d'olive naturelle étaient trés similaires, ce qui suggere que d'autres doubles
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liaisons des fragments d’acides gras polyinsaturés réagissent de la méme maniére. L'intensité
de signaux spectraux attribués a de nouveaux groupes fonctionnels est plus élevée pour les
dérivés du trioléine pur. Ce fait s'explique par la présence des quantités importantes de chaines
aliphatiques saturées dans le produit naturel et, ainsi, les fragments d'acides polyinsaturés ne

peuvent pas compenser cet effet.
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Figure 48. Spectre 3C NMR (CDCl;, 100,61 MHz) du trioléine standard 11 de depart (A)
et de derivés hydroxy-oxyformyle 15 (B), and hexahydroxyle C-VIII (C).

Malgré la formation de dérivés hydroxy-formoxyles 15 voulus dans les conditions
utilisées, une attention particuliere devrait étre accordée a la prévention des processus de
dégradation de groupements esters triglycéryles. Par exemple, dans le cas des systémes
hétérogenes, I'augmentation de la durée réactionnelle a 15-18 h ou de la température a 70-

75°C, pour compléter la transformation de doubles liaisons, résulte en I’obtention des produits
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de décomposition partielle de triglycéryles. Le chauffage doit étre considéré comme un facteur
plus important de la dégradation car une diminution plus forte de l'intensité des signaux
appartenant aux esters triglycéryles dans spectres '"H RMN a été observée. L'utilisation de
I'éther diéthylique comme co-solvant a température ambiante a permis non seulement d'obtenir
des mélanges de réaction homogeénes, mais aussi d’éviter les processus de décomposition
indésirables. Ceci a ét¢ démontré pour les produits isolés apres 30 min, et 3, 4 et 6 heure

d'agitation.

RIC(0)-0R

35|00 3600 25|00 20I00 15I00 10I00
Wavenumber (cm-1)

Figure 49. Spectre FTIR (ATR sur ZnSe) du trioléine standard 11 de depart (A) et des
derivés hydroxy-oxyformyle 15 (B) et hexahydroxyle C-VIII (C).

Mises ensemble, les données obtenues suggérent que la présence de I'éther diéthylique
en tant que co-solvant, et I’agitation pendant 30 min a température ambiante doivent étre

considérées comme des conditions optimales. Dans ce cas, la structure des produits 15 a été

105



¢galement caractérisée par l'analyse ¢lémentaire et de masse. Le signal de 1'ion moléculaire
dans les spectres de masse ESI-TQ était plus évident lorsque le mode négatif a été utilisé

(Figure 50, page 106).
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Figure 50. Spectres de masse (ESI-TQ; par injection directe d’échantillon) du produit
tri(hydroxy-oxyformylé) 15 obtenu a partir du trioléine standard apres 30 min
d’agitation avec un excés d'acide performique dans 1I'éther: (a) en mode positif, (b) en

mode négatif.

Les rendements obtenus de dérivés hydroxy-formoxyles 15 a partir de I'huile d'olive et

le trioléine standard étaient respectivement de 97% et 96%.

2.2.1.2.5.5.2. Etape de déformylation

Etant donné que la protection formyle des groupements hydroxyles est cent fois moins
stable que la protection acétyle, selon C. Reese and J. Stewart [427] et P. Wuts et T. Greene
([428], p. 222), nous avons cherché des conditions douces, bien que fiables, pour effectuer la
déformylation de 15. Les agents de déformylation les mieux connus sont majoritairement des
solutions aqueuses fortement basiques tels que 1’hydroxyde de sodium [429, 430] et les
hydrocarbonates de potassium ou d’ammonium ([428], p. 222), ce qui pourrait causer dans
notre cas une dégradation des esters de triglycérol fragiles. Pour contourner ce probléme, dans
le présent travail, nous avons propos¢ et testé trois nouvelles procédures de déformylation

pour mener a bien cette transformation en milieu organique homogene et a la température
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ambiante, en particulier, l'une avec le carbonate de césium et deux avec de l'acide

chlorhydrique dilué.

2.2.1.2.5.5.2.1. Déformylation avec le carbonate de césium

La déformylation du 15 a été d’abord effectuée avec le carbonate de césium, une base
faible, présentant une solubilité ¢levée dans certains solvants organiques (méthanol, éthanol,
etc. [431]). La réaction a été réalisée dans le mélange méthanol-chloroforme (5:1), ou les deux
composés sont solubles (étape x dans la Figure 45, page 97). Aprés 1’agitation a température
ambiante pendant 15 heures, le produit a été isolé par extraction (H,O-CHCl3, 10:1) et séché
sous vide. Une poudre blanche résultante a été caractérisée par 1’analyse ¢lémentaire et les
spectroscopies 'H RMN et FTIR. Les données analytiques ont confirmé la déformylation
compléte (absence de signaux des formyles dans les spectres). Néanmoins, la disparition du
pic avec le maximum & 5,26 ppm dans le spectre 'H RMN, appartenant au proton méthine du
glycéryle, indique que la dégradation de I’ester glycéryle secondaire s’est produite. Ainsi,
malgré I'efficacité du Cs,CO; comme agent de déformylation en général, cette substance a

induit la décomposition de TAG.

2.2.1.2.5.5.2.2. Déformylation avec 1'acide chlorhydrique

Devant I’échec avec le carbonate de césium faiblement basique, nous avons également
¢tudi¢ la déformylation avec un agent acide, en particulier, avec l'acide chlorhydrique,
largement disponible et a bas colt. Deux procédures proposées différaient par leur milieu
réactionnel et la concentration de l'acide. Le premier mélange réactionnel proposé était
compos¢ de méthanol, chloroforme et HCl aqueux de 35% avec le rapport en volume
respectivement de 30:10:1 (étape xi dans la Figure 45, page 97). Aprés avoir ajouté le dérivé
hydroxy-oxyformylé 15, la solution obtenue a été agitée pendant 15 h a température ambiante.
La purification a été effectuée par I’extraction avec le chloroforme en présence d'une solution
aqueuse du NaCl de 5%. Apres un lavage a l'eau, la couche organique a été évaporée sous
vide. Le produit a été étudié¢ avec la RMN "H et BC, FTIR, analyse ¢lémentaire et de masse
(MALDI TOF et HPLC-ESI-TOF). Les données spectrales ont confirmé la déformylation
complete des groupements hydroxyles. Cependant, ils ont également montré une dégradation
partielle du produit par I’hydrolyse d'esters triglycéryles. Ainsi, ces résultats ne sont pas

concordants avec les données de certaines sources telles que [422, 423, 432], suggérant que
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des acides forts et concentrés, y compris HCl,q, peuvent étre applicables dans le cas des TAG,
sans aucune dégradation, méme a des températures élevées. Il est intéressant de noter que 1'un
des produits de dégradation de 15 peut étre identifi¢ comme ester méthylique de l'acide 9,10-
dihydroxyoctadécanoique, dii aux signaux spécifiques dans les spectres de masse ainsi qu’au
nouveau pic intense & 3,66 ppm dans les spectres de '"H RMN, appartenant a des esters
méthyliques des acides gras, selon la bibliothéque en ligne de I’AOCS (dAmerican Oil
Chemist’s Society) [433]. Pour éviter la formation indésirable des produits secondaires, on a
diminué la concentration de l'acide chlorhydrique aqueux a 15-17%, et I'acétone a été utilisée
comme solvant aprotique polaire (étape xii dans la Figure 45, page 97). Le mélange acétone-
acide (20:1) dissout efficacement le produit hydroxy-oxyformylé 15 initial, ainsi que le polyol
C-VIII final. De plus, pour ¢élucider l'influence de la durée réactionnelle, la déformylation a
¢été réalisée par agitation des composants pendant 2,0 5,5 et 15,0 h. Apres une neutralisation
avec du carbonate de calcium, une base trés faible insoluble dans l'acétone, les solutions
organiques ont été isolées par décantation, et les produits cibles ont été ensuite extraits avec
I'hexane, en présence d'eau, pour donner finalement des liquides visqueux incolores.

L'efficacit¢ de déformylation a été suivie par la diminution ou la disparition des
signaux de protons formyles a 8,16 ppm dans les spectres 'H RMN. Etant donné que
I’agitation pendant 5,5 et 15,0 h, comparativement a 2,0 h, a mené a la déformylation
compléte, la durée de 5,5 h devrait étre considérée comme étant optimale pour effectuer la
réaction. La déprotection compléte a été également confirmée par l'absence d’autres signaux
de '"H RMN attribués aux esters formyles, par exemple, & 4,92 ppm, et par l'apparition d'un
nouveau signal intense a 3,58 ppm appartenant aux protons hydroxyméthines de a-glycol
(Figure 47C, page 103) dont la valeur est proche de valeurs bibliographiques rapportées pour
les autres dérivés thréo-dihydroxyles [386, 434, 435].

La formation de I’isomeres thréo peut €tre également démontrée par 1’interaction entre
les protons hydroxyméthines (>C(OH)-H) et hydroxyles (>C(OH)-H), élucidés par l'analyse
NOESY (Figure 51, page 109). Dans notre cas, il n'était cependant pas possible de comparer
efficacement ces résultats avec les résultats NOESY obtenus avec les dérivés correspondants
érythro, en raison des problémes rencontrés lors de 1'érythro-oxydation du trioléine 11 avec la
quantité équimolaire de OsOs, ainsi qu’avec I’exces de KMnOjy. Ces procédures, basées sur

des protocoles généraux [436-440], ont mené soit a la polymérisation et I’oxydation
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incompléte avec OsOs, a I’absence de réaction avec KMnQ, sans catalyseur, et a 'oxydation

incompléte avec KMnQO, en présence de 15-couronne-5, selon les analyses RMN et FTIR (non

présentées). Dans le dernier cas, une augmentation significative du pic a 4,1 ppm dans le

spectre RMN du proton, ainsi qu’une absence des signaux supplémentaires en NOESY,

pourraient étre attribuée a la formation partielle d'érythro-glycols, selon [386]. Le point de

fusion de 92-94°C (lit. : 94-95°C [401] pour I’isomére (+)-thréo de I’acide (9RS, 10RS)-

dihydroxyoctadécanoique acide) de I'acide dihydroxystéarique, résultant de I'hydrolyse

basique du produit C-VIII, peut étre considéré comme une preuve supplémentaire de

l'orientation thréo des groupements hydroxyles dans des glycols obtenus a partir de hydroxy-

oxyformiates correspondants.

3D O/H:“ | 1D M\/\m
7}:75[— ‘ 3 HOH
/o H OH
H. 0O l {9_,%—\—\-4—/\/\—\
H © HOH
\‘l 0L H oH
| \
1D j 2D =
H. -
H OH/ O/ H oo
1 vl
}._/\/\A_—‘lré-\/\/\/\ —_ — -
60 "% o / A\
HOH --H

— 0.0

50

— 100

10.0
pom (t2)

5.0

0.0

ppm (t1}

Figure 51. Spectre "H/'H RMN NOESY (CDCls, 300 MHz) du dérivé hexahydroxyle

C-VIII obtenu a partir du trioléine standard (selectionné dans les carrés: les signaux

d'interaction entre les protons hydroxyméthines).

La structure de polyols C-VIII obtenus a également été confirmée par les données de

RMN C avec la disparition des signaux d'esters formyles a 161,0 ppm, et de nouveaux pics

de carbone liés a des groupements hydroxyles libres a 81,0 ppm (Figure 48C, page 104).
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Dans les spectres FTIR, 'absence de bandes d'absorption intenses a 1723 et 1172 cm™, prouve

que la déformylation a été efficace. De nouveaux pics a 3478-3468, 2984-2982, 1377-1375 et

1368-1366, 1239, 1070 et 874-872 cm™ sont attribués aux vibrations des liaisons chimiques

résultant de la formation du dérivé polyhydroxylé C-VIII (Figure 49C, page 105).
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Figure 52. Chromatogramme (a) et le spectre de masse du pic principal (b) en HPLC-

ESI-TOF (mode négatif) et le spectre MALDI-TOF (mode positif) (c), du polyol final

déformylé C-VIII obtenue a partir du trioléine standard aprés 1'hydrolyse acide dans

I'acétone pendant 5,5 h.

La haute pureté de polyols obtenus a ¢té¢ confirmée par les techniques HPLC-ESI-TOF,

CCM et I’analyse élémentaire. Dans le chromatogramme HPLC-ESI-TOF, un seul signal
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principal est observé (Figure 52a, page 110). Le pic de masse a 355,29 m/z (en mode négatif,
Figure 52b, page 110) peut étre attribué respectivement soit a un produit de dégradation
complete des esters ([acide dihydroxystéarique-H+NaOH] : 355,25 m/z), soit & un ion
moléculaire multichargé ([M+3N,-3H]* : 355,66 m/z). La premiére supposition semble étre
plus probable, en raison des difficultés a ioniser la molécule C-VIII, tout en gardant l'intégrité
de la structure. Dans ce contexte, I'analyse de masse effectuée avec la technique MALDI-TOF
facilite visiblement l'identification du produit (Figure 52c, page 110). Dans ce cas, le pic
principal & 993,76 m/z observée en mode positif correspond a 1'ion moléculaire [M+Li]". Le
contrdle de pureté par la méthode CCM a donné une seule tache distincte ronde sur les plaques
de gel de silice, en utilisant un mélange chloroforme-méthanol 20:1 comme ¢luant, et la
visualisation dans les vapeurs d'iode. Les résultats de I’analyse élémentaire son en bon accord
avec les valeurs théoriques calculées pour C-VIII.

En conclusion, nous avons étudié deux nouvelles voies de synthése pour obtenir
dérivés thréo-a-glycol purs a partir de TAG correspondant insaturés: (i) par l'intermédiaire de
la bromation et la substitution oxyacétyle nucléophile de la fonction halogénure secondaire, et
(i) par I’hydroxy-oxyformylation de doubles liaisons et, ensuite, I’hydrolyse oxyformyle
douce. L'utilisation de la premiere méthode est limitée a 1'étape finale de désacétylation qu’il
reste encore a optimiser. Dans le second cas, 'utilisation de I'éther diéthylique comme co-
solvant au cours de I’hydroxy-oxyformylation, et de I’acide chlorhydrique dilué pour
supprimer la protection formyle, a permis d'atteindre des rendements généraux ¢€levés de
I'ensemble (96% et 95% respectivement pour les produits de départ standard et naturel). Ce
fait, ainsi que les procédures de purification faciles a réaliser, permet de considérer la seconde
approche ¢élaborée comme une méthode trés prometteuse de tranformation sélective de TAG
insaturés en thréo-a-glycols correspondants. En particulier, cela représente bien des

perspectives pour le transférer de ces résultats a une échelle industrielle.
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2.2.2 Choix des espaceurs

2.2.2.1. Sélection des structures de groupements espaceurs

D’une manic¢re générale, le rdle des groupements espaceurs dans les structures
dendritiques consiste a ajuster la taille des cavités intérieures, ainsi qu’a définir la nature
physico-chimique de ces cavités (p.ex., propriétés hydrophobes ou hydrophiles). Dans le
contexte du présent projet de recherche, en tant que groupements espaceurs, nous envisagions
des structures flexibles, portant aux extrémités opposées des groupements fonctionnels
permettant la formation des liaisons esters. Etant donné la biodégradabilité des
macromolécules polyesters, les composés choisis comme espaceurs ne doivent pas présenter
des effets toxiques. De plus, ces composés doivent étre assez volumineux pour former des
cavités internes suffisamment spacieuses pour des PA de quelques centaines Daltons. En se
basant sur ces critéres, notre choix s’est fixé sur deux diols a taille comparable, le
tétraéthyléne glycol (ou TEG) (S-I) sélectionné comme espaceur hydrophile et le
1,10-décanediol (ou DD) (S-II) (Figure 53, page 112).

Ho N\ N O Ny HO~ N Non
S-1 S-11

Figure 53. Structures du tétraéthylene glycol (ou TEG) (S-I) et du 1,10-décanediol (S-II)

choisies comme groupements espaceurs.

Le TEG appartient aux poly(éthyleneglycols), PEG, un vaste groupe de polymeres
homologues a base d’éthyléneglycol. Biocompatibles, hydrophiles et peu couteuses, ces
structures trouvent présentement beaucoup d’application en formulations pharmaceutiques
sous forme d’additifs libres ou de groupements inclus dans d’autres structures moléculaires
[441, 442]. 1] faut cependant noter que les chaines PEG trop courtes possedent une toxicité au
niveau des métabolites résultant de I’interaction avec les déshydrogénases [443], tandis que les
PEG de plus de 20000 Da ne peuvent pas €tre excrétés par les reins et sont accumulés dans le
foie [441, 444]. En outre, les PEG commerciaux, de grade technique, représentent

majoritairement des mélanges d’homologues de différentes longueurs. Dans le cas de
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I’obtention des structures dendritiques, ceci peut compliquer non seulement la caractérisation
structurale de leurs dérivés chimiques (surtout dans le cas des synthéses multiétapes), mais
aussi I’étude des mécanismes d’encapsulation de PA par des macromolécules finales. Par
exemple, lors d’une étape préliminaire de ce travail, nous avons essayé d’effectuer une
monoacétylation sélective du PEG-600 (produit d’Aldrich, Cat. 202401), en utilisant le ratio
équimolaire entre le diol et ’anhydride acétique. Dans le spectre MALDI-TOF du produit de
départ, il y a eu plus de dix sept signaux dans I’intervalle de 300 a 1000 Da avec le maximum
a 610 Da. Aprés la réaction, le pic maximal s’est déplacé vers 696 Da, ce qui correspond
cependant a un dérivé diacétylé non visé. Ainsi, le composé S-I a été choisi principalement
afin d’éviter le probléme avec I’incertitude structurale. De plus c’est une substance
relativement inoffensive (DL50 oral chez le rat de 28900 ml/kg [349]), et peu couteuse

comparativement aux homologues PEG purs de plus grande longueur.

Comme déja mentionné, le 1,10-décanediol (S-II) a été sélectionné comme analogue
hydrophobe de TEG (S-I). Tres peu dispendieux et biocompatible (DL50 intrapéritonéale chez
la souris : 500 mg/kg [349]), ce composé représente un candidat trés prometteur pour former
des cavités a parois hydrophobes a I’intérieur des structures dendritiques. La taille comparable
des espaceurs S-I et S-II permettra finalement de tirer une conclusion sur I’influence de la
nature physicochimique de la paroi des cavités sur I’efficacité d’encapsulation de PA

hydrophobes.

2.2.2.2. Modifications chimiques préliminaires de structures choisies comme espaceurs

Afin de rendre 1’assemblage chimique de nos futures macromolécules bien contrdlable,
la monoprotection sélective d’un des hydroxyles dans les structures S-I et S-1I était nécessaire.
Comme groupement protecteur le triphénylméthyle (ou trityle, Tr) a été choisi. Cette
protection est stable dans les milieux alcalins et neutres, et s’enléve facilement en présence des
acides [445]. La monotritylation (Figure 54, page 114) a ¢té réalisée, en se basant sur le
protocole de V. Kaats-Richters et col. [446], en particulier, pour obtenir le mono-Tr-TEG (17)
par I’interaction entre le chlorure de trityle (16) et I’excés molaire de 10 fois du diol, en
présence de la pyridine a 50°C pendant 5 h. Dans le cas de S-II, nous avons augmenté 1’excés
du diol de départ a 18 fois, la température de réaction a 95-100°C et la durée de réaction

jusqu’a 8 h.
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Figure 54. Monotritylation de diols S-I et S-11.

Les masses réactionnelles ont été ensuite diluées par le toluéne et les solutions obtenues ont
¢été lavées plusieurs fois pour éliminer les impuretés hydrosolubles telles que le TEG en exces,
la pyridine et son hydrochlorure. Durant le lavage, le DD en excés a été éliminé par
précipitation. Le rendement du produit 17, liquide incolore, a été de 93% (lit. : 89% [446]),
tandis que le rendement du nouveau composé 18, solide blanc, a été de 74%. Les structures de
diols monotritylés a été confirmées, en utilisant les techniques de la RMN du proton, FTIR, et

de I’analyse ¢lémentaire (voir les détails dans la section 2.3.2).
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Figure 55. Spectre RMN du proton (CDCl3, 300Hz) du monotrityldécanediol.

Par exemple, dans le cas du DD monotritylé 18, le spectre 'H RMN contient des signaux

caractéristiques pour le groupement trityle et la chaine DD (Figure S5, page 114). Les
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résultats de la RMN sont en accord avec les données de 1’analyse FTIR. En particulier, le
spectre confirme la présence dans les molécules des liaisons C-H appartenant aux
groupements aromatiques (3090-3010 cm™), aliphatiques (2950-2800 cm™), et hydroxyles
libres (3328 cm™). L’analyse élémentaire a montré une bonne concordance entre les valeurs

calculées et observées.
2.2.3 Choix des agents de branchement

2.2.3.1. Présélection des structures des agents de branchement

Dans des structures dendritiques hyperbranchées, la présence des agents de
branchement (AB, ou points de divergence) permet d’assurer la ramification en progression
géométrique avec la monté en génération. A cet égard, les molécules envisagées comme futurs
AB doivent porter plusieurs (>2) fonctions chimiques modifiables. Dans le cadre du présent
projet, nous avons présélectionné 4 structures potentiellement intéressantes (Figure 56, page

115).

HoOC o OH HO 0 HO coom
HOOC OH XOH XOH HO >
HO HO

HOOC

AB-I AB-II AB-III AB-IV

Figure 56. Structures envisagées en tant qu’agents de branchement : acide citrique
(AB-I), pentaérythritol (AB-II), acides 2,2-bis(hydroxyméthyl)butyrique (AB-III) et
2,2-bis(hydroxyméthyl)propionique (AB-IV).

Ces composés sont a bas cott. De plus, ils représentent des substances biocompatibles, ce qui
garantit leur sécurité biologique en tant que produits possibles de la biodégradation de futurs
macromolécules polyesters: AB-I (DL50 orale : 6730 mg/kg chez le rat, 5040 mg/kg chez la
souris; IP : 975 mg/kg chez le rat, 903 mg/kg chez la souris [447]), AB-II (DL50 orale: 18500
mg/kg chez le lapin, 25500 mg/kg chez la souris et 19500 chez le rat [349]), AB-III (DL50
orale: 2000 mg/kg chez le rat [448]), AB-IV (DL50 orale: 2000 mg/kg chez le rat [449]).
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Il faut également mentionner que I’utilisation d’AB-II en tant qu’agent de branchement
représente une approche inédite en chimie de dendrimere. La structure AB-I, bien que
proposée a cette fin par H. Namazi et I. Haririanet col. [157, 232], présente néanmoins un
certain probléme dans la synthése des macromolécules polyesters. Malgré une interprétation
de résultats comme étant positifs, les auteurs n’ont aucunement mentionné 1’absence totale des
signaux dans I’intervalle 6,0-4,0 ppm dans les spectres RMN du proton, caractéristique pour
les groupements esters aliphatiques. Ainsi, 1’esterification de 1’hydroxyle dans la molécule
AB-II reste toujours un sujet a étudier plus profondément. Dans le cas de composés AB-III et
AB-1V, leur usage comme points de divergence des dendriméres est déja bien connu ([130,

240, 242, 450-452], voir aussi la section 1.2.3.4).

2.2.3.2. Modifications chimiques préliminaires de structures choisies comme agents de

branchement

Le controle de I’activité chimique de groupements fonctionnels dans les structures de
futurs agents de branchement est essentiel pour effectuer 1’assemblage des dendrimeres. Dans
notre cas, la stratégie d’assemblage consiste a réaliser les synthéses de polyesters, en se basant
sur les interactions directes entre des acides carboxylique et des alcools (par 1’intermédiaire
des esters actifs; voir plus de détails dans le chapitre 4). Par conséquent, une protection ou
modification sélective préliminaire de groupements hydroxyles et/ou carboxyles était
nécessaire afin d’éviter des réactions secondaires indésirables. Il est a noter qu’a cette étape du
travail, nous ¢€tions particulierement intéressés a trouver de nouvelles approches de

protection/modification de AB-I-IV présélectionnés.

2.2.3.2.1 Monotritylation de l’acide citrique et du pentaérythritol

Par analogie avec la monotritylation de TEG et DD présentée dans la section 2.2.2.2,
nous avons propos¢€ la monotritylation comme protection sélective des hydroxyles dans les

structures AB-I et AB-II.

Dans le cas de I’acide citrique, nous n’avons pas réussi a obtenir son dérivé oxy-
monotritylé. Aprés 1’évaporation de la pyridine de la masse réactionnelle, le reste a été extrait
par le benzéne. Deux fractions récupérées, soluble et non soluble dans le solvant, ont été

analysées, en utilisant les techniques de RMN, analyse élémentaire et LC-MS. Le produit
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soluble dans le benzeéne a été identifié comme le tritylcarbinol (TrOH), tandis que la fraction
insoluble comme un mélange de ’acide citrique de départ et de 1’acide aconitique (structure
non saturé résultant de la déshydratation du AB-I). Une des raisons possibles de I’échec est
une présence de groupements acides dans la structure de 1’acide citrique, étant donné que la
protection trityle n’est pas stable dans les milieux acides. Cette supposition a été¢ é¢galement
confirmée durant une autre synthese (section 2.2.5.1.1). En particulier, la détritylation a eu lieu
apres ’insertion d’une fonction carboxylique dans la structure tritylée 18. Une recherche
bibliographique supplémentaire, afin de trouver des méthodes fiables d’esterification de AB-I
par le groupement hydroxyle, n’a pas donné de résultats. Ceci est probablement di a une
capacité de I’acide citrique a perdre facilement ce groupement [453], ce qui finalement rend ce

composé peu prometteur dans la syntheése de dendrimeéres polyesters.

Dans le cas de monotritylation du pentaérythritol, 1’absence de carboxyles dans sa
structure a permis d’évier le probléme d’hydrolyse. Cependant, une étude supplémentaire a été
d’abord nécessaire, ¢tant donné la solubilité trés faible de AB-II dans la plupart des solvants
organiques non ou faiblement polaires (pour éviter des réactions secondaires indésirables, des

alcools et des acides ont été exclus).

Pyridine,
N,N-diméthylacétamide,
OH 80°C O Q
Hoﬂ\c + OH
OH o ow\c
OH
- : »
AB-II 16 19

Figure 57. Synthése du pentaérythritol monotritylé (19).

Parmi les solvants testés tels que toluéne, benzéne, éther diéthylique, éther méthyl-tert-
butylique, acétonitrile, CHCl;, CH,Cl,, acétone, pyridine, DMF, dioxane, THF et DMA, le
résultat satisfaisant n’a été obtenu qu’avec le DMA. Ainsi, la réaction a été effectuée dans le
mélange DMA—pyridine (10:1), en utilisant I’exces molaire de AB-II de 40 fois par rapport a
TrCl, a 80°C pendant 12 h (Figure 57, page 117). Le produit monotritylé 19 a été isolé avec le
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rendement général de 86% apres deux étapes d’extraction : la premicre, par le chloroforme en
présence de I’eau et, la deuxiéme, par le toluéne, permettant d’éliminer des impuretés
«surtritylées ». Les résultats de I’analyse élémentaire de ce nouveau composé sont en
excellente concordance avec les valeurs théoriques (calculé: C 76,17%; H 6,92%; trouvé : C
76,11%; H 6,95%). Le spectre de masse contient des signaux appartenant a I’ion moléculaire
du 19 et aux produits de sa fragmentation durant la procédure analytique (Figure 58, page
118). La surface du pic dans le chromatogramme LC-MS constitue 97,4%, ce qui démontre un

haut degré de pureté du produit obtenu.
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Figure 58. Spectre LC-MS(ESI)-TOF du monotritylpentaérythritol (19).

Dans le spectre RMN du proton (Figure 59, page 119), il y a des pics correspondants aux
signaux typiques pour la structure 19. Le spectre FTIR (non présenté) contient les bandes
appartenant aux liaisons C-H des cycles aromatiques & 3090-3010 cm™ et aliphatiques a 2950-
2800 cm™ etc.
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Figure 59. Spectre "H RMN (DMSO-d;, 300Hz) du monotritylpentaérythritol (19).

2.2.3.2.2. Benzylation sélective du carboxyle dans [’acide 2,2-bis(hydroxyméthyl)butyrique

Etant fragile dans des milieux fortement acides ou basiques ([363], pp. 378-383), les
structures polyesters nécessitent une utilisation des protecteurs temporaires permettant d’éviter
ces conditions. A cet égard, le groupement benzyle qui s’élimine par 1’hydrogénation
catalytique sans dégrader les structures polyesters [454, 455], pourrait présenter une solution
efficace. Dans ce contexte, une approche innovante consiste a utiliser avec la structure AB-III
le protocole de K. Furuta et col. [455], proposé pour protéger sélectivement deux carboxyles
de I’acide tartrique en présence de ses deux groupements hydroxyles libres. La benzylation a
¢été réalisée par I’interaction du AB-III avec I’alcool benzylique en présence du catalyseur,
acide para-toluénesulfonique, dans le toluéne a 130-140°C pendant 40 h (Figure 60, page
119). Le contrdle de la réaction a été effectué par la mesure de la quantité d’eau accumulée

dans la trappe de Dean-Stark durant la réaction.

CH3CgH4SO3H

HO PhCH,OH HO

HO HO

AB-III 20

Figure 60. Benzylation selective de I’acide 2,2-bis(hydroxyméthyl)butyrique.
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Malgré la présence du composé visé 20 dans le mélange de produits résultant de cette
réaction, nous n’avons pas réussi a I’isoler, en utilisant plusieurs procédures d’extraction,
recristallisation, ainsi qu’une séparation sur colonne. En particulier, aprés la purification
chromatographique, 1’analyse LC-MS a montré que le diol protégé 20 constituait moins de
40% par rapport aux autres dérivés secondaires de la zone récupérée (Figure 61, page 120).
Ainsi, une ¢laboration d’une procédure de purification plus efficace reste nécessaire avant

d’utiliser le produit dans des synthéses ultérieures.

-APCI TIC Scan Frag=150.0V ELK-AB-2_LCO01.d

x10 8 |-APCI TIC Scan Frag=150.0V ELK-AB-2_LCO01.d Pic (44.32%) dont le spectre de
masse contient le signal de

#1 8.05 I'ion moléculaire visé
1.51 9.29 \

1] 13.77
0.5 620 10.13 1177

ﬂ ko‘gs A‘IZ.M
l A Fav | .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts vs. Acquisition Time (min)

a.

x10 € |-APCI Scan (13.65-14.61 min, 61 scans) Frag=150.0V ELK-AB-2_LCO01.d
2.

1.9 o
1.8+ ~ HoO

1.6 o L@
1.5
1.4
1.3+
1.2
114

0.9
0.8
0.7
0.6
05
0.4
0.3
02
0.14

497.239

——627.302

367176
757.366

\ R hl ‘ i A

160 180 200 220 240 260 250 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 86O 88O 900 920
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

b.
Figure 61. Résultats de ’analyse LC-MS du produit obtenu par ’interaction de ’acide

2,2-bis(hydroxyméthyl)butyrique avec I’alcool benzylique en présence de I’acide para-
toluénesulfonique : (a) chromatogramme; (b) spectre de masse (APCI) du pic contenant

le signal de I’ion moléculaire visé.
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2.2.3.2.3. Substitution d’hydroxyles par bromes dans [’acide 2,2-bis(hydroxyméthyl)-

propionique

Afin d’assembler des dendriméres polyesters, la protection temporaire d’hydroxyles
dans la structure AB-IV se base majoritairement sur 1’utilisation de dérivés fert-butyl-
diméthylsilyles [451] et benzylideénes [452, 456], produits relativement chers pour la synthése
a grande échelle. Dans ce contexte, la substitution d’hydroxyles par des atomes de brome
présente potentiellement plus d’avantages. Le dérivé dibromo correspondant pourrait étre
utilisé dans des réactions d’éthérification et/ou d’estérification sans toucher au groupement
carboxylique, p.ex., avec les alcoolates de métaux alcalins, les sels d’acides carboxyliques etc.
De plus, I'utilisation de protocoles généraux qui font appel a la synthése de dérivés bromés a
partir des alcools primaires et I’acide bromhydrique (un déchet de nombreux procédés
chimiques industriels [457]) pourrait rendre la transformation AB-IV a la fois efficace et

¢économique.

Pour réaliser cette approche, une procédure de L. Tietze et T. Eicher ([367], p. 43),
pour obtenir le 1-bromo-n-heptane a partir du n-heptan-1-ol, a été utilisée. En particulier, le
diol AB-IV a été traité par 1’acide bromhydrique a 48% en présence de 1’acide sulfurique

comme catalyseur a 150°C pendant 7 h (Figure 62, page 121).

HO H,S0, Br
COOH + HBr —>< > COOH
HO Br
AB-IV 21

Figure 62. Réaction envisagée pour obtenir ’acide 2,2-bis(bromométhyl)propionique.

Cependant, le produit isolé par I’extraction avec le chloroforme en présence de NaCl et
caractérisé au moyen de 1’analyse ¢lémentaire (calculé, % : C 23,10; H 3,10; S 0,0; trouvé, % :
C 30,62; H 4,63; S 0,0) et LC-MS (m/z attendu : 259 ; observé : 399), a montré¢ des

caractéristiques qui ne correspondent pas a la structure visée 21. Ainsi, bien que
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potentiellement assez prometteuse, I’approche de transformation directe de AB-IV en son

dérivé dibromé 21 nécessite d’¢laborer une procédure réactionnelle plus fiable.
2.2.4 Choix des groupements terminaux

2.2.4.1. Présélection des groupements terminaux

Dans le cadre du présent projet de recherche, les groupements terminaux (Figure 32,
page 75) déterminent les propriétés de surface de la couche externe hydrophile des futurs
dendriméres, formée par les chaines PEG. A cet égard, les groupements oxyméthyle et
hydroxyle sont les plus prometteurs. En particulier, ’oxyméthyle diminue des effets
d’hypersensibilit¢ de chaines PEG [441], tandis que 1’hydroxyle permet une modification
ultérieure de la surface, p.ex., par le greffage des ligands favorisant le meilleur ciblage et/ou
de molécules-marqueurs (fluorescents, radioactifs etc.) pour étudier la distribution de
dendriméres a I’intérieur de I’organisme. Les PEG monométhoxy-substitués constituent un
groupe de composés bien connus et disponibles a grande échelle. Un assemblage de
dendrimeres polyesters a partir des chaines PEG hydroxyterminées nécessite des étapes de

modification non symétriques supplémentaires.

Dans le contexte du présent travail, comme groupement terminal temporaire de futurs
dendrimeres nous avons proposé d’utiliser le groupement allyle (-CH,-CH=CH,). Ce
groupement doit étre stable dans les conditions envisagées pour assembler nos
macromolécules polyesters et, de plus, permet a [’étape finale sa transformation en
groupement hydroxypropyle (-CH,-CH,-CH,-OH). Ainsi, la section suivante sera une
occasion de présenter nos travaux de synthése concernant le greffage non symétrique du

groupement allyle au TEG.

2.2.4.2. Greffage du groupement allyle au tétraéthyléneglycol

Afin d’effectuer la monosubstitution avec I’allyle dans la structure S-I, deux nouvelles
approches ont été proposées et testées. Les deux approches sont basées sur 1’utilisation de la
réaction de Williamson ([363], pp. 386-387) menant a la synthése des éthers a partir d’un
dérivé halogéné aliphatique primaire et d’un alcoolate d’alcool organique. La premiere,

multiétape, consiste a utiliser comme produit de départ le dérivé monotritylé 17 dont la
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synthése a été décrite dans la section 2.2.2.2 (Figure 63a, page 123). La deuxiéme approche
se base sur I’interaction directe entre 1’alcoolate de S-I et le bromure d’allyle (22) sans

procédures supplémentaires de protection et déprotection (Figure 63b, page 123).

a. Voie de syntheése 1

L Na, 150°C OO Br/\/o(zz) C_D
oIy —— OO O Nona e The O 0N O N g =
@ @ — O

17 23 24
[H]
b. Voie de synthése 11
)
0 Na,65°CL o o 60-65°C
HO/\/O\/\O/\/ \AOH —_— \/O\/\o/\/ \/\ONa HO— oo/ O N g
S-1 26 25

Figure 63. Deux approches proposées pour obtenir le monoallyl-TEG (25).

L’obtention d’alcoolates intermédiaires 23 et 26 a été effectuée par l’interaction
d’alcools de départ avec le sodium métallique. Etant donné une réactivité trés faible du
monotriyl-TEG, une augmentation de température €tait nécessaire pour compléter la réaction :
d’abord 24 h a 22°C, ensuite, chaque 24 h une augmentation de 20°C de 70 a 150°C,
finalement 24 h a 150°C. Dans le cas du S-I, une agitation a 60-65°C avec 1’excés molaire
d’alcool initial de 9 fois par rapport au métal était suffisante pour constater la disparition
complete de morceaux de sodium dans la masse réactionnelle apres 15 h. Dans une expérience
supplémentaire, cette réaction a été également complétée aprés 3 jours d’agitation a
température de la picce.

L’éthérification de produits 23 et 26 avec le bromure 22 a été ensuite réalisée a 60-
65°C pendant 72 h (Figure 63, page 123).

Le produit tritylé 24 a été purifié¢ en plusieurs étapes : d’abord par 1’extraction avec le
chloroforme et, finalement, par la chromatographie sur colonne de silice, en utilisant le
mélange CHClj:acétone (10:1) comme ¢luant. Le rendement d’obtention de 24 est de 43%. La
structure du produit a été confirmée par 1’analyse élémentaire, FTIR et la RMN du proton

(Figure 64a, page 124).
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Figure 64. Spectres "H RMN: (a). du monoallyl-TEG tritylé (24) dans le DMSQO-d6 et (b).
du monoallyl-TEG (25) dans le CDCl;.

Pour effectuer ’étape finale de la voie réactionnelle I, soit la détritylation du dérivé 24,
deux procédures ont été testées. La premicre, I’interaction avec 1’acide acétique aqueux a 80%,
basée sur le protocole de M. Lewdorowicz, élaboré pour déprotéger la fonction hydroxyle
dans I’ARN [458], n’était pas efficace, dii a une solubilité tres faible du 24 dans ce milieu. La
deuxiéme procédure consistait a utiliser le mélange acide acétique—eau-acétone (4:1:3), en se
basant sur I’é¢tude fondamentale sur la détritylation de B. Helferich [445]. Aprés la
neutralisation de 1’acide acétique avec le carbonate de sodium, le tétraéthyléneglycol
monoallylé (25) a été isolé d’abord par I’extraction avec le toluene et, finalement, par la
chromatographie sur colonne (silice, CHCls:acétone (10:1)). Le rendement atteint a cette étape
est de 78%:; le rendement général du 25, incluant 1’étape de tritylation du S-I (section 2.2.2.2),
est ainsi de 32%.

Dans le cas de la voie réactionnelle II, le probléme principal était d’¢laborer une
procédure fiable de séparation du dérivé monoallylé 25 de son précurseur S-I. A cette fin,
plusieurs méthodes ont été testées. En particulier, les procédures d’extraction simple (en
présence d’eau, par I’éther diéthylique, I’éther fert-butyl-méthylique, le toluene, le benzeéne ou
I’hexane), I’extraction chaude continue (avec le montage identique a ce qui est proposé par L.

Tietze et Th. Eicher pour les liquides organiques plus légers que 1’eau ([367], p.16)), ainsi que
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la chromatographie sur colonne (SiO,, CHCIl;:MeOH (5:1)), étaient soit inefficaces, soit
amenaient a des rendements trés bas du produit voulu. Finalement, la meilleure variante que
nous avons pu mettre au point, était une extraction a deux étapes. La premiére est une
extraction de dérivés mono- et diallylés par le chloroforme en présence de I’eau et, ensuite, la
deuxiéme, une extraction du dérivé diallyle symétrique par I’hexane. Le rendement général
atteint avec cette procédure est de 75%.

Ainsi la synthése du composé 25 par la voie II (Figure 63b, page 123), sans
procédures supplémentaires de protection et déprotection, est rendu plus efficace non
seulement au niveau du nombre d’étapes réactionnelles et de purification, mais également au
niveau du rendement. Malgré la possibilité d’obtenir exclusivement le dérivé mono 25, la
premiére approche était cependant considérablement moins efficace. Ceci pourrait étre
expliqué, premic¢rement, par une réactivité tres faible de 17 dans la réaction avec le sodium
métallique, ce qui nécessitait 1’utilisation de températures élevées menant a la formation de
produits de dégradation (des impuretés non identifiées de couleur marron foncé ont été isolées
lors de la purification par chromatographie). Deuxieme facteur qui a contribué a la réduction
du rendement final, est un nombre ¢élevé d’étape de purification, y compris deux étapes

distinctes de chromatographie sur colonne.
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Figure 65. Spectre de masse (MS-TOF, en mode positive) du TEG monotritylé (25)

contenant des signaux principaux appartenant a ses ions moléculaires.

La structure du produit 25 a été confirmée par I’analyse RMN (Figure 64b, page 124),

la spectrométrie de masse (Figure 65, page 125), FTIR et I’analyse ¢lémentaire (voir plus de
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détails dans la section 2.3.4). Les parametres structuraux du produit étaient identiques pour les

deux approches réactionnelles testées.

2.2.5 Autres travaux de synthése préliminaires

2.2.5.1. Obtention des acides carboxyliques a partir des alcools primaires

Une des étapes des travaux de synthéses préliminaires consistait également a obtenir
des structures portant des groupements carboxyliques a partir des alcools primaires. Ceci
pourrait donc faciliter par la suite la synthése des structures polyesters complexes nécessaires
pour assembler nos futurs dendriméres. A cet égard, deux différentes approches de
carboxylation ont été testées, le greffage du groupement succinyle et la réaction d’oxydation

de Jones.
2.2.5.1.1. Greffage du groupement succinyle

2.2.5.1.1.1. Succination du monoallyl-tétraéthyléneglycol

La réaction de succination d’alcools primaires a ét¢ d’abord testée sur le monoallyl-
tétraéthyléneglycol, 25 (Figure 63, page 123), en particulier, pour avoir une possibilité de
réaliser ensuite le greffage par esterification de la structure résultante a I’agent de branchement
hydroxylé 19 (Figure 57, page 117). La réaction a été effectuée par I’interaction du 25 avec
I’anhydride succinique 2 (Figure 66, page 126).

Ao

2 o o]
HO\/O\/\O/\/O\/\O/\/ - o HOUO/\/O\/\O/\/O\/\O/V/

25 27

(o}

Figure 66. Equation chimique générale de la succination du monoallyl-

tétraéthyléneglycol.
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Afin d’optimiser les conditions réactionnelles de la succination, trois approches

différents ont été essayées:

1) interaction de 25 avec 2 dans la pyridine en présence de DMAP comme catalyseur
a température ambiante pendant 72 h, en se basant sur le protocole de 1’obtention

des acétoesters de T. Back et J. Wulff [459];

i1) interaction directe entre 25 et 2 dans la pyridine a température ambiante pendant
72 h comme rapporté dans le cas de la synthése de monomeres aliphatiques

hydroxylés par A. Carnahan et col. [355];

iii) interaction directe entre 25 et 2 sans solvant 4 150-155°C pendant 8 h, par analogie
avec les protocoles de M. Hassan et de H. Korhonen ¢élaborés pour la succination
respectivement de la bagasse [460] et d’oligomeres polylactides et

polycaprolactones [461].

Dans les trois cas (i-iii), la purification a été d’abord réalisée par 1’hydrolyse de 1’excés du 2
en présence de 1’eau pendant 15 min (la durée est déterminée par un test préliminaire avec le 2
pur). Cette procédure a été proposée suite a plusieurs tests infructueux menés pour isoler
sélectivement le composé 2 du produit 27 par extraction, en utilisant différents solvants
organiques. L’acide succinique résultant de I’hydrolyse du 2 est une substance pratiquement
insoluble dans des solvants organiques apolaires, ce qui le rend facilement éliminable dans
notre cas. L’étape finale de purification était la chromatographie sur colonne (élution par le
mélange CHCI3-MeOH (5:1)). Dans le cas des approches (i) et (ii), ’évaporation préliminaire

de la pyridine a été également nécessaire.

La structure visée 27 a été prouvée pour toutes les trois approches testées par les
résultats d’analyse RMN (Figure 67, page 128), FTIR et I’analyse élémentaire (voir les
détails dans la section expérimentale 2.3.5). La pureté du produit a été¢ également prouvée avec
I’analyse LC-MS-TOF (Figure 68, page 128) dont la surface du pic chromatographique
appartenant au 27 atteint 100%.

Parmi les trois méthodes, le rendement maximal de 75% a été atteint dans le cas de

I’interaction directe entre 25 et 2 sans solvant (approche iii), comparativement aux rendements
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de 20% et 22% obtenus respectivement avec les approches (i) et (i1). Ceci suggere que la

méthode (ii1) présente plus d’avantages sur le plan de synthése et de purification.
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Figure 67. Spectre RMN du proton (CDCl3, 300 MHz) du produit 27.
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Figure 68. Spectre LC-MS-TOF de masse du produit 27.

2.2.5.1.1.2. Succination du monotrityl-décanediol

La réaction du greffage du groupement succinyle a été¢ ¢galement testée sur la structure
monotritylée 18. L’objectif de cette expérience était de vérifier non seulement une possibilité
d’obtenir I’acide 28, mais é¢galement d’étudier la stabilité du groupement trityle en présence du
carboxyle intramoléculaire. La réaction a été réalisée par analogie avec la méthode de

succination du monoallyl-TEG présentée dans la section précédente. En particulier,
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I’interaction de I’alcool 18 avec un excés de ’anhydride succinique (2) a été effectuée a 150°C
pendant 24 h (Figure 69, page 129) Apres le refroidissement de la masse réactionnelle, le
solide résultant a été dissous dans I’acétone. Une partie de cette solution a été ensuite traitée
par ’eau distillée pendant 15 min, afin de transformer 1’anhydride succinique en acide
succinique qui est soluble dans I’eau. Ensuite, les produits hydrophobes ont été extraits par le
chloroforme. Aprés I’évaporation du solvant, une deuxiéme extraction par le toluéne a été
effectuée. L’analyse (RMN, FTIR et analyse ¢lémentaire) montre que le produit tritylé 28 est
absent parmi les produits récupérés. La partie du produit soluble dans le toluéne représente le
TrOH (29), tandis que le reste insoluble est identifi¢ comme 1,10-dioxysuccinyl-décane (30).
Ainsi, la formation du dérivé 30 signifie que la réaction de détritylation a eu lieu durant la
réaction. Ceci suggere que le groupement carboxyle n’est pas compatible avec 1’oxytrityle se

trouvant dans la méme structure moléculaire.
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Figure 69. Succination du mono-O-trityl-1,10-décanediol (18) avec ’anhydride

succinique (2) en exces.

2.2.5.1.2. Oxydation d’hydroxyle par la réaction de Jones.

Afin de réaliser la réaction d’oxydation de Jones, le MeO-PEG-1000 (31) a été utilisé
comme produit de départ. Etant donné une polydispersité des produits techniques PEG, le role
du dérivé oxydé (32), se limitera a la formation de la partie extérieure hydrophile de nos futurs
dendriméres, tout en évitant une incertitude structurale de la partie centrale de

macromolécules.
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D’une manicre générale, la réaction de Jones consiste a faire réagir des alcools dissous
dans I’acétone avec ’excés du réactif de Jones (H,CrO4) obtenu par la solubilisation de
trioxyde de chrome (V1) dans 1’acide sulfurique aqueux [462, 463]. L’oxydation de Jones a été
utilisée pour oxyder plusieurs types d’alcools y compris des PEG [464-470] et des dérivés
esters [84, 471]. Dans le cas de transformation des alcools primaires en ces dérivés
carboxyliques, un exceés double du réactif de Jones est nécessaire pour compléter la réaction
qui se déroule en deux étapes, 1’oxydation d’alcool en aldéhyde et la transformation de
I’aldéhyde résultant en acide carboxylique. Plusieurs possibilités concernant des améliorations
au niveau de rendement sont également rapportées [472, 473]. Parmi les protocoles publiés,
celui de R. Dhanikula et col. [84] qui fait appel a 'utilisation du réactif de Jones en manque

par rapport a I’alcool a oxyder, n’a pas été confirmé par nos expériences.

L’oxydation du 31 (Figure 70, page 130) a ¢été finalement effectuée, en utilisant une
procédure de chargement inverse, proposée pour la premicre fois par B. Holland et N. Gilman
[472]. En particulier, contrairement a la méthode classique, la solution d’alcool dans 1’acétone
a été ajoutée lentement vers le réactif de Jones, ce qui permet généralement d’augmenter le
rendement du produit principal et de réduire le taux des esters, produits secondaires.
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31 32
Figure 70. Oxydation du monométhoxy-PEG-1000-OH (30) en son dérivé carboxylique

(32) par la réaction de Jones.

La structure de 1’acide 32 résultant a été confirmée par les techniques de RMN et FTIR

(voir les détails dans la section 2.3.5).
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2.2.6. Conclusion du chapitre

En se basant sur les résultats obtenus a 1’étape concernant le choix des ¢léments
structuraux de nos futurs dendriméres, ainsi que des travaux de synthese préliminaires, nous

pouvons tirer les conclusions suivantes :

- les structures C-I, C-III-VI et C-VIII sont considérées comme étant les plus
prometteuses en tant que cceurs de nos futurs dendriméres. Cependant, dans le cas
de C-III-V, les réactions pouvant mener a la synthése des anhydrides cycliques
telle qu’une interaction avec le chlorure de thionyle, doivent étre exclues;

- les diols S-I et S-II permettant les réactions de leur monotritylation représentent
des composés intéressants comme futurs groupements espaceurs;

- parmi plusieurs composés envisagés comme agents de branchement, seulement la
structure AB-II permettant sa monotritylation a été choisie a cette fin;

- le groupement allyle dont une procédure de greffage au TEG, simple et efficace a
été ¢élaborée, permet de le considérer comme étant prometteur en tant qu’un
groupement terminal temporaire;

- ¢étant donné que le groupement carboxyle n’est pas compatible avec I’oxytrityle se
trouvant dans la méme structure moléculaire, des syntheéses de telles structures

doivent étre exclues des travaux futurs.

2.3. Partie expérimentale

Les détails sur les réactifs chimiques, ainsi que sur 1’appareillage et les conditions des
procédures des caractérisations structurales sont présentés respectivement dans les annexes 1

et 2 du présent manuscrit. Les structures chimiques sont également présentées dans I’annexe 6.
2.3.1. Synthese et caractérisation des structures de cceur

2.3.1.1. Ceeur C-I a base de pentaérythritol et d’acide succinique

Pentaérythritol tétrasuccinate (C-I. Un mélange de 1,00 g (7,34x10° mol) de
pentaérythritol, 3,67 g (3,67x107 mol) d’anhydride succinique et de 50 ml de pyridine est
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laissé sous agitation a 60-65°C pendant 48 h. La pyridine est ensuite évaporée sous pression
réduite. La purification du produit brut est effectuée par extraction a 1’éther méthyl-tert-
butylique (100 ml) a 45-50°C a reflux, en présence de 2-3 g de charbon actif broyé. Aprés
filtration, la solution résultante est évaporée sous pression réduite pour donner 3,23 g de
produit sous forme d’une poudre cristalline blanche. Rendement : 82%. "H RMN (8, ppm; 300
MHz; DMSO-d6): 12,17 (s, 4H, -COOH); 3,35 (s, 8H, -CH>-); 2,49 (m, 8H, -O-C(O)-CH,-);
2,41 (s, 8H, -CH,-COOH). °C RMN (8, ppm; 75 MHz; DMS0-d6): 173,55; 173,33; 171,64;
62,09; 41,88; 39,66; 39,38; 39,10; 28,71. FTIR (Vmin, cm™): 3050 (C(0)O-H), 2957, 2928,
2856, 2739, 2628, 2534 (C-H), 1723, 1689 (-O-C(0)-), 1411 (>CH,), 1307, 1262, 1197, 1176
(C-0), 1028, 908, 892 (>CH,), 801, 703, 637, 605, 582, 568 (C-H). Analyse ¢lémentaire (%):
calculé¢ C 47,02; H 5,26; trouvé C 46,90; H 5,22. MS (m/z): EM calculé pour C,;H3016:
536,14 [M]’; trouvé en HPLC-ESI-TOF (-) pour le pic principal (98,3%) a 10,35 min: 535,13
[M-HJ; 557,11 [M-2H+Na]’; 579,09 [M-3H+2Na]; 601,66 [M-4H+3Na]".

2.3.1.2. Cceur C-VIII a base de glycérol et d’acide 9,10-dihydroxystéarique

Glyceéryl tris[9,10-(thréo)-dibromooctadécanoate] (12). 5,57 g d’huile d’olive est dissous dans
50 ml de chloroforme. Aprés avoir amené la solution a 0°C, une solution de 1,1 ml (3,43 g) de
brome moléculaire dans 20 ml de chloroforme est ajoutée goute a goute sous agitation. Le
dosage de I’halogene est arrété lorsque la masse réactionelle reste légerement colorée apres
plus de 5 min d'agitation. Aprés un lavage d’abord avec une solution aqueuse a 5% de Na;SOs
et, ensuite, avec I’eau, la phase organique est recueillie et évaporée sous pression réduite.
Apres le séchage, le produit représente un liquide visqueux incolore (8,62 g; rendement: 97%).
'H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,25 (s, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,29-4,25 (m,
4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,19-4,17 (m, 2H, H-C-Br); 4,14-4,09 (m, 4H, RO-CH>-
C(OR)H-CH,-OR); 2,29 (m, 6H, ROC(0)-CH,-R); 2,02 (m, 12H, -CH,-CH(Br)-); 1,81 (m,
12H, -CH,-CH(Br)-); 1,58 (s, 6H, ROC(O)-CH,-CH,-R); 1,30-1,22 (m, nH, -CH,-); 0,87 (m,
9H, -CH3). >C RMN (8, ppm; 100 MHz; CDCls): 174,01; 173,60; 69,74; 69,74; 62,93; 60,52;
35,66; 34,81; 32,71; 30,53; 30,19; 29,79; 29,66; 28,59; 25,63; 23,48. FTIR (Viin, cm™'): 2923,
2853 (C-H), 1741 (-O-C(0O)-), 1459 (—CHj3 et >CHy»), 1377 (—CH3), 1239, 1160 (C-0O), 1119,
1097, 723(>CH,), 548 (C-Br). Analyse ¢lémentaire (%): calculé pour le dérivé 12 a base de
trioléine 11 pur (Cs7H;0406Brs) : C 50,16; H 7,68; trouvé : C 51,73; H 7,88.
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Glyceryl tris[9,10-(thréo)-diacétyloxyoctadécanoate] (13). Un mélange de 40 ml de DMF et
de 4,00 g d'acétate de sodium est séché par méthode azéotropique de Dean-Stark avec 100 ml
de toluéne. Le toluéne est ensuite évaporé sous vide et 0,96 g de produit polybromés 12 est
ajouté. Le mélange résultant est laissé a 130-135°C pendant 48 h sous agitation, en utilisant un
tube rempli de granules de CaCl, pour empécher I’humidité de 1’air ambiant de pénétrer dans
la masse réactionnelle. Apreés avoir refroidi la masse jusqu’a la température ambiante, le
produit brut est extrait avec 70 ml d’hexane et ensuite lavé avec 50 ml d'eau. Aprés
évaporation sous pression réduite, le mélange résultant est purifi¢ par chromatographie sur gel
de silice, en utilisant le chloroforme comme ¢luant (contrdle par CCM, ¢éluant CHCl;-
méthanol 20:1). La solution recueillie est évaporée sous pression réduite pour donner 0,39 g
d'huile visqueuse incolore. Rendement : 45%. '"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,65-5,58
(m, 6H, -HC(OAc)-HC(OAc)-); 5,28 (s, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,23-4,09 (m, 4H,
RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 2,42 (m, 6H, -CH,-HC(OAc)-); 2,36 (m, 18 H, -O-C(0)-CHs»);
2,33 (m, 6H, ROC(0O)-CH;,-R); 2,16 (m, 6H, -CH,-HC(OAc)-); 2,04 (m, 12H, -CH,-CH;-
HC(OAc)-); 1,63 (s, 6H, ROC(0)-CH,-CH,-R); 1,56 (m, 6H, ROC(O)-CH,-CH,-R); 1,32-
1,25 (m, nH, -CH,-); 0,90 (m, 9H, -CHs). °C RMN (3, ppm; 100 MHz; CDCl3): 174,01;
62,94; 42,04; 34,88; 32,75; 30,52; 30,06; 25,69; 23,52; 14,93. FTIR (Vmin, cm™): 2923, 2854
(C-H), 1743 (-O-C(O)-), 1459 (—CH3 et >CH>), 1378 (—CH3), 1238, 1159 (C-0O), 1119, 1097,
987, 723 (>CH,). Analyse ¢élémentaire (%): calculé pour le dérivé 13 a base de trioléine pur
(CeoH122013): C 66,85; H 9,92; trouvé C 65,69; H 10,13.

Glyceéryl tris[9-hydroxy-10-oxyformyl-octadécanoate] (15). 1,4 ml de H,O, (50% dans I'eau)
est ajouté a 7 ml d'acide formique (98% dans 1'eau) sous agitation a température ambiante. Le
mélange est laissé sous agitation pendant 25 min pour compléter la formation de l'acide
peroxoformique in situ. Ensuite, 8 ml d’éther éthylique est ajouté. Lorsque le mélange devient
homogene, 1,0 g (~0,0011 mol) d'huile insaturée 11 est chargé. Le milieu réactionnel est laissé
sous agitation pendant 30 min a température ambiante. Apres l'achévement, une solution
aqueuse de NaCl a 10% est ajoutée sous agitation pour déclencher la séparation de couches
réactionnelles (Attention a la formation intense des vapeurs d’oxygene et d'éther!). La phase
organique supérieure est ensuite isolée avec une ampoule a décanter, lavée a I’eau (2 x 50 ml)

et, finalement, évaporée sous vide pour donner un liquide visqueux incolore.
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Dérivé 15 a base de trioléine 11 standard. 1,17 g (rendement: 97%). '"H RMN (8, ppm; 300
MHz; CDCl;): 8,20-8,05 (m, 3H, H-C(O)-0O-); 5,35-5,20 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR);
5,30 (s) et 5,00-4,85 (s) (3H, -HC(OC(O)H)-); 4,30-4,00 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR);
3,75-3,20 (m, 3H, -HC(OH)-); 2,50-2,00 (m, 6H, R”’OC(0O)-CH»-R’, and 3H, -HC(OH)-);
1,75-1,52 (m, 6H de R’OC(0O)-CH,-CH»-R’ et 6H de -CH,-HC(OC(O)H)-); 1,52-1,38 (m,
6H, -CH,-HC(OH)-); 1,38-1,10 (m, 60H, -CH>-); 0,95-0,75 (m, 9H, -CHs). >C RMN (8, ppm;
75 MHz; CDCls): 173,29; 160,99; 74,51; 72,21; 68,88; 62,10; 34,18; 34,00; 33,55; 31,86;
30,56; 30,00-28,70; 25,69; 25,59; 25,33; 24,78; 22,65; 14,09. FTIR (Vmin, cm™): 3350 (-O-H
and —C(O)-H:-O(H)-), 2921, 2853 (C-H), 1741 (>CH-O-C(O)-H), 1723 (-O-C(0)-), 1466 (-
CHj; and >CH;), 1415, 1377 (-CH3), 1172 (-O-C(O)-H), 1104 (C-OH), 722 (>CH,). Analyse
¢lémentaire (%): calculé¢ C 67,26; H 10,35; trouvé C 66,41; H 10,59. MS (m/z): EM calculé
pour CeoH;10015: 1070,78 [M]O; trouvé en ESI-TQ (-): 1077,8 [M+Li]; 1049,8 [M-
COH+H+Li]; 1093,8 [M+Na]; 1087,9 [M+OH]; 1065,8 [M-CHO+H+Na]; 985,8 [M-
3CHO-+2HT; 1105,9 [M+2NT]; en ESI-TQ (+): 527,5 [M-2COH-H+2Li]*"; 541,6 [M+N,]*" ou
[M-2COH+3Na+3H]*"; 555,6 [M+Na+O+H]*"; 1037,8 [M-2COH+2H+Na]"; 1053,8 [M-
2COH+Na+OH]"; 1065,9 [M-COH+Na+H]"; 1081,9 [M-COH+Na+OH]"; 1093,8 [M+Na]".
Deérivé 15 a base d’huile d’olive. Le produit a été obtenu en utilisant les quantités doubles de
tous les réactifs mentionnés ci-dessus. 2,32 g (rendement: 96%). 'H RMN (8, ppm): 8,20-8,05
(m, 3H, H-C(0)-0O-); 5,32-5,23 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 5,30 (s) et 5,00-4,85 (s)
(3H, -HC(OC(O)H)-); 4,35-4,07 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 3,75-3,25 (m, 3H, -
HC(OH)-); 2,60-2,00 (s, -HC(OH)-CH»-CH(OC(0)-H)-); m, 6H, R”’OC(0O)-CH>»-R’; et 3H, -
HC(OH)-), 1,75-1,52 (m, 6H de R’OC(O)-CH,-CH>-R’ et 6H of -CH,-HC(OC(O)H)-); 1,52-
1,38 (m, 6H, -CH,-HC(OH)-); 1,38-1,10 (m, -CH,-); 0,95-0,75 (m, 9H, -CH;). °C RMN (3,
ppm; 75 MHz; CDCl;): 173,29; 160,99; 74,52; 72,22; 68,88; 62,09; 34,18; 34,00; 33,55;
31,86; 30,57; 29,80-28,70; 25,69; 25,59; 25,33; 24,84; 24,78; 22,65; 14,09. FTIR (Vmin, cm™):
3346 (-O-H et —C(0)-H--O(H)-), 2922, 2853 (C-H), 1741 (>CH-0O-C(0)-H), 1725 (-O-C(0)-),
1465 (—CHj3 et >CH,), 1415, 1377 (—CH3), 1171 (-O-C(O)-H), 1104 (C-OH), 723 (>CHa).
Analyse élémentaire (%): calculé pour CgH;10015: C 67,26; H 10,35; trouvée C 67,70; H
10,51. MS (m/z): EM calculé pour CgH;100;5: 1070,78 [M]’; trouvé en ESI-TQ (-): 1087,8
[M+HO]; 1059,8 [M-CHO+H+OH]; en ESI-TQ (+): 1079,8 [M+2H+Li]"; 1051,8 [M-
CHO+2H+Li]".

134



Glyceryl tris[9,10-(thréo)-dihydroxyoctadécanoate] (C-VIII). 1,00 g (~0,0009 mol) de
produit hydroxy-oxyformylé 15 est ajouté a un mélange homogene de 40 ml d'acétone et 2,0
ml (~0,031 mol) d'acide chlorhydrique a 15-17%. Le milieu réactionnel est laissé sous
agitation a température ambiante pendant 5,5 heures, aprés quoi, 3,33 g (0,1005 mol) de
CaCOs; sont progressivement ajoutés pour neutraliser HCI et HCOOH (Attentiona la
formation intense de CO,!). Apres la sédimentation du précipité minéral, la phase liquide est
isolée par décantation et ensuite extraite a 1'hexane (2 x 20 ml). Le mélange hexane-acétone
récupéré a I’aide d’une ampoule a décanter est lavé a I'eau (2 x 50 ml) et évaporé sous vide

pour donner le produit C-VIII sous forme d’un liquide incolore.

Dérivé C-VIII a base de trioléine 11 standard. 0,91 g (rendement: 99%). 'H RMN (8, ppm;
300 MHz; CDCls): 5,32-5,22 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,33-4,08 (m, 4H, RO-
CH,-C(OR)H-CH,-OR); 3,65-3,50 (s, 6H, -HC(OH)-); 2,41-2,33 (m, 6H, R”’OC(0O)-CH»-R’);
1,72-1,55 (m, 6H, R’’OC(0O)-CH,-CH>-R); 1,55-1,42 (s, 6H, -HC(OH)-); 1,42-1,35 (s, 12H,
-CH,-HC(OH)-); 1,35-1,20 (m, 60H, -CH,-); 0,95-0,80 (m, 9H, -CHj). >C RMN (8, ppm; 75
MHz; CDCls): 173,23; 107,71; 80,99; 71,74; 68,87; 62,08; 34,15; 33,99; 33,01; 31,86; 29,79;
29,59; 29,48; 29,25; 27,32; 26,17; 24,79; 22,65; 20,47; 14,10. FTIR (Vmin, cm™): 3478 (-O-H
et -O-H--O(H)-), 2983 (-CH,-CH(OH)-), 2926, 2854 (C-H), 1743 (-O-C(0O)-), 1457 (—CH3 et
>CH,), 1377 et 1367 (—-CH3 et >CH»), 1239, 1210 et 1166 (C-O), 1100 (C-OH), 874
(-CH(OH)-CH(OH)-), 722 (>CH;). Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 69,33; H 11,23; trouvé
C 69,42; H 11,39. MS (m/z): EM calculé pour Cs7H;19012 : 986,8 [M]O; trouvé en MALDI-
TOF: 993,8 [M+Li]"; 1001,7 [M+2Li]"; 1007,8 [M+3Li]"; 1019,7 [M+2Li+HOH]". HPLC-
ESI-TOF (-): le pic principal a 9,5 min contient un signal avec la valeur m/z de 355,3 [acide
dihydroxystéarique-H+NaOH] ou [M+3N,-3H]*; HPLC-ESI-TOF (+): le pic principal a 9,5
min contient 3 signaux avec les valeurs m/z de 280,0 [acide dihydroxystéarique-20H+H]";
301,0 [acide dihydroxystéarique-OH+2H]"; 379,3 [acide dihydroxystéarique +2Na+OH]".

Dérivé C-VIII a base d’huile d’olive. 0,914 g (rendement: 99%). '"H RMN (8, ppm; 300 MHz;
CDCl): 5,32-5,22 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,33-4,08 (m, 4H, RO-CH,»-C(OR)H-
CH»-OR); 3,65-3,50 (s, 6H, -HC(OH)-); 2,41-2,33 (m, 6H, R’>’OC(0)-CH»-R’); 1,70-1,55 (m,
6H, R”’OC(0)-CH,-CH»-R); 1,55-1,45 (s, 6H, -HC(OH)-); 1,40-1,35 (s, 12H, -CH,-HC(OH)-
); 1,35-1,20 (m, 60H, -CH>-); 0,95-0,80 (m, 9H, -CH3). °C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls):
173,21; 107,70; 102,69, 83,42; 81,01; 71,73; 68,87; 62,07; 34,13; 34,03; 33,01; 31,91; 30,94,
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29,60-28,60; 27,31; 26,16; 24,78; 22,64; 20,46; 14,09. FTIR (Vmin, cm™): 3468 (-O-H et
-O-H--O(H)-), 2984 (-CH,-CH(OH)-), 2924, 2854 (C-H), 1743 (-O-C(O)-), 1459 (-CHjs et
>CH;), 1377 et 1368 (—CH; et >CH;), 1239, 1210 et 1166 (C-O), 1100 (C-OH), 872 (-
CH(OH)-CH(OH)-), 723 (>CH;). Analyse ¢lémentaire (%): calculé pour Cs7;H;10012: C 69,33;
H 11,23; trouvé C 70,08; H 10,97. MS (m/z): EM calculé pour Cs7H;100;2 : 986,8 [M]O; trouvé
en MALDI-TOF: 949,47; 963,47; 975,43; 991,47; 1009,46 [M+Na]"; 1023,46 [M+2Na+H];
1035,44; en HPLC-ESI-TOF (-): le pic principal a 9,5 min contient un signal avec la valeur
m/z de of 355,3 [acide dihydroxystéarique -H+NaOH] ou [M+3N,-3H]""; en HPLC-ESI-TOF
(+): le pic principal a 10,4 min contient des signaux avec les valeurs m/z de 280,0 [acide
dihydroxystéarique-20H+H]"; 301,0 [acide dihydroxystéarique -OH+2H]"; 379,3 [acide
dihydroxystéarique +2Na+OH]".

2.3.2. Synthése et caractérisation des produits intermédiaires a base des
groupements espaceurs choisis

Monooxytrityl-tétraéthyléene glycol (17). Un mélange de 100,00 g (0,5149 mol) de
tétraéthylene glycol et 7,0 ml de pyridine est séché par méthode azéotropique de Dean-Stark
avec 150 ml de benzene. Le benzene est ensuite évaporé sous vide et 12,50 g (0,0450 mol) de
chlorure de trityle sont ajoutés a 50°C par petites portions (une nouvelle portion s’ajoute quand
une portion précédente est complétement dissoute). Le mélange résultant est laissé a 50°C
pendant 5 h sous agitation, en utilisant un tube rempli de granules de CaCl, pour empécher
I’humidité de I’air ambiant de pénétrer dans la masse réactionnelle. Apres avoir refroidi la
masse jusqu’a la température ambiante, le produit est extrait a toluéne (2 x 100 ml) en
présence de 300 ml d’eau. La phase organique recueillie est évaporée sous pression réduite
pour donner 18,20 g d'huile visqueuse incolore. Rendement: 93%. 'H RMN (8, ppm; 300
MHz; DMSO-d6): 7,45-7,20 (m, 15 H, phényles); 3,60-3,30 (m, 15 H, -CH,-CH,-O- et -O-H);
3,05-3,00 (m, 2H, -CH»-O-Tr). *C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 144,17; 144,14; 128,75;
128,00; 127,89; 127,87; 127,80; 126,98; 126,95; 86,61; 86,56, 77,61; 77,18; 76,76; 72,93;
72,58; 70,86; 70,83; 70,80; 70,74; 70,73; 70,70; 70,55; 70,40; 70,01; 63,36; 61,71; 61,57.
FTIR (Vmin, cm™): 3443 (O-H), 3085, 3057, 3031 (C-Hy,), 2913, 2870 (C-Hay), 2162, 1596
(C=Car), 1490, 1448, 1399, 1350, 1322 (=C(H)-ar et >CHza), 1294, 1218, 1184, 1125, 1077,
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1033, 1010 (C-0O), 953, 934, 910, 900, 866, 844, 774, 762, 747, 705, 698 (-CH,-CH,- et
-C(H)=C(H)-ar), 649, 632, 584, 568, 554 (C-H). Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 74,29; H
7,39; trouvé C 74,25; H 7,45.

Monooxytrityl-1,10-décanediol (18). 181,75 g (1,0421 mol) de 1,10-décanediol sont dissous
dans 400 ml de pyridine. Ensuite, 1’ajout d’une solution de 16,10 g (0,0579 mol) de chlorure
de trityle dans 100 ml de pyridine est effectu¢ goute a goute et 1’agitation est maintenue 8 h a
95-100°C. Apres avoir refroidi la masse jusqu’a la température ambiante, 250 ml de toluéne
sont ajoutés sous agitation et la masse réactionnelle résultante est versée dans 4 1 d’eau. La
phase organique est d’abord filtrée, ensuite lavée a 1’eau (10200 ml) et finalement évaporée
sous vide pour donner 17,75 g d'huile visqueuse jaunatre. Rendement: 74%. 'H RMN (8, ppm;
300 MHz; CDCl): 7,50-7,20 (m, 15 H, phényles); 3,65-3,55 (m, 2 H, -CH,-OH); 3,05-3,00
(m, 2H, -CH,-O-Tr); 1,60-1,40 (m, —O-H); 1,40-1,15 (m, 20 H, -CH>-). >C RMN (8, ppm; 75
MHz; CDCls): 144,55; 128,71; 128,34; 127,94; 127,92; 127,68; 126,79; 106,04; 106,03;
86,28; 77,47, 77,05; 76,63; 63,68; 63,07; 32,79; 30,05; 29,55; 29,51; 29,41; 29,40; 26,27;
25,74. FTIR (Vmin, cm™): 3328 (OH), 3086, 3057, 3032 (CHa,), 2925, 2853 (C-Haw), 1597
(-C=C-), 1489, 1448, 1386 (>CH; et >C-H), 1218, 1182, 1153, 1067, 1032, 1002 (C-0O), 897,
761, 745, 704, 696, 648, 632 (C-C). Analyse ¢lémentaire (%): calculé C 83,61; H 8,71; trouvé
C 81,45; H9,27.

2.3.3. Synthése et caractérisation des produits intermédiaires a base des
agents de branchements choisis

Monooxytrityl-pentaérythritol (19). Un mélange de 300,00 g (2,2035 mol) de pentaérythritol
et de 500 ml de DMA est séché par méthode azéotropique de Dean-Stark avec 250 ml de
toluéne. Aprés avoir amené la solution a 80°C, le dosage d’une solution de 15,00 g (0,0538
mol) de chlorure de trityle dans 200 ml de pyridine est effectué¢ goute a goute et I’agitation est
maintenue 12 h a 80°C. Aprés avoir refroidi la masse jusqu’a la température ambiante, 400 ml
de chloroforme sont ajoutés sous agitation et la masse résultante est versée dans 4 1 d’eau. La
phase organique est lavée a I’eau (10x200 ml) et ensuite évaporée sous vide. L’étape finale de
purification est une extraction des impuretés avec 200 ml de toluéne. Le produit résultant est
séché sous pression réduite pour donner 17,49 g de poudre blanche. Rendement: 86%. 'H

RMN (5, ppm; 300 MHz; DMSO-d6): 7,50-7,20 (m, 15 H, phényles); 4,20-4,10 (m, 3H,
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-O-H); 3,48-3,35 (m, 6H, -CH,-OH); 3,00-2,80 (s, 2H, -CH,-OTr). °C RMN (3, ppm;
75 MHz; CDCls): 144,16; 128,33; 127,68; 126,78; 85,41; 62,12; 61,30; 45,63; 40,30; 40,02;
39,75; 39,47; 39,19; 38,91; 38,63. FTIR (Vmin, cm™): 3381, 3248 (OH), 3091, 3059, 3022
(C-Har), 2963, 2936, 2880 (C-Haw), 1594 (C=Cpx,), 1491, 1475, 1446, 1421, 1302 (=C(H)-a, et
>CHaai), 1248, 1207, 1182, 1173, 1151 (C-0O), 1088, 1074, 1060, 1046, 1021, 1000 (C-0O),
979, 951, 925, 911, 898, 883, 856, 840, 780, 760, 748, 711, 695 (>CH,), 669, 643, 632, 598,
569, 554 (C-H). Analyse €lémentaire (%): calculé C 76,17; H 6,92; trouvé C 76,11; H 6,95.
MS (m/z): EM calculé pour C,4H604 : 378,1 [M]O; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): le pic
principal a 10,8 min (97,4%) contient des signaux avec les valeurs m/z de 135,1 [M-Ph;C]";

158,2 [M-Ph;C+Na]"; 243,1 [PhsC]"; 401,2 [M+Na]".

2.3.4. Synthese et caractérisation du monoallyle-tétraéthyléne glycol

Oxyallyl-oxytrityl-tétraéthylene glycol (24). 19,50 g (0,0447 mol) de TEG monotritylé 17 est
séché par méthode azéotropique de Dean-Stark avec 50 ml de toluéne et ensuite 1,03 g
(0,0447 mol) de sodium métallique en petits morceaux sont ajouté. L’agitation de la masse
réactionnelle est maintenue environ 24 h a 150°C jusqu’a disparition compléte de morceaux de
sodium. Apres avoir amené la solution a la température ambiante, 1’ajout de 7,00 g (0,0579
mol) de bromure d’allyle est effectué et le mélange est ensuite agité a 60-65°C pendant 72 h.
Le produit brut est purifié d’abord par extraction a chloroforme suivi de la chromatographie
sur colonne (silice, ¢luant : CHCls-acétone (10 :1)) pour donner 9,15 g d’huile visqueuse
jaunatre. Rendement: 43%. 'H RMN (0, ppm; 300 MHz; DMSO-d6): 7,50-7,20 (m, 15 H,
phényles); 5,90-5,70 (m, 1 H, CH,=CH-CH>-); 5,30-5,05 (m, 2 H, CH,=CH-CH>-); 3,90-3,80
(m, 2 H, CH,=CH-CH,-); 3,60-3,40 (m, 14 H, -CH,-CH,-O-); 3,10-3,03 (s, 2H, -CH,-OTr).
C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 146,93; 127,95; 127,90; 127,22; 110,02; 106,16; 81,98;
77,58; 77,15; 76,55; 72,79; 70,37; 69,86; 63,56; 61,33. FTIR (Viin, cm™): 3085, 3058, 3031
(H-C=Cai et C-Ha,), 2916, 2871 (C-Haw), 1962 (C=Ca,), 1724, 1637, 1597 (-C=Cax), 1490,
1448, 1406, 1351 (=C(H)-ar et >CHaa), 1278, 1185, 1132, 1090, 1033, 1010 (C-0O), 953, 934,
901, 881, 849, 774, 763, 748, 706, 698 (-CH,-CH,- et -C(H)=C(H)-ar), 649, 632, 584, 568,
554 (C-H). Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 75,60; H 7,61; trouvé C 74,79; H 7,86. MS
(m/z): EM calculé pour C3oH3¢Os : 476,3 [M]; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): le pic principal
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contient des signaux avec les valeurs m/z de 235,1 [M-Ph;C+H]"; 243,1 [Ph;sC]"; 261,1
[Ph;C-OH+H]".

Monooxyallyl-tétraéthylene glycol (25). Voie de synthese 1 (section 2.2.4.2). Un mélange de
5,00 g (0,0105 mol) de produit tritylé 24, 20,0 ml d’acide acétique, 5,0 ml d’eau et de 15,0 ml
d’acétone est agité pendant 24 h. Ensuite, la masse réactionnelle a été diluée avec 50 ml d’eau
et la précipitation du trityle carbinol est isolée par filtration. Le filtrat résultant est neutralisé
avec le carbonate de sodium est le produit est extrait au chloroforme pour donner 1,19 g
d’huile jaunatre. Rendement: 78%. '"H RMN (3, ppm; 300 MHz; DMSO-d6): 5,95-5,71 (m, 1
H, CH,=CH-CH;-); 5,30-5,05 (m, 2 H, CH,=CH-CH,-); 4,00-3,85 (m, 2 H, CH,=CH-CH>-);
3,66-3,40 (m, 14 H, -CH,-CH,-0-). *C RMN (5, ppm; 75 MHz; CDCl3): 134,71; 134,57,
117,25; 77,50; 77,07; 76,65; 72,66, 72,02; 70,56; 70,50; 70,49; 70,19, 69,33; 61,62. FTIR
(Vimin, cm™): 3433 (O-H), 3081, 3017, (=C-Hax), 2868 (C-Haw), 1646 (-C=Cay), 1453, 1423,
1349, 1326 (>CHaa), 1292, 1247, 1095 (C-0O), 996, 930, 884, 840 (-CH,-CH,-), 637, 555
(C-H). Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 56,39; H 9,46; trouvé C 55,29; H 9,50. MS (m/z):
EM calculé pour C;;H»Os: 234,1 [M]% trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): le pic principal
contient des signaux avec les valeurs m/z de 235,1 [M+H]"; 257,1 [M+Na]".
Monooxyallyl-tétraéthyléne glycol (25). Voie de synthese 2 (section 2.2.4.2). Un mélange
compos¢ de 1 1(4,5765 mol) de tétraéthylene glycol et de 11,84 g (0,5150 mol) de sodium
métallique en petits morceaux est maintenu sous agitation a température de la piece pendant 3
jours, jusqu’a la disparition complete de morceaux du métal. Ensuite, 62,63 g (0,5221 mol) de
bromure d’allyle sont ajoutés et la masse réactionnelle est agitée a 60-65°C pendant 72 h. Le
produit brut est isolé de I’excés du tétraéthyléne glycol par extraction a chloroforme en
présence d’eau. Le dérivé diallyles sont éliminés par extraction a I’hexane pour donner 90,59 g
de liquide visqueux incolore. Rendement: 75%. '"H RMN (3, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,99-
5,70 (m, 1 H, CH,=CH-CH-); 5,30-5,10 (m, 2 H, CH,=CH-CH-); 4,05-3,90 (m, 2 H,
CH,=CH-CH>-); 3,60-3,40 (m, 14 H, -CH>-CH>-O-). *C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCl5):
134,53; 134,42; 117,23; 117,08; 110,02; 105,14; 103,66; 77,50; 77,07; 76,49; 72,63; 72,00;
70,61; 70,50; 70,47; 70,20, 69,31; 61,60. FTIR (Vmin, cm™): 3328 (O-H), 3084, 3020
(=C-Haw), 2870 (C-Haw), 1724, 1648 (-C=Caw), 1455, 1424, 1349, 1327 (>CHaaw), 1293,
1248, 1096 (C-0), 998, 934, 886, 841 (-CH,-CHx»-), 639, 557 (C-H). Analyse élémentaire (%):
calculé C 56,39; H 9,46; trouvé C 56,01; H 9,65. MS (m/z): EM calculé pour C;;H»,0s : 234,1
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[M]° trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): le pic principal contient des signaux avec les valeurs m/z

de 235,1 [M+H]" et 257,1 [M+Na]".

2.3.5. Synthese et caractérisation d’autres produits intermédiaires

Oxyallyl-oxysuccinyl-tétraéthylene glycol (27). Approche de synthese (i) (section 2.2.5.1.1.1).
Un mélange de 23,02 g (0,0983 mol) de monoallyl-TEG 25, 30,53 g (0,3051 mol) d’anhydride
succinique, 3,00 g (0,0246 mol) de DMAP et 30 ml de pyridine est maintenu sous agitation a
la température ambiante pendant 72 h. Ensuite, la pyridine est évaporée sous vide et 100 ml
d’eau sont ajoutés. Le mélange résultant est agité pendant 15 min. Le produit brut est extrait
avec le toluéne (2 x 100 ml) et, aprés I’évaporation, est purifié par chromatographie sur
colonne (silice; éluant : CHCI;-MeOH (5:1)) pour donner 6,60 g d’huile visqueuse jaunatre.
Rendement: 20%. 'H RMN (0, ppm; 300 MHz; CDCl3): 5,96-5,72 (m, 1 H, CH,=CH-CH,-);
5,30-5,11 (m, 2 H, CH,=CH-CH;-); 4,30-4,20 (m, 2 H, -O-CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,05-3,97 (m,
2 H, CH,=CH-CH,;-); 3,75-3,40 (m, 14 H, -CH,-CH,-0O-); 2,69-2,55 (s, 4 H, -C(0)-CH,-CH>-
C(0)-). *C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 175,93; 172,19; 172,13; 134,57; 117,25; 110,02;
108,43; 103,66; 77,49; 77,06; 76,39; 72,18; 70,58; 70,55; 70,53; 70,48; 70,42; 69,29; 68,98;
63,85; 29,19; 28,98. FTIR (Vimin, cm™): 3700-3100 (C(0)O-H), 3081 (=C-H), 2871 (C-Hay),
1732 (-C(0)-0-), 1647 (-C=Ca), 1408, 1385, 1348 (>CHza), 1245, 1210, 1133, 1097 (C-0O),
994, 932, 859, 833 (-CH,-CH,-), 630, 567, 554 (C-H). Analyse élémentaire (%): calculé C
53,88; H 7,84; trouvé C 51,84; H 7,48. MS (m/z): EM calculé pour C;;H»,0s: 334,2 [M]O;
trouvé en HPLC-ESI-TOF (+), m/z: 335,2 [M+H]"; 352,2 [M+NH;]"; 353,2 [M+H+NH;]";
357,2 [M-H+Na]"; 358,2 [M+H+Na]".

Oxyallyl-oxysuccinyl-tétraéthylene glycol (27). Approche de synthése (ii) (section
2.2.5.1.1.1). Un mélange de 16,50 g (0,0705 mol) de monoallyl-TEG 25, 20,64 g (0,2063 mol)
d’anhydride succinique et 30 ml de pyridine est maintenu sous agitation a la température
ambiante pendant 72 h. Ensuite, la pyridine est évaporée sous vide et 100 ml d’eau sont
ajoutés. Le mélange résultant est agité pendant 15 min. Le produit brut est extrait avec 1’éther
méthyl-tert-butylique (2 x 100 ml) et, aprés 1’évaporation, est purifi¢ par chromatographie sur
colonne (silice; ¢éluant : CHCl3-MeOH (5:1)) pour donner 5,28 g d’huile visqueuse jaunatre.
Rendement: 22%. "H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,93-5,71 (m, 1 H, CH,=CH-CH,-);
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5,34-5,12 (m, 2 H, CH,=CH-CH,-); 4,35-4,22 (m, 2 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,07-3,94 (m,
2 H, CH,=CH-CH,;-); 3,76-3,41 (m, 14 H, -CH,-CH,-0O-); 2,72-2,56 (s, 4 H, -C(O)-CH,-CH>-
C(0)-). ®C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCly): 175,90; 172,16; 134,54; 117,22; 77,46; 77,02;
76,37; 72,15; 70,56; 70,53; 70,50; 70,46; 69,27; 68,95; 63,82; 29,17. FTIR (Viin, cm'l): 3700-
3100 (C(O)O-H), 3083 (=C-H), 2872 (C-Haw), 1734 (-C(0)-0O-), 1648 (-C=Caw), 1410, 1386,
1349 (>CHaa), 1247, 1212, 1134, 1100 (C-0O), 996, 933, 861, 834 (-CH,-CH,-), 632, 569,
555 (C-H). Analyse ¢€lémentaire (%): calculé C 53,88; H 7,84; trouvé C 50,73; H 7,53. MS
(m/z): EM calculé pour C;H»,Os: 334,2 [M]O; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+), m/z: 335,2
[M+H]"; 352,2 [M+NH;]"; 357,2 [M-H+Na]"; 358,2 [M+H+Na]".
Oxyallyl-oxysuccinyl-tétraéthyléne glycol (27). Approche de syntheése (iii) (section
2.2.5.1.1.1). Un mélange de 40,01 g (0,1708 mol) de monoallyl-TEG 25, 86,04 g (0,8598 mol)
d’anhydride succinique est maintenu sous agitation a 150-155°C pendant 8 h. Aprés avoir
amené¢ la masse réactionnelle a la température ambiante, 300 ml d’eau sont ajoutés. Le
mélange est agité jusqu’a la disparition des cristaux de I’anhydride succinique. Le produit brut
est extrait avec le chloroforme (2 x 100 ml) et, aprés 1’évaporation, est purifié par
chromatographie sur colonne (silice; ¢luant : CHCl3-MeOH (5:1)) pour donner 42,87 g d’huile
visqueuse jaunatre. Rendement: 75%. 'H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,92-5,70 (m, 1
H, CH,=CH-CH;-); 5,34-5,13 (m, 2 H, CH,=CH-CH;-); 4,35-4,21 (m, 2 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0)-); 4,08-3,94 (m, 2 H, CH,=CH-CH,-); 3,75-3,40 (m, 14 H, -CH,-CH,-0-); 2,73-2,56 (s,
4 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-). >C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCl3): 175,92; 172,18; 134,56;
117,24; 117,16; 110,01; 103,64; 101,82; 77,48; 77,06; 76,38; 72,17, 70,58; 70,55; 70,53;
70,48; 70,41; 69,28; 68,97; 65,03; 63,84; 29,18; 28,97. FTIR (Vmin, cm™"): 3700-3100 (C(O)O-
H), 3081 (=C-H), 2872 (C-Hak), 1733 (-C(O)-O-), 1646 (-C=Cax), 1409, 1384, 1348
(>CHaa), 1246, 1209, 1133, 1099 (C-0), 995, 932, 860, 834 (-CH,-CH,-), 631, 567, 555
(C-H). Analyse ¢lémentaire (%): calculé C 53,88; H 7,84; trouvé C 53,53; H 7,93. MS (m/z):
EM calculé pour C;;H»,0s5: 334,2 [M]’; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+), m/z: 335,2 [M+H]";
357,2 [M-H+Na]"; 358,2 [M+H+Na]".

Carboxyméthyl-PEG1000 méthyl éther (32). Une solution de 15,01 g (0,0150 mol) de
PEG1000 monométhyl éther dans 280 ml d’acétone est ajoutée goute a goute sous agitation
dans un mélange composé de 6,00 g (0,0600 mol) de CrOs, 6 ml d’acide sulfurique et 18 ml

d’eau, refroidi préalablement dans un bain de glace a 0-5°C. Ensuite, la suspension résultante
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est maintenue sous agitation a la température ambiante pendant 18 h aprés quoi 50 ml
d’isopropanol sont ajoutés. Apres filtration, la phase liquide est diluée avec 500 ml d’eau et
ensuite 100 g de NaCl sont ajoutés. Le produit est extrait au chloroforme (2 x 150 ml) et séché
sous vide pour donner 3,80 g de substance cireuse blanchétre. Rendement: 63%. 'H RMN (3,
ppm; 300 MHz; CDCls): 4,16-4,10 (m, 2H, -CH,-C(0O)-); 3,75-3,45 (m, 14 H, -CH,-CH,-0O-);
3,45-3,29 (s, 3 H, -CH3). >C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 179,32; 171,75; 132,80;
110,02; 109,22; 108,43; 106,18; 106,08; 106,05; 106,02; 105,98; 105,93; 103,66; 102,86;
102,07; 77,50; 77,08; 76,65; 76,58; 71,87; 70,81; 70,76; 70,62; 70,50; 70,38; 70,27; 68,98;
59,75; 58,98; 58,92; 58,88; 57,84. FTIR (Vmin, cm™): 3550 (-C(O)-OH), 2875, 2741 (C-H),
1749 (-C(0)-), 1466, 1359, 1342 (>CH,), 1280, 1241, 1210, 1143, 1103, 1061 (C-0), 962, 841
(C-Caw).
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Chapitre 3. Modélisation d’encapsulation de I’itraconazole

in silico
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3.1. Introduction du chapitre

En paralléle de nos travaux de synthése concernant le choix des éléments structuraux de
nos futurs dendriméres, nous avons également réalisé¢ les modélisations au moyen de méthodes
computationnelles (ou « in silico »). Plus précisément, il s’agit de procédures de simulation du
processus d’interaction non chimique entre les macromolécules assemblées des éléments
structuraux présélectionnés dans le Chapitre 2 et une molécule d’un PA hydrophobe,
itraconazole (ou ITZ, Figure 28, page 65). Ces mod¢lisations permettraient donc de faire une
¢valuation préliminaire de I’efficacité d’encapsulation de I’ITZ en fonction de 1’architecture
dendritique.

D'une maniere générale, 'utilisation des calculs in silico, afin d’évaluer la capacité
d’encapsulation des molécules de PA par des dendriméres, représente un domaine assez peu
¢tudié. Bien que la premiére publication a ce sujet date de 1989 [202], les travaux touchant a
cet aspect restent toujours peu nombreux. La majorité des autres études a ce sujet sont
principalement limitées soit a 1’organisation des structures dendritiques dans I’espace [222,
474-478], soit a I’encapsulation de molécules et d’ions n’ayant pas d’activité pharmacologique
tels que Rose Bengale [479], anion de perchlorate [480], cation de cuivre Cu (II) [481] etc.
Pourtant, une mise au point des techniques computationnelles fiables, confirmées par des
résultats expérimentaux, pourrait permettre non seulement de trouver des nouveaux agents
d’encapsulation plus efficaces, mais également d’¢tudier plus profondément les mécanismes
impliqués dans le processus d’encapsulation. Par exemple, une étude in silico de H. Lee et G.
Larson [222] a aidé a clarifier I’effet de diminution du taux d’encapsulation du pyréne dans les
dendriméres PAMAM portant les chaines PEG5000, comparativement aux structures avec les
chaines PEG2000, décrites par H. Yang et col. [221] (voir aussi la section 1.2.4.2). D’autres
travaux ont permis de mieux comprendre les mécanismes d’interaction de PAMAM avec un
constituant du sang tel que 1’albumine [482].

Il convient également de mentionner que 1’approche computationnelle pourrait rendre le
processus d’¢laboration des nouveaux nanovecteurs dendritiques plus économique. En effet,
une application de procédures de simulation fiables, avant des travaux dans les systemes réels,
permettrait d’optimiser le processus du criblage des structures potentiellement intéressantes,

en réduisant ainsi la bibliothéque des dendrimeres a synthétiser.
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3.2. Méthode de calcul, critére d’évaluation et procédures utilisées

Etant donné la nature non chimique des processus d’encapsulation dans notre cas, afin
d’obtenir des résultats de simulation relativement fiables, il suffit de se limiter a des méthodes
de mécanique moléculaire. Basées sur 1’application des lois de la physique classique
(newtonienne), ces méthodes sont généralement considérées comme étant simplifiées et
rapides comparativement aux méthodes computationnelles classiques telles qu’empiriques et
semi-empiriques, faisant appel a la théorie quantique relativiste [483].

En tant que critére d’évaluation de la capacité d’encapsuler I'ITZ par nos futurs
dendrimeres, nous avons choisi la différence entre les énergies potentielles (stériques) du
systtme, E, composé d’une molécule dendritique (MD) et une molécule de I’itraconazole
(AEmparz) et celles-ci de molécules MD et ITZ isolées (respectivement, Eyp et Ejrz)

(Equation 1, page 145).
AEMD-ITZ = EITZ + EMD — EMD-ITZ ............................................................ Equation 1

Afin de rendre le processus d’encapsulation spontané, il faut avoir un gain énergétique
du systétme MD-ITZ par rapport a ces constituants isolés. Dans ce cas, les énergies stériques
Emp.rz devraient avoir tendance a prendre des valeurs plus petites que la somme d’énergies
stériques Erz et Emp. Ainsi, plus la valeur du critére AEyp.yrz est €élevée, plus I’encapsulation
du principe actif est énergétiquement favorable.

Comme procédure de calcul nous avons utilis¢ une méthode de mécanique moléculaire
Amber3 qui a été élaborée pour calculer des énergies stériques des macromolécules
organiques telles que peptides, ARN et ADN [484]. D’une maniere générale, dans cette
méthode, la détermination de I’énergie stérique minimale du systéme est basée sur la mesure
des valeurs du gradient RMS («Root-mean-square gradient»). Ce gradient est lié a une
position de I’architecture moléculaire a la surface d’énergie stérique globale du systeme
définie par les coordonnées des atomes. Ainsi, I’optimisation de 1’architecture moléculaire
s’arréte quand, durant quelques itérations consécutives, le gradient RMS atteint une valeur
moindre que celle qu’on a choisie comme seuil d’acceptabilité. Physiquement, cela correspond

a un minimum (local ou global) a la surface de 1’énergie E du systeme a étudier. En se basant
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sur les données bibliographiques [484, 485], la valeur du gradient RMS de <0,001
kcal/(A-mol) que nous avons choisie pour notre recherche, devrait nous permettre d’obtenir
les résultats assez fiables. Dans le cadre de cette étude, toutes les simulations ont été réalisées
avec le logiciel HyperChem™ Version 8-0-4 de la compagnie Hypercube Inc. (Gainesville,
FL, E.-U.).

3.3 Simulation in silico réalisées

Les simulations ont ét¢ d’abord effectuées pour les structures dendritiques MD-I de
deuxieme génération (Figure 71, page 146), composées de cceurs C-I-VI, d’un point de
divergence a base du pentaérythritol (AB-II) portant quatre groupements succinyles, de

groupements espaceurs S-I et S-11I, et de groupements terminaux hydroxypropyles, GT.
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Figure 71. Structures dendritiques de deuxiéme génération (MD-I) choisies pour I’étude
in silico.

Les calculs ont été menés respectivement pour les molécules MD-I et ITZ libres et

pour les systemes MD-ITZ (1:1) ayant au départ la distance arbitraire entre un coeur de

dendrimére et la molécule de I’itraconazole d’environ 1,5 A. A cette étape, les simulations ont

été effectuées en option «dans le vide» (Figure 72, page 147).
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a. b. c.

Figure 72. Clichés instantanés de molécules de I’itraconazole (a), du dendrimére MD-I
(C-1, S1=S-I1, S2=S3= S-I) (b) et du systéme « itraconazole-dendrimeére » (1:1) (c¢) apreés

les procédures d’optimisation géométrique dans le « vide ».

Notre premier objectif était d’élucider I’influence de la nature des groupements
espaceurs internes S, (Figure 71, page 146) sur I’interaction des structures MD-I avec I’ITZ.
A cet égard, I’influence de plusieurs combinaisons possibles d’espaceurs S-I et S-II a été
¢tudiée sur la structure MD-I avec un cceur C-III. Les résultats de ces calculs (Tableau 1,
pagel48) montrent que la valeur maximale du critére AEyp.rz est observée dans le cas du
dendrimére avec la combinaison d’espaceurs S;=S,= S-II, S;= S-I (215,938 kcal/mol). Ceci
peut étre expliqué par la présence d’une plus grande surface apolaire interne crée par les
chaines de décanediol, par rapport aux structures portant plus d’espaceurs hydrophiles a base
de TEG. Ainsi, avec I’augmentation de la surface apolaire, ’interaction du dendrimere avec
les segments apolaires de I’'ITZ s’accroit, ce qui devrait normalement résulter en augmentation
de la stabilité du systeme dendrimeres-ITZ. En se basant sur ces données, tous les autres
calculs ont été effectués pour les structures MD-I ayant les chaines DD.

L’étape suivante du travail consistait en une étude de I’influence de la structure du
cceur C et de ’espaceur S,. Les valeurs de gain énergétique AEmp.rz les plus élevées ont été
observées respectivement pour les cceurs C-1V, C-I et C-II (C-IV_ > C-I > C-11 > C-III > C-
V > C-VI), dans le cas de S, = S-1, et pour les cceurs C-11, C-III, C-I (C-I1 > C-III > C-I >
C-1V > C-VI > C-V), dans le cas de S, = S-1I (Tableau 1, page 148). Les résultats pourraient

étre expliqués par les arrangements spécifiques des constituants du systéme MD-ITZ,
dépendamment de la rigidit¢é de structure des cceurs et des interactions avec les chaines

d’espaceurs.
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Tableau 1. Energies stériques de dendriméres MD-I, de P’itraconazole et de systémes

« dendrimére-itraconazole » (1:1) calculées dans le vide.

Espaceurs
(TEG- Energie stérique, kcal/mol Gain
Cceur | tétraéthyléneglycol, énergétique,

DD-1,10-décanediol) | Dendrimére | Itraconazole | Systéme 1:1 AEmD.1TZ,
Sl Sz S3 EMD EITZ EMD-ITZ kcal/mol

TEG | TEG | TEG -40,713 45,458 13,034 -8,289

- TEG | TEG -87,758 45,458 -28,391 -13,909

C-Ill | DD | TEG | TEG 15,836 45,458 14,933 46,361
DD DD TEG 96,310 45,458 -74,170 215,938

- DD TEG -119,993 45,458 -154,060 79,525

C-I DD | TEG | TEG -36,932 45,458 -79,163 87,984

DD DD TEG 29,256 45,458 17,924 56,790

C-I1 DD | TEG | TEG -1,645 45,458 -42,254 86,067
DD DD TEG 193,446 45,458 -20,614 259,518

C-IV DD | TEG | TEG 62,972 45,458 -5,874 114,304
DD DD TEG -102,930 45,458 31,401 -88,873

Cc-v DD | TEG | TEG 41,882 45,458 51,818 35,522
DD DD TEG -139,903 45,458 32,752 -127,197

C-VI DD | TEG | TEG -24.469 45,458 52,092 -31,103
DD DD TEG -63,136 45,458 90,902 -108,580

Afin de réaliser une étude plus approfondie sur I’influence de la rigidité du cceur de
dendriméres dans le processus de captation de I'ITZ, les simulations ont été également
effectuées, en utilisant des procédures de dynamique moléculaire. D’une maniere générale,
I’optimisation géométrique simple dont les résultats sont présentés ci-dessus, ne refléte le
comportement des systémes qu’a des températures trés basses (p. ex., T = 0 K, utilisé par
défaut dans notre cas, ce qui constitue une procédure classique). Ainsi, pour avoir une image
plus compléte du processus, il est préférable de modéliser également le comportement des
systemes dans le gradient de températures comme montré dans le cas de différentes structures
[484, 485], incluant des dendriméres [474, 479]. En particulier, 1’application des propotcoles
de calcul incluant la simulation dans le gradient de température permet (habituellement) de
retrouver les conformations qui sont plus favorables statistiquement.

Pour effectuer ce type de calcul, nous avons proposé d’utiliser les structures de
modeles réduits MD-II, composées d’un cceur, quatre groupements DD en tant qu’espaceurs

et de quatre succinyles terminaux (Figure 73, page 149).
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Figure 73. Structures modéles réduits (MD-II) choisies pour effectuer les simulations

avec les procédures de dynamique moléculaire.

Les travaux avec les structures de modele MD-II ont été réalisés en deux options: (i)
dans le vide et (ii) dans la boite périodique d’eau. Dans les deux cas, les procédures de
simulation étaient les suivantes: (1) optimisation géométrique simple initiale (selon les
conditions présentées ci-dessus pour les structures MD-I); (2) procédure de dynamique
moléculaire (conditions: durée d’échauffement 0,5 ps, durée de refroidissement 0,5 ps,
intervalle de calcul 0,001 ps, température de départ OK, température maximale 300 K,
température finale 0 K, intervalle de température 10 K); (3) optimisation géométrique simple
finale.

Durant les simulations dans le vide, 1’optimisation géométrique simple initiale (Figure
74, page 150) a permis d’obtenir les résultats semblables a ceux obtenus dans le cas de
structures de 2éme génération MD-I portant comme espaceurs S, les chaines TEG (Tableau
2, page 151). En particulier, dépendamment de 1’efficacité de captation de I’'ITZ, les cceurs

sont placés dans 1’ordre suivant : C-II > C-1 > C-IV > C-VI > C-III > C-V, dont les trois

meilleures structures restent ici les mémes.
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Figure 74. Clichés instantanés de résultats de calculs effectués dans le vide pour

P’itraconazole (a), la structure de modele MD-II avec le coeur C-I (b) et le systéme

MD-ITZ (c).

L’application de procédures de dynamique moléculaire et d’optimisation géométrique simple
finale a donné des résultats (Tableau 2, pagel51) qui différent de ceux-ci obtenus par
I’optimisation géométrique initiale. L’ordre d’efficacité de coeurs résultant est le suivant : C-V

> C-VI > C-1V > C-Il > C-I > C-III. Ce fait pourrait étre expliqué par une possibilité

d’interactions m-m entre les cycles aromatiques de cceurs proposés et les cycles benzoiques de
I’ITZ, plus efficace dans le cas des systéemes dynamiques (mobiles).

Dans le cas systémes contenant MD-II avec C-I-III, C-VI ainsi que 13, les valeurs
AEwmp.1tz plus petites que celles obtenues par 1’optimisation géométrique simple, signifier que
les systémes résultanst sont moins représentatives des conformations qui correspondent aux
minimums énergétiques globaux. Ceci pourrait €tre expliqué par la flexibilité¢ ¢élevée de
structures en empéchant ainsi de trouver une conformation la plus favorable avec les
procédures de calcul réalisées.

Il est également a noter qu’en travaillant avec les structures de modele réduits, le
nombre de composés potentiellement intéressants pour représenter 1’é¢lément central de nos
futurs dendrimeres a été augmenté. En particulier, les calculs analogues, avec et sans la
procédure de dynamique moléculaire, ont été réalisés pour le composé¢ C-VI libre, comme
modele d’un cceur faiblement polaire rigide, et la structure flexible 13 (Figure 45, page 97).
Dans le cas de la structure porphyrique C-VI, les interactions avec une molécule d’ITZ étaient
assez fortes, avec et sans la procédure de dynamique moléculaire, bien qu’elles n’aient pas
dépassé les meilleurs valeurs obtenues pour MD-II (Tableau 2, page 151). Les simulations
avec la structure 13 ont montré le meilleur résultat aprés I’optimisation géométrique simple

initiale (28,315 kcal/mol) et le moins bon résultat aprés la dynamique moléculaire et
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I’optimisation géométrique simple finale (6,329 kcal/mol). Il est a noter que lors de la
procédure de dynamique, les molécules du PA et du 13 ont eu tendance a s’¢loigner
considérablement, ce qui démontre une faible interaction entre elles au niveau des champs de

force dans le vide.

Tableau 2. Energies stériques de structures modéles MD-II, C-VI, 13, ITZ et de systémes
"itraconazole-modéle" (1:1) dans le vide, calculées avec et sans les procédures de

dynamique moléculaire

Dynamique Energie stérique, kcal/mol Gain
Structure | moléculaire énergétique,

modéle (ouit+/non-) Modéle Itraconazole | Systéme 1:1 AEMD.117,

Emp Eirz Emp.rrz kcal/mol
MD-II - 29,178 45,458 54,733 19,903
(C-D + 27,837 44,315 56,274 15,878
MD-II - 24,994 45,458 50,424 20,027
(C-1D) + 16,898 44,315 44,179 17,034
MD-II - 71,228 45,458 101,912 14,774
(C-1ID) + 19,804 44,315 51,462 12,657
MD-II - 79,367 45,458 107,648 17,177
(C-IV) + 32,636 44315 51,176 25,775
MD-II - 89,990 45,458 121,233 14,215
(C-V) + 34,972 44315 44,807 34,480
MD-II - 111,133 45,458 140,443 16,148
(C-VD) + 113,280 44315 131,287 26,308
C-VI - 89,744 45,458 116,690 18,534
+ 89,378 44,315 111,185 22,508
13 40,961 45,458 58,104 28,315
32,185 44,315 70,166 6,329

Une étude supplémentaire a été réalisée pour étudier 1’efficacité de la captation de
I’'ITZ, en fonction de la quantité de groupements espaceurs DD dans les structures de type
MD-II. Etant donné que les meilleurs résultats ont été observés dans le cas du cceur C-V,
d’autres dérivés carboxyliques du benzene (Figure 75, page 152) tels que di (33), tri (34) et
hexa (35), ont été également testés.

Les résultats de ces tests (Tableau 3, page 152) ont montré que le nombre optimal de

substituants est de quatre, ce qui correspond bien aux structures MD-I proposées ci-dessus.
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Figure 75. Structures modéles réduits pour étudier I’influence du nombre des dendrons.

Tableau 3. Energies stériques de structures modeles 32, 33, MD-II(C-V), 34, ITZ et de
systémes "itraconazole-modéle" (1:1) dans le vide, calculées avec et sans les procédures

de dynamique moléculaire

Structure | Dynamique Energie stérique, kcal/mol Gain
modele | moléculaire énergétique,
(ouit/non-) | Modéle Itraconazole Systéme 1:1 AEmD.112,
EMD EITZ EMD-ITZ kcal/mol
33 - 12,427 45,458 50,171 7,714
+ 17,998 44315 49,977 12,336
34 - 73,489 45,458 109,635 9,321
+ 10,871 44315 52,352 2,834
MD-II - 89,990 45,458 121,233 14,215
(C-V) + 34,972 44315 44,807 34,480
35 - 175,506 45,458 208,885 12,079
+ 52,434 44,315 86,718 10,031

L’augmentation du nombre de molécules ITZ (jusqu’a quatre) dans le systéme
MD-ITZ a été ¢tudiée sur la structure modele MD-II portant le cceur C-I. Durant les
simulations, les valeurs du gain énergétique AEyp.rz augmentaient avec la monté en
concentration de I’'ITZ (Tableau 4, page 153). De plus, les molécules du PA s’orientaient de
préférence entre elles avec 1’augmentation de leur quantité. Cela signifie que 1’efficacité
d’encapsulation peut se limiter a la croissance des cristaux de I’'[TZ qui seront difficiles a
retenir a I’intérieur de dendrimeéres.

La derniére partie de nos travaux in silico portait sur 1’organisation de systeémes
MD-ITZ dans le milieu aqueux. Cette étude avait pour but de fournir plus d’information sur le
comportement possible dans des milieux aqueux réels, y compris des liquides biologiques.

Dans ce cas, les simulations ont été effectuées dans une « boite périodique d’eau » avec les
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dimensions 56,1041 A x 56,1041 A x 56,1041 A, « remplie » de 5692 molécules H,0, avec
une distance minimale entre les molécules de solvant de 2.3 A (Figure 76, page 153). Les

détails de calcul sont présentés dans la 1égende du tableau 5 (page 154).

Tableau 4. Energies stériques de la structure modéle MD-II(C-I), de I’itraconazole et de
systémes '"itraconazole-modéle" (1:1), (2:1), (3:1) et (4:1), calculées dans le vide, avec et

sans les procédures de dynamique moléculaire

Nombre de
molécules de | Dynamique Energie stérique, kcal/mol Gain
I’itraconazole | moléculaire énergétique,
dans le (ouit/non-) | Mode¢le | Itraconazole | Systéme 1:1 AEmp.117,
systéme Ewmp Eirz Emp-112 kcal/mol
1 - 29,178 45,458 54,733 19,903
+ 27,837 44315 56,274 15,878
’ - 29,178 71,958 72,368 28,768
+ 27,837 78,305 69,341 36,801
3 - 29,178 108,499 91,957 45,720
+ 27,837 105,977 104,681 29,133
4 - 29,178 135,987 116,738 48,427
+ 27,837 151,594 109,802 69,629

a. b.

Figure 76. Clichés instantanés de résultats de calculs effectués dans la boite périodique

d’eau du systéeme MD-II(C-I) - ITZ (1:1) avec les molécules du solvant montrées (a) et

cachées (b).
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Les valeurs obtenues pour le gain énergétique des interactions MD-ITZ, AEvp.rz
(Tableau 5, page 154), permettent de placer les structures étudiées, selon leur efficacité a
encapsuler le PA, dans I’ordre de décroissance suivant :

(1) Optimisation géométrique simple initiale: MD-II(C-I) > MD-II(C-II) > MD-
1I(C-1V) > MD-II(C-VI) > MD-II(C-III) > MD-II(C-V) > 13 > C-VI

(i1) Optimisations géométriques avec la procédure de dynamique : MD-II(C-IV) >
13 > MD-II(C-I) > MD-II(C-VI) > MD-II(C-V) > MD-II(C-III) > C-VI > MD-
1(C-1T)

Tableau 5. Energies stériques de structures modéles MD-II, C-VI, 13, ITZ et de systemes

"itraconazole-modéle" (1:1), calculées dans la boite périodique d’eau, avec et sans les

procédures de dynamique moléculaire

Procédures Energie stérique, kcal/mol Gain
Structure de énergétique,
modele dynamique Structure Itraconazole | Systéme 1:1 AEpg *,
moléculaire modéle E; Epi kcal/mol
(ouit+/non-) Ep
MD-II - -83755,341 -83633,767 | -83743,212 -7,841
(C-I) + -86102,257 -87063,964 | -86036,889 -54,329
MD-II - -83806,737 -83633,767 | -83771,506 -30,943
(C-1D) + -87072,615 -87063,964 | -85819,974 -1241,602
MD-II - -83563,234 -83633,767 | -83498,904 -60,042
(C-II0) + -85963,759 -87063,964 | -85699,248 -253,472
MD-II - -83506,124 -83633,767 | -83460,949 -40,887
(C-1V) + -85941,501 -87063,964 | -85930,792 0,330
MD-II - -83700,649 -83633,767 | -83601,409 -94,952
(C-V) + -87096,362 -87063,964 | -86960,866 -124,457
MD-II - -83418,613 -83633,767 | -83368,750 -45,575
(C-VI)) + -85745,518 -87063,964 | -85665,144 -69,335
C-VI - -84239,610 -83633,767 | -83729,459 -505,863
+ -86242,413 -87063,964 | -85766,636 -464,738
13 - -83925,663 -83633,767 | -83621,479 -299,896
+ -85873,917 -87063,964 | -85820,374 -42,504

* La double quantité de molécules d’eau dans le cas de molécules isolées est
compensée en soustrayant la valeur de I’énérgie stérique de la boite portant
uniquement 5692 molécules d’eau (optimisation simple : -83638,055 kcal/mol;
optimisation incluant la dynamique moléculaire : -87075,003 kcal/mol) du résultat

obtenu selon I’équation 1.
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Dans le cas de I’optimisation géométrique simple, les résultats d’efficacité des cceurs
sont relativement proches des résultats obtenus apres les modélisations dans le vide (les trois
meilleures structures restent les mémes). Il faut cependant noter que les valeurs négatives du
critére AEyp.iTz obtenues avec la majorité des structures de modele montrent que les systémes
de mode¢le sont moins efficaces que les structures dendritiques entiéres. Ainsi, les données
obtenues suggérent que l’augmentation de la surface du vecteur dendritique a un impact
favorable sur ’encapsulation du PA.

Les simulations incluant les procédures de dynamique moléculaire ont mené a des
résultats non concordants avec le comportement des systémes dans le vide. Ceci pourrait étre
expliqué par I’impact important des interactions de type « ponts hydrogenes » et « dip0le-
dipole » entre 1’eau et I’ITZ. Par conséquent, la présence du milieu polaire peut influencer
considérablement le processus d’encapsulation, et que les tests avec les systemes réels sont

manifestement nécessaires afin d’évaluer cet impact.

a. b.

Figure 77. Orientation des cycles benzoiques due aux interactions -7t (montré avec
fleches roses) dans les systémes 1:1 apres les procédures d’optimisation géométrique et
de dynamique moléculaire dans la boite périodique d’eau :

(a) « ITZ (vert)-MD-II(C-V) » et (b) « ITZ — C-VI».
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Il est intéressant de noter que 1’efficacité d’une structure comme agent d’encapsulation
est déterminée grandement par sa flexibilité, permettant de retenir un PA par les effets
stériques. Par exemple, malgré la présence de plusieurs cycles aromatiques dans les structures
C-V et C-VI, résultant en des interactions n-w avec les cycles aromatique de I’'ITZ (Figure 77,
page 155), une structure plus flexible 13 a montré les résultats plus encourageants, en utilisant

d’une maniére efficace les forces de van der Waals, énergétiquement les plus faibles.

3.4. Conclusion du chapitre

Les conclusions qui peuvent étre tirées des données obtenues lors de modélisations in

silico réalisées dans le cadre de la présente étude sont les suivantes :

- Afin d’encapsuler I’itraconazole, la présence d’espaceurs apolaires de DD prés du
ceeur de dendrimere devrait étre considérée comme étant plus favorable a la rétention
du PA, comparativement aux chaines hydrophiles TEG.

- Dans les cas incluant les procédures de dynamique moléculaire, la souplesse de la
partie centrale apolaire est un des facteurs majeurs qui déterminent I’efficacité
d’encapsulation du PA.

- Les résultats de modélisations effectués pour choisir une meilleure structure du coeur
de futurs dendrimeres, différent en fonction du milieu simulé durant le calcul (vide ou
eau). Ainsi, la fiabilit¢ des simulations ne pourra étre évaluée qu’en comparant avec

des résultats obtenus dans le cas de systémes réels.
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Chapitre 4. Assemblage chimique des dendrons et

dendrimeéres
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4.1. Principaux types de dendrimeres a synthétiser

Les dendrimeres que nous planifiions d’obtenir et étudier, peuvent étre classifiés en
deux principaux types (Figure 78, page 158). Le type I est représenté par les structures de
lere et 2éme générations (respectivement, Ia et Ib) a base d’un cceur tétrafonctionnel (un des
composés C-I-VI, Figure 33, page 76) et le pentaérythritol (AB-II, Figure 56, page 115)
comme point de divergence. Le type II comprend les dendriméres de 1¢ére et 2éme générations
(ITa et IIb) dont les parties centrales hydrophobes incluent la structure du glycéryl tris[9,10-
(thréo)-dihydroxyoctadécanoate] (C-VIII, Figure 33, page 76).

+ 3 %

Ia Ib Ila ITb
Type I Type II

= - segment de la couche hydrophile externe (branché ou linaire);

— - espaceur linéaire de la partie centrale

Figure 78. Deux principaux types de dendriméres que nous planifions de synthétiser.

Selon notre hypothése, les structures de type I et II doivent se comporter différemment
dans des milieux polaires, aqueux, di aux différences dans la partie centrale hydrophobe. En
particulier, les dendrimeres de type I dont les espaceurs internes portent a leurs extrémités des
segments hydrophiles, auront tendance a s’étirer plus facilement, en présentant des
organisations relativement plus ouvertes. Dans le cas des dendriméres de type II, malgré la
diminution du nombre de dendrons, les chaines hydrophobes libres ont la possibilité¢ de se

replier, en augmentant ainsi 1’efficacité¢ d’encapsulation d’un PA hydrophobe. Il est également
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a noter que les dendrimeres Ila et IIb ont la méme structure externe hydrophile. Ceci pourrait

permettre d’¢lucider I’influence de 1’architecture interne sur 1’encapsulation/libération.

Les sections suivantes de ce chapitre présenteront les résultats de travaux
d’assemblages de ces macromolécules, en se basant sur les résultats de nos travaux de

synthése préliminaires et de simulation in silico présentés dans les chapitres précédents.

4.2. Assemblage des dendrons

Comme déja mentionné dans 1’analyse bibliographique (section 1.2.2), I’approche
d’assemblage des dendrimeéres par la voie convergente permet généralement d’obtenir les
produits de plus grande pureté, surtout s’il s’agit de synthése de structures de basse génération
(jusqu’a G3). Par conséquent, 1’utilisation de cette approche pour synthétiser les dendriméres
Ia,b et IIa,b (Figure 78, page 158) pourrait étre considérée comme la meilleure stratégie.

D’une manicre générale, 1’assemblage par la voie convergente nécessite d’effectuer
d’abord la synthése des dendrons qui seront par la suite greffés a une structure de cceur
plurifonctionnelle. Dans le cadre du présent projet de recherche, les dendrons de G1 et G2 ont

été obtenus.

4.2.1. Synthese des dendrons de premiére génération

Dépendamment des structures de nos futurs dendriméres a synthétiser, en tant que
dendrons de G1, nous envisagions trois alcools macromoléculaires branchés 36-38 (Figure 79,
page 160). Les dendrons choisis different par la nature de leur groupement espaceur interne.
En particulier, le dendron 36 sera greffé a un cceur directement, par I’hydroxyle de 1’unité
trisubstitué de pentaérythritol, tandis que les alcools 37 et 38 seront greffés au moyen
d’espaceurs respectivement hydrophile, TEG, et hydrophobe, DD. L’utilisation de ces
dendrons permettra ainsi de clarifier le rdle de la présence/absence des unités
hydrophobes/hydrophiles dans les structures dendritiques sur le plan de ’efficacit¢ de ces
derniers dans les processus d’encapsulation/libération des PA hydrophobes.

Etant donné que les dendrons 37 et 38 représentent les dérivés de la structure 36, la

synthese de cette derniére a été d’abord réalisée (Figure 80, page 160).
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Figure 79. Structures de dendrons de G1 choisies.
L’assemblage a été effectué a partir du dérivé succinyle de monoallyleTEG 27 (Figure

66, page 126) dont 1’obtention est décrite en détails dans les sections 2.2.5.1.1.1 et 2.3.5 du

présent manuscrit.
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Figure 80. Schéma de synthese réalisé pour obtenir le dendron 36.

La synthese du dendron tritylé 39 a été réalisée par I’interaction d’un faible exces de I’acide 27
avec le monotritylpentaérythritol (19) en présence d’un carbodiimide, le chlorhydrate du 1-
¢thyl-3-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide (EDC), et du catalyseur d’acylation de
Steglich, la N,N-diméthylaminopyridine (DMAP), dans le chloroforme, en se basant sur le

protocole de M. Dhaon et col. pour obtenir les esters d’acides aspartique et glutamique [486].
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En utilisant cette approche, nous avons trouvé qu’une attention particuliére devrait étre
accordée a la nature du stabilisateur du chloroforme utilis¢ comme milieu réactionnel. La
majorité des protocoles faisant appel aux réactions de ce type ne mentionnent pas que
I’utilisation du chloroforme stabilis¢ normalement par le méthanol ou 1’éthanol (jusqu’a 1%)
conduit a ’obtention d’esters méthyles ou éthyles contaminant les produits visés. En effet,
dans notre cas, I’ester méthyle de 1’acide 27 a été isolé aprés avoir utilisé le chloroforme
commercial stabilisé par le méthanol. Pour contourner ce probléme, le solvant stabilisé par des
amyleénes a été utilisé par la suite.

Le produit 39 a ¢été purifié par chromatographie sur colonne (SiO;, ¢éluant:
chloroforme-méthanol 20:1) avec un rendement final de 90%. La structure a été prouvée par
I’analyse ¢lémentaire, FTIR (voir les détails dans la section expérimentale 4.5.1.1), ainsi que
la spectrométrie de masse (Figure 81, page 161) et la RMN du proton (Figure 82a, page
162).
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Figure 81. Spectre de masse (ESI-TOF en mode positif) du dendron tritylé 39.

Plusieurs méthodes essayées pour enlever la protection trityle dans la structure 39
n’étaient pas efficaces. La détritylation n’a pas eu lieu ni apres I’interaction du 39 avec 1’acide
acétique concentré, comme suggéré par M. Lewdorowicz et col. dans le cas des bases
nucléiques [458], ni avec la Montmorillonite K 10® recommandé pour des tritylnucléosides
par J.-I. Asakura et col. [487], ni avec le mélange ’acide acétique-eau-acétone que nous avons
proposé pour détrityler le composé 24 (section 2.2.4.2), ni par l’interaction avec [’acide
chlorhydrique a 15% dans 1’acétone. En effet, aprés 3 jours d’agitation et une purification sur

colonne, nous n’avons observé aucun changement en CCM. De plus, les signaux du
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groupement trityle dans les spectres 'H RMN, correspondant au produit de départ 39, étaient
toujours présents. Ainsi, au niveau de la détritylation, la structure 39 doit étre considérée
comme ¢€tant un cas atypique car dans la littérature, le trityle est principalement présenté

comme un groupement extrémement instable dans des milieux acides.
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Figure 82. Spectres '"H RMN (CDCl;, 300 MHz) de dendrons tritylé, 39 (a), et détritylé,
36 (b).

Une étude supplémentaire que nous avons menée pour ¢€laborer une méthode de
détritylation de 39 plus efficace, a finalement montré que la déprotection peut tre réalisée
avec succes au bout de 15 minutes (controle par CCM), en utilisant ’acide acétique glacial
comme solvant et ’acide chlorhydrique a 35% comme catalyseur et source d’eau. Apres une
extraction du produit avec I’éther diéthylique en présence d’une solution saturée de NaCl, le
produit détritylé a été purifié sur une colonne chromatographique remplie de silice, en utilisant
respectivement le chloroforme pour enlever le tritylcarbinol (29, Figure 69, page 129), et le
mélange chloroforme-méthanol 10:1 pour €luer le dendron 36. Le rendement final de I’étape
de détritylation est de 97%. La structure 36 a été confirmée par la RMN du proton (Figure
82b, page 162), I’analyse élémentaire (calculé, % : C 55,34; H 7,80; trouvé, % : C 55,50; H
7,75), la spectroscopie FTIR (voir les détails dans la section 4.5.1.1) et la spectrométrie de
masse (Figure 83, page 163). Il est a noter que dans le spectre de masse, un des deux

principaux signaux correspond a 1’ion moléculaire doublement chargé. Ceci pourrait indiquer
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que la structure 36 est capable d’interagir avec plusieurs particules ionisées, probablement, par

I’effet de coordination.
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Figure 83. Spectre de masse (ESI-TOF en mode positif) du dendron détritylé 36.

Afin d’obtenir les dendrons 37 et 38, ’alcool 36 a été d’abord modifié par la
succination de I’hydroxyle avec 2 sans solvant a 145-150°C, ensuite, par le greffage de TEG
ou DD monotritylés, 17 et 18, en présence de EDC et DMAP (estérification de Steglich), suivi
de la détritylation de produits résultants, 41 et 42, dans un milieu acide (Figure 84, page 163).
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Figure 84. Assemblage chimique de dendrons 37 et 38 a partir du dendron 36.
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Nous avons également réussi a obtenir le dendron hydrophile 37 par I’interaction directe de
I’acide 40 avec I’exceés du TEG (S-I) en présence de I’EDC et la DMAP (voir les détails de
toutes les synthéses ci-mentionnées dans la section 4.5.1.1).

La purification du produit 40 a été faite par analogie avec la méthode que nous avons
¢laborée pour isoler le dérivé succinyle 27, comme présenté dans la section 2.2.5.1.1.1. Dans
le cas de produits tritylés 41 et 42, ainsi que détritylés, respectivement, 37 et 38, la purification
a été effectuée par chromatographie sur colonne (silice, ¢luant : chloroforme-méthanol 5:1).

Les structures chimiques de tous les produits obtenus ont été confirmées par les
techniques FTIR, RMN 'H et °C, I’analyse élémentaire et la spectrométrie de masse (voir les

détails dans la section 4.5.1.1; voir aussi la Figure 85, page 164).
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Figure 85. Résultats de ’analyse structurale du dendron 40 : (a) spectre RMN du proton

(CDCl3, 300,0 MHZz); (b) spectre de masse (ESI-TOF en mode positif).
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4.2.2. Synthese d’un dendron de deuxiéme génération

Durant cette étape, une méthode de synthése d’un dendron hydrophile (portant les
groupements espaceurs représentés par les chaines TEG) de G2 a été élaborée (Figure 86,
page 165). A cette fin, le composé 37 a été utilisé comme produit de départ. Il a été d’abord
modifié par le greffage du groupement succinyle a I’hydroxyle libre par I’interaction directe
avec 2 sans solvant a 140-145°C, par analogie avec la procédure élaborée pour synthétiser le

composé 27 (section 2.2.5.1.1.1). A partir du produit résultant 43 et le monotritylecarbinol,
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19, le dendron tritylé 44 a été ensuite assemblé en présence de ’EDC et la DMAP. L’étape
finale, la détritylation du 44 pour obtenir I’alcool macromoléculaire 45 a été effectuée dans un

milieu acide, par analogie avec la procédure élaborée pour détrityler le dendron 39 comme

présenté dans la section précédente, 4.1.1.
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Figure 86. Assemblage chimique du dendron hydrophile 45 de 2éme génération.
La structure du dendron résultant 45 ainsi que de tous les produits intermédiaires, a été

prouvée, en utilisant les méthodes FTIR, RMN 'H et 13C, I’analyse élémentaire et la

spectrométrie de masse (voir les détails dans la section 4.5.1.2). Il est intéressant de noter
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qu’avec la montée en génération des dendrons, les spectres de masse contiennent plus de
signaux lesquels pourraient étre attribués aux ions moléculaires multichargés (Figure 87,
page 166). Ceci est en concordance avec les données présentées plus haut (section 4.1.1),
concernant une possibilité de coordination de plusieurs particules chargées par les structures

de ce type.
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Figure 87. Spectre de masse (MALDI-TOF, en mode positif) du dendron 44 contenant

des signaux correspondant aux ions moléculaires multichargés.

Il convient cependant de mentionner que les deux dendrons de G2, 44 et 45, avaient
une tendance a se polymériser spontanément, en réduisant considérablement les rendements a
chaque étape de synthese. Par exemple, dans le cas du produit détritylé 45, méme apres une
purification sur colonne, un précipité clair se formait dans le chloroforme. L’analyse RMN du
proton du précipit¢ a montré une diminution significative de [’intensité des signaux
appartenant aux groupements allyles a 6,0-4,0 ppm. Ceci suggére que la polymérisation
s’effectuait par des liaisons doubles d’allyles, étant donné leurs nombre et leur proximité dans
la molécule.

Devant ce probléme de polymérisation du dendron 45, menant a la diminution
considérable du rendement de produit, nous avons décidé de ’utiliser en tant que tel dans la

synthése ultérieure de dendrimeres (voir la section 4.3.2.1).
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4.3. Assemblage des dendriméres

4.3.1. Synthese de dendriméres de premiére génération

Pour assembler les dendrimeéres de G1, les composés C-I, C-III-VI et C-VIII en tant
que cceurs et les structures 36-38 et 40 comme dendrons ont été utilisés. D’une maniere
générale, les travaux de synthése peuvent étre divisés selon le type de macromolécules a
obtenir, respectivement, Ia et Ila (Figure 78, page 158), dont les résultats seront présentés

dans les sections suivantes.

4.3.1.1. Assemblage de dendriméres de type Ia

L’assemblage de dendrimeres de type Ia avait pour but d’obtenir des structures qui
différent par la rigidité de la partie centrale de macromolécules. A cette fin, nous avons
planifi¢ de réaliser la synthése du dendrimére 46 portant un cceur hydrophobe porphyrique
rigide (Figure 88, page 167), ainsi que de 8 autres dendrimeéres ayant une partie centrale
flexible, hydrophobe ou hydrophile, a base de cceurs C-I, C-III-VI et d’espaceurs,
respectivement, DD ou TEG (Figure 89, page 168).
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Figure. 88. Schéma de synthése du dendrimére de premiére génération 46 portant un

cceur hydrophobe rigide a base de porphyrine substituée C-VI.
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Figure. 89. Schéma de synthése de dendriméres de premiére génération portant une

partie centrale flexible hydrophile (47) ou hydrophobe (48).

L’obtention du dendrimére 46 a cceur porphyrique a été effectuée en deux étapes : le
greffage de dendrons 36 au coeur C-VI suivi de I’oxydation d’allyles terminaux. Le greffage
de dendrons a été réalisé en présence de ’EDC et la DMAP dans le THF sec, étant donné que
le composé C-VI ¢était insoluble dans d’autres solvants aprotiques testés, acceptables pour la
réaction, tels que chloroforme, éther diéthylique, acétonitrile, DMF, DMA et acétone. En
effet, nous avons trouvé que la solubilit¢ du C-VI dans le milieu réactionnel doit étre
considérée comme un facteur crucial car nos tentatives de réaliser la synthése en suspension
de C-VI dans le CHCl; et DMA n’ont pas mené a des résultats positifs. La purification du
produit obtenu dans le THF a été faite sur colonne chromatographique remplie de silice, en
utilisant le mélange chloroforme-méthanol (20:1) pour éliminer des impuretés légeres
(incluant le dendron 36 non réagi) et le mélange chloroforme-méthanol (5:1) afin d’isoler le
dendrimere polyallyle visé avec le rendement de 45%. La procédure complete de synthese et
les résultats de caractérisation structurale du produit sont présentés dans la section 4.5.2.1.1.

La deuxiéme étape de synthése du 46, Ioxydation d’allyles terminaux (Figure 88,
page 167), a été réalisée par la réaction avec le 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (9-BBN) suivi de

I’oxydation du produit de 1’addition avec le peroxyde d’hydrogene en présence de I’acétate de
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sodium, par analogie avec les protocoles bibliographiques [488, 489]. Les avantages
principaux liés a I'utilisation du 9-BBN par rapport a d’autres types de boranes sont la
possibilité de synthétiser un produit portant I’hydroxyle terminal avec un rendement plus de
98% [490], ainsi que la stabilité du réactif dans une atmosphére inerte [491]. En effet, dans le
cas de I'utilisation du borane (BH3), un composé tres réactif, le taux des dérivés terminaux ne
dépasse pas 70%. De plus, I'utilisation de 1’acétate de sodium, au lieu de I’hydroxyde de
sodium (méthode classique), a I’étape d’oxydation avec le H,0,, permet d’éviter la
dégradation de groupements esters [490].

Aprées une purification chromatographique, le rendement final du dendrimére 46 était
de 87%. La structure du produit a été caractérisée par les techniques UV-Vis, FTIR, RMN 'H
et °C, I’analyse élémentaire, la spectrométrie de masse et GPC (voir les détails dans la section
4.5.2.1.1). Par exemple, I’analyse comparative de spectres UV-Vis du composé 46 et de son
précurseur polyallyle montre que les deux structures sont caractérisées par un pic distinct avec
le maximum a 241-242 nm dans le chloroforme, appartenant au syst¢eme chromophore du
cycle porphyrique (Figure 90, page 169). Ceci prouve que l’unité porphyrique, étant

relativement fragile, reste intacte dans les conditions de synthese et de purification utilisées.
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Figure 90. Spectres UV-Vis dans le chloroforme de dendrimeres de G1 a cceur

porphyrique polyallyle (a) et de son dérivé polyhydroxyle 46 (b).

Dans le spectre FTIR du composé 46, les signaux appartenant aux vibrations de liaisons
doubles de groupements allyles sont absents, tandis qu’une nouvelle bande intense a 3600-
3300 cm™ confirme la formation des groupements hydroxyles. De plus, aprés I’oxydation, la
bande intense a 1731 cm™ prouve que les liaisons esters demeurent intactes (Figure 91, page

170).
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Figure 91. Spectres FTIR de dendriméres de G1 a ceeur porphyrique polyallyle (rouge)
et de son dérivé polyhydroxyle 46 (mauve).

Au niveau de I’analyse RMN, la méme tendance a été observée : la concervation de signaux
appartenant aux groupements polyesters, la disparition de signaux allyles et 1’apparition de

nouveaux pics appartenant aux alcools (Figure 92, page 170).
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Figure 92. Spectres RMN du proton (CDCl;, 300 MHz) de dendriméres de G1 a ceeur
porphyrique polyallyle (a) et de son dérivé polyhydroxyle 46 (b).

Contrairement a la caractérisation structurale par RMN du proton, ainsi qu’aux
résultats de 1’analyse élémentaire qui ont confirmé la structure visée 46, les données obtenues
avec la méthode de spectrométrie de masse et la GPC n’étaient pas concluantes. En effet, dans

le spectre MALDI-TOF, les signaux les plus intenses ont des valeurs m/z plus petites
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qu’attendues (Figure 93a, page 171). Un seul pic observé dans le chromatogramme GPC a
¢été identifi¢ comme ayant une valeur de la masse moléculaire moyenne de 2711 Da, ce qui
différe non seulement de la valeur théorique de 5276,4 Da, mais aussi de toutes valeurs

obtenues par 1’analyse de masse (Figure 93b, page 171).
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Figure 93. Spectre MALDI-TOF (a) et chromatogramme GPC (b) du dendrimére 46.

Les explications possibles de résultats de la spectrométrie de masse et GPC sont le
comportement spécifique de 1’échantillon durant la procédure analytique dans le premier cas,
et I’utilisation du standard mal adapté aux analyses des dendriméres dans le deuxieéme. En
particulier, comme déja montré dans la section 4.2, les structures macromoléculaires
proposées pour le présent projet de recherche ont tendance, durant I’analyse de masse, a
former des particules multichargées. Ceci résulte en la diminution ou méme en la disparition
des signaux appartenant a des ions moléculaires monochargés. Par exemple, dans le cas de
I’analyse du 46, le signal maximal observé a 1074 Da (Figure 93a, page 171) pourrait étre
identifi¢é comme appartenant au cation [M+5Na]’". La dégradation du dendrimére durant
I’analyse est également possible.

La masse moléculaire plus petite qu’attendue, détectée par la technique GPC (Figure
93b, page 171), s’explique par le fait que les standards polystyrenes linéaires et hydrophobes,
utilisés durant 1’analyse, ne correspondent ni a la nature physico-chimique générale, ni a
I’architecture de la structure analysée. Par exemple, I’effet semblable de non-concordance
entre les valeurs théoriques et les résultats obtenus avec la GPC a été également observé dans

le cas du dendron de départ 36 dont d’autres caractéristiques analytiques confirmaient
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parfaitement la structure visée. Ainsi, avant de caractériser nos produits par la technique GPC,
une sélection préliminaire des standards appropriés devrait étre normalement effectuée. Il est
cependant a noter que les standards ayant une structure proche des structures dendritiques
choisies dans le cadre du présent projet sont inconnus.

La synthése de dendrimeéres a partir de dendrons 37 et 38 et les structures de coeurs C-I
et C-III-V ayant une partie centrale flexible (Figure 89, page 168) a ¢té réalisée par analogie
avec le processus d’assemblage du dendrimere 46 (Figure 88, page 167). La premiére étape
était le greffage de dendrons aux cceurs correspondants dans le chloroforme en présence de
I’EDC et la DMAP. Aprés une purification chromatographique, ’oxydation d’allyles
terminaux par la boration avec le 9-BBN suivie de la réaction avec H,O, en présence de
I’acétate de sodium a été effectuée. Les produits résultants ont ¢été purifiés par
chromatographie sur colonne. L’analyse structurale des composés isolés a montré que la
formation de dendrimeéres a eu lieu uniquement dans le cas du cceur C-I (voir les détails dans

la section 4.5.2.1.1 et dans la Figure 94, page 172).
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Figure 94. Spectres FTIR (a) et de "H RMN (b) du dendrimére 48 portant le cceur C-I et

les groupements espaceurs S-11.

Dans le cas d’autres cceurs testés, C-III-V, les analyses indiquent qu’il s’agit plutot des
produits secondaires a base de dendrons. En effet, les produits récupérés apres les réactions
avec C-III-V ont montré une tres petite différence en analyses élémentaires, CCM, GPC entre
les valeurs observées et celles-ci obtenues pour les dendrons de départ 37 et 38. Il est

¢galement a noter que les spectres de masse, ainsi que de RMN et FTIR, de ces produits
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¢taient pratiquement identiques. Ceci a finalement suggéré que les réactions n’avaient pas
mené a des dendriméres voulus.

Parmi les raisons permettant d’expliquer I’échec avec les cceurs C-III-V, il est a
mentionner, premi¢rement, des effets stériques importants dus a la proximité de groupements
carboxyliques dans ces structures, ainsi qu’a la taille significative de dendrons 37 et 38 a
greffer. De plus, il faut également indiquer la possibilité de former par les structures C-11I-V
les anhydrides cycliques en présence de ’EDC. En effet, le mécanisme de réactions entre des
acides carboxyliques et les agents carbodiimides peut également conduire aux anhydrides
[492]. Dans notre cas, les anhydrides cycliques de C-III-V sont non seulement moins actifs
que les adduits a base de ’EDC, mais aussi ne peuvent pas mener aux produits de
’esterification compléte (voir la section 2.2.1.2.4). Afin d’exclure la formation de produits du
greffage incomplet a partir d’anhydrides, nous avons rajouté des portions supplémentaires de
I’EDC dans les masses réactionnelles au bout de 2-3 jours aprés le début de la synthese,
cependant, sans succes. Ainsi, les données suggérent collectivement que le facteur majeur qui
contribue a 1I’échec de la synthése de dendrimeres a base de cceurs C-III-V, est bien la géne
stérique. En particulier, les adduits de ’EDC avec les groupements carboxyliques voisins
peuvent représenter des obstacles tres significatifs pour permettre aux alcools volumineux 37
et 38 d’accéder aux centres réactionnels. Par conséquent, 1’assemblage ultérieur de
dendriméres de type I portant comme cceurs les structures C-III-V a été abandonné, en se

limitant uniquement aux dendrimeres aux cceurs C-I et C-VI.

4.3.1.2. Assemblage de dendriméres de type Ila

Les travaux d’assemblage des dendriméres de type Ila ont été réalisés a partir de
I’hexaol C-VIII (Figure 33, page 76) dont 1’obtention a été présentée en détail dans la section
2.2.1.2.5. Afin de greffer des segments de la couche hydrophile externe (branchés ou
linéaires) sur les hydroxyles secondaires du C-VIII, plusieurs approches ont été entreprises
dont la plupart se sont cependant avérés inefficaces. La premicre approche consistait a greffer
les acides 27, 32 et 40 par ’esterification de Steglich (Figure 95a, page 175). Cependant,

malgré les différences structurales d’acides utilisés, aucune de ces réactions n’a conduit au
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greffage efficace. En particulier, aprés une purification chromatographique, 1’hexaol C-VIII
de départ a été toujours récupéré.

Devant cet échec, nous nous sommes tournés vers 1’interaction de 1’alcool avec les
chlorures d’acides. En effet, selon de nombreuses données bibliographiques [363, 492] cette
réaction est généralement considérée comme la méthode la plus fiable pour obtenir des esters
a partir des alcools secondaires. Dans notre cas, les chlorures 49-51 ont été synthétisés par la
réaction d’acides 27, 32 et 40 avec le chlorure de thionyle en présence de la pyridine.
Néanmoins, I’interaction de chlorures résultants avec le composé C-VIII, en présence de la
pyridine, n’a pas non plus conduit a la synthése de structures dendritiques attendues, 52-54,
(Figure 95b, page 175). En particulier, 1’alcool C-VIII était toujours présent parmi les
produits isolés par chromatographie sur colonne.

Une autre approche que nous avons entreprise, €tait basée sur la réaction des
halogénures aliphatiques secondaires avec les sels métalliques d’acides carboxyliques, par
analogie avec le protocole que nous avons €laboré pour synthétiser le composé polyacétylé 13
(section 2.2.1.2.5). En effet, certains protocoles suggerent que ’utilisation des sels de césium
conduit généralement aux rendements de produits esters plus €élevés et dans les conditions plus
douces pour ce type de substitution [493-495]. Dans notre cas, la neutralisation du
groupement carboxylique a été effectuée par la réaction avec le carbonate de césium. Puisque
ce dernier représente un composé fortement basique, pouvant ainsi causer la dégradation de
groupements esters (section 2.2.1.2.5), nous avons choisi le produit 32 comme modele de
structure acide. La neutralisation du 32 par le Cs,COs a été effectuée en présence de 1’eau a
température ambiante. Le sel résultant a été séché par la méthode azéotropique de Dean-Stark
avec le toluéne. Afin de synthétiser le dendrimere 53 par cette approche, le dérivé polybromé
12 (voir la synthese de ce produit dans la section 2.2.1.2.5) a été utilis¢é comme halogénure

secondaire.
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Figure 95. Schéma de synthése de dendrimeres de type I1a, 52-54, par esterification de

Steglich (a) et la réaction entre I’alcool et les chlorures d’acides (b).

La réaction a ét¢é menée dans le milieu d’un des solvants aprotiques polaires, DMA ou
MeO-PEG250-OMe (Figure 96, page 175). L’utilisation du MeO-PEG250-OMe a été
suggeérée par le protocole de Y.-Q. Cao et col. [496] faisant appel a ’utilisation du PEG400.
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Figure 96. Schéma de synthése du dendrimere 53 par la réaction entre le dérivé

polybromé 12 et le sel de césium a base de I’acide carboxylique 32.
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La température de masses réactionnelles a été maintenue d’abord, pendant 24 h, a 20-22°C et
ensuite a 85-90°C, jusqu’a la disparition compléte de signaux de protons H-C-Br dans les
spectres 'H RMN de la masse réactionnelle a 4,17 ppm. Aprés la purification par
chromatographie sur colonne, aucune des zones récupérées ne correspondait a la structure 53
visée. L’analyse RMN suggére également que la réaction d’élimination pouvait avoir lieu car
les nouveaux signaux des protons dans I’intervalle 6-5 ppm ont été observés.

Parmi les raisons possibles de résultats négatifs présentés ci-dessus, on retiendra :

(1) la présence dans les acides hydrophiles 27, 32, 40, ainsi que dans le sel de césium
de I’acide 32, d’eau résiduelle, difficile a enlever par les procédures de séchage
utilisées et causant ainsi une hydrolyse non désirée;

(i1) les génes stériques importantes, présentes dans le cas d’hydroxyles et halogénures
secondaires voisins, se trouvant au milieu de longues chaines aliphatiques, ainsi
que les génes stériques causés par les structures volumineuses a greffer.

La deuxiéme raison semble &tre plus probable car la réaction de ces acides avec le chlorure de
thionyle devrait normalement exclure I’influence de H,O résiduelle. De plus, les résultats
négatifs ont été par la suite observés dans le cas de greffage au C-VIII de 1’acide oléique,
compos¢ tres hydrophobe (section 4.3.2.2).

Devant ces nombreux échecs, nous avons finalement décidé de limiter la taille de
molécules & greffer au ceceur C-VIIL. A cet égard, le dérivé polysuccinique 55 a été obtenu, en
utilisant 1’anhydride succinique (2) pour modifier les hydroxyles secondaires dans C-VIII
(Figure 97, page 177). Le greffage a été réalisé a 80°C, dans la pyridine, en utilisant la
DMAP comme catalyseur d’acylation. Les deux produits C-VIII obtenus a partir du trioléate
standard et de 1’huile d’olive naturelle ont été transformés respectivement en 55a et 55b. Ces
produits ont été purifiés par extraction avec le chloroforme en présence de la solution saturée
du chlorure de sodium. Apres la séparation, la phase organique a été évaporée sous vide, ce
qui a permis d’atteindre les rendements proches de valeurs théoriques. La structure de
produits résultants a été prouvée avec les techniques FTIR, RMN du proton et de “C,
I’analyse €lémentaire et la spectrométrie de masse (voir les détails dans la section 4.5.2.1.2 et
dans la Figure 98, page 178). Une 1égere différence observée dans les parametres analytiques
entre les dérivés standard et naturel s’explique par la présence de chalnes aliphatiques

nonsaturées dans le cas du produit naturel.
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Figure 97. Synthése du dérivé polysuccinyle 55 a partir du cceur C-VIII suivi du greffage
d’alcools hydrophiles, afin d’obtenir les dendriméres de type Ila, 56-58.

La synthese réussie de structures 55a,b a permis par la suite d’obtenir les dendriméres
56-58a,b par le greffage d’alcools a base de PEG monosubstitués de différentes longueurs
dans les conditions d’esterification de Steglich (Figure 97, page 177). La purification de
produits a été effectuée par chromatographie sur colonne remplie de silice, en utilisant le
gradient de solvants, chloroforme-méthanol. Afin de récupérer les dendriméres visés, toutes
les zones ramassées ont été analysées par CCM, I’analyse FTIR et la RMN du proton. En se
basant sur les résultats d’analyses, nous avons choisi les produits qui répondaient mieux aux
caractéristiques attendues. Par la suite, I’analyse structurale a été également complétée par les
techniques de la RMN du carbone et I’analyse ¢lémentaire (voir les détails dans la section

4.5.2.1.2 et aussi dans la Figure 99, page 179).
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Figure 98. Spectres de masse (a), FTIR (b) et "H RMN (c) du dérivé polysuccinique 55a

obtenu a partir du trioléate standard.

Afin de vérifier si le greffage de PEG était complet, les spectres RMN du proton de
mélanges physiques de produits de départ ont été¢ également obtenus, en respectant les ratios
molaires correspondant aux dendrimeres visés. Comme critére d’évaluation, nous avons choisi
le ratio entre les aires des signaux appartenant aux groupements méthyles terminaux des
chaines PEG et de chaines aliphatiques d’acides gras, respectivement a 3,45-3,20 ppm et 1,05-
0,75 ppm. Dans le cas de mélanges physiques, la valeur du ratio était de 1,95-1,98. Les
résultats obtenus pour les dendrimeres 57 et 58 sont généralement proches de cette valeur, en
particulier, 2,11-2,20 pour les dérivés de trioléate standard et 1,66-1,79 pour ceux de I’huile
d’olive. La différence pourrait étre expliquée par a la présence de chaines saturées dans le cas
de triglycérides naturels, ce qui est également en concordance avec les données de 1’analyse

¢lémentaire.
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Figure 99. Spectres de '"H RMN (a) et FTIR (b) et du dendrimére 57a de type Ib, portant
les chaines hydrophiles PEG550.

La caractérisation de produits 56-58a,b par la technique GPC, en utilisant les standards
polystyrenes linéaires, a donné les valeurs de masses moléculaires plus petites qu’attendues.
Ce qui s’explique par le fait que les standards utilisés ne reflétent pas la nature chimique de
composés analysés, comme déja mentionné dans la section 4.3.1.1. Il est cependant a noter
qu’on peut observer une augmentation de la masse moléculaire moyenne détectée avec la
croissance de longueur de chaines PEG greffées (p.ex., 1824 Da pour 56a, 2630 Da pour 57a
et 4491 Da pour 58a), ce qui pourrait représenter une preuve indirecte de la synthése réussie
de structures visées.

Dans le cas du dendrimere 56a portant les chaines du TEG monoallylé, une étape
supplémentaire a été réalisée afin de transformer les groupements —CH,-CH=CH, en -CH,-
CH,-CH,-OH. L’oxydation a été effectuée par la réaction avec 9-BBN suivi de H,O; en
présence de I’acétate de sodium (Figure 100, page 180), en suivant le protocole général de
synthése et de purification élaboré plutdt pour obtenir les structures de type Ia (section

43.1.1).
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Figure 100. Oxydation d’allyle dans la sructure 56a afin d’obtenir le dérivé

polyhydroxylé 59.

La structure du dendrimeére résultant 59 a été prouvée par les techniques FTIR, RMN, ainsi

que I’analyse élémentaire (voir les détails dans la section 4.5.2.1.2 et aussi dans la Figure
101, page 180).

1000

Figure 101. Spectres FTIR de dendriméres polyallyle 56 (rouge) et de son dérivé
polyhydroxyle 59 (bleu).

4.3.2. Synthese de dendrimeéres de deuxiéme génération

L’étape suivante de nos travaux de synthese était I’assemblage de dendrimeres de

deuxiéme génération. Comme dans le cas de structures de premiere génération, les résultats de
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ces expériences seront présentés selon le type de macromolécules a obtenir, respectivement,

Ib et IIb (Figure 78, page 158).

4.3.2.1. Assemblage de dendriméres de type Ib

L’obtention de macromolécules de type Ib a été limitée a la synthése de dendriméres
portant comme cceurs les structures C-I et C-VI. Ceci est expliqué par les résultats observés
dans le cas de dendrimére de type Ia (section 4.3.1.1), en particulier, seuls ces cceurs ont
permis d’éviter les obstacles stériques lors du greffage de dendrons de premiére génération.

Dans le cas de la structure de cceur C-VI, les travaux d’assemblage ont ét¢ menés par
deux voies différentes, convergente et divergente (Figure 102, page 182), afin de comparer
ces approches sur le plan de 1’efficacité réactionnelle. Les dendrimeéres visés 61 et 63 ont les
structures presque identiques sauf les espaceurs propylénes ayant lieu dans la dendrimere 61.
Cette différence provient de particularités d’assemblage de dendrons, notamment, de la
présence de propylénes supplémentaires résultant de 1’oxydation de groupements allyles.

La synthése du dendrimere polyallyle 60 par voie convergente a été réalisée par la
réaction du dendron de G2 45 avec le composé C-VI en présence de I’EDC et la DMAP dans
le milieu de THF. L’obtention de son analogue 62 par voie divergente consistait a greffer le
dendron de G1 40 sur le dendrimére de G1 46, dans le chloroforme, en utilisant ¢galement les
conditions d’esterification de Steglich.

La purification des produits 60 et 62 a été effectuée par chromatographie sur colonne
remplie de silice (voir les détails dans la section 4.5.2.2). Il est cependant a noter qu’avec cette
méthode, les dendrimeres visés ont été récupérés en trés petites quantités. En particulier, le
rendement du produit 60 était de 6%, tandis que celui du 62 ne dépassait pas 14%. De plus, la
nuance rougeatre de la silice, présent apres I’élution, indiquait que certains dérivés
porphyriques restaient dans la phase stationnaire. Ainsi, les résultats observés pourraient étre
expliqués soit par des problémes de polymérisation (comme décrit plus haut dans le cas du
dendron 485, section 4.2.2), soit par les conditions de purification qui étaient mal adaptées pour
ce type de composés. Ajoutons que les procédures d’extraction que nous avons essayées a

cette fin, n’étaient pas efficaces (établi par CCM).
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Les structures de dendrimeres 60 et 62 ont ét¢ confirmées par les techniques de spectroscopies
UV-Vis, FTIR et RMN, ainsi que par ’analyse €lémentaire (voir les détails dans la section
4.5.2.2).

Afin d’éviter le probléme de polymérisation possible, les produits polyallyles 60 et 62
ont ¢été stockés uniquement sous forme de solutions et, ensuite, rapidement transformés en
dérivés polyhydroxyles par la réaction avec le 9-BBN dans le THF, suivi de I’oxydation par
H,0; en présence de NaOAc aqueux (Figure 102, page 182). Les structures de produits ont
été¢ caractérisées par les méthodes de spectroscopies UV-Vis, FTIR et RMN, I’analyse
¢lémentaire et spectrométrie de masse (voir les détails dans la section 4.5.2.2). Par exemple, la
présence du systeme chromophore porphyrique dans les molécules a été prouvée par le pic
caractéristique avec le maximum a 422 nm dans les spectres d’absorbance UV-Vis (Figure

103, page 183).
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Figure 103. Spectre UV-Vis (CHCl;) du dendrimére 61 obtenu par voie convergente.

L’analyse de masse, réalisée par la technique MALDI-TOF, s’est avérée peu
informative, étant donné I’absence des signaux appartenant aux ions monochargés [M']
(Figure 104, page 184) qui devraient avoir les valeurs m/z 195614 et 19919,2,
respectivement pour les polyalcools 61 et 63. Ceci est probablement di soit a la formation
d’ions moléculaires multichargés (ce qui était déja observé dans le cas de dendriméres portant
ce type de dendrons, section 4.3.1.1), soit a la dégradation de macromolécules durant la

procédure analytique.
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Figure 104. Spectre MALDI-TOF (en mode positif) du produit oxydé 61, caractérisé par
les signaux avec les valeurs m/z plus petites qu’attendues pour I’ion moléculaire

monochargé.

Les valeurs de rendements généraux de dendrimeéres 61 et 63, respectivement de 6% et
13%, montrent que 1’approche divergente doit étre considérée comme étant plus efficace,
malgré le nombre d’étapes de synthése plus grand comparativement a I’approche convergente.
Comme déja mentionné, ceci pourrait €tre expliqué par I’augmentation de I’impact négatif des
effets stériques avec la monté en génération des dendrons a greffer.

En se basant sur les résultats obtenus avec les dendriméres de G2 a cceur porphyrique,
la synthése du dendrimere 64 a coeur hydrophobe flexible a été effectuée en se limitant
uniquement & 1’approche d’assemblage divergente. A cette fin, le dendrimére de G1 a surface
polyhydroxyle, 48, et le dendron de G1 portant un groupement succinyle acide libre, 40, ont
¢été utilisés comme produits de départ (Figure 105, page 185).

La réaction a été réalisée dans les conditions d’estérification de Steglich. Le
dendrimere polyallyle 65 résultant de cet assemblage a été par la suite purifié par
chromatographie sur colonne, et, finalement, a été oxydé en son dérivé polyhydroxyle 64 par
la réaction avec le 9-BBN dans le THF, suivi de I’oxydation par H,O, en présence de NaOAc
aqueux. Les détails de synthese, purification et de caractérisation structurale de produits 64 et
65 sont présentés dans la section expérimentale 4.5.2.2.1. Les rendements réactionnels atteints

par cette approche sont respectivement 42% pour 65 et 28% pour 64.
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Figure 105. Schéma de synthése du dendrimére 64 de G2 a cceur hydrophobe flexible.

Le rendement réactionnel de 42% atteint a I’étape d’assemblage de la macromolécule
polyallyle 65 est plus élevé que les rendements observés dans le cas de structures polyallyles a
cceur porphyrique, 60 et 62 (respectivement, 6% et 14%). Ceci peut étre expliqué par les
interactions plus faibles du cceur portant les chaines DD avec la silice, durant la procédure de

purification chromatographique.

4.3.2.2. Assemblage de dendriméres de type IIb

4.3.2.2.1. Greffage de l’acide oléique a la structure de ceeur C-VIII

Afin d’effectuer I’assemblage de dendrimeres de type IIb (Figure 78, page 158), le
greffage préliminaire de I’acide oléique (66) aux groupements hydroxyles du coeur C-VIII a
été envisagé pour former une surface hydrophobe interne de futurs macromolécules. Plusieurs
réactions ont ét¢ essayées a cette fin, par analogie avec le greffage de différents acides
carboxyliques hydrophiles a base de PEG (voir la description détaillée dans la section 4.3.1.2).
En particulier, nous avons essayé I’esterification de Steglich (Figure 106a, page 186), la

réaction entre hydroxyles du C-VIII et le chlorure d’acide oléique (67) en présence de la
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pyridine (Figure 106b, page 186), la substitution de brome dans le dérivé 12 en présence de
I’oléate de césium (68) (Figure 106¢, page 186), ct une approche alternative multiétape basée

sur la réaction de Mitsunobu (Figure 107, page 187).
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Figure 106. Schéma de greffage de I’acide oléique aux triglycérides substitués C-VIII et
12 par: a) esterification de Steglich, b) la réaction entre hydroxyle et le chlorure

d’acide, c) la substitution de bromes en présence du sel de césium.

Cependant, aucune de ces réactions n’a conduit a la formation de polyester 69 visé. Apres la
purification chromatographique, aucun des produits isolés ne présentait les spectres RMN,
FTIR et de masse, ainsi que caractéristiques de 1’analyse élémentaire qui auraient pu étre
associés a la formation de nouveaux groupements esters secondaires a base de 1’acide oléique.
Par exemple, dans le cas de I’esterification de Steglich, le coeur de départ C-VIII a été
récupéré. Dans le cas du chlorure d’acide oléique (67), en présence de la pyridine a la
température de picce, les produits azotés non identifiés (montré par I’analyse élémentaire) ont
été obtenus. L’augmentation de la température jusqu’a 50°C a conduit a la dégradation
d’esters triglycérides. L’interaction du dérivé polybromé 12 avec le sel de césium 68 a résulté
en la formation de produits secondaires d’élimination (montré par 1’apparition de nouvelles
liaisons doubles dans les spectres FTIR et RMN). Dans le cas de I’approche basée sur la

réaction de Mitsunobu, faisant appel a une utilisation de diisopropyl azodicarboxylate (DIAD)
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et triphénylphosphine (PPhs) dans I’éther éthylique, le greffage de I’acide oléique a été essayé
sur le dérivé hydroxy-oxyformyle 15 (Figure 107, page 187). En effet, I’utilisation directe du
polyol C-VIII comme produit de départ était impossible. Ceci est dii a une grande probabilité
de la formation des époxydes indésirables dans le cas des composés portant les groupements

hydroxyles secondaires voisins (-CH(OH)-CH(OH)-) [497, 498].

~
_CH
OC

%~—1—""— i) R-OH, DIAD, PPh, 8~~~ iii) R-OH, DIAD, PPh,

g OH
{ . if) HCL,,, d b iv) HCl,,
o »J\/\NEAN\/\A N . oH
0l E o EO””ANS?AM 69
h/\NVAN\/\A o
0,0 OM/\NVO,R\N\,\
i OH
15 70

R = C{;H33C(0)-

Figure 107. Schéma de greffage de I’acide oléique au coeur C-VIII par une approche

multiétape basée sur la réaction de Mitsunobu.

Apres déformylation avec I’acide chlorhydrique dilué (étape ii, Figure 107, page 187), selon
le protocole général de déformylation présenté dans la section 2.2.1.2.5.3, le mélange résultant
a été séparé par chromatographie sur colonne (silice, CHCI3). La caractérisation par la RMN
du proton des produits isolés a montré que la réaction d’esterification d’hydroxyles
secondaires menant au dérivé 70 n’avait pas eu lieu. En particulier, aucun des spectres ne
contenait a la fois les deux types des signaux caractéristiques attendus : un multiplet a 5,34
ppm appartenant aux liaisons doubles -CH=CH- et a 4,20-4,00 ppm appartenant aux esters
triglycérides.

Ainsi, I’assemblage de dendrimeres de type IIb nécessite toujours d’élaborer une
méthode fiable pour greffer efficacement 1’acide oléique aux hydroxyles secondaires voisins
du cceur C-VIII. Comme raison majeure de nos nombreux échecs nous considérons les génes
stériques crées par les chaines aliphatiques longues a la fois du substrat C-VIII et de ’acide
oléique a greffer. Il est a noter a ce sujet qu’il existe présentement trés peu de travaux sur les
dendrimeres faisant appel a 1’estérification des alcools secondaires. De plus, dans ces travaux
seuls des alcools beaucoup moins volumineux ont été utilisés, ainsi que le greffage de tres

petites molécules des dérivés d’acides carboxyliques a été effectué¢ [229]. Ceci suggere que
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pour réaliser efficacement la synthése de macromolécules de type IIb, un greffage

préliminaire de petits espaceurs hydrophobes au coeur C-VIII sera nécessaire.

4.4. Conclusion du chapitre

Les travaux de synthése réalisés a I’étape de I’assemblage de macromolécules ont
permis d’obtenir avec succes les dendrons de premicre et de deuxieme génération portant les
allyles comme groupements terminaux. Dans le cas du dendron de deuxiéme génération, la
purification a été compliquée par la polymérisation spontanée du produit, ce qui est di a la
proximité de liaisons doubles et, possiblement, a la présence de certaines impuretés pouvant
induire la polymérisation.

L’assemblage de dendrimeéres de premicre génération de type Ia par la réaction de
I’esterification de Steglich était efficace seulement dans le cas de structures de coeurs C-I et
C-VI présentant moins d’effets stériques. La synthése de dendriméeres de type Ila n’a été
¢galement possible qu’aprés le greffage préliminaire au cceur C-VIII d’un espaceur
hydrophile moins volumineux, acide succinique, permettant par la suite d’éviter les problemes
de génes stériques.

Les travaux concernant 1’obtention de dendriméres de deuxieme génération de type Ib
ont montré qu’avec les structures de dendrons proposées, la stratégie divergente se caractérise
par le rendement réactionnel plus grand, comparativement a la stratégie convergente. Ceci
pourrait étre également expliqué par I’impact important des effets stériques sur I’efficacité de
I’assemblage de macromolécules.

L’assemblage de dendriméres de type IIb nécessite toujours d’élaborer une méthode
fiable pour greffer efficacement ’acide oléique aux hydroxyles secondaires voisins du cceur

C-VIIL
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4.5. Partie expérimentale

Les détails sur les réactifs chimiques, ainsi que sur I’appareillage et les conditions des
procédures des caractérisations structurales sont présentés respectivement dans les annexes 1

et 2 du présent manuscrit. Les structures chimiques sont également présentées dans I’annexe 6.
4.5.1. Synthese et caractérisation des dendrons

4.5.1.1. Dendrons de premiere génération

Dendron G1 tritylé (39). Un mélange de 4,00 g (0,0106 mol) de pentaérythritol monotritylé
19, 11,93 g (0,0357 mol) d’oxyallyl-oxysuccinyl-tétraéthyléne glycol (27), 0,54 g (4,42x107
mol) de DMAP et 40 ml de chloroforme (stabilis¢ par amylénes) est refroidi dans un bain de
glace a 0°C. Ensuite, 15,04 g (0,0784 mol) d’EDC sont ajoutés et la masse réactionnelle est
maintenue sous agitation pendant 7 jours, en se réchauffant jusqu’a la température ambiante.
La solution résultante est transférée sur une colonne chromatographique remplie de silice et
I’¢lution du produit est effectuée par un mélange chloroforme-méthanol (20:1) pour donner
12,68 g d’huile claire jaunatre. Rendement : 90%. '"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 7,40-
7,21 (m, 15 H, C-Hay); 5,92-5,70 (m, 3 H, CH,=CH-CH>»-); 5,34-5,13 (m, 6 H, CH,=CH-CH,-
); 4,35-4,21 (m, 6 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,20-4,08 (s, 6 H, -CH,-C(-CH,-O-C(0)-)5);
4,08-3,91 (m, 6 H, CH,=CH-CH>-); 3,80-3,40 (m, 42 H, -CH,-CH,-0O-); 3,25-3,09 (s, 2 H,
Ph3C-O-CH>-); 2,73-2,56 (m, 12 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-). *C RMN (8, ppm; 100 MHz;
CDCl3): 173,70; 172,97; 172,92; 172,63; 172,60; 172,55; 172,09; 135,60; 117,92; 73,05;
71,45; 71,39; 70,25; 65,46; 64,75; 63,86; 63,16; 63,11; 33,68; 30,23; 30,03; 29,66; 26,70;
26,53; 21,85. FTIR (Vmin, cm™'): 3059 (Car-H et =Cay-H), 2867 (C-Hay), 1733 (-C(0)-0-),
1646, 1597 (-C=C-), 1490, 1450, 1410, 1386, 1348 (>CH, et >Cx,-H), 1248, 1210, 1145,
1103, 1033 (C-0), 997, 927, 859, 767, 749, 709, 702 (C-C), 632 (C-H). Analyse élémentaire
(%): calculé C 62,43; H 7,44; trouvé C 61,26; H 7,37. MS (m/z): EM calculé pour CeoHogO;s:
1327,6 [M]% trouvé en HPLC-ESI-TOF (+) : 686,3 [M+2Na]*"; 1106,5 [M-Phs+Na]*; 1349,6
[M+Na]".

Dendron G1 a fonction hydroxyle (36). 8,96 g (6,75x10” mol) de dendron tritylé 39 sont
dissous dans un mélange de 50 ml d’acide acétique et 2 ml d’acide chlorhydrique a 35%. La

solution résultante est maintenue sous agitation a la température ambiante pendant 1 h.
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Ensuite, le produit brut est extrait avec 50 ml d’éther diéthylique en présence de 100 ml d’une
solution saturée de NaCl. Apres 1’évaporation de la phase organique, le produit est purifi¢ par
chromatographie sur colonne (silice; élution d’impuretés légeres par chloroforme; élution du
produit par CHCI;-MeOH 5:1) pour donner 7,32 g d’huile claire jaunatre. Rendement : 97%.
"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCl3): 5,97-5,78 (m, 3 H, CH,=CH-CH,-); 5,35-5,11 (m, 6 H,
CH,=CH-CH;-); 4,35-4,21 (m, 6 H, -O-CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,21-4,08 (s, 6 H, -CH,-C(-CH,-
0-C(0)-)3); 4,08-3,91 (m, 6 H, CH,=CH-CH>-); 4,11-4,09 (s, 1 H, -O-H); 3,80-3,56 (m, 42 H,
-CH,-CH,-0-); 3,56-3,50 (s, 2 H, -CH,-OH); 2,73-2,56 (m, 12 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-). *C
RMN (9, ppm; 100 MHz; CDCls): 172,24; 134,76; 117,1; 72,21; 70,61; 70,55; 63,96; 63,92;
62,45; 28,95; 28,83; 28,82. FTIR (Vmin, cm™'): 3464 (O-H), 3080 (=C-H), 2868 (C-Hay), 1733
(-C(0)-0-), 1646 (-C=C-), 1455, 1411, 1387, 1348 (>CH,), 1239, 1209, 1145, 1103, 1035 (C-
0), 997, 929, 859, 755 (C-C), 640, 568, 555 (C-H). Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 55,34;
H 7,80; trouvé C 55,50; H 7,75. MS (m/z): EM calculé pour CsoHgsO,5: 1084,5 [M]O; trouvé
en HPLC-ESI-TOF (+) : 565,3 [M+2Na]*"; 1107,5 [M+Na]".

Dendron Gl a fonction succinyle (40). Un mélange de 7,00 g (6,45x10” mol) de dendron a
fonction hydroxyle 36 et de 3,23 g (32,2510 mol) d’anhydride succinique est maintenu sous
agitation a 145-150°C pendant 24 h. Aprés avoir amené la masse réactionnelle a la
température ambiante, 50 ml d’eau sont ajoutés et le mélange est agité jusqu’a la disparition
des cristaux de 1’anhydride succinique. Le produit brut est extrait avec le chloroforme (2 x 50
ml) et, aprés I’évaporation, est purifi¢ par chromatographie sur colonne (silice; ¢luant : CHCl;-
MeOH (5:1)) pour donner 6,08 g d’huile visqueuse brune. Rendement: 80%. 'H RMN (8,
ppm; 300 MHz; CDCls): 5,97-5,78 (m, 3 H, CH,=CH-CH,-); 5,35-5,11 (m, 6 H,
CH,=CH-CH3-); 4,35-4,21 (m, 6 H, -O-CH,-CH,-O-C(O)-); 4,21-4,08 (s, 8 H, C(-CH»-O-
C(0)-)4); 4,08-3,91 (m, 6 H, CH,=CH-CH>-); 3,80-3,56 (m, 42 H, -CH,-CH,-0O-); 2,73-2,56
(m, 16 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-). >C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 173,82; 172,27;
172,10; 171,77; 171,73; 171,70; 134,71; 134,67; 117,16; 117,12; 106,07; 106,04; 77,49;
77,06; 76,64; 72,19; 70,58; 70,54; 70,51; 70,47; 69,35; 68,98; 63,90; 62,31; 41,98; 29,15;
29,13; 28,82; 28,72. FTIR (Vinin, cm™'): 3700-3100 avec un minimum a 3472 (C(0)O-H), 3080
(=C-H), 2870 (C-Hak), 1732 (-C(0)-O-), 1646 (-C=C-), 1455, 1410, 1390, 1349 (>CH,),
1243, 1208, 1146, 1102, 1034 (C-0O), 998, 932, 859 (C-C), 638, 568, 554 (C-H). Analyse
¢lémentaire (%): calculé C 54,72; H 7,48; trouvé C 53,95; H 7,85. MS (m/z): EM calculé pour
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CssHggOng: 1184,6 [M]% trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): 5933 [M+2H]*"; 604,2
[M+Na+H]*"; 615,2 [M+2Na]*"; 1185,4 [M+H]"; 1207,4 [M+Na]"; 1230,4 [M+2Na]".

Dendrons G1 a motif tétraéthylene glycol (37) et décanediol (38). Un mélange de 3,40x107
mol d’un alcool monotritylé, 17 ou 18, 2,00 g (1,69x107 mol) de dendron a fonction succinyle
40, 0,02 g (1,70x10™ mol) de DMAP et 25 ml de chloroforme (stabilisé par amylénes) est
refroidi dans un bain de glace 4 0°C. Ensuite, 0,5 g (2,61x10~ mol) d’EDC sont ajoutés et la
masse réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 7 jours, en se réchauffant jusqu’a la
température ambiante. La solution résultante est évaporée sous pression réduite et ensuite
dissoute dans un mélange de 30 ml d’acide acétique et 2 ml d’acide chlorhydrique a 15-17%.
Apres 1 h d’agitation, le produit détritylé est extrait avec 80 ml de chloroforme en présence de
100 ml de solution saturée de NaCl. Apres lavage a la solution de NaCl a 5-8% (2x100 ml), la
phase organique est évaporée sous vide et ensuite purifiée par chromatographie sur colonne
(silice; élution d’impuretés 1égeres par chloroforme; élution de dendrons par CHCl;-MeOH

10:1).

Dendron 37. 1,64 g d’huile claire jaunatre. Rendement : 72%. 'H RMN (8, ppm; 300 MHz;
CDCly): 5,92-5,70 (m, 3 H, CH,=CH-CH-); 5,34-5,13 (m, 6 H, CH,=CH-CH;-); 4,35-4,21
(m, 8 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,20-4,08 (s, 8 H, C(-CH,-O-C(0O)-)4); 4,08-3,91 (m, 6 H,
CH,=CH-CH>-); 3,80-3,40 (m, 58 H, -CH,-CH,-0-); 2,73-2,56 (m, 16 H, -C(O)-CH,-CH,-
C(0)-). BC RMN (0, ppm; 75 MHz; CDCls): 172,67; 172,42; 172,23; 172,12; 172,01; 134,60;
117,42; 73,02; 70,45; 70,39; 70,24; 69,46; 63,89; 63,36; 33,68; 30,23; 29,10; 28,96; 28,72.
FTIR (Vinin, cm™"): 3700-3000 avec un minimum a 3451 (O-H), 2873 (C-Haw), 1731 (-C(O)-
0O-), 1646 (-C=C-), 1454, 1389, 1349 (>CH,), 1245, 1144, 1102, 1069, 1036 (C-0O), 939, 884,
860 (C-C), 642, 577 (C-H). Analyse élémentaire (%): calculé C 54,70; H 7,70; trouvé C 53,86;
H 7,39. MS (m/z): EM calculé pour Ce,H;0403;: 1360,7 [M]O; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+) :
681,3 [M+2H]*"; 692,4 [M+Na+H]*"; 703,5[M+2Na]*"; 1361,6 [M+H]"; 1383,6 [M+Na] .

Dendron 38. 1,91 g d’huile claire jauntre. Rendement : 84%. '"H RMN (3, ppm; 300 MHz;
CDCl3): 5,97-5,70 (m, 3 H, CH,=CH-CH;-); 5,33-5,13 (m, 6 H, CH,=CH-CH,-); 4,35-4,21
(m, 6 H, -O-CH,-CH,-0-C(0)-); 4,20-4,08 (s, 8 H, C(-CH,-O-C(0)-)s4); 4,08-3,90 (m, 6 H,
CH,=CH-CH>-); 3,80-3,41 (m, 42 H, -CH,-CH,-0-); 2,73-2,56 (m, 16 H, -C(O)-CH,-CH,-
C(0)-); 1,69-1,44 (m, 4 H, -(CH,),-CH>-O-); 1,23-1,08 (m, 16 H, -(CH,),-). C RMN (3,
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ppm; 100 MHz; CDCl;): 173,70; 172,97; 172,92; 172,63; 172,60; 172,55; 172,09; 135,60;
117,92; 73,05; 71,45; 71,39; 70,25; 65,46; 64,75; 63,88; 63,16; 63,12; 63,09; 33,60; 30,23;
30,03; 29,66; 26,70; 26,53; 21,85. FTIR (Vinin, cm™): 3472 (O-H), 3080 (=C-H), 2927, 2856
(C-Haw), 1734 (-C(0)-0O-), 1647 (-C=C-), 1465, 1411, 1389, 1350 (>CH,), 1237, 1208, 1147,
1036 (C-0), 999, 930, 859, 722 (C-C), 638, 606, 555 (C-H). Analyse élémentaire (%): calculé
C 57,30; H 8,11; trouvé C 58,32; H 7,85. MS (m/z): EM calculé pour CgsH03029: 1340,7
[M]’; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): 692,4 [M-2H+2Na]"; 1341,7 [M+H]"; 1358,7 [M-
H-+NH;]"; 1364,7 [M-H+Na]".

Dendrons G1 a motif tétraéthyléne glycol (37). Voie de synthése 2 (section 4.2.1). Un
mélange de 2,00 g (1,69% 102 mol) de dendron a fonction succinyle 40, 8,20 g (0,042 mol) de
tétraéthyléne glycol, 0,02 g (1,70x10™ mol) de DMAP et 35 ml de chloroforme (stabilisé par
amylénes) est refroidi dans un bain de glace a 0°C. Ensuite, 0,5 g (2,61x10” mol) d’EDC sont
ajoutés et la masse réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 7 jours, en se
réchauffant jusqu’a la température ambiante. La solution résultante est évaporée sous pression
réduite et la purification finale est effectuée par chromatographie sur colonne (silice; élution
d’impuretés légeres par chloroforme; élution du dendron 37 par CHCl;-MeOH 10:1) pour
donner 1,91 g d’huile claire jaunatre. Rendement : 83%. 'H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCl;):
5,93-5,72 (m, 3 H, CH,=CH-CH,-); 5,35-5,14 (m, 6 H, CH,=CH-CH;-); 4,35-4,20 (m, 8 H,
-O-CH,-CH»-O-C(0)-); 4,21-4,07 (s, 8 H, C(-CH,-O-C(O)-)4); 4,07-3,90 (m, 6 H,
CH,=CH-CH>-); 3,81-3,39 (m, 58 H, -CH,-CH»-0O-); 2,74-2,56 (m, 16 H, -C(O)-CH,-CH>-
C(0)-). >C RMN (3, ppm; 75 MHz; CDCls): 173,61; 172,89; 172,63; 172,51; 134,60; 117,72;
73,05; 71,41; 70,45; 70,38; 70,25; 69,47; 63,86; 63,27; 63,11; 33,68; 30,22; 30,03; 28,70;
28,53; 28,35. FTIR (Vmin, cm™): 3700-3100 avec un minimum & 3454 (O-H), 3080 (=C-H),
2872 (C-Hak), 1733 (-C(0)-0O-), 1647 (-C=C-), 1455, 1389, 1350 (>CH,), 1246, 1145, 1103,
1071, 1038 (C-0), 939, 885, 862, 844 (C-C), 644, 580 (C-H). Analyse élémentaire (%):
calculé¢ C 54,70; H 7,70; trouvé C 54,26; H 7,89. MS (m/z): EM calculé pour Ce;H;¢403::
1360,7 [M]’; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): 681,3 [M+2H]*"; 6924 [M+Na+H]*";
703,5[M+2Na]*"; 1361,6 [M+H]"; 1383,6 [M+Na]".
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4.5.1.2. Dendron de deuxiéme génération

Dendrons G1 & motif disuccinyl(tétraéthyléne glycol) (43). Un mélange de 2,00 g (1,47x107
mol) de dendron a motif tétraé¢thyléne glycol 37 et 2,00 g (0,020 mol) d’anhydride succinique
est maintenu sous agitation a 140-145°C pendant 24 h. Aprés avoir amené la masse
réactionnelle a la température ambiante, 50 ml d’eau sont ajoutés et le mélange est agité
jusqu’a la disparition des cristaux de I’anhydride succinique. Le produit brut est extrait avec le
chloroforme (2 x 40 ml) et, aprés I’évaporation, est purifié¢ par chromatographie sur colonne
(silice; éluant : CHCIl3-MeOH (5:1)) pour donner 1,45 g d’huile visqueuse brune. Rendement:
67%. "H RMN (3, ppm; 300 MHz; CDCl3): 5,96-5,77 (m, 3 H, CH,=CH-CH,-); 5,34-5,10 (m,
6 H, CH,=CH-CH3-); 4,36-4,20 (m, 10 H, -O-CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,22-4,07 (s, 8 H, C(-CH,-
0-C(0)-)4); 4,08-3,90 (m, 6 H, CH,=CH-CH,-); 3,81-3,55 (m, 54 H, -CH,-CH,-0-); 2,74-2,55
(m, 20 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-). >C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 173,21; 172,76;
172,61; 172,11; 171,78; 171,70; 171,58; 134,72; 134,66; 134,58; 117,13; 106,06; 78,56;
77,48; 77,16; 76,69; 76,57; 70,59; 70,52; 70,47; 69,37; 69,02; 63,92; 62,37; 42,00; 29,00;
28,98; 28,81; 28,70. FTIR (Viin, cm'l): 3700-3300 avec un minimum a 3464 (O-H), 3080 (=C-
H), 2872 (C-Haw), 1787, 1733 (-C(O)-O-), 1647 (-C=C-), 1450, 1415, 1389, 1349 (>CH,),
1292, 1224, 1148, 1107, 1048 (C-0), 991, 931, 877, 844 (C-C), 701, 653 (C-H). Analyse
¢lémentaire (%): calculé C 54,24; H 7,45; trouvé C 54,01; H 7,73. MS (m/z): EM calculé pour
CesH103035: 1460,7 [M]’; trouvé en MALDI-TOF (+) : 1467,6 [M+Li]"; 1473,7 [M+H+2Li]".

Dendron G2 tritylé (44). Un mélange de 2,70 g (1,84x10” mol) de dendron a motif
succinyl(tétraéthyléne glycol) 43, 0,208 g (5,50x10™* mol) de pentaérythritol monotritylé 19,
0,022 g (1,84x10™* mol) de DMAP et 12 ml de chloroforme (stabilisé par amylénes) est
refroidi dans un bain de glace a 0°C. Ensuite, 0,60 g (3,12x10~ mol) d’EDC sont ajoutés et la
masse réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 10 jours, en se réchauffant jusqu’a la
température ambiante. La solution résultante est transférée sur une colonne
chromatographique remplie de silice et 1’élution du produit est effectuée par un mélange
chloroforme-méthanol (4:1) pour donner 0,886 g d’huile visqueuse brune. Rendement : 34%.
'"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 7,38-7,17 (m, 15 H, C-Hy,); 5,94-5,80 (m, 9 H,
CH,=CH-CH3-); 5,31-5,09 (m, 18 H, CH,=CH-CH;-); 4,30-4,17 (m, 32 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0O)-); 4,17-4,05 (s, 30 H, -CH,-C(-CH»-O-C(0)-)3); 4,05-3,93 (m, 18 H, CH,=CH-CH>-);
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3,74-3,42 (m, 162 H, -CH,-CH,-O-); 3,25-3,09 (s, 2 H, Ph;C-O-CH;-); 2,73-2,56 (m, 60 H,
-C(0)-CH,-CH>-C(0)-). °C RMN (3, ppm; 100 MHz; CDCly): 173,72; 172,93; 172,90;
172,65; 172,58; 172,52; 172,11; 135,61; 117,93; 73,04; 71,43; 71,37; 70,28; 65,44; 64,74;
63,85; 63,17; 63,10; 33,68; 30,23; 30,02; 29,67; 26,72; 26,54; 21,86. FTIR (Vmin, cm'l): 3063
(Car-H et =Cap-H), 2867 (C-Haw), 1733 (-C(0)-0-), 1644, 1596 (-C=C-), 1490, 1450, 1411,
1386, 1349 (>CH; et >Cx,-H), 1247, 1210, 1147, 1033 (C-0), 997, 926, 859, 766, 749, 711
(C-C), 635 (C-H). Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 56,62; H 7,36; trouvé C 57,26; H 7,67.
MS (m/z): EM calculé pour CipH3440106: 4706,2 [M]O; trouvé en MALDI-TOF (+) : 895,3
[M+5Na]”"; 1199,6 [M+4Na]*"; 1614,5 [M+3Na]’"; 2376,0 [M+2Na]*"; 4487,1 [M-Phs+Na]";
4737,1 [M+Na]"; 7475,8 [2M+2Na]".

Dendron G2 d fonction hydroxyle (45). 0,400 g (8,50x10” mol) de dendron G2 tritylé 44 sont
dissous dans un mélange de 6,0 ml d’acide acétique et 0,2 ml d’acide chlorhydrique a 35%. La
solution résultante est maintenue sous agitation a la température ambiante pendant 1 h.
Ensuite, le produit brut est extrait avec 30 ml d’éther diéthylique en présence de 50 ml d’une
solution saturée de NaCl. Apres I’évaporation de la phase organique, le produit est purifié par
chromatographie sur colonne (silice; €¢lution d’impuretés légeres par chloroforme; élution du
produit par CHCI3;-MeOH 5:1) pour donner 0,278 g d’huile visqueuse brune. Rendement :
73%. '"H RMN (9, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,94-5,80 (m, 9 H, CH,=CH-CH>-); 5,31-5,09 (m,
18 H, CH,=CH-CH;-); 4,30-4,17 (m, 32 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,17-4,05 (s, 30 H, -CH,-
C(-CH,-0-C(0)-)3); 4,05-3,93 (m, 18 H, CH,=CH-CH,-); 3,74-3,42 (m, 162 H, -CH,-CH,-O-
); 3,57-3,51 (s, 2 H, -CH,-OH); 2,73-2,56 (m, 60 H, -C(0)-CH,-CH»-C(0)-). °C RMN (3,
ppm; 100 MHz; CDCl;): 172,23; 134,75; 117,0; 72,19; 70,60; 70,56; 63,94; 63,91; 62,45;
28,94; 28,82; 28,81. FTIR (Viin, cm™'): 3460 (O-H), 3072 (=Cay-H), 2870 (C-Hay), 1731 (-
C(0)-0O-), 1643, 1596 (-C=C-), 1458, 1410, 1388, 1348 (>CH; et >Cx,-H), 1245, 1209, 1144,
1103, 1033 (C-0), 999, 931, 859 (C-C), 646, 563 (C-H). Analyse élémentaire (%): calculé¢ C
54,59; H 7,45; trouvé C 53,95; H 7,34. MS (m/z): EM calculé pour C,03H3300106: 4464,0 [M]O;
trouvé en MALDI-TOF: 1139,3 [M+4Na]*"; 1511,1 [M+3Na]*"; 2255,0 [M+2Na]*"; 4487,1
[M+Na]".
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4.5.2. Synthese et caractérisation des dendrimeéres

4.5.2.1. Dendriméres de premiére génération

4.5.2.1.1. Dendrimeres de type la

Dendrimére GI polyallyle a caeur porphyrigue. Un mélange de 0,100 g (1,26x10™ mol) de
dérivé tétra-méso-p-carboxy-phényle de porphyrine (C-VI), 1,100 g (1,014x10” mol) de
dendron G1 36, 0,020 g (1,64X10'4 mol) de DMAP et 8,0 ml de THF sec est refroidi dans un
bain de glace a 0°C. Ensuite, 0,36 g (1,88x10~ mol) d’EDC sont ajoutés et la masse
réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 12 jours, en se réchauffant jusqu’a la
température ambiante. Le THF est ensuite évaporé sous pression réduite et le reste est séparé
par chromatographie sur colonne (silice; élution des impuretés 1égeres par CHCI;-MeOH 20:1;
¢lution du dendrimere par CHCl;-MeOH 5:1) pour donner 0,289 g d’huile visqueuse bordeaux
foncé. Rendement: 45%. 'H RMN (0, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,96-5,80 (m, 12 H,
CH,=CH-CH;-); 5,34-5,12 (m, 24 H, CH,=CH-CH;-); 4,32-4,19 (m, 24 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0)-); 4,19-4,07 (s, 24 H, -CH,-C(-CH,-O-C(0)-)3); 4,07-3,92 (m, 24 H, CH,=CH-CH>-);
3,84-3,50 (m, 168 H, -CH,-CH,-O- et m, 8 H, p-Ph-O-CH>-); 2,93-2,51 (m, 48 H, -C(O)-CH,-
CH»-C(0)-). *C RMN (8, ppm; 100 MHz; CDCls): 173,03; 172,15; 171,75; 171,74; 134,75;
134,73; 117,12; 117,09; 108,72; 106,04; 105,51; 97,88; 72,23; 72,19; 70,62; 70,58; 70,55;
69,41; 69,04; 63,93; 62,46; 28,92; 28.82. FTIR (Vmin, cm™): 3319 (N-H), 3072 (Car-H et
=Cai-H), 2867 (C-Hak), 1734 (-C(0)-0O-), 1644, 1607 (-C=C-), 1534 (-C=N-), 1468, 1411,
1348 (>CH, et >Cx,-H), 1252, 1210, 1144, 1099, 1036, 1009 (C-0O), 994, 929, 859, 763, 736,
711 (C-C). Analyse ¢élémentaire (%): calculé pour Cis6H354N4O0106: C 58,35; H 7,05; N 1,11;
trouvé C 57,86; H 7,37; N 0,89. UV-Vis (CHCl3; Amax, nm) : 242; 421.

Dendrimére G1 polyhydroxyle & ceeur porphyrigue (46). 0,200 g (3,95x10° mol) de
dendrimere G1 polyallyle a ceeur porphyrique sont solubilisés dans 2 ml de solution de 9-BBN
dans le THF a 0,5 M (1,00% 10 mol de 9-BBN) et la solution est maintenue sous agitation a la
température ambiante pendant 24 h. La masse réactionnelle est par la suite refroidie dans un
bain de glace a 0°C, aprés quoi 2,0 ml de solution de I’acétate de sodium a 3,0 M sont ajoutés
goute a goute. Ensuite, 2,0 ml de solution de H,O, a 30% sont ajoutés goute par goute et le

mélange résultant est maintenu sous agitation pendant 24 h, en se réchauffant jusqu’a la
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température ambiante. Le produit brut est extrait avec 25 ml de chloroforme en présence de 50
ml de solution saturée de NaCl. Apres évaporation, le produit est purifi¢ par chromatographie
sur colonne (silice; élution des impuretés 1égeres par acétonitrile; élution du dendrimére par
CHCI3-MeOH 5:1) pour donner 0,182 g d’huile visqueuse bordeaux foncé. Rendement : 87%.
"H RMN (3, ppm; 300 MHz; CDCls): 4,46-4,19 (m, 24 H, -O-CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,19-4,07
(s, 24 H, -CH,-C(-CH,-O-C(0)-)3); 3,84-3,50 (m, 216 H, -CH,-CH,-O- ; m, 8 H, p-Ph-O-CH,-
; m, 12 H, -O-H); 2,90-2,53 (m, 48 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0O)-); 2,05-1,70 (m, 24 H, -CH,-
OH). *C RMN (3, ppm; 75 MHz; CDCls): 171,80; 164,32; 155,09; 145,74; 132,36; 131,81;
131,73; 129,71; 124,86; 118,01; 115,16; 111,61; 106,06-105,93; 103,65; 102,07; 100,47;
99,86; 99,17; 98,54; 98,44; 97,73; 95,98; 94,94; 94,59; 89,40, 77,56; 77,45; 77,35; 77,23,
77,15; 77,02; 76,89; 76,77; 76,72; 76,71; 76,60; 70,63; 70,55; 70,53; 70,48; 70,44; 70,20;
70,17; 69,01; 63,93; 63,91; 61,36; 53,43; 40,18; 31,99; 31,28; 31,01; 29,06-28,76; 24,86;
21,77. FTIR (Vmin, cm™): 3465 (-O-H), 2869 (C-Hay), 1731 (-C(0)-0-), 1457, 1388, 1349
(>CH; et >Cx-H), 1247, 1210, 1143, 1100, 1036 (C-O), 1009, 994, 929, 859, 802, (C-C).
Analyse élémentaire (%): calculé C 55,96; H 7,22; N 1,06; trouvé C 55,66; H 7,64; N 0,87.
UV-Vis (CHCIl3; Amax, nm) : 242; 422. MS (m/z): EM calculé pour Ci46H378N4O115: 5276,4
[M]O; trouvé en MALDI-TOF (+): 1070,1 [M+5Na]5+; 1238,1; 2136,2. GPC (standards
polystyrenes; Da): 2711.

Dendrimeéres G1 polyallyles a cceur pentaérythritol tétrasuccinate. Un mélange de 0,020 g
(3,73x10” mol) de pentaérythritol tétrasuccinate (C-I), de 0,300 g de dendron Gl soit 47
(2,20x10™ mol), soit 48 (2,24 x10™ mol), de 0,001 g (8,20x10° mol) de DMAP et de 2,5 ml
de chloroforme (stabilisé par amylénes) est refroidi dans un bain de glace a 0°C. Ensuite,
0,114 g (5,97x10 mol) d’EDC sont ajoutés et la masse réactionnelle est maintenue sous
agitation pendant 12 jours, en se réchauffant jusqu’a la température ambiante. Les dendrimeres
sont isolés par chromatographie sur colonne (silice; €élution des impuretés légeres par CHCls-
MeOH 20:1; ¢élution du dendrimére par CHCl;-MeOH 5:1) et séchés sous pression réduite

pour donner des huiles visqueuses jaunatres.

Dendrimere G1 polyallyle portant les espaceurs internes hydrophiles a base de tétraéthylene
glycol. Rendement : 0,142 g (64%). '"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 6,00-5,84 (m, 12 H,
CH,=CH-CH;-); 5,35-5,12 (m, 24 H, CH,=CH-CH;-); 4,31-4,19 (m, 40 H, -O-CH,-CH,-O-
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C(0)-); 4,21-4,09 (s, 40 H, C(-CH,-O-C(0O)-)4); 4,11-4,00 (m, 24 H, CH,=CH-CH>-); 3,90-
3,50 (m, 216 H, -CH,-CH»-0-); 2,77-2,50 (m, 80 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0)-). *C RMN (5,
ppm; 100 MHz; CDCls): 172,12; 171,75; 134,75; 117,11; 103,68; 91,10; 72,23; 70,61; 70,55;
69,41; 69,04; 63,92; 62,46; 28,82, FTIR (Vmin, cm™): 3074 (=Can-H), 2869 (C-Hay), 1731
(-C(0)-0-), 1645 (-C=C-), 1454, 1411, 1388, 1348 (>CH,), 1248, 1210, 1142, 1101, 1036
(C-0), 934, 860 (C-C). Analyse ¢lémentaire (%): calculé pour CieoHa360140: C 54,67; H 7,44;
trouve : C 53,81; H 7,39.

Dendrimere G1 polyallyle portant les espaceurs internes hydrophobes a base de décanediol
(64). Rendement : 0,156 g (72%). "H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,99-5,82 (m, 12 H,
CH,=CH-CH;-); 5,35-5,11 (m, 24 H, CH,=CH-CH;-); 4,31-4,20 (m, 24 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0)-); 4,20-4,10 (s, 40 H, C(-CH,-O-C(0O)-)4); 4,10-4,00 (m, 24 H, CH,=CH-CH>-); 3,81-
3,51 (m, 168 H, -CH,-CH,-0-); 2,78-2,52 (m, 80 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0)-); 1,73-1,48 (m, 16
H, -(CH,)3-CH>-O-); 1,44-1,17 (m, 64 H, -(CH>)s-). °C RMN (3, ppm; 100 MHz; CDCLy):
173,72; 172,98; 172,94; 172,64; 172,61; 172,53; 172,08; 135,61; 117,93; 73,02; 71,46; 71,37,
70,26; 65,47; 64,75; 63,88; 63,18; 63,12; 63,08; 33,60; 30,24; 30,04; 29,67; 26,71; 26,54,
21,86. FTIR (Vmin, cm™): 3455 (eau résiduelle), 3079 (=C-H), 2927, 2866 (C-Hay), 1732
(-C(0)-0-), 1653 (-C=C-), 1456, 1411, 1389, 1350 (>CH,), 1241, 1208, 1146, 1035 (C-0O),
999, 935, 859 (C-C), 640, 568, 555 (C-H). Analyse élémentaire (%): calculé calculé pour
Cy77H45,0125: C 57,06; H 7,81; trouvé C 57,86; H 7,37.

Dendriméres G1 polyhydroxyles a cceur pentaérythritol tétrasuccinate (47 et 48). 0,100 g de
dendrimére polyallyle soit 47 (1,69x10° mol), soit 48 (1,72x10” mol), sont solubilisés dans 2
ml de solution de 9-BBN dans le THF a 0,5 M (1,00><10'3 mol de 9-BBN) et la solution est
maintenue sous agitation a la température ambiante pendant 24 h. La masse réactionnelle est
par la suite refroidie dans un bain de glace a 0°C, aprés quoi 2,0 ml de solution prérefroidie de
I’acétate de sodium a 3,0 M sont ajoutés goute a goute. Ensuite, 2,0 ml de solution de H,0, a
30% sont ajoutés goute par goute et le mélange résultant est maintenu sous agitation pendant
24 h, en se réchauffant jusqu’a la température ambiante. Le produit brut est extrait avec 25 ml
de chloroforme en présence de 50 ml de solution saturée de NaCl. Apres évaporation, le

produit est purifié par chromatographie sur colonne (silice; €élution des impuretés 1égéres par
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acétonitrile; ¢lution du dendrimere par CHCl;-MeOH 5:1) pour donner un produit sous forme

d’huile visqueuse incolore.

Dendrimere G1 polyhydroxyle portant les espaceurs internes hydrophiles a base de
tétraéthyléne glycol (47). Rendement : 0,069 g (67%). '"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCl3):
4,37-4,19 (m, 40 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,19-4,06 (s, 40 H, C(-CH,-O-C(0)-)4); 4,06-3,35
(m, 240 H, -CH,-CH,-O- et m, 12 H, -O-H); 2,82-2,51 (m, 80 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0)-);
1,88-1,74 (m, 24 H, HO-CH,-CH,-CH,-0-). *C RMN (8, ppm; 100 MHz; CDCl5): 173,00;
172,75; 174,50; 172,29; 172,14, 70,52; 70,35; 70,24; 70,11; 69,40; 63,89; 63,35; 62,33; 61,42;
42,01; 36,17; 32,58; 29,38; 29,33; 29,18, 28,97; 28,91; 28,81; 28,59. FTIR (Vmin, cm™'): 3464
(-O-H), 2920, 2868 (C-Hak), 1731 (-C(0)-0O-), 1453, 1387, 1351 (>CH,), 1242, 1212, 1144,
1101, 1034 (C-0), 1011, 996, 933, 862, 761 (C-C). Analyse ¢lémentaire (%): calculé C 52,74;
H 7,57; trouvé C 51,09; H 8,70. MS (m/z): EM calculé pour Cys0H460O0152: 6122,8 [M]O; trouvé
en MALDI-TOF (+): 1043,5 [M+6Na]®"; 1247,6 [M+5Na]’"; 1553,7 [M+4Na]*". GPC
(standards polystyrenes; Da): 1930.

Dendrimere G polyhydroxyle portant les espaceurs internes hydrophobes a base de
décanediol (48). Rendement : 0,089 g (85%). '"H RMN (3, ppm; 300 MHz; CDCls): 4,36-4,20
(m, 24 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,20-4,05 (s, 40 H, C(-CH»-O-C(0)-)4); 4,05-3,35 (m, 216
H, -CH,-CH,-O- et m, 12 H, -O-H); 2,81-2,51 (m, 80 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0O)-); 1,87-1,75
(m, 24 H, HO-CH,-CH,-CH,-0O-); 1,75-1,48 (m, 16 H, -(CH,)s-CH»-O-); 1,44-1,17 (m, 64 H,
«(CH)s-). *C RMN (8, ppm; 100 MHz; CDCls): 172,25; 172,16; 172,10; 70,58; 70,55; 70,47;
70,20; 70,00; 69,00; 63,92; 63,89; 62,30; 62,28; 61,40; 61,38; 42,04; 36,18; 32,74; 31,97,
29,39; 29,34; 29,19; 29,16, 29,13; 28,97; 28,96; 28,91; 28,89; 28,82; 28,56; 28,53; 28,28;
25,86; 25,83; 22,35; 21,00. FTIR (Vinin, cm’™): 3466 (-O-H), 2924, 2861 (C-Hay), 1734 (-C(O)-
0O-), 1457, 1388, 1349 (>CH,), 1241, 1210, 1145, 1099, 1036 (C-0O), 1009, 994, 931, 861, 763
(C-C). Analyse ¢lémentaire (%): calculé pour Cy77H4760140 : C 55,02; H 7,93; trouvé C 53,86;
H 8,62. GPC (THF; standards polystyrénes; Da): 1726.

4.5.2.1.2. Dendrimeres de type lla

Glicéryl tris[9,10-dioxysuccinyle-octadécanoate] (55a,b). Un mélange de 0,85 g (8,61x10™
mol) de glycéryl tris[9,10-(thréo)-dihydroxyoctadécanoate] (C-VIII), 4,00 g (4,00x107 mol)
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d’anhydride succinique, 0,07 g (5,73x10™* mol) de DMAP et 10,0 ml de pyridine est maintenu
sous agitation 4 80°C pendant 24 h. Ensuite, la pyridine est évaporée sous vide et 20 ml d’eau
sont ajoutés. Le mélange résultant est agité pendant 15 min. Le produit brut est extrait avec le
chloroforme (2 % 35 ml) pour donner aprés séchage sous vide le produit sous forme d’huile

visqueuse brunatre.

Dérivé 55a a base de trioléine 11 standard. Rendement: 1,311 g (96%). "H RMN (5, ppm; 300
MHz; CDCls): 5,35-5,20 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 5,30 (s) et 5,20-4,82 (m) (6H,
-HC(OC(0O)-CH;,-CH,-C(O)OH)-); 4,30-4,00 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 3,05-2,50
(m, 24 H, -C(0)-CH,-CH»-C(0)-); 2,50-2,00 (m, 6H, R”’OC(0O)-CH>-R’); 1,90-1,00 (m, 6H
de R”’OC(0)-CH,-CH»-R’, 6H de -CH,-HC(OC(O)-CH,-CH,-C(O)OH)- et 60H de -CH-);
1,00-0,75 (m, 9H, -CH;). BC RMN (0, ppm; 100 MHz; CDCl3): 173,37; 173,23; 81,02; 81,00;
68,90; 68,72; 62,13; 62,08; 60,87; 60,36; 30,00-27,80; 27,30; 26,16; 26,13; 26,00-24,83;
23,80; 22,69; 22,66; 14,11. FTIR (Viin, cm™): 2924, 2854 (C-H), 1808, 1739, 1710 (-O-C(O)-
), 1457, 1419, 1377, 1367 (—-CHs et >CH,), 1212 et 1159, 1098 (C-O), 732 (>CH;). Analyse
¢lémentaire (%): calculé C 61,27; H 8,51; trouvé C 60,72; H 9,01. MS (m/z): EM calculé pour
Cs1H134030 : 1586,9 [M]’; trouvé en HPLC-ESI-TOF (+): 1588, 1589 [M+H]".

Dérivé 55b a base d’huile d’olive. Rendement: 1,213 g (89%). 'H RMN (8, ppm; 300 MHz;
CDCl3): 5,35-5,19 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 5,30 (s) et 5,21-4,82 (m) (6H,
-HC(OC(0)-CH,-CH,-C(O)OH)-); 4,31-4,00 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH»-OR); 3,06-2,51
(m, 24 H, -C(0)-CH,-CH»-C(0)-); 2,50-2,00 (m, 6H, R”’OC(0O)-CH>-R’); 1,92-1,00 (m, 6H
de R’OC(0)-CH,-CH>»-R’, 6H de -CH,-HC(OC(O)-CH,-CH,-C(O)OH)- et 60H de -CH>-);
1,00-0,76 (m, 9H, -CHs). C RMN (0, ppm; 100 MHz; CDCls): 173,40; 81,00; 68,92; 68,74;
62,13; 60,87; 60,37; 30,00-27,80; 27,31; 26,16; 26,00-24,83; 23,80; 22,69; 14,12. FTIR (Vmin,
cm™): 2923, 2854 (C-H), 1739, 1710 (-O-C(0)-), 1457, 1419, 1378, 1368 (~CH3 et >CH,),
1211 et 1157, 1098 (C-O), 732 (>CH,). Analyse ¢lémentaire (%): calculé C 61,27; H 8,51;
trouvé C 64,17; H 10,35. MS (m/z): EM calculé pour Cs1H;34030 : 1586,9 [M]O; trouvé en
HPLC-ESI-TOF (+): 1588, 1589 [M+H]".

Dendrimeéres G1 de type Ila a motif polyéthylene glycol monosubstitué (56-58a,b). Un
mélange de 0,25 g (1,58x10™ mol) de glicéryl tris[9,10-dioxysuccinyle-octadécanoate] (55a
ou 55b), 1,05x10~ mol de polyéthyléne glycol monosubstitué (25, MeO-PEG550 ou MeO-
PEG1000), 0,01 g (8,20X10'5 mol) de DMAP et 7,5-8,0 ml de chloroforme (stabilisé par
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amylénes) est refroidi dans un bain de glace a 0°C. Ensuite, 0,36 g (1,88><10'3 mol) d’EDC
sont ajoutés et la masse réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 10-12 jours, en se
réchauffant jusqu’a la température ambiante. Les dendrimeres sont isolés par chromatographie
sur colonne (silice; élution des impuretés légeres par CHCl;-MeOH 20:1; ¢lution du
dendrimere par CHCIl3-MeOH 5:1) et séchés sous pression réduite pour donner des huiles

visqueuses claires.

Dérivé hexafallyl tétraéthyléne glycol] (56a). Rendement: 0,287 g (63%). "H RMN (3, ppm;
300 MHz; CDCl3): 6,00-5,80 (m, 6 H, CH,=CH-CH>-); 5,34-5,13 (m, 12 H, CH,=CH-CH,-);
5,13-4,95 (m, 1 H, RO-CH,-C(OR)H-CH;-OR); 4,32-4,18 (m, 12 H, -O-CH,-CH,-O-C(O)-R"
et m, 2 H de RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,15-3,96 (m, 12 H de CH,=CH-CH,- et m, 2 H de
RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 3,82-3,49 (m, 84 H, -CH,-CH,-0-); 2,74-2,50 (m, 24 H, -C(O)-
CH,-CH,-C(0)-); 2,36-2,15 (m, 6H, R”’OC(0)-CH>-R’); 1,78-1,00 (m, 6H de R’’OC(O)-CH,-
CH,-R’, 6H de -CH,-HC(OC(0O)-CH,-CH,-C(O)O-R)- et 60H de -CH>-); 1,00-0,77 (m, 9H,
-CH3). BC RMN (0, ppm; 100 MHz; CDCls): 172,17; 171,86, 136,71; 134,82; 134,76; 134,68;
117,05; 72,56, 72,21; 70,61; 70,58; 70,56; 70,30; 69,41; 69,05; 63,79; 61,72; 34,12; 32,99;
31,84; 31,80; 30,67; 29,76; 29,70-27,80; 27,31; 26,14; 25,06; 25,00-24,83; 22,62; 14,08. FTIR
(Vanin, cm™): 3080 (=Can-H), 2924, 2860 (C-H), 1803, 1735 (-O-C(0O)-), 1646 (-C=C-), 1457,
1419, 1377 (—=CHj et >CHy), 1247, 1212 et 1159, 1100, 995 (C-O), 924, 879, 724 (>CH,).
Analyse ¢élémentaire (%): calculé C 61,19; H 8,87; trouvé C 60,46; H 9,37. GPC (THF;
standards polystyrenes; Da): calculé pour Ci47H254054: 2883,7; trouvé: 1824.

Dérivé  hexa[méthoxy PEG550](57a). Rendement: 0,393 g (51%). 'H RMN (8, ppm; 300
MHz; CDCls): 5,35-4,82 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR et 6H, -HC(OC(O)-CH,-CH,-
C(O)OH)-); 4,40-4,00 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR et m, 12 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0O)-RY); 3,90-3,45 (m, n H, -O-CH,-CH,-0-); 3,45-3,30 (s, 18 H, -CH,-O-CHy); 2,77-2,50
(m, 24 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-); 2,50-2,10 (m, 6H, R’OC(0)-CH,-R”); 1,80-1,00 (m, 6H
de R”’OC(0)-CH,-CH,-R’, 6H de -CH,-HC(OC(0O)-CH,-CH,-C(O)OR”’)- et 60H de -CH,-);
1,00-0,76 (m, 9H, -CHs). *C RMN (5, ppm; 100 MHz; CDCls): 172,18; 127,08; 115,94
72,56; 71,91; 70,04-69,06; 69,05; 63,78; 61,68; 58,01; 35,20; 31,79; 30,00-27,80; 25,03;
22,62; 15,52; 14,08. FTIR (Vmin, cm™): 2923, 2861 (C-H), 1735 (-O-C(O)-R), 1457, 1348
(-CHj et >CH,;), 1247, 1200, 1099 (C-0), 946, 851 (>CH,). Analyse élémentaire (%): calculé
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pour Ci31H4340100 C 57,28; H 9,03; trouvé C 56,48; H 9,30. GPC (THF; standards
polystyrenes; Da): calculé pour Cy31H4340102: 4840,9; trouvé: 2630.

Dérivé  hexa[méthoxy PEG550](57b). Rendement: 0,473 g (62%). 'H RMN (8, ppm; 300
MHz; CDCls): 5,34-4,84 (m, 1H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR et 6H, -HC(OC(O)-CH,-CH,-
C(O)OH)-); 4,38-4,03 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR et m, 12 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0)-R"); 3,86-3,45 (m, n H, -O-CH,-CH,-0O-); 3,45-3,23 (s, 18 H, -CH,-O-CH3); 2,77-2,53
(m, 24 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-); 2,40-2,10 (m, 6H, R”’OC(0O)-CH,-R"); 1,80-1,00 (m, 6H
de R’’OC(0)-CH,-CH,-R’, 6H de -CH,-HC(OC(0O)-CH,-CH,-C(O)OR’)- et n H de -CH>-);
1,00-0,76 (m, 9H, -CHz). *C RMN (8, ppm; 100 MHz; CDClL): 173, 34, 172,10; 126,01;
113,74; 72,46; 71,40; 70,03-69,06; 69,15; 69,03; 63,78; 61,68; 60,48; 58,01; 37,59; 35,20;
31,79; 30,00-27,80; 27,30; 26,42; 25,94; 25,03; 22,70; 15,55; 14,11. FTIR (Vmin, cm™): 2924,
2861 (C-H), 1737 (-O-C(O)-R), 1457, 1368, 1349 (-CH3 et >CH,), 1244, 1102 (C-0O), 949,
853, 724 (>CH;). Analyse ¢lémentaire (%): calculé pour Cy31H4340102 C 57,28; H 9,03; trouvé
C 58,18; H 9,63. GPC (THF; standards polystyrénes; Da): calculé pour Ci31Ha340102: 4840,9;
trouve: 2891.

Dérivé  hexa[méthoxy PEG1000](58a). Rendement: 0,505 g (43%). '"H RMN (3, ppm; 300
MHz; CDCls): 5,37-5,10 (s, 6H, -HC(OC(O)-CH,-CH,-C(O)OR)-); 5,05-4,92 (m, 1H, RO-
CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,38-4,00 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR et m, 12 H, -O-CH;-
CH,-0-C(O)-R"); 3,84-3,45 (m, n H, -O-CH,-CH,-0O-); 3,45-3,30 (s, 18 H, -CH,-O-CH,);
2,75-2,59 (m, 24 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0)-); 2,50-2,20 (m, 6 H, R”’OC(0)-CH,-R”); 1,75-
1,00 (m, 6 H de R”’OC(0)-CH,-CH,-R’, 6 H de -CH,-HC(OC(0O)-CH,-CH,-C(O)OR”’)- et n
H de -CH,-); 1,00-0,76 (m, 9H, -CHs). *C RMN (3, ppm; 100 MHz; CDCls): 174,43; 172,87;
131,36; 120,51; 72,56; 71,91; 70,04-69,06; 69,05; 65,06; 61,72; 53,07; 35,41; 31,79; 30,00-
27,80; 25,13; 23,01; 15,52. FTIR (Viin, cm’'): 2883, 2741 (C-H), 1735 (-O-C(O)-R), 1466,
1359, 1342 (-CH3 et >CH,), 1279, 1240, 1147, 1105, 1061 (C-0), 958, 841, 732 (>CH,).
Analyse élémentaire (%): calculé C 56,31; H 9,07; trouvé C 54,98; H 10,13. GPC (THF;
standards polystyrénes; Da): calculé pour Css51He740162: 7482,5; trouvé: 4491.

Dérivé  hexa[méthoxy PEG1000](58b). Rendement: 0,569 g (48%). '"H RMN (3, ppm; 300
MHz; CDCls): 5,37-5,20 (s, 6H, -HC(OC(O)-CH,-CH,-C(O)OR)-); 5,06-5,00 (m, 1H, RO-
CH,-C(OR)H-CH;-OR); 4,40-4,00 (m, 4H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR et m, 12 H, -O-CH,-
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CH,-0-C(O)-R"); 4,00-3,45 (m, n H, -O-CH,-CH,-0O-); 3,45-3,30 (s, 18 H, -CH,-O-CHs);
2,91-2,62 (m, 24 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0)-); 2,42-2,27 (m, 6 H, R”’OC(0)-CH»-R’); 1,80-
1,00 (m, 6 H de R”’OC(0O)-CH,-CH>»-R’, 6 H de -CH,-HC(OC(0O)-CH,-CH,-C(O)OR’)- et n
H de -CH>-); 1,00-0,75 (m, 9H, -CHs). *C RMN (3, ppm; 100 MHz; CDCls): 174,31; 129,15;
125,39; 120,50; 72,56; 71,93; 70,04-69,06; 65,61; 61,72; 59,03; 48,92; 48,20; 47,84; 30,00-
27,80; 25,13; 15,41. FTIR (Vmin, cm™): 2884, 2741 (C-H), 1735 (-O-C(O)-R), 1466, 1359,
1342 (-CHj; et >CH,), 1279, 1241, 1144, 1107, 1061 (C-0O), 960, 841, 731 (>CH,). Analyse
¢lémentaire (%): calculé¢ C 56,31; H 9,07; trouvé C 57,04; H 9,43. GPC (THF; standards
polystyrenes; Da): calculé pour Css5;Hg740162 7482,5; trouvé 4593.

Dendrimére G1 de type Ila polyxydroxyle (59). 0,230 g (7,98x10”° mol) de dendrimére G1
polyallyle 56a solubilisés dans 2 ml de solution de 9-BBN dans le THF a 0,5 M (1,00x107
mol de 9-BBN) et la solution est maintenue sous agitation a la température ambiante pendant
24 h. La masse réactionnelle est par la suite refroidie dans un bain de glace a 0°C, aprés quoi
2,0 ml de solution de 1’acétate de sodium a 3,0 M sont ajoutés goute a goute. Ensuite, 2,0 ml
de solution de H,O, a 30% sont ajoutés goute par goute et le mélange résultant est maintenu
sous agitation pendant 24 h, en se réchauffant jusqu’a la température ambiante. Le produit brut
est extrait avec 25 ml de chloroforme en présence de 50 ml de solution saturée de NaCl. Apres
évaporation, le produit est purifié par chromatographie sur colonne (silice; élution des
impuretés légeres par acétonitrile; élution du dendrimere par CHCI;-MeOH 5:1) pour donner
0,161 g d’huile visqueuse jaunatre. Rendement : 67%. '"H RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCl3):
5,13-4,90 (m, 1 H, RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 4,37-4,06 (m, 12 H, -O-CH,-CH,-O-C(O)- et
m, 2 H de RO-CH,-C(OR)H-CH,-OR); 3,92-3,30 (m, 84 H, -CH,-CH,-O- et m, 12 H, -O-H);
2,74-2,50 (m, 24 H, -C(0O)-CH,-CH,»-C(0)-); 2,38-2,14 (m, 6H, R>’OC(0)-CH,-R’); 2,05-1,70
(m, 12 H, -CH,-OH); 1,70-1,00 (m, 6H de R>’OC(O)-CH,-CH,-R’, 6H de -CH,-HC(OC(O)-
CH,-CH,-C(0)O-R)- et 60H de -CHa-); 0,97-0,78 (m, 9H, -CHs). >C RMN (8, ppm; 100
MHz; CDCls): 172,28; 171,84; 115,75; 113,70; 72,67; 70,66; 70,60-69,05; 63,79; 61,41;
61,27; 60,92; 60,67; 36,29; 35,48; 31,97; 31,97; 29,70-28,80; 27,28; 25,05; 22,62; 22,35;
20,07; 18,86; 14,09. FTIR (Vmin, cm™): 3371 (-O-H), 2922, 2860, (C-Hay), 1734 (-C(0)-0O-),
1448, 1349 (>CH,), 1256, 1096 (C-0O), 1008, 958, 882, 802 (C-C). Analyse ¢lémentaire (%):
calculé C 58,98; H 8,96; trouvé C 59,87; H 10,35. GPC (THF; standards polystyrénes; Da):
calculé pour Ci47H2660¢0 : 2991,8; trouvé: 994.
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4.5.2.2. Dendrimeres de deuxiéme génération

4.5.2.2.1. Dendrimeres de type Ib

Dendrimére G2 polyallyle a caeur porphyrique (60). Un mélange de 0,410 g (9,18x10” mol)
de dendron G2 45, 0,017 g (2,19x10” mol) de dérivé tétra-méso-p-carboxy-phényle de
porphyrine (C-VI), 0,005 g (4,07x10™ mol) de DMAP et 4,5 ml de THF sec est refroidi dans
un bain de glace a 0°C. Ensuite, 0,30 g (1,56x10” mol) d’EDC sont ajoutés et la masse
réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 15 jours, en se réchauffant jusqu’a la
température ambiante. Le THF est ensuite évaporé sous pression réduite et le reste est séparé
par chromatographie sur colonne (silice; élution des impuretés 1égeres par CHCI;-MeOH 20:1;
¢lution du dendrimere par CHCl;-MeOH 5:1) pour donner 0,026 g d’huile visqueuse bordeaux
foncé. Rendement: 6%. 'H RMN (0, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,96-5,79 (m, 36 H,
CH,=CH-CH;-); 5,32-5,10 (m, 72 H, CH,=CH-CH;-); 4,51-4,16 (m, 120 H, -O-CH,-CH,-O-
C(0)-); 4,16-4,07 (m, 24 H, -CH,-C(-CH,-O-C(0O)-); et 96 H, C(-CH,-O-C(0)-)4); 4,07-3,92
(m, 72 H, CH,=CH-CH,-); 3,80-3,47 (m, 648 H, -CH,-CH,-O- et m, 8 H, p-Ph-O-CH,-); 2,80-
2,50 (m, 240 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0)-). *C RMN (8, ppm; 100 MHz; CDCls): 173,01;
172,25; 172,11; 171,75; 134,75; 134,72; 117,11; 117,04; 108,60; 106,00; 98,01; 72,24; 72,21;
70,64; 70,60; 70,54; 69,37; 69,01; 63,91; 62,46; 28,93; 28,82; 28,79. FTIR (Vmin, cm™): 3073
(Car-H et =Cax-H), 2866 (C-Hak), 1734 (-C(0)-O-), 1642, 1603 (-C=C-), 1532 (-C=N-),
1468, 1348 (>CH, et >Ca,-H), 1252, 1210, 1102, 1033 (C-0O), 1009, 996, 859, 764, 736, 711
(C-C). Analyse ¢lémentaire (%): calculé pour CggaHi300N4O0449: C 55,55; H 7,33; N 0,29;
trouvé C 57,02; H 7,76; N 0,17. UV-Vis (CHCl3; Amax, Nm) : 242; 422,

Dendrimére G2 polyhydroxyle @ ceeur porphyrigue (61). 0,020 g (1,05x10° mol) de
dendrimére G2 polyallyle a cceur porphyrique (60) sont solubilisés dans 1,0 ml de solution de
9-BBN dans le THF a 0,5 M (0,50x10” mol de 9-BBN) et le mélange est maintenu sous
agitation a la température ambiante pendant 24 h. La masse réactionnelle est par la suite
refroidie dans un bain de glace a 0°C, aprés quoi 1,0 ml de solution de I’acétate de sodium a
3,0 M est ajouté goute a goute. Ensuite, 1,0 ml de solution de H,O, a 30% est ajouté goute par
goute et le mélange résultant est maintenu sous agitation pendant 24 h, en se réchauffant
jusqu’a la température ambiante. Le produit brut est extrait avec 10 ml de chloroforme en

présence de 25 ml de solution saturée de NaCl. Aprés évaporation, le produit représente une
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huile visqueuse bordeaux foncé. Rendement : 0,020 g (96%). 'H RMN (5, ppm; 300 MHz;
CDCl): 4,46-4,19 (m, 120 H, -O-CH,-CH,-O-C(0)-); 4,16-4,07 (m, 24 H, -CH,-C(-CH,-O-
C(0)-); et 96 H, C(-CH»-O-C(0)-)4); 3,91-3,46 (m, 720 H, -CH,-CH»-O- ; m, 8 H, p-Ph-O-
CH,-; m, 36 H, -O-H); 2,90-2,53 (m, 240 H, -C(0)-CH,-CH,-C(0O)-); 2,05-1,70 (m, 72 H,
-CH,-OH). *C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 173,00; 172,47; 171,83; 164,30; 132,38;
131,91; 124,42; 118,01; 111,61; 106,21-105,92; 103,64; 102,00; 100,44; 98,90; 98,81; 95,98;
94,79; 89,40, 77,60; 77,30; 77,01; 76,89; 76,56; 70,63; 70,55; 70,43; 70,20; 69,01; 63,92;
61,35; 53,42; 40,18; 32,01; 31,01; 29,06-28,76; 25,54; 24,84; 22,02. FTIR (Vmin, cm™): 3460
(-O-H), 2869 (C-Ha), 1733 (-C(O)-O-), 1454, 1392, 1351 (>CH; et >Cx-H), 1247, 1210,
1144, 1098, 1034 (C-O), 1009, 993, 930, 857 (C-C). Analyse ¢lémentaire (%): calculé¢ C
53,72; H 7,46; N 0,28; trouvé C 55,86; H 8,27; N 0,10. UV-Vis (CHCl3; Amax, nm) : 242; 422,
MS (m/z): EM calculé pour CgssHj46oN4O476: 19751,0 [M]O; trouvé en MALDI-TOF (+):
1103,9; 1131,9; 1189,9; 1217,9; 1248,0; 1322,0; 1380,0; 1408,0; 1438,1; 1598,1; 1684,2;
1880,0; 1963,0.

Dendrimeére G2 polyallyle a coeur porphyrique (62). Un mélange de 0,110 g (2,08x10° mol)
de dendrimére G1 polyhydroxyle 46, 0,296 g (2,50x10™* mol) de dendron Gl a fonction
succinyle 40, 0,005 g (4,O7X10'5 mol) de DMAP et 3,5 ml de chloroforme stabilisé par
amylénes est refroidi dans un bain de glace a 0°C. Ensuite, 0,144 g (7,49><10'4 mol) d’EDC
sont ajoutés et la masse réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 11 jours, en se
réchauffant jusqu’a la température ambiante. Le produit est isolé par chromatographie sur
colonne (silice; ¢lution des impuretés légeres par CHCl;-MeOH 20:1; ¢élution du dendrimere
par CHCI3-MeOH 5:1) pour donner 0,057 g d’huile visqueuse bordeaux foncé. Rendement :
14%. "H RMN (3, ppm; 300 MHz; CDCls): 5,93-5,80 (m, 36 H, CH,=CH-CH,-); 5,34-5,11
(m, 72 H, CH,=CH-CH>-); 4,53-4,14 (m, 120 H, -CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,14-4,07 (m, 24 H,
-CH,-C(-CH,-0-C(0)-); et 96 H, C(-CH,-O-C(0)-)4); 4,07-3,95 (m, 72 H, CH,=CH-CH>-);
3,82-3,46 (m, 696 H, -CH,-O-CH,- et m, 8 H, p-Ph-O-CH,-); 2,82-2,49 (m, 240 H, -C(O)-
CH,-CH,-C(0)-); 2,00-1,60 (m, 24 H, -O-CH,-CH,-CH,-0-). *C RMN (8, ppm; 100 MHz;
CDCl): 172,95; 172,71; 134,74; 117,09; 108,60; 106,04; 98,00; 72,22; 70,62; 70,59; 70,54,
69,40; 69,02; 63,92; 62,46; 28,90; 28,81. FTIR (Viin, cm™'): 3067 (Ca-H et =Cay-H), 2865 (C-
Ha), 1733 (-C(0O)-0O-), 1641, 1603 (-C=C-), 1533 (-C=N-), 1469, 1348 (>CH, et >Cx-H),
1250, 1211, 1099, 1035 (C-O), 1009, 996, 859, 765, 713 (C-C). Analyse ¢élémentaire (%):
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calculé pour CgogH1414N4O0u449: C 55,81; H 7,39; N 0,29; trouvé C 57,06; H 7,83; N 0,13. UV-
Vis (CHCl3; Admax, Nm) : 242; 421.

Dendrimére G2 polyhydroxyle a cceur porphyrique (63). 0,040 g (2,08x10° mol) de
dendrimére G2 polyallyle a cceur porphyrique (61) sont solubilisés dans 2,0 ml de solution de
9-BBN dans le THF a 0,5 M (1,00x10~ mol de 9-BBN) et le mélange est maintenu sous
agitation a la température ambiante pendant 24 h. La masse réactionnelle est par la suite
refroidie dans un bain de glace a 0°C, aprés quoi 2,0 ml de solution de ’acétate de sodium a
3,0 M est ajouté goute a goute. Ensuite, 2,0 ml de solution de H,O; a 30% est ajouté goute par
goute et le mélange résultant est maintenu sous agitation pendant 24 h, en se réchauffant
jusqu’a la température ambiante. Le produit brut est extrait avec 20 ml de chloroforme en
présence de 50 ml de solution saturée de NaCl. Apres évaporation, le produit représente une
huile visqueuse bordeaux foncé. Rendement : 0,038 g (92%). 'H RMN (5, ppm; 300 MHz;
CDCl3): 4,51-4,15 (m, 120 H, -CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,15-4,06 (m, 24 H, -CH,-C(-CH,-O-
C(0)-); et 96 H, C(-CH,-O-C(0)-)4); 4,06-3,94 (m, 72 H, CH,=CH-CH>-); 3,81-3,47 (m, 720
H, -CH,-O-CH;- et m, 8 H, p-Ph-O-CH>-); 2,81-2,47 (m, 240 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0O)-);
2,11-1,60 (m, 72 H, -CH,-OH et m, 24 H, -O-CH,-CH,-CH,-0O-). °C RMN (3, ppm; 100
MHz; CDCls): *C RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 172,73; 172,64; 171,73; 164,27; 132,27,
131,95; 124,13; 117,95; 111,56; 106,24-105,90; 103,56; 102,03; 101,04; 98,94; 95,01; 89,36;
77,59; 77,31; 77,03; 76,93; 76,85; 76,56; 70,61; 70,27; 68,81; 63,91; 61,34; 53,40; 40,15;
32,01; 31,56; 31,01; 29,00-28,74; 25,47; 24,81; 22,00; 21,68. FTIR (Vmin, cm™): 3465 (-O-H),
2870 (C-Hax), 1734 (-C(0)-0O-), 1453, 1391, 1349 (>CH,; et >Cx,-H), 1248, 1210, 1143, 1100,
1033 (C-0), 1008, 996, 932, 882, 858 (C-C). Analyse élémentaire (%): calculé C 53,99; H
7,51; N 0,28; trouvé C 51,76; H 8,03; N 0,08. UV-Vis (CHCls; Amax, nm) : 242; 421. MS
(m/z): EM calculé pour CgogH 486N4O476: 19919,2 [M]O; trouvé en MALDI-TOF (+) : 1140,0;
1249,9; 1364,0; 1520,2; 1624,0; 1878,0; 1993,1.

Dendrimeére G2 polyallyle a ceeur pentaérythritol tétrasuccinate (65). Un mélange de 0,301 g
(4,98x10° mol) de dendrimére G1 polyhydroxyle 48, 0,813 g (6,86x10™* mol) de dendron G1
a fonction succinyle 40, 0,010 g (8,14x10”° mol) de DMAP et 4,5 ml de chloroforme stabilisé
par amylénes est refroidi dans un bain de glace 4 0°C. Ensuite, 0,311 g (1,62x10~ mol) d’EDC

sont ajoutés et la masse réactionnelle est maintenue sous agitation pendant 9 jours, en se
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réchauffant jusqu’a la température ambiante. Le produit est isolé par chromatographie sur
colonne (silice; ¢€lution des impuretés légéres par 1’acétonitrile; €lution du dendrimere par
CHC13-MeOH 5:1) pour donner 0,421 g d’huile visqueuse brunatre. Rendement : 42%. 'H
RMN (8, ppm; 300 MHz; CDCl3): 6,00-5,83 (m, 36 H, CH,=CH-CH>-); 5,33-5,13 (m, 72 H,
CH,=CH-CH;-); 4,36-4,20 (m, 136 H, -CH,-CH,-O-C(0)-); 4,20-4,10 (m, 136 H, C(-CH,-O-
C(0)-)4); 4,10-4,00 (m, 72 H, CH,=CH-CH,-); 3,79-3,50 (m, 696 H, -CH,-O-CH,-); 2,76-2,51
(m, 272 H, -C(O)-CH,-CH,-C(0)-); 2,00-1,50 (m, 64 H, -CH,-CH,-O-C(0)-); 1,42-1,18 (s, 48
H, (-CH;-)y). BC RMN (0, ppm; 75 MHz; CDCl;): 172,09; 172,06, 171,17; 134,72; 117,09;
77,49; 77,07; 76,64; 72,19; 70,58; 70,52; 70,46; 69,39; 69,00; 63,89; 62,26; 42,02; 28,80;
25,86; 25,83; 21,00. FTIR (Vmin, cm'l): 3458 (eau résiduelle), 3081 (=C-H), 2926, 2866
(C-Ha), 1734 (-C(0)-0O-), 1654 (-C=C-), 1457, 1411, 1391, 1349 (>CH,), 1239, 1207, 1147,
1034 (C-0), 1001, 981, 936, 859 (C-C), 642, 569 (C-H). Analyse élémentaire (%): calculé
pour ConsH;s5030463: C 55,45; H 7,59; trouvé C 53,01; H 8,63.

Dendrimeére G2 polyhydroxyle a coeur pentaérythritol tétrasuccinate (64). 0,250 g (1,25x 10°
mol) de dendrimére G2 polyallyle 65 sont solubilisés dans 3,0 ml de solution de 9-BBN dans
le THF 4 0,5 M (1,50x10~ mol de 9-BBN) et le mélange est maintenu sous agitation a la
température ambiante pendant 24 h. La masse réactionnelle est par la suite refroidie dans un
bain de glace a 0°C, aprés quoi 3,0 ml de solution de I’acétate de sodium a 3,0 M est ajouté
goute a goute. Ensuite, 3,0 ml de solution de H,O, a 30% est ajouté goute par goute et le
mélange résultant est maintenu sous agitation pendant 24 h, en se réchauffant jusqu’a la
température ambiante. Le produit brut est extrait avec 20 ml de chloroforme en présence de 50
ml de solution saturée de NaCl. Apres évaporation, le produit est purifié¢ par chromatographie
sur colonne (silice; ¢lution des impuretés 1égeres par acétonitrile; élution du dendrimére par
CHC15-MeOH 3:1) pour donner 0,072 g d’huile visqueuse incolore. Rendement : 28%. 'H
RMN (5, ppm; 300 MHz; CDCls): 4,35-4,20 (m, 136 H, -O-CH,-CH,-O-C(0O)-); 4,20-4,01 (m,
136 H, C(-CH»-O-C(0)-)4); 3,96-3,25 (m, 768 H, -CH,-O-CH;- et m, 36 H, -O-H); 2,74-2,51
(m, 272 H, -C(O)-CH,-CH»-C(0)-); 1,98-1,43 (m, 64 H, -CH,-CH,-O-C(0O)-); 1,39-1,08 18 (s,
48 H, (-CHa-),). PC RMN (8, ppm; 75 MHz; CDCls): 172,10; 171,76; 171,72; 144,14; 142,13;
110,01; 77,58; 77,08; 70,07-70,00; 69,01; 63,87; 62,25; 61,35; 42,02; 36,31; 36,17; 31,97,
29,45-28,20; 25,86; 25,82; 25,03; 23,51; 22,34; 21,00; 20,05. FTIR (Viin, cm™): 3451 (O-H),
2923, 2866 (C-Hak), 1732 (-C(0)-O-), 1455, 1411, 1389, 1350 (>CH,), 1242, 1209, 1146,
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1035 (C-0), 1000, 935, 860 (C-C), 729, 645, 568, 555 (C-H). Analyse élémentaire (%):
calculé pour CosH5800499: C 53,71; H 7,70; trouvé C 50,11; H 8,35.
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Chapitre 5. Tests d’encapsulation de I’itraconazole in vitro
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Les produits dendritiques obtenus ont ¢été étudiés sur le plan de I’efficacité
d’encapsulation de I’'ITZ. Cette étape du travail avait pour but principal d’élucider 1’influence
de la nature de la partie centrale de macromolécules sur le processus de captation de I’'ITZ, en
mettant ainsi en évidence la possible cohérence ou incohérence avec les résultats obtenus par
simulation in silico (chapitre 3). D’une mani¢re générale, les expériences réalisées peuvent
divisées en deux parties : (i) tests d’efficacité d’encapsulation de I’'ITZ, (ii) la mesure de la
taille de particules dans les solutions avant et aprés la procédure d’encapsulation du PA, dont

les résultats et leur interprétation seront présentés dans les sections suivantes.

5.1. Tests d’encapsulation de I’itraconazole

La procédure générale (voir la description détaillée dans 1’annexe 3) de tests
d’encapsulation de I’'ITZ consistait a préparer les échantillons et ensuite a effectuer la
quantification du PA par la méthode de chromatographie liquide de haute performance
(HPLC). A cette fin, I’'ITZ en excés et un dendrimére & tester ont été d’abord solubilisés dans
le dichlorométhane. Ensuite, le solvant a été évaporé sous vide et le résidu sec a été extrait par
de I’eau. La suspension obtenue a été filtrée pour enlever le PA non solubilisé. Finalement, le
filtrat a été analysé pour la teneur en ITZ par HPLC, en se basant sur les données de la courbe
de calibration obtenue avec le PA pur. Les taux d’encapsulation du PA en fonction de la

structure dendritique sont présentés dans le tableau 6, page 210.

Dans le cas de dendrimeres de premicre génération, en particulier 46-48 et 59, les
résultats de tests d’encapsulation sont généralement en concordance avec les résultats de
simulation présentés dans le chapitre 3. En effet, les taux d’encapsulation moyens augmentent
avec la souplesse de la partie centrale hydrophobe de dendriméres, ce qui était également
conclu, en se basant sur les valeurs de 1’énergie stérique obtenues en option « boite périodique
d’eau » avec les procédures de dynamique moléculaire (Tableau 5, page 154). Ainsi, les
donnés suggerent collectivement que la présence dans les molécules de type II (structure 59)
des chaines hydrophobes libres offre une possibilité au vecteur de s’organiser d’une maniére
plus efficace autour d’'une molécule hydrophobe a encapsuler (Figure 108, page 210), car,

dans ce cas, les taux d’encapsulation sont les plus grands.
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Tableau 6. Taux d’encapsulation de Pitraconazole en fonction de la structure

dendritique
Génération de Type de Produit Taux Taux
dendrimere dendrimeére | dendritique* | d’encapsulation d’encapsulation
du PA, % mol/mol du PA, %p/p
46 10,92 + 1,79 1,46 + 0,24
Ia 47 1,79 £ 0,30 0,21 £ 0,04
48 20,55+ 3,34 2,40 £ 0,39
Gl 57a 4,73 £1,58 0,69 + 0,23
57b 7,31 +1,96 1,07 £0,29
Ila 58a 43,58 + 7,42 4,11 +£0,70
58b 15,22 +£ 0,27 1,44 £ 0,03
59 27,45 +£5,36 6,48 + 1,27
63 17,07 £ 4,76 0,61 +0,17
2 Ib ) ) ) )
¢ 64 65,77 = 6,30 2,25+0,22

* Voir les structures chimiques complétes dans [’annexe 6.

a) milieu faiblement polaire

A —————

b) milieu tres polaire

- chaine aliphatique du triglycéride

- chaine hydrophile du substituant
- molécule hydrophobe a encapsuler

Figure 108. Représentation schématique du mécanisme d’encapsulation d’une petite
molécule hydrophobe par un dendrimére de type Ila, par le repliement efficace de

chaines hydrophobe libre autour du PA.
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L’influence de la longueur des chaines PEG externes sur 1’encapsulation de I’'ITZ a été
¢valuée en se basant sur les résultats obtenus pour les structures 57-59 de type Ila (Tableau 6,
page 210). Les données montrent que le taux d’encapsulation massique monte avec
I’augmentation de la longueur PEG, tandis que le taux d’encapsulation molaire passe par le
maximum a 43,6%morymor dans le cas du PEG550. Etant donné que le taux d’encapsulation
molaire permet d’évaleur le ratio « vecteur-PA » dans la formulation, on peut conclure
qu’aucun des produits n’est capable a former des nanocapsules unimoléculaires, car les
valeurs sont toujours < 100%mol(1TZ)/mol(Den)- Alnsi, il s’agit plutdt de la formation des micelles
multimoléculaires a base du vecteur, ce qui est également confirmé par les mesures DLS (voir
la section 5.2). Dans ce contexte, la diminution de taux d’encapsulation molaire avec
I’augmentation de la longueur de chaine PEG de 550 a 1000 Da, pourrait étre expliquée par
I’organisation specifique micellaire, dont I’architecture est probablement plus efficace au

niveau de captation de I’'ITZ dans le cas de chaines PEG plus courtes.

La comparaison des résultats obtenus pour les structures de premiére génération, 46 et
48 de type Ia, et celles de deuxiéme génération, respectivement, 63 et 64 de type Ib, montre
que les dendrimeres de plus grande génération sont caractérisés par les taux d’encapsulation
molaires de I’ITZ plus ¢€levés. Ceci est probablement dii a des interactions plus fortes entre le
vecteur et le PA avec ’augmentation de la surface moléculaire dendritique. Il est également a
noter que dans le cas de ces dendrimeres, la souplesse de la partie centrale de macromolécules
représente un facteur favorisant I’encapsulation de I’'ITZ. En effet, la présence des chaines DD
hydrophobes et flexibles dans les structures 48 et 64 amene a de meilleurs résultats
comparativement aux dérivés porphyriques, 63 et 64, et ce malgré 'impact croissant du
volume de dendrons sur la rétention du PA par les effets stériques avec la montée en

génération.

En conclusion, les taux d’encapsulation de I’'ITZ pour les dendrimeres étudiés sont
relativement faibles. En effet, les valeurs moyennes observées ne dépassent pas 6,5%mass, c€
qui est inférieur aux valeurs rapportées pour d’autres nanoformulations du PA, p.ex. 12,7-
14,2% [340]. Ceci suggere que ’efficacité d’encapsulation du PA, déterminée grandement par
les interactions physico-chimiques entre les structures dendritiques proposées et I'ITZ, reste

assez faible et nécessite une optimisation ultérieure au niveau structural de macromolécules.
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5.2. Mesure de la taille par la technique DLS

En parall¢le de nos tests de quantification de I’ITZ encapsulé dans les dendrimeres, les
mesures de la taille de micelles qui se formaient dans la solution aqueuse, avant et apres
I’encapsulation du PA, ont été également effectuées par la technique DLS. Dans la majorité
des cas, il s’agit de plusieurs (généralement, deux) populations des particules détectées. Les
rayons hydrodynamiques et les pourcentages des particules représentées par le pic principal,
ainsi que I’indice de polydispersit¢ moyen des micelles avant et aprés 1’encapsulation de
I’itraconazole sont présentés dans le tableau 7 (page 212). Dans le cas des particules non
chargées, le nombre de populations peut attendre trois, avec 1’aire totale des pics mineurs de 0
a 38,4%. Pour les structures de premicre génération de type Ia et I1a (46-48 et 57-59), la taille
des particules dans les populations mineures varie entre 10 et 60 nm. Pour les structures de
deuxieme génération, les particules représentées par les pics mineurs sont plus grandes, de
4000-9000 nm. Dans le cas des particules avec I’'ITZ, toutes les graphiques sont généralement
limités a deux pics, avec une population mineure des particules de 2000 a 9000 nm dont le

pourcentage est de 1,7 a 11,8%.

Tableau 7. Rayons hydrodynamiques, pourcentage du pic principal et indice de
polydispersité moyen des micelles a base de dendriméres dans leurs solutions aqueuses

avant et apres ’encapsulation de I’itraconazole

Produit Rayon hydrodynamique des micelles, nm Indice de polydispersité
dendritique® (Aire du pic principal, %) moyen
Avant Aprés Avant Apres
I’encapsulation I’encapsulation I’encapsulation [I’encapsulation|

46 198,4 + 26,1 (75,2+17,4) | 231,5+18,2 (90,1 = §8,3) 0,263 0,353
47 110,0+ 17,2 (87,1 £11,4) 170,1£ 10,9 (94,2 + 4,4) 0,251 0,259
48 79,3+12,0(91,2+6,9) 195,4 £ 4,5 (96,1 £2,0) 0,276 0,226
57a 162,1+ 8,7 (61,6 + 7,6) 205,9+9,4 (97,1 £2,9) 0,161 0,330
57b 123,12 +£20,7 (84,2 + 11,1) 192,1+ 7,8 (98,4 + 1,6) 0,216 0,429
58a 132,9+ 23,8 (69,7 £ 19,1) 175,4+5,8(91,3+3,1) 0,405 0,272
58b 106,4 + 4,6 (94,3 + 2,8) 188,8 £4,4 (95,2 £ 1,9) 0,334 0,312
59 77,3 £8,1(100,0 + 0,00) 170,9 £3,4 (97,3 £0,7) 0,257 0,212
63 165,0£ 11,3 (68,6 +9,2) 154,1+£12,6 (98,3 £1,2) 0,432 0,192
64 106,69 + 14,3 (92,1 +7,9) | 222,1 £6,7 (89,2 £10,1) 0,126 0,203

* Voir les structures chimiques completes dans |’annexe 6.
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D’une maniére générale, ces résultats montrent que toutes les structures dendritiques
présentées dans la cadre de ce projet ont tendance a former des agrégats. En effet, selon les
calculs théorique réalisés avec le logiciel HyperChem™ Version 8-0-4 de la compagnie
Hypercube Inc. (Gainesville, FL, E.-U.), dans le cas des dendriméres de deuxiéme génération
de type Ib, 63 et 64 (Figure 78, Page 158), la taille des molécules déployées au maximum ne
dépasse pas 12 nm, tandis que pour la plus grande structure de type Ila, 58, elle est limitée a
20 nm. De plus, dans la majorité des cas, la taille des agrégats augmente en présence de

I’itraconazole (Figure 109, page 213).

L~ 1999 (98,1%)

Intensity (%)
Intensity (%)
S

 5a05 (1,9%) : : J 2687 (1,9%)
0+
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1 1 10 100 1000 10000

Size (rnm)

a. b.
Figure 109. Distribution de taille des micelles a base du dendrimére 48 dans I’eau

déionisée avant (a) et apres (b) I’encapsulation de ’itraconazole.

Ainsi, les résultats d’encapsulation de I’ITZ (section 5.1) et de tests DLS suggérent que
dans le cas des structures étudiées, le concept fondamental des dendrimeres comme des
nanocapsules unimoléculaires n’est pas applicable. Ceci est d’ailleurs en concordance avec les
données mentionnées dans la section 1.2.3.2, incluant également les glycérides portant les
chaines PEG [499], ainsi que les dendrimeres polyesters Boltorn B-U3000 [185, 246]. Par
conséquent, nos travaux de simulation présentés dans le chapitre 3 ne peuvent avoir qu’un
caractere indicatif, car ils ne reflétent pas I’impact important du processus de formation des
micelles a base des molécules d’agent d’encapsulation.

D’autres conclusions qui peuvent étre tirées de tests DLS sont que pour les structures de
premicre génération avec une partie centrale hydrophobe, 46, 48 et 59, le rayon
hydrodynamique diminue avec I’augmentation de la flexibilité du cceur. Par exemple, le rayon
maximal a été observé dans le cas du dendrimére 46 a cceur porphyrique, ce qui pourrait étre

expliqué, d’un coté, par les interactions m-m entre les cycles porphyriques des molécules
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voisines et, de 1’autre coté, par la nécessité d’impliquer plus de molécules pour former des
micelles relativement stables.

Il est intéressant a noter que dans le cas du dendrimére hydrophile 47, la taille des
particules a été plus €élevée par rapport a la taille de la structure 48 a cceur hydrophobe. Ceci
pourrait étre dii aux interactions plus fortes entre les chaines TEG internes de molécules
voisines, comparativement aux interactions hydrophobes trés faibles entre les chaines DD. De
plus, P’effet d’hydratation dans le cas de la structure plus hydrophile, 47, pourrait étre
¢galement responsable pour I’augmentation de la taille des micelles.

Dans le cas de structures de type Ila, 57-59, I’augmentation de la longueur de chaines
PEG, de TEG a PEG550 et PEG1000, amene généralement a 1’augmentation de la taille de
particules. Il est cependant a noter que la taille maximale a été observée dans le cas de
structures 57a,b avec les PEG550, comparativement aux chaines plus longues PEG1000 de
58a,b. Ce phénoméne peut étre expliqué par des arrangements intermoléculaires spécifiques
ayant lieu a I’étape de formation des micelles. En particulier, les chaines PEG1000 plus
longues de 58a,b sont capables de stabiliser les micelles avec le nombre de molécule plus
petites par rapport aux micelles formées par S7a,b.

Il faut également mentionner qu’avec la monté en génération, I’impacte de la partie
centrale hydrophobe sur la taille de micelles diminue. Par exemple, pour les structures portant
les chaines DD internes, 48 et 64, les changements ont été négligeables, tandis que pour les
structures porphyriques, 46 et 63, une diminution significative pour la structure 63 de G2 a été
observée. Dans le dernier cas, la diminution en rayon hydrodynamique pourrait étre expliquée
par un affaiblissement des interactions n-m entre les cycles aromatiques des molécules
voisines, dii a D’augmentation des génes stériques, causés par les dendrons G2 plus
volumineux.

La présence de I’ITZ dans les systemes étudiés amene généralement a la diminution en
variation de la taille des micelles. En effet, les valeurs du rayon hydrodynamique, ainsi que du
taux de pic principal, restaient moins variables dans le cas des essaies paralleles. Ceci pourrait
étre expliqué par D’effet « template » du PA, permettant d’organiser et retenir les molécules de

dendrimeres autour de lui d’une maniere plus ordonnée.
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Chapitre 6. Tests biologiques



Les tests biologiques réalisés sur les produits synthétisés dans le cadre du présent
projet de recherche peuvent étre divisés en deux parties : (1) tests de cytotoxicité et (ii) I’étude

de propriétés antifongiques de I’ITZ encapsulé dans les dendriméres.

6.1. Tests de cytotoxicité de produits dendritiques obtenus

Afin d’étudier les effets cytotoxiques pouvant étre causés par nos produits
dendritiques, les tests avec le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium (MTT) sur les macrophages murins RAW 262.7 ont été effectués, selon le
protocole de base de T. Mosmann [500]. D’une maniére générale, le test consiste a quantifier
le nombre de cellules vivantes, restant apreés I’exposition aux différentes concentrations d’un
produit a étudier. La quantification est possible grace a la réduction du MTT en son dérivé
coloré de type formazan par les enzymes mitochondriales (réductases) des cellules vivantes
(Figure 110, page 216). Le formazan qui représente normalement des cristaux insolubles dans
le milieu de culture, est ensuite solubilis¢ dans un milieu de dissolution approprié¢ et,
finalement, quantifié¢ par la mesure de I’intensité d’absorbance des solutions a 590 nm (voir la
description détaillée de la procédure dans I’annexe 4). Les résultats sont généralement
présentés sous forme du pourcentage de viabilité par rapport aux valeurs obtenues dans le cas

de cellules témoins qui n’ont pas été exposées au produit a tester.
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Figure 110. Schéma de la réduction du MTT en sa forme de formazan colorée.

Les tests réalisés (Figure 111, page 217, voir les structures chimiques complétes des produits
dans 1’annexe 6) montrent qu’aucun de nos dendrimeres étudiés ne présentent d’effets
toxiques pouvant affecter la survie de macrophages dans la plage de concentration allant de

0,01 a 250 pg/ml. Ces résultats sont en concordance avec notre hypothése initiale, en
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confirmant ainsi que les

dendrimeéres

assemblés

a partir d’¢éléments

structuraux

biocompatibles, liés par les liaisons esters biodégradables, ne doivent pas étre toxiques.
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Figure 111. Prolifération des macrophages murins RAW 262.7 aprés une exposition de

24 h aux dendriméres dans la plage de concentration de 0,01 4 250,00 pg/ml.
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6.2. Etude des propriétés antifongiques de ’itraconazole encapsulé
dans les dendriméres

L’activité antifongique de I’itraconazole encapsulé dans les dendriméres synthétisés
dans le cadre du présent projet de recherche a été étudiée sur une culture Candida albicans, la
souche LSPQ 5674. L’¢évaluation a ¢été effectuée en suivant une méthode de référence pour
tester une sensibilit¢ aux antifongiques des levures par dilution de « bouillon» [501],
approuvée par CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), une organisation
internationale produisant des normes et lignes directrices au sein de la communauté médicale
[502]. La méthode est basée sur ’estimation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
d’un agent antifongique laquelle empéche visiblement (dans notre cas a 50%) la croissance
d'un microorganisme dans un test de sensibilité par rapport au microorganisme non expos¢.

Par analogie avec le test de viabilité cellulaire avec le MTT (section 6.1.), le test de
sensibilité aux antifongiques des levures par dilution de « bouillon » consiste a quantifier le
nombre de cellules de champignon survivantes aprés [’exposition aux différentes
concentrations d’un antifongique. Dans ce cas, la quantification est possible grace a la
réduction du sel de sodium de 7-hydroxy-3H-phénoxazin-3-one-10-oxide (résazurin) en son
dérivé fluorescent, résorufin. Le résazurin représente une matiere colorante bleue tandis que le
résorufin est de couleur rose. La transformation s’effectue également par les enzymes
mitochondriales (réductases) des cellules vivantes (Figure 112, page 218). La densité optique
du milieu de culture résultant se mesure a 560 nm par la technique de fluorométrie (voir la
description détaillée de la procédure dans 1’annexe 5). En se basant sur les valeurs de CMI
trouvées, on tire une conclusion sur I’augmentation/diminution de sensibilit¢ du champignon

aux formulations antifongiques étudiées par rapport au PA non formulé.

Na* =0 0 0 Enzymes
U U mitochondriales \C[ :U
5
N
Résazurin (bleu) Résorufin (rose)

Figure 112. Schéma de la réduction du résazurin en résorufin.
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Pour cette étude, les dendrimeres 48, 58a, 59 et 64 qui ont présenté les taux de charge
en PA les plus €levés, ont été sélectionnés. Les résultats ont montré qu’apres une exposition de
72 h, les formulations a base de produits testés étaient moins efficaces que la solution
Sporanox® commerciale et I'ITZ non encapsulé. En effet, les taux de survie des cellules
fongiques étaient plus ¢levés dans les cas de dendriméres (Figure 113, page 219, voir les

structures chimiques complétes des produits dans 1’annexe 6).
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Figure 113. Viabilité cellulaire de la souche LSPQ 5674 de Candida albicans aprés 72 h
de traitement avec de I’I'TZ libre, Sporan0x® et les formulations d’ITZ a base de

dendriméres 48, 58a, 59 et 64.

Les explications possibles de ces résultats sont :
(1) la vitesse de relargage du PA était insuffisante pour affecter la survie de cellules
du champignon;
(1) la nature de la surface et la taille trop ¢levée des micelles empéche
significativement 1’internalisation du PA dans les cellules fongiques.
Ainsi, pour assurer I’efficacit¢ de nouvelles formulations a base de micelles
dendritiques proposées, un meilleur contrdle sur le processus de libération des molécules

actives est nécessaire.
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Chapitre 7. Discussion générale



Le travail réalisé¢ dans le cadre du présent projet de recherche avait pour but d’¢laborer
de nouveaux systémes d’encapsulation des PA hydrophobes a base des dendrimeres. L analyse
bibliographique présentée dans le chapitre 1 de ce manuscrit a révélé que les structures
dendritiques les plus prometteuses en tant que nanovecteurs sont des macromolécules
polyesters. En effet, leur toxicit¢ faible et la biodégradabilité, ainsi que la capacité
d’encapsuler des petites molécules, constituent des propriétés essentielles pour leurs
applications futures dans la nanovectorisation des médicaments. Néanmoins, pour tirer le
maximum des avantages du concept des nanocapsules a base des dendriméres polyesters, il
reste encore plusieurs problémes a résoudre. En particulier, les obstacles majeurs qui
empéchent grandement les applications de ces systemes a grande échelle sont une faible
efficacité d’encapsulation de PA et une libération trop rapide de PA in vivo. Trés souvent, ces
problémes découlent de la mauvaise compréhension des facteurs qui sont impliqués dans le
processus de rétention des molécules de PA au sein du vecteur. Par exemple, la majorité des
dendrimeres polyesters en vue d’étre utilisés comme agents d’encapsulation des PA
hydrophobes possédent des cavités lipophiles internes trop petites ou mal adaptées pour
pouvoir retenir efficacement des molécules actives de quelques centaines Daltons ou plus (ce
qui est typique pour les PA modernes). Une autre préoccupation qui entrave le développement
de ces systémes est un colit treés €élevé par rapport aux nanovecteurs a base des lipides, des
polyméres linéaires etc. En effet, le processus d’assemblage des dendriméres reste toujours de
trés longue durée. Ceci est di a la nécessité de réaliser la synthese de macromolécules étape
par étape, compte tenu les difficultés a purifier les produits obtenus qui différent trés peu par
leurs structures. Une solution possible a ce dernier probléme repose sur I’assemblage des
dendrimeres polyesters a partir des blocs polyesters présynthtétisés. Cependant, trés peu des
travaux sont publi€s a ce sujet.

L’approche combinatoire proposée dans le présent travail visait a élaborer de nouveaux
nanovecteurs dendritiques, en faisant appel a une stratégie inédite, basée sur la réalisation
successive de plusieurs étapes : (i) le choix des éléments structuraux et les travaux de synthese
préliminaires; (i1) la modélisation d’encapsulation de 1’itraconazole in silico, (iii) 1’assemblage
chimique des dendrons et dendriméres, (iv) les tests d’encapsulation de I’itraconazole in vitro,
(v) les tests de cytotoxicité de dendrimeres synthétisés, (vi) les tests antifongiques de

formulations de I’itraconazole a base de dendriméres obtenus. Selon notre hypothése, la
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réalisation de cette approche aurait du a priori nous amener a des résultats trés encourageants,
en permettant la création de nouveaux agents d’encapsulation dendritiques qui seront plus
efficaces par rapport aux systémes connus.

La premicre étape avait pour objectif de trouver parmi les composés connus les
meilleurs candidats pour représenter les €léments structuraux de nos dendrimeéres, tels que
ceeur, groupements-espaceurs, agents de branchement et groupements terminaux. Notre choix
s’est fixé sur les composés qui répondaient bien aux critéres de disponibilité commerciale,
biocompatibilit¢ et possibilit¢ de transformer d’une manicre sélective les groupements
fonctionnels présents (hydroxyles ou carboxyles) en liaisons esters. La réalisation de cette
étape a permis de sélectionner les structures les plus prometteuses, ainsi que d’optimiser les
conditions de certaines réactions connues, pour assembler des macromolécules polyesters a
partir des alcools et des acides carboxyliques. Plusieurs nouveaux composés avec les
rendements élevés ont été synthétisés, tels que le tétrasuccinyl-pentaérythritol (C-I) et le
glycéryl tris[9,10-(thréo)-dihydroxyoctadéca-noate] (C-VIII), proposé respectivement comme
cceur tétrafonctionnel et hexafonctionnel, le mono-O-trityl-1,10-décanediol (18), prometteur
pour greffer les groupements-espaceurs hydrophobes a base du 1,10-decanediol, le mono-O-
trityl-pentaérythritol (19) comme agent de branchement sélectif, mono-O-allyl-TEG (25) pour
constituer les segments terminaux temporaires etc.

L’objectif de I’étape suivante était d’évaluer I’influence de la structure dendritique sur
le processus d’encapsulation de I’itraconazole in silico, en utilisant une méthode de mécanique
moléculaire, Amber3. D’une maniere générale, I’approche computationnelle pourrait rendre le
processus d’élaboration des nouveaux nanovecteurs dendritiques plus économique. En effet,
une application de procédures de simulation fiables, avant des travaux dans les systémes réels,
permettrait d’optimiser le processus du triage des structures potentiellement intéressantes, en
réduisant ainsi le nombre des dendrimeres a synthétiser. Comme critére d’évaluation de
I’efficacité de structures, la différence entre les énergies stériques avant et apres
I’encapsulation a été choisie. Les modélisations ont été menées dans les milieux simulant le
vide et I’eau. Les résultats de ces travaux ont montré que la présence d’espaceurs hydrophobes
a base de décanediol prés du cceur de dendrimere devrait €tre considérée comme étant plus
favorable a la rétention du PA, comparativement aux chaines hydrophiles TEG. Il a été

¢galement trouvé que la souplesse de la partie centrale hydrophobe est un des facteurs majeurs
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qui déterminent 1’efficacit¢ d’encapsulation du PA hydrophobe. Il faut aussi noter que
I’efficacité de structures étudiées différait dépendamment du milieu de modélisation, ce qui
suggérait une vérification de résultats de calculs dans les systémes réels.

En se basant sur les résultats de deux premicres étapes, les dendrimeéres de deux types
(I et IT) ont été choisis pour les travaux d’assemblage chimique. Le type I était représenté par
les macromolécules portant un ceeur central tétrafonctionnel et les points de divergence a base
de pentaérythritol. Les dendriméres de type II étaient les dérivées du composé¢ C-VIII. Les
différences structurales choisies étaient nécessaires pour €lucider par la suite 1’influence de
I’architecture interne sur le processus d’encapsulation du PA. Les travaux d’assemblage ont
permis de réaliser d’abord la synthése de nouveaux dendrons de premicre et de deuxieéme
génération. Etant donné la grande sélectivité et le grand rendement du produit, le dendron de
premicre génération 36 pourrait représenter dans le futur un bloc structural trés prometteur
pour assembler d’autres nouvelles structures polyesters hyperbranchées. Dans le cas du
dendron de deuxieme génération 45 assemblé par le greffage multiétape de petites molécules,
la purification a été compliquée par la polymérisation spontanée du produit, ce qui est di a la
proximité de liaisons allyles doubles et, possiblement, a la présence de certaines impuretés
pouvant induire la polymérisation. Une solution possible pour résoudre ce probléme est
d’obtenir les dendrons de deuxieéme génération, en faisant appel a une approche d’assemblage
« en blocs », p.ex., en utilisant comme produits de départ les structures de premicre génération
36 et 39. Durant la synthese des dendrimeres de premiere génération de type I, la réaction
d’esterification de Steglich était efficace seulement dans le cas de structures de cceurs C-I et
C-VI présentant moins de génes stériques. La synthése de dendrimeéres de type II n’était pas
possible par le greffage direct de molécules volumineuses, en utilisant plusieurs réactions.
Pour remédier a ce probléme, la transformation préliminaire du composé¢ C-VIII en son
dérivé hexasuccinyle (54) a été réalisée. L’obtention de dendrimeres de deuxieme génération
de type I a montré qu’avec les structures de dendrons proposées, la stratégie divergente se
caractérise par le rendement réactionnel plus grand, comparativement a la stratégie
convergente. Ceci pourrait étre également expliqué par I’impact important des effets stériques
sur I’assemblage de macromolécules. Afin de réaliser la synthése de dendrimeres de deuxieme
génération de type II, il est toujours nécessaire d’¢laborer une méthode fiable pour greffer

efficacement 1’acide oléique aux hydroxyles secondaires voisins du coeur C-VIII.
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L’¢étape suivante était une étude de 1’efficacité d’encapsulation de I’itraconazole dans
les dendrimeéres obtenus, accompagnée de mesures de la taille des nanoparticules formées dans
I’eau avant et apres 1’encapsulation. Dans le cas de dendrimeres de premiere génération, les
résultats de tests sont en concordance avec les résultats de modélisations in silico réalisées
dans le milieu simulant I’eau. En particulier, les taux d’encapsulation moyens augmentent
avec la souplesse de la partie centrale hydrophobe de dendriméres, surtout quand il s’agit de la
présence des chaines hydrophobes libres. Néanmoins, il faut noter que les taux
d’encapsulation observés (< 6,5%mass.) représentent des valeurs assez faibles, ce qui nécessite
une optimisation ultérieure au niveau structural de macromolécules.

Les mesures de la taille par la technique DLS ont révélé la formation des agrégats
(généralement, les micelles de diamétre de 154,6 a 463,0 nm) dans le cas de tous les systemes.
De plus, la taille des agrégats a tendance d’augmenter en présence de I’itraconazole. Ainsi, les
résultats d’encapsulation de I’'ITZ et de tests DLS suggérent que dans le cas des structures
¢tudiées, le concept fondamental des dendriméres comme des nanocapsules unimoléculaires
n’est pas applicable. Ceci est d’ailleurs en concordance avec certaines données
bibliographiques récentes concernant d’autres macromolécules dendritiques proposeés comme
nanovecteurs des principes actifs. Par conséquent, nos travaux de simulation in silico ne
peuvent avoir qu’un caractére indicatif, car ils ne reflétent pas I’impact important du processus
de formation des micelles a base des molécules d’agent d’encapsulation. Il est cependant a
mentionner que la formation des micelles permet d’expliquer le fait que le taux
d’encapsulation n’augmentait pas avec avec 1’augmentation de la longueur de chaines PEG
périphériques. En particulier, ceci est probablement dii & une organisation intermoléculaire
plus efficace pour les dendrimeres a chaines PEG plus courtes. Finalement, malgré ces
résultats peu attendus, comme perspective a long terme, on peut proposer les dendrimeres de
ce type pour former des systémes d’encapsulation dont la taille de 200-450 nm est considérée
comme ¢tant favorable a la livraison efficace des PA (p.ex. anti-inflammatoires,
antiarthritiques et anticancéreux).

Les dendrimeres obtenus ont été également étudiés sur le plan de cytotoxicité, en
utilisant le test classique de MTT sur les macrophages murins RAW-262.7. Les résultats ont
montré qu’aucun de nos dendriméres ne présentent d’effets toxiques pouvant affecter la survie

de macrophages dans la plage de concentration allant de 0,01 a 250 pg/ml aprés 24 h
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d’exposition. Ceci est en concordance avec beaucoup de sources bibliographiques, en
confirmant ainsi que les dendriméres assemblés a partir d’éléments structuraux
biocompatibles, li€s par les liaisons esters biodégradables, ne doivent pas étre toxiques.

L’activité antifongique de formulations de I’itraconazole avec les dendrimeres obtenus
a ¢été étudiée sur une espece d’un champignon pathogéne Candida albicans. L’ objectif de ces
tests ¢était de déterminer la concentration minimale inhibitrice présentée par les formulations a
base de dendrimeéres, comparativement a 1’itraconazole non formulé, ainsi qu’a la formulation
commerciale Sporanox”. Les résultats ont montré qu’aprés une exposition de 72 h, les
formulations & base de dendriméres étaient moins efficaces que le Sporanox® et le PA non
formulé. Une explication possible de ces résultats est que la vitesse de relargage du PA était
insuffisante pour affecter la survie de cellules du champignon. De plus, la nature de la surface
et la taille assez élevée des micelles pourrait empécher significativement 1’internalisation du
PA dans les cellules fongiques. Ainsi, pour assurer 1’efficacité des nouvelles formulations, un
meilleur contrdle sur le processus de libération des molécules actives est nécessaire. Dans ce
contexte, une solution possible repose sur la fonctionnalisation de la périphérie des
dendrimeres par le greffage de 1’acide folique ou des sucres simples tels que fructose, glucose,
galactose, maltose, mannose etc. lequels pourraient favoriser 1’interaction avec la membrane
plasmique et ainsi augmenter 1’internalisation cellulaire de vectueur.

Ainsi, pour résumer I’ensemble de travaux réalisés dans le cadre du présent projet de
recherche, on peut constater que notre hypothése principale concernant une possibilité de créer
de nouveaux systemes d’encapsulation plus efficaces, en faisant appel a une approche
combinatoire décrit ci-dessus, n’a pas été confirmée. En effet, malgré les résultats trés
encourageants liés a la synthése sélective de nouvelles structures dendritiques, ainsi qu’a leur
cytotoxicité tres faible, finalement, ces travaux n’ont pas mené a la création de nouvelles
formulations plus efficaces par rapport aux produits pharmaceutiques connus. Il est cependant
a noter que d’une manicre générale, les résultats obtenus doivent étre considérés comme étant
assez importants. En particulier, la synthése et la caractérisation structurale de nouvelles
macromolécules ont contribu¢é a la chimie des dendrimeres, tandis que les études
d’encapsulation du PA et de propriétés biologiques peuvent présenter un intérét pour le

domaine de formulation pharmaceutique.
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Conclusion

Ce travail de thése était consacré a la conception, la synthése et la caractérisation de
nouvelles macromolécules polyesters branchées pour encapsuler des principes actifs
hydrophobes. Cette étude s'inscrit dans la problématique générale liée a des particularités de la
chimie des dendriméres et, en méme temps, a 1’élaboration de nouveaux agents
d’encapsulation en vue d’améliorer la faible biodisponibilit¢ de molécules actives
hydrophobes.

Notre analyse bibliographique approfondie révele que 1’aspect prometteur de ces
systémes repose grandement sur 1’absence de polydispersité (assurée par 1’architecture bien
définie), 1’absence d’effets toxiques chez les dendrimeéres polyesters, la capacité d’encapsuler
de petites molécules grace a la présence de cavités internes et, finalement, sur le potentiel des
groupements périphériques, permettant le greffage de différentes molécules d’une maniere
covalente. Il est cependant a noter qu’a cause de leurs cavités lipophiles internes trop petites,
les dendrimeéres polyesters connus a ce jour sont majoritairement mal adaptés pour encapsuler
efficacement des molécules actives hydrophobes dont la masse moléculaire dépasse quelques
centaines de Daltons. Par conséquent, le besoin de nanovecteurs dendritiques plus sélectifs
reste toujours d’actualité. Un autre aspect que nous avons essayé d’élaborer plus
profondément, est li¢é aux perspectives d’utiliser les dendrimeres dans des traitements
médicamenteux particuliers, ce qui doit tenir compte notamment des barrieres biologiques a
traverser par le vecteur.

Une ¢tude préliminaire réalisée dans le cadre de ce projet de recherche consistait a
trouver des produits initiaux et intermédiaires pouvant étre utilisés par la suite pour assembler
efficacement nos futures macromolécules polyesters. La disponibilit¢ commerciale, la
biocompatibilité et la fiabilité des transformations chimiques étaient les critéres principaux a
cette étape du criblage. L’adaptation des conditions de synthése et les procédures de
purification proposées et testées durant cette étude ont permis d’obtenir 6 nouveaux produits
intermédiaires de haute pureté.

En se basant sur les résultats de nos travaux de synthese préliminaire, les simulations in

silico ont été réalisées pour identifier les facteurs structuraux qui favorisent I’encapsulation de



I’itraconazole par les macromolécules composées des éléments choisis a I’étape précédente.
Les résultats de calcules ont mis en évidence I’importance d’avoir dans une structure
dendritique une partie centrale a la fois hydrophobe et flexible pour assurer une meilleur
interaction non covalente avec le principe actif.

L’étape suivante consistait en I’assemblage chimique de dendriméres de deux types
différant par la structure de la partie centrale hydrophobe. Ce travail a permis d’abord
d’obtenir les dendrons de premiére et de deuxieéme génération et ensuite d’effectuer la
synthése de nouvelles structures dendritiques.

Les dendrimeéres obtenus ont été par la suite étudiés sur le plan de D’efficacité
d’encapsulation de I’itraconazole. Ces tests ont montré que dans certains cas, le taux
d’encapsulation du principe actif peut atteindre 6,5%m,ss. Les mesures de la taille effectuées
par la technique DLS permettent de constater la formation de micelles de diametre de 154,6 a
463,0 nm, ce qui exclut les applications de ces produits en tant que nanocapsules
unimoléculaires.

Les tests de cytotoxicité effectués sur les macrophages murins RAW-262.7 ont montré
que les produits étudiés ne présentent pas d’effets toxiques pouvant affecter la survie de
macrophages dans la plage de concentration de 0,01 a 250,00 pg/ml. Ceci est tres
encourageant pour le développement futur des nanovecteurs de ce type.

L’activité antifongique de formulations de I’itraconazole avec les dendrimeres obtenus
a été étudi¢e sur une espece d’un champignon pathogéne Candida albicans. Ces tests ont
permis de conclure que pour assurer l’efficacité de la nouvelle formulation, un meilleur
controle sur le relargage du principe actif était nécessaire.

Finalement, les résultats obtenus ont montré que les dendrimeéres polyesters peuvent
étre considérés comme une classe des agents d’encapsulation des principes actifs assez
prometteuse sur le plan de la biocompatibilité et de I’efficacité d’encapsulation. Il est
cependant a noter que notre travail suggére de réviser 1’applicabilit¢ du concept des
dendriméres comme nanocapsules unimoléculaires, mettant aussi en évidence qu’avec ces

structures, le contrdle sur le relargage du principe actif reste également a améliorer.
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Annexe 1. Réactifs et solvants utilisés dans les études

Anhydride succinique (99%) a été fourni par Acros Organic (Fair Lawn, NJ, E.-U.).
Chloroforme, toluéne, benzéne, dichlorométhane, é&ther éthylique, éther méthyle-fert-
butylique, hexane, acétone, acétonitrile, méthanol, le N,N-diméthylformamide (DMF), acide
chlorhydrique (réactif ACS, d 1,18), chlorure de thionyle et isopropanol ont été achetés aupres
Laboratoire Mat (Montréal, QC, Canada). Alcool éthylique anhydre provient de Les Alcools
de Commerce (Brampton, ON, Canada). Chlorure d’aluminium (>99%), chlorure de trityle
(=297%), tétraéthyleéne glycol, bromure d’allyle (>99%), polyéthyléne glycol 550 monométhyle
¢ther et polyéthyléne glycol 1000 monométhyle éther ont été fournis par Fluka (Buchs,
Allemagne). Sulfite de sodium anhydre (qualité réactif), hydroxyde de potassium (qualité
réactif), et hydroxyde de sodium (qualité réactif), chlorure de zinc (II) (qualité réactif), acide
sulfurique (qualité réactif) proviennent de A&C American Chemicals Ltd. (Montréal, QC,
Canada). Trioléate de glycéryle (=99%), brome moléculaire (qualité réactif), H,O,
(50%mass.), gel de silice pour chromatographie sur colonne (70-230 mesh, 60 A), plaques de
CCM (matrice de gel de silice sur support en aluminium), acide formique (98%), acétate de
sodium (>99%), pyridine (anhydre, 99,8%), 2-méthyléthylamine (99%), carbonate de césium
(99%), diméthylsulfoxyde-d6 (100%, 99,96%atom. D), chloroforme-d (99,8%atom. D,
0,03%vol. TMS), tétroxyde d'osmium (réactif ACS, >98,0%), carbonate de potassium (réactif
ACS), pentaérythritol (98%), 15-Crown-5 (98%), acide L-aspartique (98%+), sulfate d’argent
(>99,99%), D-(+)-Dextrose (anhydre, qualit¢ USP), acide butane-1,2,3,4-tétracarboxylique
(99%), acide furane-2,3,4,5-tétracarboxylique (96%), acide benzeéne-1,2,3,4-tétracarboxylique
(96%), acide 4,4',4",4""-(porphine-5,10,15,20-tetrayl)tetrakis-benzoique, dichlorure oxalyque
(98%, qualité¢ réactif), 1,10-décanediol (98%), N,N-diméthylacétamide (99%), acide
2,2-bis(hydroxyméthyl)butyrique (98%), acide 2,2-bis(hydroxyméthyl)propionique (98%),
acide para-tolu¢nesulfonique (98%), polyéthyléne glycol 250 diméthyle éther, acide acétique
glacial (99,85%), acide bromhydrique (47,0-49,0%, réactif ACS), sodium métallique (cubes,
dans I’huile minérale, 99,9%), trioxyde de chrome (VI) (98+%, réactif ACS), 4-
diméthylaminopyridine  (99%), chloroforme (>99,8%, stabilis¢ par amylenes),



Montmorillonite K10, 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (0,5M dans le THF), acide oléique (grade
technique et >99%, GC), chlorure d’acide oléique (85%, grade technique), alcool oléyle (85%,
grade technique, et >99%, GC), triphénylphosphine (>98,5%) et diisopropyl azodicarboxylate
(98%) ont été fournis par Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). 1-Ethyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide provient de Matrix Innovation (Québec, QC, Canada).
Chlorure de sodium (>99,5%), hydroxyde de potassium (réactif ACS), alcool benzylique
(99,8%), tétrahydrofurane (grade HPLC) ont été achetés chez FisherBiotech (Fair Lawn, NJ,
E.-U.). Carbonate de calcium et acétone (distillée sur verre, A-0547) proviennent de 1’ACP
Chemicals Inc. (Montréal, QC, Canada). Acide citrique a été¢ fourni par Giroux (St-Hyacinthe,
QC, Canada). L'eau distillée a été préparée avec le systéme Barnstead International A1015-C
(Dubuque, IA, E.-U.). L'huile d'olive «Bertolli DAL 1865 Extra Vierge d'origine» a été acheté
chez Deoleo Canada Ltd. (Toronto, ON, Canada).
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Annexe 2. Méthodes analytiques et D’appareillage et

conditions analytiques utilisés

Résonance magnétique nucléaire (RMN). Les spectres RMN unidimensionnels du proton
'H et du carbone *C ont été enregistrés sur 1’appareil Bruker AMX-300 (Karlsruhe,
Allemagne), avec une sonde double proton/carbone de 5 mm, a une fréquence respectivement
de 300 MHz pour le 'H, et 75 ou 100 MHz pour le °C, avec une induction du champ
magnétique maximale de 7,01 T, en utilisant CDCl; et DMSO-d6 comme solvants.
L’acquisition des spectres bidimensionnels "H/'H NOESY a été effectuée sur un Bruker
Avance 300 (Karlsruhe, Allemagne) équipé d’une sonde INVERSE de 5 mm a 300 MHz.
Toutes les analyses spectrales ont été réalisées avec le logiciel MestRec4.9.9.6 de Mestrelab
Research (Escondido, CA, E.-U.).

Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR). Toutes les mesures FTIR ont
été réalisées sur un spectrométre iS10 Nicolet de ThermoScientific Co. (Madison, W1, E.-U.)
avec la technique de réflexion totale atténuée (ATR) : matériel optique: ZnSe; nombre de
scans: 64; intervalle d'acquisition: 0,482 cm™; intervalle spectral : 4000-500 cm™. Pour
analyser les spectres obtenus, le logiciel OMNIC 8.1.10 (ThermoScientific Co.) a été utilisé.
L'analyse élémentaire du N, C, H et S a été effectuée sur les analyseurs Fisons EA 1108 de
Fisons Instruments (Rodano, Italie) et Costech 4010 de ISOMASS Co. (Valencia, CA, E.-U.)
par la technique de combustion rapide dynamique. L'analyse des chromatogrammes obtenus
pour les produits gazeux de la combustion des composés organiques analysés (N, CO,, H,O,
and SO,) a été réalisée en utilisant le logiciel Eager 300 de Thermo Electron Co. (Madison,
WL E.-U.).

Spectrométrie de masse par la désorption-ionisation laser assistée par matrice en temps
de vol (MALDI-TOF). Les spectres MALDI-TOF ont été acquis avec le spectrométre de
masse Ultraflex TOF/TOF de Bruker (Bremen, Allemagne), dans le mode de réflexion
positive avec un laser Smartbeam2 337 nm a 200 Hz, en faisan la moyenne de 2 000 spectres

MS acquis, en utilisant le dithranol (1,8-dihydroxy-9,10-dihydroanthracen-9-one) ou DHB
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(acide 2,5-dihydroxybenzoique) comme matrices et le LiCl comme agent d'ionisation.
L'analyse spectrale a ét¢ réalisée avec le logiciel flexAnalysis de Bruker Daltonics.
Spectrométrie de masse par pulvérisation d'électrons en triple quadripéle (ESI-TQ)*.
Les analyses ont ¢été réalisées par injection directe (sans colonne) des échantillons dans le
passeur d'échantillons G1367E du systéme HPLC Agilent 1260 de 1’Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, E.-U.), en utilisant la phase mobile (%vol) : eau (50)- acétonitrile (50) -
acide formique (0,2), pompée avec le débit de 0,75 ml/min. La détection a été réalisée avec un
spectrometre de triple quadripolaire G6410B équipé d'une source ESI. La source d'ionisation a
été opérée a la tension capillaire de 3000 V, la pression de nébulisation de 45 psi, et la
température de gaz sec de 350°C, avec le débit de gaz de 12 I/min. Le spectrométre de masse a
été opéré dans les modes d'ions ESI positif ou négatif, en utilisant le mode de balayage MS2
dans I’intervalle de balayage de 70 a 1200 Da/z avec la durée d’un balayage de 500 ms et la
tension de fragmenteur de 135 V. L'acquisition des données et la quantification ont été
effectuées en utilisant le logiciel Agilent Mass-Hunter Quantitative Analyst version B.05.00
de Agilent Technologies. *Les conditions ont été utilisées pour analyser uniquement le
produit 15 (sections 2.2.1.2.5.5 et 2.3.1.2).

Chromatographie liquide de haute performance avec la détection par spectrométrie de
masse (HPLC-ESI-TOF). Les spectres ont été obtenus avec un spectrometre LC-MSD-TOF
d'Agilent Technologies (Santa Clara, CA, E.-U.) dans les modes ESI positifs et négatifs a
160,0 V. La séparation a été effectuée sur une colonne Zorbax XDB-C18 (100%2,1 mm; 1,8
um), en utilisant la phase mobile, %vol. : acétonitrile (80) - eau (20) - acide formique (0,1), en
mode d’¢€lution isocratique, avec le débit de 0,50 ml/min, ou sur une colonne C18 Synergi RP-
polar de Phenomenex (150x4,6 mm; 4 um), en utilisant la phase mobile composée de MeOH-
H,0O en mode d’¢lution de gradient, avec le débit de 0,5 ml/min. La détection a été effectuée
sur un détecteur TOF 6210, en utilisant la source ESI en modes d'ions positif ou négatif, a la
tension capillaire de 3500 V, la pression de nébulisation de 35 psi, la température de gaz sec
de 350°C, et le débit de gaz de 10 1/min. Le balayage a été fait de 100 a 3000 Da/z (la durée
d’un cycle: 500 ms, la tension de fragmenteur: 160 V). L'analyse spectrale a été faite avec un

logiciel Agilent Mass-Hunter Quantitative Analyst version B.05.00 de Agilent Technologies.
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Spectroscopie UV-Vis (UV-Vis). Toutes les mesures UV-Vis ont été réalisées sur un
spectrometre  LightWave I+ de Biochrom (Cambridge, Royaume-Uni): intervalle
d'acquisition: 5 nm; intervalle spectral : 200-800 nm. Pour analyser les spectres obtenus, le
logiciel PVC (Biochrom) a été utilisé.

Chromatographie d'exclusion stérique (GPC). Les analyses des échantillons ont été
réalisées sur un systtme GPC Waters (Waters Corporation, Milford, MA, E.-U.) muni d’un
chauffe-colonne et une pompe Waters 1525, un autoéchantilloneur Wisp 717Plus, un détecteur
a indice de réfraction Waters 2414 et une colonne de garde de Waters. La séparation a été
effectuée a 35°C et le débit de 1 ml/min sur trois colonnes GPC de marque Phenomenex
Phenogel avec la taille de particules de la phase stationnaire de Sum et la porosité
respectivement de 500A, 10e4A et 10e5A, en utilisant le THF comme phase mobile et les
standards polystyreénes. L’analyse de chromatogrammes a été réalisée avec le logiciel Breeze
3.2 (Waters Corporation).

Diffusion dynamique de la lumiere (DLS). Toutes les mesures ont été effectuées avec
I’appareil Malvern Autosizer 4800 (Malvern Instruments, Worcestershire, GB) muni d’un
laser He-Ne de 633 nm et un détecteur de type photodiode avalanche. 1-3 mg d’un produit a
analyser a été dispersé dans 10 ml d'eau Milli-Q et les mesures de taille ont été enregistrées a
I’angle de diffusion de 90°, a 25°C. Les données sur la distribution de taille ont ét€ obtenues a
partir des fonctions d'auto-corrélation, en utilisant le programme CONTIN. Les mesures pour
chaque échantillon ont été répétées 3 fois.

Point de fusion. La détermination du point de fusion a été réalisée sur I’appareil IA9000 de la
série Digital melting point de Electrothermal Engineering Ltd (Rochford, Essex, Royaume-
Uni).



Annexe 3. Procédure détaillée de tests d’encapsulation de

P’itraconazole

Environ 25 mg du dendrimére a étudier et environ 25 mg de I’ITZ (98%, fourni par AK
Scientific Inc., Vrion City, CA, E.-U.) pesés préalablement avec une précision de 0,1 mg ont
été solubilisés dans 5 ml de dichlorométhane, en faisant tourner le ballon avec les constituant
sur un €vaporateur rotatif (vitesse de rotation : 80-100 tours/min) sous pression atmosphérique
et a température de la piéce. Aprés 15 min d’agitation, le vide (d’environ 20 in Hg vac.) a été
créé pour évaporer le solvant, en faisant augmenter graduellement la température du mélange
jusqu’a 40°C. L’évaporation finale du dichlorométhane a été effectuée sous vide profond
d’environ 30 in Hg vac. a la température ambiante pendant 24 h. Ensuite, 5 ml de 1’eau
déionisée (MilliQ) ont été ajoutés au reste, et la suspension obtenue a été agitée sur 1’agitateur
magnétique a la vitesse de 1000 tours/min pendant 24 h. La suspension résultante a été
d’abord filtrée a travers un filtre avec la porosité de 2 um et ensuite diluée avec 1’acétonitrile
dans une fiole jaugée jusqu’au volume final de 100,0 ml. La procédure a été répétée 2 fois
pour chaque compos¢ dendritique a étudier.

Le taux de I’ITZ encapsul¢ a été¢ déterminé par la technique de HPLC avec le systeéme
HPLC de Shimadzu muni d’un dégazeur Prominence DGV-20A3, un chromatographe liquide
Prominence LC-20AT, un autoéchantillonneur Prominence SIL-20A, un four de colonne
Prominence CTO-20, un détecteur UV/VIS Prominence SPD-20A. La colonne
chromatographique utilisée était Phenomenex HyperClone 5u BDS C18 130A (150x4.60 mm,
5 micron). Les conditions d’¢lution et de la détection étaient les suivantes :

- Phase mobile, (%vol.) :

acétonitrile (70) - eau MilliQ (30) — triéthylamine (0,05);

- Débit de la phase mobile : 1 ml/min;

- Température de la colonne : 40°C;

- Longueur d’onde de détection : 263 nm.
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La quantification a été réalisée, en se basant sur 1’équation de la courbe de calibration
obtenue dans les mémes conditions chromatographiques, a partir de solutions de I’'ITZ pur
dans I’acétonitrile. L’injection de chaque échantillon a été effectuée 3 fois. Dans notre cas, les
concentrations de solutions standards étaient les suivantes, pg/ml: 267,00; 106,80; 53,40;
42,72; 21,36; 10,68; 4,27; 2,14. Le coefficient de détermination de 1’équation de régression
linéaire obtenue était proche de 1 (R* = 0,9999), ce qui confirme la fonction linéaire entre la

concentration de I’ITZ et son absorbance sur la plage de concentration utilisée.
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Annexe 4. Procédure détaillée des tests de cytotoxicité sur

les macrophages murins avec le MTT

Jour 1

a. Passage de culture des macrophages. 1,0 ml de culture cellulaire RAW-262.7 est
placé dans 10,0 ml de milieu de culture composé de 445,0 ml de milieu DMEM
(GIBCO, Invitrogen), 50,0 ml de FBS (Fetal Bovin Serum; GIBCO 12483 FBS
Qualified, Invitrogen) et 5,0 ml de solution contenant les antibiotiques, pénicilline et
streptomycine (GIBCO, Invitrogen). Le mélange est ensuite incubé a 37°C, 5% CO,

dans I’atmosphere saturée d’eau (CO2 Incubator, Sanyo).
Jours 2 et 4

a. Changement du milieu de culture. Le milieu de culture est enlevé et remplacé par du
milieu frais (10,0 ml). Apres le changement de milieu, la fiole de culture cellulaire été

retournée dans ’incubateur.

b. Vérification du nombre de cellules sous microscope optique a transmission Axiovert
S100 de Zeiss (Objectif 1006-591 LDA — Plan, 20x/0,30 Ph 1 «o/;). La quantité de
cellules est considérée comme étant suffisante si les cellules tapissent le fond de la
fiole de culture a une fluence d’environ 90%. Si ce n’est pas le cas, I’incubation est
maintenue, en remplacant le milieu de culture par de novelles portions une fois par 2-3
jours. Si la quantit¢ de cellules est suffisante, les procédures a suivre sont les

suivantes :

c. Enlévement de cellules attachées avec un grattoir (Costar cellscrapper 3010, Corning

Inc.) et transfert des cellules détachées dans un tube stérile en plastique de 15 ml.

d. Comptage des cellules. La concentration de cellules est calculée avec un
hématocytometre (Impruved Neubauer Vitrapian, 1/400 SQMM, 1/10 MM deep, HS
Levy chamber cat. No 500), en effectuant les procédures suivantes: (i) la coloration

d’une portion de milieu de culture avec les cellules détachées de 0,5 ml par 0,5 ml de

viii



solution de colorant Tryptan bleue a 0,4% dans le saline a 0,85% (Invitrogen
Corporation, GIBCO) en effectuant une agitation douce dans un tube stérilisé en
plastique; (i1) I’injection de 0,4 ml de la suspension obtenue sous la lamelle en verre
couvrant I’hématocytometre; (iii) le comptage de cellules sous microscope optique de
transmission Zeiss (objectif Planapo 10/0.32, 160/-), avec un compteur manuel; (iv) le
calcul de la concentration de cellules (nombre de cellules par ml : Nx2x2500, ou N est

une quantité de cellules trouvées dans I’hématocytomeétre).

e. Détermination du taux de dilution de la culture cellulaire pour avoir une
concentration de 5x10° cellules par 1 ml du milieu de culture.

f. Dilution du milieu cellulaire avec le milieu de culture selon les résultats de calcul de
dilution.

g. Répartition du milieu de culture avec cellules dilu¢ dans des puits d’une plaque de
titrage biologique a 96 puits (100 ul par puits), et ensuite, I’incubation de la plaque
pendant 3 heures (attachement des cellules).

h. Préparation de séries de dilution des échantillons a tester (ug/ml : 250; 100; 10; 1;
0,1; 0,01) dans le tampon PBS (DPBS 1X, 14190, GIBCO, Invitrogen).

i. Vérification d’attachement de cellules au fond de puits par microscopie optique de
transmission.

j- Distribution des solutions des produits a tester. Dans le cas de bon attachement de
cellules, les solutions contenant les produits a tester sont distribuées dans les puits de la
plaque de titrage (10 pl par puit; 4 puits pour chaque concentration et également 4 puits
sont laissés sans ajout de composés a tester (contrdle a 100% de viabilité cellulaire).

k. Incubation de la plaque de titrage a 37°C, 5% du CO, dans I’atmosphére saturée
d’eau (CO2 Incubator, Sanyo) pendant 24 h.

Jour 5

a. Lavage de la monocouche de cellules. Apres I’incubation de 24 h, le milieu de culture
est échangé par le milieu de culture sans sérum (100 pl par puits) pour éliminer les

composés a tester. Ensuite, la plaque est retournée a nouveau dans I’incubateur.
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b. Préparation du milieu de culture contenant du MTT. 15 mg de MTT (approx. 98%
TLC, Sigma-Aldrich) sont solubilisés dans 3 ml de tampon PBS (DPBS 1X, 14190, (-)
Calcium Chloride, (-) Magnesium Chloride, GIBCO, Invitrogen). 0,7 ml de la solution
de MTT est mélangé avec 7 ml du milieu de culture avec sérum dans un bain (Reagent
Reservoir S255100, 25 ml, Sterile, AquaFill), et, ensuite, filtré (filtre de 0.2 um, non
pyrogénique, stérile R, Sarstedt).

c. Echange du milieu de culture de lavage (sans sérum) par le milieu contenant le MTT
(100 pl par puits). Le remplissage par ce dernier de 4 puits propres, dédiés aux essais

blancs.

d. Incubation de cellules pendant 3 heures (la durée typique de la réaction du MTT avec

les enzymes mitochondriales des cellules vivantes).

e. Controle de la fin de réaction par microscopie optique de transmission (normalement,

une formation de cristaux du formazan qui font éclater les cellules, est observée).

f. Solubilisation du formazan se fait par un ajout de la phase de dissolution (80%vol. de
I’isopropanol, 10%vol. de HCl a 35%, 10%vol. du Triton (TRITON X-100, for
molecular biology, Sigma)); 100 pl par puits. La plaque de titrage emballée dans le
papier d’aluminium est ensuite maintenue sous agitation sur une plaque agitatrice

pendant environ une nuit.
Jour 6

Mesure de I’absorbance de solutions dans les puits s’effectue a I’aide du lecteur des
plaques SAFIR (TECAN, Austria) dans le mode d’absorption (température : 22°C, la
longueur d’onde: 590 nm, le nombre de points analytiques par puits : 10). Le calcul de
viabilité relative par comparaison de 1’absorbance des échantillons a tester avec ceux
de référence (sans ajout de substances a étudier), en tenant également compte de

I’absorbance des blancs (sans macrophages), selon I’équation A4.1:
VR = (AT-AM)/(AC-AM))X L00%.......oeeeeeeeeeeeeeseeeeeecereeeeeeeeees Equation A4.1

AT — absorbance d’une solution avec le compos¢ a tester a concentration donnée;



AM - absorbance de la solution contenant uniquement le milieu de culture et le

MTT (sans cellules, essais blanc, 0%);

AC - absorbance d’une solution avec les cellules sans le composé a tester (100%);
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Annexe 5. Procédure détaillée de tests antifongiques sur

Candida albicans

Jour 1

10 pl de culture de la souche LSPQ 5674 de Candida albicans présentée par un isolat clinique
provenant de la collection du Laboratoire de Santé Publique du Québec (LSPQ) sont placés
sur la gélose et laissés pousser pendant 24 h a 30°C dans un incubateur Forma 310 Direct Heat
CO2 (Thermo Fisher, Waltham, MA, US).

Jour 2

La souche poussée est transférée dans un tube contenant 10 ml de milieu YPD (Yeast Peptone
Dextrose, Invitrogen) composé de I’extrait de levure (1%), Bacto Peptone (2%) et glucose
(2%) et est laissée sous agitation pendant une nuit pour obtenir le milieu de culture concentré
(inoculum).

Jour 3

La quantité de cellules de champignons (ou unités formant des colonies, UFC) est évaluée par
la mesure de la densité optique (DO) de la suspension obtenue par I’homogénéisation de 20 pl
de ’inoculum avec 980 pl de milieu YPD. Une valeur typique de DO doit étre d’environ 0,2
en utilisant le milieu YPD pur comme blanc. Si la valeur de DO est satisfaisante, on procede a
une dilution de la partie principale de la souche avec le milieu YPD pour avoir une solution
finale avec DO de 0,1, ce qui correspond a (1+5)x10~ UFC/ml.

Aprées avoir bien homogénéisé le mélange sur un agitateur a vortex, on procede a sa
distribution en aliquotes de 100 pl par puits dans une plaque de titrage biologique a 96 puits et
fond en «U», en laissant une ligne comme témoin de stérilit¢ du milieu. Ensuite,
I’antifongique (ITZ nonformulé et ITZ encapsulé dans les dendrimeres) est distribué dans les
puits avec les champignons, sous forme de solutions dans le DMSO, en utilisant une gamme
de concentration, mg/l : 0,01563; 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0, et en
réservant également des puits pour le milieu de culture sans traitement par le PA (témoin de
pousse), ainsi que pour le milieu de culture contenant les agents d’encapsulation a 1’étude sans
le PA (3 puits pour chaque concentration ou témoin). Les plaques sont ensuite incubées a 30°C

pendant 72 h.
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Aprées I’incubation, une solution aqueuse de résasurin (700 pM) de marque commercial
Alamar Blue fournis par Trek Diagnostic Systems Inc. est ajoutée (10 pl/puits) et les plaques
sont mises en attente de 3-4 h pour compléter la réaction. Apres 'achévement, les plaques sont
lues sur un lecteur des plaques FlexStation 1 Benchtop Multi-Mode Microplate reader
(Molecular devices, Sunnyvale, CA, E.-U.) en utilisant une longueur d’onde d’excitation de
530 nm et une longueur d’onde d’émission de 560 nm, en faisant une soustraction automatique
de la DO du blanc. Dans notre cas, la CMI correspond aux puits ou la DO constitue 50% de

DO du témoin de pousse.
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