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Les dendriméres — polyméres isomoléculaires dont la taille, la masse moléculaire, la porosité, la solubilité et
la réactivité peuvent étre controlées rigoureusement — constituent une famille de macromolécules aux
multiples applications dans de nombreux domaines allant des sciences de la vie a celles des matériaux
ou a la catalyse. Ces nano-objets connaissent un développement remarquable a travers le monde. La
contribution d’'une équipe frangaise pionniére dans cette discipline est illustrée a travers quelques exemples
significatifs d’applications de dendriméres phosphorés.

Dendriméres phosphorés, catalyse, diagnostic, nanotubes, microcapsules, imagerie biomédicale,
applications biomédicales.

Dendrimers: a fast growing thematic

Dendrimers — monodisperse polymers whose size, molecular weight, porosity, solubility and reactivity can
be rigorously controlled — constitute a family of macromolecules with diverse applications in different fields
ranging from life science, materiel science and catalysis. The contribution of a French team working in the
field of phosphorus dendrimers is illustrated in this article through selected examples of applications of these
nano-objects.

Phosphorus dendrimers, catalysis, diagnosis, nanotubes, microcapsules, biomedical imaging,

biomedical applications.

ul ne pouvait imaginer, méme pas les pionniers dans

le domaine des dendriméres, que ces macromolécu-
les allaient connaitre un développement aussi important
quelques décades apres la premiére publication concernant
la synthése de I'une d’entre elles. En effet, le nombre annuel
de publications et de brevets est passé de 20 en 1992 a prés
de 1 800 en 2009 ! Leurs propriétés et applications dans de
tres nombreux domaines allant de la biologie/médecine a
la science des matériaux, sans oublier la catalyse, en sont
certainement responsables.

L’'idée de «ramification» est présente a toutes les
échelles dans la Nature, de la ramure des arbres a la
structure des neurones, mais pas a I’échelle moléculaire. Ce
concept a d’abord été développé par Flory au milieu du
siécle précédent [1], avant que Vogtle le concrétise en 1978
[2], puis que Tomalia crée le mot « dendrimer » [3].

Mais avant tout, que sont ces objets chimiques, et
comment peut-on les définir ?

Les dendriméres sont des macromolécules hyper-rami-
fiées (arborescentes), a structure répétitive parfaitement
définie et hautement fonctionnalisée. lls sont synthétisés
étape par étape (« couche apres couche »), ce qui permet un
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contrdle parfait de leur structure. La figure 1 montre la modé-
lisation moléculaire d’une famille de dendrimeres phosphorés
que nous avons synthétisée. Chaque étape permettant de
multiplier le nombre de fonctions terminales crée une géne-
ration (notée G) ; il nous faut deux étapes (quantitatives) pour
créer une nouvelle génération. C’est la présence de tres
nombreuses fonctions chimiques terminales, facilement
accessibles et donc facilement modifiables, qui constitue
le principal attrait des dendriméres et leur confére des
propriétés uniques.

Quel est notre apport dans ce domaine ? Notre premiere
publication sur le sujet date de 1994 [4] ; nous avons proposé
une méthode de synthése de dendriméres particulierement
performante puisqu’elle a permis d’obtenir la génération 2,
qui est encore aujourd’hui la plus haute génération de den-
drimeéres a structure définie. Notre équipe fait donc partie des
pionniers dans le domaine des dendriméres et a constam-
ment accru son activité depuis cette date. C’est ainsi que
nous avons mené a bien de trés nombreuses synthéses, non
seulement de dendrimeres phosphorés, mais également de
systémes macromoléculaires dendritiques, ceci grace a la
grande réactivité offerte par la chimie du phosphore, élément
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Figure 2 - Exemples de structures dendritiques synthétisées dans notre équipe.

clé de nos dendriméres. La figure 2 illustre la diversité des
structures dendritiques élaborées [5].

I est a noter que ces dendriméres phosphorés
possédent des propriétés de rigidité et d’hydrophobie de la
structure interne qui les différencient de la plupart des autres
types de dendrimeres. La figure 3 résume les applications
principales de nos dendriméres que nous illustrerons par
quelques exemples choisis non seulement pour leur diversité
thématique, mais également parce qu’ils ont été développés
a diverses interfaces grace a des collaborations avec des
partenaires essentiellement académiques pour le moment,

aux compétences complémentaires aux nétres. Certaines
de ces applications sont aussi développées dans d’autres
laboratoires avec d’autres types de dendriméres, en
particulier dans le domaine des sciences de la vie, mais
certaines sont spécifiques aux dendriméres phosphorés.

Dendriméres et catalyse

Les dendrimeres offrent les avantages a la fois de la cata-
lyse homogéne -ils sont solubles dans de nombreux
solvants, y compris 'eau, et facilement adaptables — et de
la catalyse hétérogéne - ils sont facile-
ment récupérables et réutilisables grace
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a leurs dimensions : quelques nano-
métres contre quelques angstroms
pour la plupart des produits. Dans cer-
tains cas, on peut observer un effet de
synergie entre les différents sites cata-
lytiques qui sont d’autant plus proches
les uns des autres que la génération
du dendrimére augmente. Les dendri-
meéres phosphorés ont été utilisés en
catalyse énantiosélective, en catalyse
en milieu aqueux, avec des métaux peu
colteux et non (ou moins) toxiques.

2 anti-prion A titre d’exemple, un effet dendri-
tique trés marqué a été observé pour le
anti-HIV couplage du pyrazole par une catalyse

au cuivre (collaboration avec Marc
Taillefer, ENSC Montpellier). Dans ce
cas, le catalyseur monomere est quasi-
ment inactif, alors qu’il devient tres actif
lorsqu’il est lié a un dendrimére, et
d’autant plus actif que la génération
est élevée [6] (figure 4).

Dendriméres
et diagnostics

Figure 3 - Quelques domaines d’applications des dendrimeres phosphorés.

La demande exponentielle de
diagnostics, liée a I’évolution de nos
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simple brin. En utilisant les réactions
d’hybridation avec un oligonucléotide
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mentaires et marqué par fluorescence,
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modes de vie et alimentaire, impose d’innover dans la
production quantitative de tests. La conception d’outils et
de méthodes dédiés au diagnostic médical, vétérinaire,
environnemental et agroalimentaire représente donc un défi
important pour notre société.

Les dendrimeéres phosphorés peuvent étre utilisés pour
recouvrir et fonctionnaliser des surfaces afin de permettre
I'immobilisation de biomolécules, démontrant trois avantages
par rapport aux chimies de fonctionnalisation existantes :
augmentation de la densité de sondes par unité de surface,
accessibilité de I’échantillon aux sondes avec une hybridation
en 3D et non en 2D, diversité des fonctions réactionnelles
portées par les dendriméres qui permettent I'immobilisation
de tout un large spectre de biomolécules (ADN, protéines,
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Arylation avec PhBr

G2 G3

on réalise une puce a ADN (figure 5)
(collaboration avec Jean-Marie Fran-
80 cois, INSA Toulouse, et Bernard
Meunier, LCC Toulouse). Ces « dendri-
puces » sont particulierement sensibles
(détection au picomolaire 10712M), trés
stables et réutilisables sans perte des
propriétés [7]. Une start-up dédiée a la
production de biopuces a diagnostic a
été créée en juin 2009 en association
avec J.-M. Francois et R. Fabre.

: Dans le cadre d’une collaboration
. avec Wolfgang Knoll (Max Planck Insti-
9, tute, Mainz), des dendriméres chargés
3 . positivement ou négativement ont été
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déposés en monocouches succes-
sives, en faisant tremper une matrice
constituée par de I'alumine nanopo-
reuse en alternance dans des solutions
de dendrimeéres chargés négativement
et positivement (figure 6). Le dépbt des
couches successives de dendriméres
(jusqu’a 20 bicouches) suivi de I’élimi-
nation chimique de la matrice permet
d’isoler des nanotubes (400 nm de dia-
métre extérieur, 320 nm de diameétre
intérieur) constitués exclusivement de
dendrimeres associés par des interac-
tions électrostatiques extrémement
fortes parce que multivalentes [8]. Le
méme processus de dépbdt mono-
couche par monocouche, mais en alternant des couches de
dendrimeres chargés positivement avec des couches de
quantum dots (nanocristaux inorganiques) chargés négative-
ment, suivi par le greffage d’oligonucléotides et I’'hybridation
avec des oligonucléotides complémentaires marqués par un
groupement fluorescent (voir ci-avant puces a ADN) permet
d’améliorer de fagon spectaculaire la sensibilité de ces
puces a ADN [9].

La méme technique de dépbts successifs de dendrimeres
polycationiques et polyanioniques a été appliquée a diverses
surfaces. On peut citer en particulier des microbilles qui,
apres leur dissolution, ont donné des microcapsules dont la
paroi est constituée de dendriméres. Ces microcapsules
permettent, grace a leur porosité contrélée, d’encapsuler un
certain nombre de substances actives. On citera I’encap-
sulation de I’ADN et I’hybridation d’oligonucléotides complé-
mentaires a I'intérieur de ces microcapsules. Des dépbts
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Figure 6 - Nanotubes obtenus par dépét en alternance de dendrimeéres chargés négativement
et positivement.
L’utilisation de quantum dots a la place des dendriméres chargés négativement permet d’obtenir un « escalier

quantique » permettant un transfert et une exaltation de fluorescence et son utilisation pour détecter
I’hybridation de ’ADN.

successifs de dendrimeres difféeremment chargés ont été
effectués aussi sur des surfaces de verre sur lesquelles des
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différents types de nanocristaux inorga-
niques fluorescents (« quantums dots »)
qui possédent ces propriétés d’absorp-
tion a deux photons, mais ils sont
généralement constitués de métaux
toxiques. Le but de notre collaboration a
été de synthétiser des équivalents orga-
nigues a ces nanocristaux inorganiques
(du point de vue de leurs propriétés).
Nous avons dans un premier temps
greffé ces fluorophores particuliers en
surface de différentes générations de
nos dendriméres (figure 7). La présence
d’un nombre croissant de fluorophores
se traduit par une augmentation de la
section efficace d’absorption a deux
photons, qui atteint pour la quatrieme
génération la valeur trés élevée de
56 000 GM (GM en I'honneur de Maria
Goeppert-Mayer ; a titre de comparai-
son, des valeurs de quelques dizaines de
GM sont généralement observées pour
des petites molécules fluorophores),
comme le montre la figure 8 [10]. Cette
valeur d’absorption est comparable
(voire supérieure) a celles obtenues
avec les meilleurs quantums dots. Nous
avons ainsi obtenu les premiers véri-
tables « nanodots » organiques.
D’autres dendriméres fluorescents
ont été synthétisés pour des études bio-
logiques. C’est en particulier le cas pour
des dendriméres ayant un seul fluoro-
phore absorbant a deux photons au
ceoeur et lié a deux dendrons (un dendron
estun dendrimére porteur d’une fonction
particuliére au niveau du cceur) terminés
par des ammoniums, pour assurer la
solubilité de ’ensemble dans I’eau. Cette
structure dendritique a été injectée par

voie intraveineuse a un rat et a permis I’observation du réseau

neurones ont ensuite été cultivés. L’'état de charge de la der-
niére couche de dendrimeres est particulierement important :
les ammoniums en couche terminale (dendriméres polycatio-
niques) permettent un meilleur accrochage des neurones sur
la surface, une prolifération plus rapide et une plus grande
connectivité des réseaux neuronaux que les groupements
carboxylates (dendrimeéres polyanionigues).

Imagerie biomédicale

Nous avons synthétisé des dendriméres fluorescents

pour des utilisations dans le domaine de la biologie (voir ci- S

aprés), mais une part importante de notre activité dans le au
domaine de I'imagerie a été effectuée en collaboration avec
Mireille Blanchard-Desce (Université de Rennes). Son équipe
synthétise des fluorophores spéciaux capables d’absorber
simultanément deux photons. Ce domaine prend une impor- P
tance croissante, en particulier en lien avec la biologie. En
effet, I’'absorption a deux photons permet d’utiliser une irra-
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HexgHex
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diation dans le proche infrarouge au lieu d’'une irradiation dans
I'ultraviolet utilisée pour beaucoup de fluorophores clas-

Figure 7 - Structure

chimique d’un dendrimére de premiére

siques. L'utilisation d’une longueur d’onde moins énergétique
provoque moins de dommages biologiques. Il existe

génération, ayant des fluorophores absorbant deux photons en
surface.
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a été consacré ala collaboration que nous avons depuis main-
tenant six ans avec Rémy Poupot et Jean-Jacques Fournié
du Centre de Physiopathologie du CHU Toulouse-Purpan
(INSERM U563). Cette équipe est spécialisée dans I'étude des
cellules immunitaires du sang humain. Nous avions préala-
blement montré que certains de nos dendrimeres a extrémités
sels de sodium d’acide phosphonique avaient la propriété de
faire se multiplier une catégorie de cellules immunitaires,
appelées NK (pour « natural killer »), qui normalement ne se
multiplient pas en culture. Ces cellules NK jouent un role clé
dans 'immunité innée ; elles ont des propriétés antivirales,
antibactériennes et anticancéreuses. Apres la découverte de
cette capacité totalement inattendue des dendrimeres, il a
fallu vérifier si les cellules NK obtenues en présence des den-
drimeéres avaient d’une part gardé leurs propriétés « tueuses »
vis-a-vis de cellules cancéreuses, et n’avaient pas d’autre part
acquis des propriétés délétéres vis-a-vis des cellules saines
venant du méme donneur [12].

Ces deux points ayant été validés, notre réle a consisté
a synthétiser un grand nombre de dendriméres dérivés du
premier sur lequel I'activité avait été mise en évidence,
et a fournir aux biologistes des outils (en particulier des
dendriméres fluorescents) pour les aider a élucider le
mécanisme d’action. Il ressort de ces nombreuses étu-
des que le mécanisme d’action n’est pas direct : sur des
cellules NK isolées, le dendrimére n’entraine pas leur
multiplication.

Par contre, Iutilisation d’un dendrimeére fluorescent (un
groupe FITC greffé statistiquement en surface) a permis
de mettre en évidence une interaction immédiate avec les
monocytes, comme le montrent les images de la figure 10
extraites d’un film effectué par I'équipe de J.-J. Fournié et
R. Poupot. En fait, 'activation des monocytes par les
dendrimeres est la premiére étape du processus. Ces
monocytes vont ensuite transmettre I'information aux
cellules NK (via des cytokines) de se multiplier.

Parallélement aux études de mécanisme, c’est toute
une bibliotheque de composés qui ont été testés.
Quelques régles générales concernant l'influence de la
structure sur les propriétés ont pu étre mises en
évidence :
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Image du réseau du bulbe olfactif de rat obtenue par
Structure dendritique ayant exitation a 710 nm de la structure dendritique ci-contre
un fluorophore central
absorbant a 2 photons et
des groupes terminaux ammonium

veineux du bulbe olfactif de ce rat par fluorescence aprés

une excitation dans le proche infrarouge, donc pour une
absorption a deux photons. Ce travail a été effectué par
I’équipe de Serge Charpak (INSERM Paris). L'image de la
figure 9 montre ce réseau avec une excellente netteté (image
obtenue sur le rat vivant). Du fait de sa
taille, la structure dendritique utilisée n’a

N . naaol S.0Ma
que peu tendance & diffuser dans les o 0803
. . . . . . NaQ 4 N
tissus voisins, contrairement & ce qui se w20

passe avec un petit fluorophore. Il s’agit
la du premier exemple d’utilisation d’un NaG
« nanodot» organique pour I'imagerie
biomédicale [11].

Nous avons mis en évidence un certain
nombre de propriétés de nos dendrimeéres
dans différents domaines (propriétés anti-
prion par exemple de dendriméres a extré-
mités ammonium), mais I’essentiel de
notre activité dans le domaine biologique
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¢ Méme si les interactions électrostatiques jouent un role
fondamental, elles ne sont pas suffisantes: mettre par
exemple des carboxylates a la place des phosphonates
fait perdre la possibilité de multiplier les cellules NK.

0 HgONa

utilisation du v
Images extraites d'un film de I'équipe de R. Poupot et J.J Fournié

FITC sur des



¢ |apince aminobisphosphonate a la géométrie adéquate :
les monophosphonates sont beaucoup moins actifs, et
méme les aminobisphosphonates non symétriques (ratta-
chés au dendrimere non par I'azote central mais par le car-
bone lié a un phosphonate) sont beaucoup moins actifs.

e La premiére génération est la plus active : la génération
zéro est peu active, et la génération 2 semble tres active
mais précipite rapidement dans le milieu de culture.

¢ Notre savoir-faire dans la fonctionnalisation sélective du
ceeur cyclotriphosphazéne nous a permis de synthétiser des
molécules dendritiques ayant spécifiguement une, deux, trois,
quatre ou cing branches manquantes au niveau du coeur par
rapport a notre dendrimere de référence qui en a six. Les molé-
cules a une ou deux branches manquantes ont quasiment la
méme activité que le dendrimére de référence, mais I'activité
décroit trés rapidement avec moins de quatre branches.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour
I'immunothérapie cellulaire anticancéreuse pour laquelle un
trés grand nombre de cellules NK est nécessaire : c’est le
cas par exemple du traitement du myélome multiple par
greffe de moelle osseuse.

Un travail récent dans ce domaine a permis de démontrer
in vivo Iefficacité des cellules NK obtenues en culture avec
des dendriméres. Des souris auxquelles ont été injectées
des cellules d’'un cancer virulent de la moelle osseuse
(myélome multiple, MM) développent une grosse tumeur en
seulement 24 jours. Si des cellules NK (obtenues avec
dendrimeéres) sont injectées le méme jour que les cellules
MM, il n’y a pas de trace de tumeur apres 24 jours.

Nous avons trés récemment découvert une autre pro-
priété extrémement intéressante (activation de monocytes
via une voie anti-inflammatoire) permettant d’envisager de
nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement de la
polyarthrite rhumatoide ou de maladies inflammatoires
auto-immunes (collaboration R. Poupot, J.-L. Davignon).

Ces quelques exemples (voir aussi figure 3) illustrent les
potentialités offertes par les dendriméres et notamment les
dendrimeres phosphorés dans de trés nombreux domaines
ou leur taille et leur fonctionnalisation modulables a souhait
apportent a fagon des propriétés nouvelles. Les dendrimeres
constituent de formidables outils permettant des avancées
significatives dans diverses disciplines, et plus particuliére-
ment aux interfaces de la chimie avec la biologie, la science
des matériaux ou la physique.

La contribution frangaise a ce domaine de recherche en
pleine expansion est marquante et aux tous premiers rangs
mondiaux, malgré la trés forte concurrence internationale.
Cette activité devrait conduire sans nul doute a des dévelop-
pements spectaculaires dans les années a venir.

Beaucoup d’autres applications essentielles des dendri-
meéres sont en cours de développement a travers le monde.
Le lecteur désireux d’en savoir plus pourra consulter les
ouvrages et revues récentes mentionnées ci-aprés [13-14].

Les auteurs tiennent a remercier non seulement tous les étudiants
en thése et les chercheurs postdoctoraux qui ont apporté leur
contribution a ce travail, mais également les chercheurs permanents
de I'équipe (Régis Laurent et Cédric-Olivier Turrin, plus récemment
Béatrice Delavaux-Nicot et Armelle Ouali) et nos collégues dont les
noms apparaissent dans cette présentation qui ont permis, grace a leur
dynamisme et leur implication, d’obtenir les résultats décrits ci-dessus.
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