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Résumé

La durée d’utilisation de la plupart des produits cosmétiques employés
quotidiennement est limitée en raison de I’instabilit¢ de I’un ou plusieurs actifs
utilisés dans leur composition par effet de divers parametres environnementaux. Par
conséquent, la nanotechnologie est fortement sollicitée ces derniéres années afin de
limiter cette dégradation et d’assurer la délivrance des principes actifs efficacement
au niveau de la peau.

Cette thése de doctorat a un double objectif, I’un plus appliqué visant a évaluer
I’utilisation de dendrimeres biosourcés comme supports d’actifs cosmétiques
innovants et I’autre plus fondamental s’appliquant & comprendre leur mécanisme
d’action sur des modéles biomimétiques de stratum corneum (SC).

En pratique, quatre familles de dendriméres biosourcés dérivés du glycérol ont été
synthétisées. Leur capacité a encapsuler la vitamine C, la caféine et divers autres
actifs cosmétiques et leur cytotoxicité sur des fibroblastes dermiques humains ont
été testées. Les résultats ont montré que les dendriméres synthétisés ne présentent
aucune cytotoxicité a I’exception des dérivés de Poly(Propylénelmine) (PPI). Le
GlycéroDendrimeére Poly(AMidoAMine) de troisiéme génération (GD-PAMAM-3)
a été sélectionné comme un meilleur candidat, grace a sa bonne capacité a encapsuler
les actifs cosmétiques et a sa faible cytotoxicité. Par ailleurs, huit nouvelles familles
de dendrimeres dérivés de Poly(AMidoAMine) (PAMAM) et Poly(Propylénelmine)
(PPI) possédant des fonctions antioxydantes a base d’acides phénoliques ont été
également synthétisées (six familles de dendrimeres ioniques et deux autres neutres).
Leurs propriétés antioxydantes et cytotoxiques ont également été testées. Les
dendrimeéres ioniques dérivés de 1’acide férulique ont été sélectionnés comme étant
les dendrimeres antioxydants avec un faible effet cytotoxique pour des
concentrations qui ne dépassent pas 100 mg/mL.

Enfin, I’interaction des dendriméres performants en termes d’encapsulation,
d’effet antioxydant ou peu cytotoxiques avec le SC a été étudié au moyen de modeles
de monocouches lipidiques et de liposomes biomimétiques de SC a I’aide de
différentes techniques biophysiques. L’étude sur la monocouche a montré que les
dendriméres interagissent avec les lipides du SC. L’étude sur les liposomes
biomimétiques du SC a montré que les dendriméres ont un faible effet
perméabilisant. En outre, les dérivés de PAMAM étudiés augmentent la rigidité de
la membrane, ce qui suggére le renforcement de la barriére du SC, alors que le dérivé
de PPI a un effet fluidifiant, affaiblissant la barriére du SC.
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De maniére générale, cette these a, non seulement, permis des avancées, dans le
domaine d’application des dendriméres en cosmétiques en proposant des nouvelles
structures de dendriméres non cytotoxiques et adaptées a I’encapsulation de
principes actifs délicats, mais aussi sur le plan fondamental, dans la compréhension
du mécanisme d’action de ces dendriméres au niveau de la peau.

Mots clés: Dendriméres biosourcés, dendriméres antioxydants, actifs
cosmétiques, encapsulation, interaction membranaire, stratum corneum et
liposomes.
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Abstract

The shelf life of most cosmetic products used in daily life is limited due to the
instability of one or more active ingredients used in their composition by the effect
of various environmental parameters. Consequently, nanotechnology is strongly
solicited these last years in order to limit this degradation and to ensure the efficient
delivery of the active ingredients to the skin.

This PhD thesis has a double objective, one more applied aiming to evaluate the
use of biobased dendrimers as innovative carriers of cosmetic actives and the other
fundamental, aiming to understand their mechanism of action on biomimetic models
of stratum corneum (SC).

Four families of glycerol-derived dendrimers have been synthesized. Their ability
to encapsulate vitamin C, caffeine and various other cosmetic actives and their
cytotoxicity on human dermal fibroblasts have been tested. The results showed that
the synthesized dendrimers have no cytotoxicity except for Poly(Propylrnelmine)
(PPI) derivatives. GlyceroDendrimere Poly(AMidoAMine) third generation (GD-
PAMAM-3) has been selected as the best candidate, due to its high ability to
encapsulate cosmetic actives and its low cytotoxicity. In addition, eight new families
of dendrimers derived from Poly(AMidoAMine) (PAMAM) and
Poly(Propylrnelmine) (PPI) with antioxidant functions based on phenolic acids have
also been synthesized (six families of ionic dendrimers and two neutral ones). Their
antioxidant and cytotoxic properties have been also tested. The ionic dendrimers
derived from ferulic acid has been selected as the best antioxidant dendrimers with
a weak cytotoxic effect for concentrations not exceeding 100 mg/mL.

Finally, the interaction between dendrimers selected as best candidates in terms of
encapsulation, antioxidant effect or low cytotoxicity and the SC has been studied
using lipid monolayer models and liposomes mimicking the SC and different
biophysical tools. The study on the monolayer model showed that dendrimers
interact with the lipids composing the SC. The study on liposomes showed that
dendrimers have a weak permeabilizing effect. In addition, the PAMAM derivatives
studied increase the membrane stiffness suggesting the strengthening of the SC
barrier, whereas the PPI derivative has a fluidizing effect, weakening the SC barrier.

Globally, this thesis provided advances in the field of application of dendrimers in
cosmetics by proposing new non-cytotoxic dendrimer structures adapted to the
encapsulation of delicate active ingredients, and on the fundamental level, in the
understanding of the mechanism of action of these dendrimers on the skin.
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Key words: Bio-based dendrimers, antioxidants dendrimers, cosmetic actives,
encapsulation, membrane interaction, stratum corneum and liposomes.
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AVANT- PROPOS






Avant-propos

Cette these de doctorat s’inscrit dans le cadre du projet Interreg INTICOSM. Elle
est réalisée en co-tutelle entre I’Université de Reims Champagne Ardenne (France) et
I’Université de Liege (Belgique), au sein de I’Institut de Chimie Moléculaire de Reims
(ICMR) et du Laboratoire de Biophysique Moléculaire aux Interfaces (LBMI) de
Gembloux Agro-Bio Tech, respectivement.

Le projet INTICOSM (Programme Interreg V FWV) a pour objectifs le
développement transfrontalier de composés biosourcés et leur utilisation dans le
domaine de la formulation de cosmétiques. Ces composés appelés cargos verts seront
préférentiellement élaborés a partir de molécules biosourcées issues prioritairement
de bioraffineries de la région franco-belge (notamment la bioraffinerie de Pomacle-
Bazancourt prés de Reims, la plus grande d'Europe et BioWanze en Wallonie, le plus
gros producteur de bio-éthanol en Belgique) en respectant au maximum des principes
de la chimie verte, notamment en diminuant l'utilisation de solvants et le nombre
d'étapes de synthése.

Au sein de ce projet, ma thése de doctorat comportait deux volets ; un plus appliqué
basé sur la synthese de dendriméres biosourcés pour délivrer des principes actifs
cosmétiques au niveau de la peau, et I’autre plus fondamental, focalisé sur la
compréhension de leur mécanisme d’action sur la peau.

Une partie des travaux de recherche a été réalisée a I’'ICMR au sein de 1’équipe
« Chimie de Coordination » dans le groupe « Systémes biosourcés appliqués a
I'environnement » sous la direction du Pr Sandrine Bouquillon. Ce groupe travaille
depuis plusieurs années sur la valorisation des agro-ressources de la région
Champagne-Ardenne selon trois thématiques : les tensioactifs verts, les liquides
ioniques biosourcés et les Agro-Dendriméres. Plusieurs familles de dendrimeres a
base de glycérol (glycérodendriméres) ont été développées avec, comme source
premiére, du glycérol ou ses dérivés. Ce glycérol est un sous-produit issu d’huiles
végétales, notamment le colza qui est un des végétaux les plus cultivés dans la région.
La capacité d’encapsulation de ces glycérodendriméres a été étudiée pour diverses
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applications : en catalyse [1,2], imagerie[3], encapsulation de métaux et polluants
organiques [4] et récemment la stabilisation des huiles essentielles [5,6]. Pour les
travaux décrits dans ce manuscrit, nous avons choisi de nous intéresser plus
particulierement a la synthese de dendriméres biosourcés et a leur capacité a
encapsuler des principes actifs pour des applications en cosmétique. Pour certains
dendrimeres, 1’optimisation des synthéses dans les réacteurs microfluidiques ont été
réalisés en collaboration avec le Dr Julien Estager au sein du Centre de Ressources
Technologigues en Chimie (CERTECH) (Belgique).

En outre, des tests de cytotoxicité ont été réalisés en collaboration avec le Pr Jean-
Claude Monboisse au sein de 1’unité Matrice Extracellulaire et Dynamique Cellulaire
(MEDYC) al’Université de Reims. Aprés son départ en retraite, le Dr Sylvie Brassart-
Pasco a repris le relais.

L’autre partie de travaux a été réalisée a 1I’Université de Li¢ge au sein du LBMI sous
la direction de Dr Magali Deleu. Les activités de recherche de ce laboratoire sont
principalement focalisées sur I'étude de l'interaction de biomolécules (de protéines aux
petites molécules organiques) avec des modeles de membranes cellulaires par des
outils complémentaires de biophysique, afin de comprendre leurs relations
structure/activité et leur mécanisme d’action. L'application ciblée de nos dendriméres
étant la cosmétique, nous nous sommes donc intéressés plus particuliérement a I’étude
de I'interaction des dendrimeéres (avec ou sans la molécule active) avec des modéles
biomimétiques de SC, la couche la plus externe de la peau.
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Introduction générale

Les produits cosmétiques a base d’agro-ressources sont de plus en plus consommés
au quotidien. Depuis plusieurs années, les chercheurs s’intéressent a la valorisation
des agro-ressources pour de nouvelles innovations dans différents domaines et
notamment celui de la vectorisation de principes actifs.

Dans ce contexte, les macromolécules symétriques et branchées appelés
dendriméres, semblent étre une des solutions de vectorisation les plus attrayantes
[7,8]. Les dendriméres sont une classe de molécules hyper branchées, de taille
nanomeétrique, radialement symétriques avec une structure bien définie, homogene et
monodisperse composée de branches formant des cavités ressemblant a des arbres [9—
11]. Ces matériaux possédent de nombreuses propriétés telles qu’une polyvalence,
une capacité a s’auto-assembler et a impliquer des interactions électrostatiques, une
stabilité chimique dans les milieux biologiques, une faible cytotoxicité et une
solubilité accrue en milieu aqueux [12]. Ces propriétés spécifiques ont un grand
impact sur leurs applications [13,14] et notamment sur leur capacité a encapsuler les
principes actifs notamment dans les domaines thérapeutique et cosmétique [12].

L'encapsulation est une technologie qui consiste a piéger ou a protéger des agents
actifs instables dans une gaine protectrice, qui va les isoler des autres éléments de la
composition et les protéger de tous les risques d'oxydation ou de détérioration liés a
I’air ou la lumiére par exemple. L’encapsulation en cosmétique permet au principe actif
d’étre libéré au moment de 1’application sur la peau, et garantit donc un principe actif
absolument inaltéré et de premiére qualité [15].

Ces derni¢res années, 1’encapsulation des actifs cosmétiques dans les dendriméres a
suscité I'intérét des chercheurs. Les dendrimeres peuvent remplacer les polymeéres
classiques a haut poids moléculaire dans des compositions cosmétiques [16]. Ils
présentent une bonne capacité a encapsuler les actifs cosmétiques sensibles et a les
protéger pour garantir une bonne libération et une meilleure efficacité [17-20]. C’est
dans ce contexte que s’inscrit notre recherche qui a pour objectif de synthétiser des
dendrimeres biosourcés pour encapsuler des agents actifs cosmétiques et contrdler leur
libération et leur interaction avec le SC.



Le stratum SC est la couche la plus externe de I'épiderme des mammiféres et agit
comme une barriére qui dicte le taux d'absorption par la peau des molécules exogénes
et empéche la perte d'eau du corps [21]. Le SC est principalement composeé de cellules
mortes aplaties et entierement kératinisées (cornéocytes), noyées dans une matrice
lipidigue [22] composée essentiellement de céramides, de cholestérol et d'acides gras
libres a longue chaine [23].

Le chapitre I de ce manuscrit de thése est consacré a un état de 1’art sur les
dendrimeres, leur synthése, leurs applications et leur interaction avec le SC. 1l est suivi
par deux parties consacrées aux travaux de recherche. L une, plus appliquée visant a
¢valuer le potentiel de dendriméres biosourcés comme supports d’actifs cosmétiques
(réalisée a 'ICMR), est décrite dans les chapitres II et I1I et I’autre plus fondamentale,
focalisée sur la compréhension de leur mécanisme d’action sur la peau est exposée
dans le chapitre V.

Le chapitre Il consiste en la synthése de dendrimeéres a base de glycérol ou par
fonctionnalisation des dendriméres commerciaux PPl et PAMAM avec du carbonate
de glycérol. Leur capacité a encapsuler différents actifs cosmétiques telles que la
caféine, la DHA et la vitamine C a été étudiée ainsi que leur cytotoxicité sur des
fibroblastes humains.

Le chapitre Il décrit la synthése de nouveaux dendriméres possédant des fonctions
antioxydantes a partir d’acides phénoliques (acides caféique, férulique et phlorétique)
ainsi que 1’évaluation de leur activité antioxydante et leur cytotoxicité.

Ensuite, le chapitre IV présente I’étude des interactions des dendriméres synthétisés
encapsulant ou non les principes actifs avec des modéles de membranes biomimétiques
de peau afin de définir des relations structure-activités et les paramétres influencant ces
interactions.

Pour terminer, le chapitre V résume les principales conclusions de I’ensemble des
résultats ainsi que les perspectives en termes de recherche et d’applications.



Chapitre |

Dendrimeres : Synthese, applications et
Interaction avec le SC
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Chapitre | : Dendrimeres : Synthése, applications et
interaction avec le

I.1. Contexte et objectifs

Les dendriméres sont de plus en plus étudiés dans le contexte de I'encapsulation. De
nombreuses applications potentielles des dendriméres sont basées sur leurs propriétés
telles que leur polyvalence, leur surface multifonctionnelle et la présence de cavités
internes. lls sont notamment utilisés dans les systémes d'administration de
médicaments, les cosmétiques, I'alimentation et la chimie.

Ce chapitre est consacré a une introduction bibliographique sur les dendrimeres. Les
différentes approches de synthése, la capacité des dendriméres a encapsuler des
molécules actives, leurs applications dans différents domaines ainsi que leur
cytotoxicité sont décrites. Pour terminer ce chapitre, les principaux travaux sur
I’interaction des dendriméres avec le SC sont également exposés.

1.2. Introduction Bibliographique

1. Généralités sur les dendrimeéres : Définition et
synthese
1.1. Définition

La source du terme dendrimére vient de sa dénomination grecque « dendros » qui
signifie arbre ou branche et « meros » qui signifie « une partie de » [24]. D’un point
de vue chimique, les dendriméres sont des molécules de taille nanométrique,
radialement symétrique avec une structure bien définie, homogene et monodisperse
composée de bras ou de branches ressemblant a des arbres [9-11]. Ces molécules
hyper ramifiées ont été découvertes pour la premiére fois par Vogtle et al. en 1978
[25] sous le nom molécules en cascade. Ces macromolécules branchées sont ensuite
développées sous le nom starbust-dendritique ou dendriméres par Tomalia et al. [26]
en 1985 et a la méme époque, par Newkome et al. [11]. Ce dernier a appelé les
macromolécules synthétisées "arborols™ ce qui signifie en latin, "arbres" ou molécule
en cascade, mais ce terme n'est pas aussi bien connu que celui de "dendrimeres” [13].
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Apport des dendriméres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

Les dendriméres sont composés de trois parties. De I’intérieur vers 1’extérieur, la
structure d’un dendrimeére est composée d’un ceeur sur lequel est greffé une multitude
de branches, des cavités internes et des groupements terminaux en périphérie (Figure
1). Les parties identiques branchées au niveau du cceur, sont appelées « dendrons »

(Figure 1). Leur nombre dépend de la multivalence du cceur utilisé comme noyau
[12].

Dendron

Coeur

Points de ramification
Branches intérieures
Nombre de générations

Groupements périphériques Cavités internes

Figure 1 : Structure générale d’un dendrimére

1.2. Synthese

Les dendrimeres sont synthétisés par une réaction chimique répétitive dans laquelle
la formation des dendriméres se déroule d'une maniére progressive conduisant a une
couche appelée génération [27]. lls sont principalement préparés par deux types
d’approches (Tableau 1) : I’approche divergente ou 1’approche convergente ou une
combinaison des deux [13].

Dans les méthodes divergentes, le dendrimére se construit a partir d'une molécule
centrale (cceur) multifonctionnelle vers la périphérie (Figure 2). Le cceur réagit avec
des molécules monomeres contenant un groupe réactif et deux groupes non réactifs,
ce qui donne le dendrimére de premiére génération. Ensuite, la nouvelle périphérie de
la molécule est activée pour réagir avec d'autres monomeres. Le processus est répété
pour former d’autres générations supérieures [13]. L'approche divergente est efficace
pour la production de grandes quantités de dendriméres. Cependant des problemes se
produisent & cause de réactions secondaires et de réactions incomplétes des
groupement périphériques qui conduisent & des défauts de structure. Pour résoudre ces
problémes, il faut un grand excés de réactifs ce qui entraine par la suite
malheureusement certaines difficultés dans la purification du produit final [26].
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Figure 2 : Synthése de dendrimére par 1’approche divergente

Les méthodes convergentes ont été développées dans le but de limiter les probléemes
de purification rencontrés dans les méthodes divergentes. Dans cette approche, le
dendrimére est construit en plusieurs étapes, en partant des groupements périphériques
et en progressant vers l'intérieur jusqu’au noyau, a I’inverse de la méthode divergente
(Figure 3). Lorsque les bras polymériques ramifiés, ou dendrons, souhaités sont
formés, ils sont attachés a une molécule centrale multifonctionnelle [28]. Le concept
d'utilisation d'une approche convergente pour la synthése de macromolécules
dendritiques présente un certain nombre d'avantages : le petit nombre de réactions de
couplage pour chaque étape de croissance permet un meilleur contréle de la synthése,
I'apparition de défauts dans la structure finale est réduite au minimum et les excés
importants de réactifs sont évités, ce qui simplifie la purification. Cependant, cette
approche ne permet pas la formation de générations élevées car des problémes
stériques surviennent dans les réactions entre les dendrons et la molécule centrale
[8,28].
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Figure 3 : Synthése d’un dendrimére par I’approche convergente, reproduite selon [29]

par autorisation de I’auteur

Tableau 1 : Avantages et inconvénients des deux approches convergente et divergente

Approches

Principes

Avantages

Inconvénients

Références

Divergente

Le dendrimeére se
construit & partir d'une
molécule centrale
(cceur)
multifonctionnelle
vers la périphérie

Production de
grandes
quantités de
dendriméres

Production de
génération
plus élevées

Réactions
secondaires et
réactions
incompletes des
groupements
périphériques
Utilisation d’un

grand exces de
réactifs

Difficultés de
purification du
produit final

[13]

Convergente

Consiste a construire
séparément les
dendrons et a les
rattacher lors d’une
étape finale a un ceeur
multifonctionnel

Un meilleur
contrble de la
synthése

Les exces
importants de
réactifs sont
évités
Limitation des
problémes de
purification

Cette approche ne
permet pas la
formation de

générations
élevées

Des problemes
stériques
surviennent dans
les réactions entre
les dendrons et la
molécule centrale

[8,28]
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Les deux principaux dendriméres disponibles dans le commerce sont le
Poly(Propylénelmine) PPI [30,31] et le Poly(AMidoAMine) PAMAM.

Le PAMAM a été synthétisé pour la premiére fois par Tomalia et al. en utilisant une
approche divergente [26]. La synthese se fait en deux étapes, une addition de type
Michael entre I’éthylénediamine (EDA) ou I’ammoniac et I'acrylate de méthyle, suivie
d’une amidation des esters résultants avec un excés d'éthylénediamine. Sept
générations ont ainsi été synthétisées. Quelques propriétés telles que la symétrie et la
capacité de s’auto-assembler de ces dendriméres ont été ensuite étudiées [32].

La synthése d’autres dendriméres de type PAMAM comportant un coeur cyclique a
aussi été réalisée par une approche divergente par la méme séquence réactionnelle a
partir du 4,7,10-tétraazacyclododécane, d’acrylate de méthyle et d’éthylénediamine
[33]. Onze générations (de G 0,5 a G 5,5) ont été synthétisées et caractérisées. La
surface des générations 4 et 5 de ces dendriméres a été ensuite modifiée avec le 1-
bromoacétyl-5-fluorouracil (5FU) pour former le dendrimére-5FU, ce dernier est
ensuite hydrolysé pour controler la libération de 5FU. Il a été montré que ce type de
dendrimére peut étre utilisé comme un support prometteur pour la libération controlée
de principes actifs antitumoraux [33].

La synthése des dérivés de PAMAM par une combinaison des approches
convergente et divergente a été développée par Lee et al.: le dendron PAMAM
fonctionnalisé par un azide est obtenu par la méthode divergente en utilisant
I'azidopropylamine comme point focal. Ensuite, par la méthode convergente, les
dendrons formés sont liés a des ceeurs possédant des alcynes par une réaction click
[34].

Le Poly(Propylénelmine) dendrimére nommé aussi 'POPAM' [35] a été développé
par de Brabander-van den Berg et al. en 1993 par une approche divergente [30]. Il est
obtenu par répétition d'une double addition de Michael d'acrylonitrile avec des amines
primaires, suivie de I'hnydrogénation des nitriles par catalyse hétérogéne. Le 1,4-
diaminobutane DAB et 1’éthylénediamine EDA ont été utilisés comme cceur de
dendrimére. Cette méthode de synthese est largement décrite dans la littérature et trés
souvent utilisée [36,37].

Plusieurs modifications de surface de PPl et PAMAM ont été proposées. Dans la

plupart des cas, les groupements amine de surface des PPIs et PAMAMSs, sont
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remplacés par des entités plus neutres afin d’augmenter leur solubilité et/ou réduire
leur cytotoxicité ou par des entités bioactives pour des applications spécifiques [38].

Dans de nombreux cas, les amines terminales sont aussi fonctionnalisées par du
PEG Poly (Ethyléne Glycol) [39-43]. Ce type de dendrimére est largement utilisé
dans le domaine thérapeutique.

Il a également été montré la possibilité de décorer les dendriméres avec des sucres
par glycosylation. Ces entités jouent un role important dans la reconnaissance
moléculaire a courte distance, comme les interactions avec la matrice extracellulaire
et les cellules voisines ou la communication avec I’ensemble du systéme, étant donné
que la plupart des protéines hormonales sont glycosylées [14].

En 2015, Youngseon et al. ont développé des dendrimeres par fonctionnalisation du
PAMAM avec des entités bifonctionnelles, fluorescéine et acide curfolique reliés
entre eux par des oligonucléotides d'ADN dans le but de cibler des cellules
cancéreuses [44].

Ces dix dernieres années, notre équipe de recherche a développé des nouvelles
familles de dendrimeres dérivés de PAMAM et PPl en décorant la surface par des
groupements hydroxyles, par réaction des groupements amines terminales avec du
carbonate du glycérol; de nombreuses applications ont été développées
(encapsulation de complexes de Gadolinium pour 1’imagerie médicale, encapsulation
de nanoparticules métalliques pour la catalyse, encapsulation de polluants émergents
pour la dépollution) [1-4].

Récemment, Luan et al. ont développé des dendrimeres dérivés de PAMAM greffés
sur de la silice mésoporeuse par fonctionnalisation avec de I’isothiocyanate dans le
but d’améliorer 1’adsorption de Hg(II) et Cd(II) essentiellement pour le traitement des
eaux [45]. Ces composites dendrimeres PAMAM/silice mésoporeuse décorés par
I’isothiocyanate de méthyl ont été synthétisés par la réaction directe sol-gel de
dendriméres PAMAM fonctionnels contenant des alcoxysilyles (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma de synthése d'un dendrimére PAMAM greffé sur la silice mésoporeuse
décoré par de I’isothiocyanate de méthyle, reproduite selon [45]

De nouvelles familles de dendrimeres dérivés de PAMAM appelées
tectodendriméres ont été développées ces dernieres années [46-49]. Les
tectodendriméres, appelés également megamers, sont des dendriméres super
structurés dont les noyaux sont des dendrimeéres de haute génération et les coquilles
des dendrimeéres de faible génération [47]. lls ont d'excellentes propriétés similaires a
celles des dendriméres simples de haute génération, mais ils permettent également de
surmonter certains inconvénients tels que la capacité limitée d’encapsulation et I’effet
de rétention accru en raison de leur petite taille [46]. En outre, la synthése des
tectodendriméres est beaucoup plus simple que la synthése de dendriméres simples a
haute génération. En effet, le nombre de réactions répétitives est limité, ainsi le
probléme d’encombrement stérique rencontré lors de la synthése d’un dendrimére
simple de trés haute génération est évité [47].

Par ailleurs, plusieurs familles de dendrimeres autres que celles dérivées de
PAMAM ou de PPI ont été développées. En effet, au sein du laboratoire, nous avons
développé deux familles de dendrimeéres & partir du glycérol comme base par une
approche divergente. La premiere famille appelée GlycéroClickDendrimer est
obtenue par réaction de click entre des alcynes et des azotures, dérivés du glycérol
[50]. La deuxiéme famille GlycerolADendrimer est obtenue par réaction du glycérol
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avec le bromure d’allyle suivi d’une oxydation d’oléfines [51]. La synthese de ces
familles sera détaillée dans la partie résultat de cette thése.

En 2017, une nouvelle famille de dendrimere a aussi été développée par une
approche divergente a partir de carbosilanes fonctionnalisés avec des polyphénoals. Ils
sont destinés a étre utilisés comme antioxydants dans les industries cosmétiques et
pharmaceutiques [52].

Dans le domaine biomédical, plusieurs approches ont été aussi réalisées avec des
dendriméres : Nnadiekwe et al. ont synthétisé des dendriméres de type Twin et Janus
a base de benzamide biologiquement actifs par une approche convergente a partir d'un
précurseur primaire, le gallate de méthyle (Figure 5) ; ces dendriméres possédent des
groupes terminaux a longues chaines octyloxy et hydroxyundécyloxy (des groupes
fonctionnels identiques pour Twin et différents pour Janus) [53]. Cette
fonctionnalisation permet d’augmenter le caractére amphiphile favorisant
I’autoassemblage du dendrimére, qui permet par conséquent d’incorporer diverses
architectures supramoléculaires telles que les structures colonnaires, globulaires et
bicouches. Diverses familles de dendrimeres peptidiques ont été également
développées ces dernieres années [54-56]: ces dendriméres sont des macromolécules
ramifiées constituées de noyau peptidyl et/ou des groupements fonctionnels
peptidiques en périphéries attachées d’une maniére covalente[57]. Ils peuvent étre
symétriques ou asymeétriques et utilisés comme réactifs de diagnostic, agents
anticancéreux et antiviraux, vaccins et transporteurs de principes actifs et de genes
[54,58] grace a leurs propriétés de s’auto-assembler [56].
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Figure 5 : Structures de 3,4,5-tris(11-hydroxyundécyloxy)-N-(3,4,5-tris(octyloxy)phényl)
benzamide (Janus) (a) et 3,4,5-tris(octyloxy)-N-(3,4,5- tris(octyloxy)phényl) benzamide
(Twin) (b) [53]
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2. Applications des dendrimeres

Certaines applications de dendriméres ont déja été mentionnées ci-dessus ; elles
découlent de leurs propriétés physico-chimiques, telles que la polyvalence de
structures, la capacité d’autoassemblage, la stabilité et la capacité d’intervenir dans
des interactions électrostatiques [13,59,60]. Ainsi, leur capacité a encapsuler des
molécules de taille appropriée aux cavités internes ou la possibilité de greffer en leur
périphérie des molécules de maniére covalente permettent de les utiliser dans de
multiples domaines [61]. En général, les dendriméres sont du domaine de la
nanoparticule ; plusieurs paramétres peuvent affecter le rendement de nano-
encapsulation, notamment la génération, le type de groupes terminaux, la charge de
surface, la structure du noyau, le pH et les facteurs environnementaux [62]. La
symétrie a également un role trés important dans la détermination des propriétés
d’encapsulation [63] puisque ce parametre dirige les modes d'empilement interne, ce
qui différencie les propriétés clés des dendriméres, telles que les densités, les indices
de réfraction et les porosités intérieures. Ainsi, les dendriméres symétriques
encapsulent plus que les dendriméres dissymétriques.

L'encapsulation consiste a piéger des agents actifs non stables dans une gaine
protectrice contre les réactions indésirables (oxydation ou de dégradation liés a la
lumiére, a I’air ou au pH par exemple). Deux types d'encapsulation peuvent étre
utilisées : (i) la nano-encapsulation qui consiste & enrober diverses substances dans un
autre matériau ayant une taille nanométrique et (ii) la micro-encapsulation impliquant
des particules plus grandes de 1’ordre du micrometre (Figure 6) [15].

o /6099
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Figure 6 : Principe d'encapsulation

Depuis plusieurs années, 1’encapsulation dans les dendriméres est principalement
utilisée dans le domaine biomédical (imagerie, pharmacie) mais aussi en alimentaire
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et cosmétique. Les dendrimeres peuvent également étre utilisés dans le domaine de la
catalyse et celui de I’environnement pour purifier des eaux ou des sols en piégeant les
polluants organiques et métalliques.

Nous allons ci-dessous détailler les différents domaines ou I’encapsulation dans les
dendriméres présente un intérét.

2.1. Imagerie médicale

Les agents de contraste macromoléculaires offrent la possibilité de mesurer les
changements locaux du volume sanguin cérébral associés a la fonction cérébrale ou
au grade de la tumeur [64]. Les dendrimeres, notamment des dendrimeres contenant
des ions chélatés en surface [13] semblent trés adaptés pour une utilisation en tant que
support d’agents de contraste pour I’imagerie de résonance magnétique (IRM).

En 1996, E. C. Wiener et al. ont étudié la dynamique moléculaire des complexes de
chélate de vanadyle fixés par covalence a la surface de PAMAM dans 1’objectif de
montrer ’effet de I’ion chélate de vanadyle sur le temps de relaxation du PAMAM
[65]. Ils ont démontré que le temps de relaxation du chélate de surface ressemble a
ceux des carbones internes du PAMAM et augmente avec [’augmentation du poids
moléculaire, ce qui n’a pas été observé dans le cas des polymeres linéaires. Une
comparaison des modéles isotrope et anisotrope a été étudié. Il a été constaté que le
modele anisotrope décrit mieux les formes de lignes modulées par le mouvement
gu'un modele isotrope, ainsi, ces complexes dendritiques possédant des formes
ellipsoidales, aplaties ou allongées ou avec des chaines latérales rigides sont de
meilleurs agents de contraste IRM. Une étude sur D’encapsulation de 1’ion
Gadolinium, un agent de contraste, dans les dendrimeres de type PAMAM de hautes
générations conjuguées avec le chélate bifonctionnel 2-(4-isothiocyanatobenzyl)-
1,4,7,10-tétraazacyclododécane-N,N8,N",N"'-tétraacétate (p-SCN-Bz-DOTA) a été
réalisée par L. Henry Bryant et al. [66]. lls ont montré que les dendrimeres de
génération 5 comportaient une moyenne de 127 chélates encapsulant 96 ions Gd*3. Le
nombre de chélates et la capacité d’encapsulation augmente avec les générations plus
élevées. Ils ont suggéré que ces résultats sont pertinents pour la conception d'agents
récepteurs de haute génération a base de dendrimeres. Dans le méme esprit, les
travaux du laboratoire sur I’encapsulation du complexe a base de Gadolinium
gadopentétate de diméglumine (GdBOPTA) par les dendriméres de PPI
fonctionnalisés par le carbonate de glycérol [3] ont montré que ce dendrimére est un
tres bon encapsulant des agents de contraste et qu’il présente aussi une faible
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cytotoxicité sur les fibroblastes pulmonaires. Pour l'imagerie des plaques
athérosclérotiques [67], D’utilisation de dendriméres représente une méthode
innovante et avantageuse par rapport aux autres nanoparticules mais le colt et la
complexité de synthese des hautes générations et leur toxicité vis-a-vis des cellules
(notamment dans le cas des dendrimeéres cationiques) [67] représentent un frein.

En outre, il a été montré que les dendrimeéres sont aussi des outils performants pour
transporter les fluorophores dans les systemes biologiques. 1ls peuvent améliorer les
propriétés optiques et la solubilité des colorants organiques dans I'eau, ce qui permet
de réduire I'impact négatif sur I'objet ciblé et d'augmenter I'intensité des signaux de
fluorescence in vitro et in vivo. Toutefois, il est important d'améliorer
I’autofluorescence dans la bio-imagerie mais sans utiliser d'agents qui pourraient avoir
des effets sur les cultures de cellules ou d’organismes [68]. Récemment, un
mécanisme de signalisation a base de dendrimére dans lequel les sondes fluorescentes
sont connectées de maniére ordonnée les unes aux autres, a été proposé pour améliorer
le contraste en imagerie cellulaire, en évitant la dispersion du signal [69]. Il a été
montré que la structure la plus grande présente une mobilité plus faible et
I'accumulation de fluorescence des sondes connectées présente un contraste
important.

2.2. Pharmaceutique

En ce qui concerne le domaine pharmaceutique, le facteur clé pour 1’administration
d’un médicament est la libération de la molécule active au bon endroit, au bon moment
et a la bonne concentration. Cependant, il existe de nombreux obstacles a cette
libération : la faible solubilité du médicament, sa dégradation environnementale ou
enzymatique, son taux d'élimination rapide de I'organisme, sa toxicité non spécifique
et son incapacité a franchir les barriéres biologiques. Les vecteurs a base de polymeéres
ou dendriméres (coordination en surface ou encapsulation interne) peuvent contourner
ces problémes [70-72].

Ainsi, dans le domaine de la lutte contre les cancers, diverses stratégies spécifiques
aux tumeurs sont utilisées pour le ciblage, I'imagerie et la thérapie [14,73]. En 2013,
Mollazade et al. ont comparé l'effet de la curcumine libre et de la curcumine
encapsulée dans le dendrimére PAMAM sur la cellule cancéreuse du sein T47D [74].
Ils ont montré que les dendriméres PAMAM n'avaient aucune cytotoxicité sur les
cellules. Cependant, le dendrimére a amélioré I'effet inhibiteur de la curcumine sur
l'activité télomérase et a diminué 1’ICso pour la prolifération des cellules du cancer du
sein. De nombreuses études sur des dendrimeres PAMAM fonctionnalisés par un
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acide folique ont montré leur intérét pour le traitement des cancers (poumon, sein,
ovaire, cerveau et cou) [75] avec un ciblage spécifique des cellules tumorales pour la
libération des composés de chimiothérapie encapsulés. La capacité du PAMAM
fonctionnalisé par le PEG a encapsuler des agents anticancéreux tels que
I’adriamycine et la méthotrexate, croit avec la génération du dendrimere et la longueur
de la chaine de PEG [76] mais I’adriamycine et la méthotrexate se liberent facilement
en présence de sérum physiologique. Un nouveau dendrimére amphiphile (HAD)
(Figure 7) développé par chimie Click a partir d’un dérivé de 2-nitroimidazole avec
un dendron de polylysine, encapsule la chlorine e6 et devient un adjuvant
immunologique activable par la lumiére (LIA) pour la vaccination in situ contre le
cancer [77]. Par une activation infrarouge, LIA induit la lyse des cellules tumorales et
la libération d'antigénes tumoraux. Il inhibe efficacement la croissance des tumeurs
primaires et 1’effet abscopal et induit un fort effet de mémoire immunitaire spécifique
de I'antigéne pour prévenir les métastases et les récidives tumorales in vivo.

7/ \/‘\/\/\N/V‘
N =N HoN
NH

Figure 7 : Dendrimere amphiphile (HAD) de premiéere génération [77]

Les dendriméres sont également utilisés pour délivrer des principes actifs autres que
les anticancéreux notamment les anti-inflammatoires. L’étude de la capacité du
PAMAM-3 et du PPI-4 a encapsuler la phénylbutazone utilisée comme principe actif
modele a montré que le PAMAM-3 offrait une encapsulation plus élevée, une
libération plus lente et une toxicité plus faible que le PPI-4 [27]. Les PAMAMs de
différentes générations sont aussi de bons véhicules ophtalmiques pour
I'administration oculaire du nitrate d'ilocarpine et du tropicamide [78]. D’autres
dendriméres de type tri-blocs acide citrique-poly(éthyléne glycol)-acide citrique
(CPEGC), des composés biocompatibles, ont montré une capacité a lier, & solubiliser
et a polariser des molécules hydrophobes telles que 1’acide 5-amino salicylique (5-
ASA), I’acide méfénamique et le diclofénac [79]. Le naproxéne (anti-inflammatoire)
et la naltrexone (ayant une propriété antagoniste utilisé dans le traitement des
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toxicomanies aux opiacés) ont quant a eux été encapsulés avec succes dans des
dendriméres a base de cyclodextrines par Namazi et al (Figure 8) [80].

Pour finir cette partie en thérapeutique, un polyéther fonctionnalisé par le PEG
décrit par Mingjun Liu et al. [81] peut encapsuler le cholestérol et dérivés d'acides
aminés.

Figure 8 : Dendrimeres-cyclodextrine de premiére génération, reproduite selon [80].

2.3. Catalyse

Les dendriméres offrent une topologie spécifique qui permet une coordination
intradendritique fluide contrélant la taille des nanoparticules (NP) et empéchant
I'agglomération [82] ; en catalyse, ce sont des modeéles pour la préparation de la
réplique d'une particule, mais également ils stabilisent aussi des nanoparticules et
permettent aussi d’améliorer la solubilité des catalyseurs et la sélectivité catalytique
[83]. Ainsi, ces nano-objets ont été utilisés pour une large gamme de réactions
catalytiques, y compris les hydrogénations, le couplage de Heck et les réactions de
Suzuki dans divers solvants (eau, solvants organiques, solvants organiques/fluorés
biphasiques et CO, supercritique). Dans de nombreux cas, il est trés simple de recycler
les catalyseurs encapsulés dans les dendriméres [83,84].

A titre d’exemples, au laboratoire, nous avons développé une nouvelle famille de
dendrimére poly(propyléneimine) fonctionnalisée avec le carbonate de glycérol (GD-
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PPI) qui se comporte comme un catalyseur basique recyclable pour I'ouverture du
cycle des époxydes un acide carboxylique [1]. En outre, ces glycérodendrimeres ont
aussi été utilisés pour la préparation de nanoparticules de platine stables qui ont
montré une bonne activité catalytique sur plusieurs cycles, pour la réduction des
cétones o, insaturées en cétones saturées [2].

En 2008, Guangnan et son équipe ont travaillé sur 1’encapsulation des
nanoparticules de Pd dans des dendrimeres (PdDENSs) dérivés de PAMAM chargés
négativement. Ces PADENSs sont trés stables dans des liquides ioniques et peuvent étre
utilisés comme catalyseurs trés actifs pour I'nydrogénation de styrene avec une
efficacité maintenue aprés 12 recyclages [85]. D’autres nanoparticules de palladium
stabilisées par des glycodendrimeres (PADENS) préparés au sein de notre laboratoire
(Figure 9) ont montré, en phase agqueuse, une bonne activité catalytique lors de la
réduction du 4-nitrophénol (4-NP) en 4-aminophénol (4-AP) et lors du couplage C-C
Miyaura-Suzuki avec le bromure d'aryle substitué [82].

9 eq. KPICl,
or
9 eq. K,PdCl,
H,0 (6 mL), RT
NaBH, (90 eq.)
—_—

Figure 9 : Préparation de PADENS stabilisés par des glycodendriméres, reproduite selon
[82] par autorisation de 1’auteur.

Depuis plusieurs années, les dendriméres contenant du ferrocene sont employés
dans le domaine de la nanocatalyse,[86] pour stabiliser des nanoparticules de Pd et
d'Au stables et trés actives en couplage croisé C-C, en hydrogénation d'oléfines et en
réaction d'oxydation. Le ferrocéne joue un réle crucial dans ces supports dendritiques
avec son activité redox et sa tridimensionnalité stabilisant les nanoparticules. D’autres
dendrimeéres greffés en surface d’un nanocomposite d'oxyde de graphéne magnétique
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ont été développés par Niakan et al (Figure 10) [87] et utilisés avec succés pour
immobiliser des nanoparticules bimétalliques Pd/Ni actives en réaction de Suzuki-
Miyaura ; la combinaison des nanoparticules de Pd et de Ni avec la structure
dendritique du catalyseur a permis d'obtenir une excellente activité catalytique grace
a la présence de dendriméres comportant de nombreuses cavités permettant ainsi
I'adsorption rapide des réactifs et une synergie entre les deux métaux.

Pour finir, la combinaison cellulose/dendrimére a base de triacryloylhéxahydro-
triazine et de I’éthanedithiol de 3°™ génération obtenue par le greffage via des dérivés
soufrés en surface de la cellulose, permet d’obtenir un catalyseur hétérogéne [88]
capable de convertir le fructose en 5-hydroxyméthylfurfural (96 % de conversion) et
d’étre recyclé au moins cing fois sans perdre sa stabilité et son activité.
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Figure 10 : Structure des nanoparticules stabilisées par le dendrimere greffé en surface

d’un nanocomposite d'oxyde de graphéne magnétique de deuxiéme génération
GOF@Dm2@PdNi, reproduite selon [87], par autorisation d’Elsevier.

2.4. Environnement

La pollution de I'eau causée notamment par les métaux lourds représente un danger
délétere pour la santé publique et le systeme écologique. Dans le domaine de la
purification des eaux, les nanotechnologies offrent la possibilité déliminer

efficacement les polluants et les germes [89]. L’utilisation des dendriméres comme
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adsorbants des polluants organiques et métalliques a suscité un intérét considérable
ces derniéres années.

En 2005, Diallo et al. ont testé les dendriméres de type PAMAM pour récupérer les
ions Cu (I1) dans des solutions aqueuses [90]. lls ont montré que les liaisons Cu(ll)-
PAMAM sont beaucoup plus importantes et plus sensibles au pH de la solution que
les liaisons Cu(ll)-polymeres linéaires a groupes amines, ce qui permet de récupérer
facilement le complexe par filtration et ainsi de recycler le dendrimere. Il en est de
méme pour la pollution des sols, ou les dendrimeres PAMAM de différentes
générations peuvent étre utilisés comme de trés bons agents d'extraction réutilisables
pour I'élimination in situ des métaux lourds des sols contaminés [91].

Récemment, des dendrimeres dérivés de PAMAM greffés sur de la silice
mésoporeuse par la fonctionnalisation avec des sulfures ont également été développés
pour le traitement des eaux [45]. Ces dendrimeres présentent une meilleure propriété
d'adsorption pour Hg (1) et Cd (lI) par rapport aux adsorbants traditionnels. De plus,
ils montrent d'excellentes propriétés d'adsorption sélective et de régénération (95,2%
d’efficacité aprés cing cycles). D’autres matériaux a base de PAMAM tels que les
nanotubes de carbone/PAMAM (CNTs/PAMAM), oxyde de graphéne/PAMAM
(OG/IPAMAM) et silicelPAMAM (SiO2/PAMAM) ont été développés pour étre
utilisés en tant que capteur pour la détection et la quantification des ions métalliques
(Cu?, Hg?*, Zn?*, Pb?* et Co?*) et des polluants organiques (kétoproféne, tamoxiféne
et acide clofibrique) [92]. Dans le méme esprit, le sel de diclofénac, le B-estradiol,
I’atrazine et le diuron ont été encapsulés au laboratoire par des glycérodendriméres
(GD-PAMAM et GD-PPI) et leur relargage étudié en fonction du pH [4].
L’ibuproféne et le naproxéne ont eux aussi pu étre éliminés dans 1’eau en présence de
PAMAM-halloysite (Hal-PAMAM) comme adsorbant [93], avec des capacités
d'adsorption maximales (a pH compris entre 3 et 6) de 68,3 et 6,0 mg g pour
I'ibuproféne et le naproxene, respectivement. Le PAMAM G 2,5 cette fois greffé sur
les membranes amidoximées a aussi été utilis€é comme agent adsorbant d’antibiotiques
(lasalocid A, salinomycin et semduramicine) présents dans des eaux usées [94] avec
de trés bons rendements de 82 & 91%. Enfin, des dendriméres ioniques sont aussi
employés dans le domaine de I’environnement : en effet, I’extraction de cations
métalliques tels que (Cu?*, Ni?*, Pb?*, Cd?* et Ag*) peut étre réalisée avec des
dendriméres dérivés de PAMAM ou PPl (PAMAM Gs NHz* Tf,N-, PPl Gz NH3*
TN, PPl GsNH;Me* BFs~and PAMAM GsNH;Me* BF,~ (Figure 11) [95]. D’autres
dendriméres ioniques fonctionnalisés par des imidazoliums (HPIL) stabilisent des
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nanoparticules d'argent de taille uniforme et stables dans I'eau [96] et peuvent délivrer
des biomolécules [97].

Figure 11 : Structure de dendrimére PAMAM G3 NH3* NTf2, reproduite selon [95] par
autorisation de 1’auteur

2.5. Alimentaire

De nombreux composés bioactifs utilisés dans le domaine alimentaire sont de nature
hydrophobe insolubles ou trés peu solubles dans 1’eau. Parmi ceux-Ci, on peut citer
les caroténoides, les acides gras essentiels, les huiles essentielles, certaines vitamines
et composés phénoliques [98]. Leur insolubilité ou leur faible solubilité dans 1’eau les
empéche d’étre formulés a la dose prévue, ce qui entraine leur faible biodisponibilité
[98]. Par conséquent, des systémes d’administration tels que les liposomes, les
nanotubes, les protéines, les biopolymeres et les dendrimeres ont été développés pour
améliorer leur solubilité et leur biodisponibilité [99-101]. Cela offre également
d’autres avantages comme la protection contre I'évaporation (le cas des huiles
essentielles), les réactions chimiques ou la migration dans les aliments,
I'administration contrblée et la préservation de la stabilité des composés bioactifs
pendant le traitement et le stockage [101,102]. Les dendriméres offrent ainsi une
nouvelle approche pour la solubilisation de ces ingrédients, en fournissant des
propriétés spécifiques de délivrance des composeés bioactifs. Cependant, les
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applications alimentaires des dendrimeres ne sont pas aussi courantes que celles des
liposomes et des micelles mais ils peuvent avoir un grand avenir dans ce domaine
[100].

En 2019, la revue de Yousefi et al. donne les principaux travaux sur la synthése de
dendriméres et leur capacité a encapsuler des ingrédients bioactifs tels que le
resvératrol, la curcumine et les vitamines C et B12 qui peuvent étre utilisés dans le
domaine alimentaire [98]. Quatre nouvelles familles de dendrimeres a base de glycérol
récemment développées au laboratoire ont encapsulé des huiles essentielles de
cannelle et de citronnelle [5,6].

L’encapsulation de B-carotene (BC) par le dendrimere dérivé du glucane octenyl
succinate (OSA-SMDG) (extrait de sucre de mais) a été réalisée dans le but d’étudier
I'impact du dendrimeére sur la stabilité au stockage et l'activité antioxydante
d'émulsions chargées en B-carotene (BC) ainsi que sur sa bioaccessibilité [103].
Ainsi, la capacité d’encapsulation du f-caroténe dans les deux émulsions en présence
de 3% et 5% de dendriméres est importante et l'activité antioxydante des deux
émulsions est supérieure a celle du B-caroténe pur. L’extension a 1’encapsulation du
coenzyme Q10 (CoQ10) a aussi confirmé 1’intérét de ce type de dendrimére dans le
domaine de I’encapsulation alimentaire [104].

2.6. Cosmétique

En cosmétique, de nombreuses substances biologiquement actives ne sont pas
stables et sont sensibles a la température, au pH, a la lumiére et a I'oxydation. Pour
cela, il est important qu’elles soient protégées de toute dégradation indésirable pour
contréler la libération de la substance active. L'utilisation de polymeres
biodégradables comme les dendriméres pour I'encapsulation de principes actifs
cosmétiques peut augmenter leur efficacité et leur biodisponibilité, et permet
également d’améliorer la stabilité et la libération des substances actives [105]. Les
dendriméres peuvent étre utilisés dans la formulation de divers produits cosmétique
tels que les produits de soins et de protection de la peau, des cheveux, des ongles, des
levres et/ou des dents [106]. Ainsi, depuis plusieurs années, l'utilisation de
dendriméres dans les cosmétiques a suscité I'intérét des chercheurs. Un brevet déposé
par L’Oréal [16] décrit ’emploi de dendriméres polyesters fonctionnalisés par des
hydroxyles dans des compositions cosmétiques et dermatologiques pouvant étre
appliquées sur différents supports (peau, ongles, fibres kératiniques, membranes semi-
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muqueuses et/ou muqueuses). La cohésion principe actif/support est renforcée avec
de surcroit de meilleures propriétés sensorielles. On peut aussi noter I’emploi de
dendrimeres dans des compositions autobronzantes menant a une intensité de
coloration accrue et a une bonne résistance au lavage [107].

L’utilisation des dendriméres PAMAM dans des applications cosmétiques et de
soins telles que les cremes, des shampoings et des apres-shampoings, des toniques et
du maquillage, pour I’encapsulation de 1’acide salicylique dans les compositions anti-
acnéiques a aussi été rapportée. L’acide salicylique est a la fois encapsulé dans les
cavités, mais il a aussi tendance a se lier aux groupements amines de la surface de
dendriméres ce qui le stabilise avant 1’application sur la peau ou il est
libéré. L'utilisation de ce complexe acide salicyliqgue-PAMAM dans divers composés
de maquillage permet ainsi d’éviter la réaction avec les pigments d'oxyde de fer [18].
Les dendriméres de type PAMAM sont également utilisés dans des compositions
déodorantes et présentent de plus des propriétés d'absorption des odeurs [108].

Il a été également montré que diverses familles de dendriméres dérivés de PEG
solubles dans 1’eau sont appropriées pour le transport de molécules d'acide ascorbique
grace a leur multivalence contrélée [20]. L’encapsulation de 1’acide ascorbique peut
aussi étre réalisée dans des PAMAMSs (G 2,5 a G4) dans le méthanol [109] avecde
meilleures encapsulations pour les demi-générations 2,5 et 3,5. En 2010, E. Boisselier
et al. ont travaillé sur I’encapsulation des vitamines C, B3 et B6 dans les dendriméres.
Les encapsulations sont effectuées dans I’eau avec deux types de dendriméres
commerciaux PAMAM et PPI avec les différentes générations G2, G3 et G5 [17] et
I’encapsulation est prouvée par titrage des vitamines qui sont complexées aux amines
primaires et tertiaires des dendriméres ; le nombre de molécules encapsulées le plus
élevé est bien évidemment observé pour les générations supérieures.

Des dendriméres de carbosilane comportant des groupes polyphénols ont aussi été
développés par De La Mata et al. comme antioxydants dans les industries cosmétiques
et pharmaceutiques [52]. Un copolymére comportant un dendrimére a base de
carbosiloxane a par la suite été développé par limura et al. pour améliorer la stabilité
de la formulation et pour fournir une bonne résistance a l'eau et au sebum, une
brillance et une sensation tactile et/ou des propriétés adhésives aux cheveux et/ou a la
peau [110]. Ce dendrimére a été breveté réecemment pour une application cosmétique
[111].

De nombreuses tentatives ont été menées pour augmenter la solubilité de la
quercétine & l'aide de techniques de nanoencapsulation. Dans cette optique, Madaan
et al. ont étudié la solubilité de la quercétine dans des solutions de PAMAM de
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diverses genérations (GO a G3) et concentrations ; ainsi, la solubilité de la quercétine
a pu étre augmentée et la formation de complexes quercitine/PAMAM confirmée par
FTIR [112].

Le composé PAMAM-3/acide caféique (liaisons covalentes) récemment rapporté

dans la littérature présente une activité de cicatrisation dermocosmétique et une
capacité antioxydante importante ; utilisé pour la cicatrisation de plaies et la
régenération des tissus, il peut également étre employé dans des compositions
dermocosmétiques, pour les soins de peau et pour réduire I'apparence des rides et des
lignes d'expression [113].
Enfin, des formulations dendrimeres/resvératrol ont également été étudiées [114],
pour augmenter la solubilité, la stabilité et la perméation transdermique du resvératrol
pour des produits anti-age, shampooings, gels capillaires, écrans solaires, sprays,
lotions et anti-acnéiques [115].

3. La toxicité des dendrimeres

L’étude de la toxicité d’une maniere générale est la mesure de la capacité d’une
substance a provoquer des effets néfastes et mauvais pour la santé sur toute forme de
vie [116]. Elle dépend de son interaction avec la matiére vivante, mais aussi de la dose
du composé nécessaire pour produire un effet. Cette toxicité est exprimée en dose
Iétale capable de tuer 50% d'une population : la DLso [116].

On distingue trois types de toxicité [117] : (1) la toxicité aiglie pour laquelle les
effets provenant de I’administration massive en une seule fois d’une substance sont
immédiats ; (2) la toxicité subaigiie, due a une absorption chronique pendant plusieurs
mois (alcool par exemple) ; (3) la toxicité a long terme, ou I’effet apparait apres
accumulation de doses absorbées jusqu'a atteindre la dose seuil comme pour les
produits cumulatifs (le plomb par exemple), des substances irritantes (tabagisme
passif par exemple) ou mutagenes [116].

Le test de cytotoxicité est le test le plus couramment utilisé pour évaluer la toxicité
d’une substance ou molécule. Ce test consiste a évaluer le potentiel de la
substance/molécule a inhiber la croissance des cellules d’un organisme ou provoquer
la mort des cellules. Ces essais in vitro peuvent étre réalisés par des méthodes
gualitatives et quantitatives [118]. La méthode d’essai appropriée est choisie en
fonction de la nature de 1’échantillon a évaluer, le type de cellules et les conditions de
culture [118,119].

30



Chapitre | : Dendrimeres : Synthése, Applications et interaction avec le SC

La cytotoxicité d’une substance peut étre évaluée expérimentalement par une variété
de méthodes de dosage classées par catégories : (1) les méthodes d'exclusion de
colorant, (2) les méthodes basées sur I'activité métabolique avec (3) les dosages de
I'Adénosine 5'-Triphosphate (ATP), (4) de la sulforhodamine B, (5) du marqueur de
viabilité protéasique, (6) des cellules clonogéniques qui survivent ou (7) des cellules
qui profiléerent par synthese d'ADN, en utilisant potentiellement la micro-
spectroscopie Raman [119].

Les méthodes les plus simples a utiliser sont les méthodes d'exclusion de colorant
tel que le trypan bleu indicateur de cellules mortes et les méthodes basées sur I'activite
métabolique telles que les méthodes MTT [120] et WST1 (Water Soluble
Tetrazolium) [121]. Pour cette derniére, c’est la réduction du sel de tétrazolium en
formazan par les enzymes oxydoréductases mitochondriales NADH dans les cellules
vivantes qui est observée. Le tableau 2 reprend quelques exemples des effets
cytotoxiques de divers types de dendrimeéres évalués par différentes méthodes sur les
différentes cellules.

La cytotoxicité des dendrimeres dépend fortement du nombre et de la nature des
groupements fonctionnels de surface. Les dendrimeéres cationiques présentent souvent
une toxicité élevée, tandis que les dendrimeéres anioniques et neutres présentent des
effets toxiques faibles voire nuls [122,123].

En régle générale, la cytotoxicité des dendriméres cationiques s'explique par
I'interaction entre les membranes cellulaires chargées négativement et la surface des
dendrimeres chargée positivement. Cette interaction conduit a la formation de
nanopores dans la membrane cellulaire, a son endommagement et a la fuite
subséquente du contenu cellulaire qui conduit a la mort de la cellule [124].

En ce qui concerne les dendrimeres PPI, leur toxicité augmente avec le nombre de
groupes de surface. Il est bien démontré que les dendriméres de 5™ génération (PPI-
5) sont plus toxiques que les dendriméres de générations inférieures [125]. Il en est de
méme pour le PAMAM ou ’on retrouve une cytotoxicité plus élevée pour les
générations élevées [124], alors que les dendriméres carbosilane-poly(oxyde
d'éthyléne) (CSi-PEO) et d'autres dendriméres possédant des fonctions terminales
neutres ou anioniques semblent étre beaucoup moins toxiques [126]. 1l a été également
montré par comparaison des deux familles de dendrimeres PPl et PAMAM possédant
le méme nombre de fonctions en périphérie (32 NH,) que le PAMAM G3 est moins
toxique que le PPl G4 [27]. Par conséquent, il est recommandé pour certains
dendriméres de remplacer les groupements de surface par des entités plus neutres afin
de réduire leur cytotoxicité [39,122].
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Stasko N.A et al. ont étudié la cytotoxicité des PPI avec des surfaces modifiées par
des entités PEG ou acétamides sur les cellules endothéliales humaines cultivées
(HUVEC). Les tests de cytotoxicité ont confirmé que la fonctionnalisation de PPI a
diminué efficacement la cytotoxicité des dendriméres [40]. Il en est de méme lorsque
la surface de PPI est modifiée avec du maltotriose (tests réalisés sur des cellules
sanguines d’une souris) [127] ou par du carbonate de glycérol (tests sur des
fibroblastes pulmonaires) [3].

En ce qui concerne le PAMAM, D’Emanuele et son équipe ont étudié I'influence de
la modification de la surface des PAMAM sur la cytotoxicité vis-a-vis de cellules
épithéliales humaines Caco-2 [39]. Les PAMAMs cationiques non modifiés sont plus
toxiques que les PAMAMs anioniques et la toxicité des deux types augmente avec
I’augmentation de la génération. Les mémes observations ont été faites sur les cellules
du cancer du col de l'utérus [128]. La fonctionnalisation avec le carbonate de glycérol
conduit a la méme conclusion donnée ci-dessus avec le PPI [4].

Pour finir, Frechet et ses collegues ont également montré que les dendriméres de
type polyester portant des groupements hydroxyles en périphérie, s'avéraient étre
Iégérement toxiques in vivo a de tres fortes concentrations chez la souris [129].

Tableau 2 : Effets cytotoxiques de divers dendriméres sur différents types cellulaires

Dendrimeres Cytotoxicité Cellules Méthodes | Référen
ces
PAMAM G3 ICs0 (MM) = 0,14
0 Cellules épithéliales
PAMAM G3.5 humaines Caco-2 MTT [39]
6-Lauroyl- ICs0 (MM) >1
PAMAM-3 ICs0 (MM) >1
CPD-G2 ICs0 = 2,33 uM Cellules
CPD-G3 ICs0 = 1,31 uM hi%pocampiquzs
embryonnaires de
souris (mHippoE- MTT [130]
18)
CPD-G2 IC50=1,84 uM Cellules de
CPD-G3 ICso = 1,74 uM neuroblastome de
souris (N2a)
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PAMAM-G2 ICso (Mg/mL) > 2
DAB-G2 ICso (mg/mL) = 0, Cellules MTT [123]
PEA-G2 3 mélanocytes
CSi_PEO-G2 1Cs0 (mg/mL) > B16F10
0,1
ICso (Mg/mL) > 2
PPI-4 Cytotoxique a C >
10 pg/mL Fibroblastes WST1 [3]
GD-PPI-4 Cytotoxique a C > pulmonaires
100 pg/mL humaines MRC5
PAMAM-3 Cytotoxiques a Fibroblastes
GD-PAMAM-3 | C > 1000 pg/mL pulmonaires WST1 [4]
humaines MRC5
Valeurs ECso
(LM)
PAMAM-4 (test. Kératinocytes Bleu
PAMAM-5 Clonogenique) humains (HaCaT | d'Alamar
PAMAM.6 2,63 [1,78-3,47] (AB)
0,57 [0,37-0,77] Rouge
[131]
0,19 [0,14-0,25] neutre
Val EC (NR)
aleurs ECso
MTT
(uM) (test Cellules Clonoaéni
PAMAM-4 Clonogenique d'adénocarcinome qug
PAMAM-5 1,43 [1,27-1,59] du colon (SW480)
PAMAML6 0,41 [0,39-0,42]
0,18 [0,15-0,2]
DAB-Ac4-FITC, Cytotoxique a
3pM apres 150 Propidium
min Cellules Cellules lodide (P1)
mortes > 90% o et
DAB-Acse-FITC, . _ | endothéliales de la [40]
DAB-AcaPEG. Non cytotoxique a | yeine ombilicale Lactate
AFITC 40 3uM humaine (HUVEC) | Dehydrog
2 Non cytotoxique a enase
3uM (LDH)
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Fibroblastes
d’hamster chinois

(B14)
PAMAM- Non cytotoxique hippgggr‘r‘]';isques MTT [132]
pyrrol-ldqne embryonnaires de
dendrimere

souris (mHippoE-
18) et
Cellules dérivées du
foie de rat (BRL-
3A)

4. L’interaction des dendrimeres avec le SC

Comme dans ce travail, les dendriméres sont destinés au domaine de la cosmétique,
les interactions des dendriméres avec la couche cornée de la peau appelée SC sont,
dans ce cas, importantes a caractériser pour, d’'une part, comprendre comment ces
dendrimeres agissent sur la peau et, d’autre part, pour optimiser le design du
dendrimére le plus performant et le moins cytotoxique. Aprés avoir introduit la
structure de la peau, les différentes voix de diffusion des principes actifs a travers la
peau et les principaux modéles biomimétiques de peau, ce chapitre se consacrera a
une revue de la littérature sur les interactions dendrimeres SC.

4.1. La peau

La peau est un organe constitu¢ de plusieurs couches et tissus, représentant 1’organe
le plus étendu du corps humain, avec environ 2 m? de surface (pour un adulte) et 10
% de notre poids [133]. D’un point de vue chimique, la peau comprend en moyenne
70% d’eau, 27,5% de protéines, 2% de matiéres grasses et 0,5% de sels minéraux et
oligo-éléments [134]. Sa fonction principale est de protéger I’organisme des
agressions extérieures, physiques, chimiques et infectieuses, mais également, de jouer
un réle actif dans de nombreux processus biologiques et biochimiques [135]. La peau
est constituée de trois couches principales (Figure 12) : (i) I’hypoderme ou sous-
couche épidermique i.e. la couche la plus profonde constituée de cellules adipeuses,
fibres de collagene et vaisseaux sanguins [135], (ii) le derme : la couche intermédiaire
la plus épaisse, élastique, constituée de fibroblastes, collagéne, élastine, de tissus
conjonctifs de vaisseaux lymphatiques, de récepteurs sensoriels et de racines des poils
[135], et (iii) I’épiderme.
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L’¢épiderme est la couche la plus externe dont 1’épaisseur varie de 0,06 mm dans les
paupiéres a 0,8 mm dans la peau des talons [136]. Il joue un réle important pour la
protection de notre corps contre les toxines, les bactéries et la perte de fluides. Il est
constitué de 5 sous-couches de kératinocytes [137] (Figure 12) : (1) la couche basale
(stratum basale) appelée également la jonction serrée dermo—épidermique, qui est
la couche la plus profonde ou les kératinocytes sont produits, (2) la couche épineuse
(stratum spinosum) dans laquelle les kératinocytes produisent de la kératine (fibres de
protéine) et deviennent fusiformes, (3) la couche granuleuse (stratum granulosum) ou
la kératinisation débute et ou les cellules produisent des granulés durs, qui se
transforment en kératine et en lipides épidermiques, (4) la couche claire (stratum
lucidium) dans laquelle les cellules sont trés compressées et aplaties, et (5) la couche
cornée (stratum corneum) qui est la couche la plus externe de 1’épiderme.

Bactérie commensale

Couche cornée
Kératinocytes

Couche lucide

Epiderme

Couche granuleuse

Couche épineuse

eNueIEnantG oo Couche basale
plaéhocytaire
Cellule

I IDSEIRS Ty Natural Killer ‘Lymphocyte Derme

|

g5 Ge‘llul‘

dendritique.
lermique

Couche
sous-épidermique

Figure 12 : Coupe transversale de la peau qui représente les différentes couches,
reproduite selon [138], par autorisation de I’auteur

4.2. Le stratum corneum

Le SC est la couche la plus externe de 1’épiderme des mammiferes, est responsable
de la fonction barriére de la peau [21,139]. Elle dicte le taux d’absorption des
molécules exogenes par la peau et empéche la perte d’eau du corps [21]. Le SC est
principalement composé de cellules mortes aplaties et entierement kératinisées
(cornéocytes), noyées dans un espace intercellulaire (matrice lipidique
multilamellaire) constituée de bicouches empilées (Figure 13) [22]. Le modeéle de «
briques et mortier » est généralement utilisé pour décrire la structure de cette couche,
ou les briques représentent les cornéocytes et le mortier représente la matrice lipidique
(Figure 14) [140]. Le SC dépourvu de phospholipides est constitué essentiellement
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de céramides, de cholestérol et d'acides gras libres a longue chaine en quantités
équimolaires (Figure 15) [23,141]. Ce mélange lipidique se trouve en phase cristalline
a la température physiologique, ce qui empéche la libre diffusion des substances a
travers la peau [142,143].

“ 4" ' Bicouches empilées
constituées de
Cholestérol

Acides gras
Céramides

cornéocyte

Figure 13 : (a) Une image de surface de la peau, (b) micrographie électronique des
membranes lamellaires empilées et structurées dans un espace intercellulaire reproduite selon
[144], par autorisation d’Elsevier et (¢) un modéle structural du SC

Matrice_lipidique
. . o bicouches empilées
Briques < Cellules cornées Mortier <> Matrice lipidique

Figure 14 : Modéle de briques et mortier du SC [140]
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H OH
/\/\/\/\/\/\WOH
NH H
Céramides 0
0

Acides Gras

Cholestérol

Figure 15 : Lipides représentatifs de principales classes de lipides constituant le SC.

4.3. Ladiffusion des principes actifs a travers la peau

Il existe trois voies principales par lesquelles les substances bioactives peuvent
pénétrer dans la peau :

- la voie intercellulaire qui passe a travers la matrice lipidique,
- la voie intracellulaire qui passe par les cornéocytes,

- et la voie transapendagique qui passe a travers les follicules et les pores
(Figure 16) [145,146].

La multicouche lipidique dans la matrice intercellulaire est considérée comme la
principale barriere de transport pour les principes actifs [147] .

L'administration des principes actifs a travers la peau peut étre classée en deux
catégories : soit lI'administration transdermique par laquelle les substances actives
diffusent a travers les différentes couches de la peau pour arriver a la circulation
systémique ; soit lI'administration topique ou locale pour laquelle les substances
actives s’appliquent directement sur les sites pathologiques ciblés au sein de la peau
[148-150].

Comme 1’épiderme (ou plus précisément la couche cornée SC) joue un rdle de
barriere, lI'administration de molécules médicamenteuses est limitée. Seules les
molécules a faible poids moléculaire (<500 Da) ayant des propriétés physico-
chimiques optimales (1 < log P < 3) peuvent étre transportées passivement par le SC
[151]. Par conséquent, l'utilisation de biomatériaux tels que les protéines, les peptides,
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les cyclodextrines et les dendrimeres est apparue comme une nouvelle approche pour
augmenter la diffusion des substances actives au travers la peau [149].

Voie
voie

) intracellulaire
intercellulaire_ .

©A. GEA

Figure 16 : Différentes voies de diffusion a travers la peau, reproduite selon [152] par
autorisation de 1’auteur

4.4. Les membranes biomimétiques de peau

Les membranes biologiques d’une maniére générale sont trés complexes en termes
de composition et d’organisation. Afin de comprendre les mécanismes a I’échelle
moléculaire et notamment les interactions entre une molécule externe et la membrane,
il est nécessaire de simplifier les systémes d’étude. C’est pour cette raison que des
modéles membranaires simplifiés sont développés [153,154], représentant ainsi un
bon compromis entre simplicité et représentation fidéle de la membrane native.

Il existe trois grands types de modéles membranaires biomimétiques : les
monocouches lipidiques, les bicouches supportées et les liposomes (Figure 17) [153].

Les monocouches lipidiques considérées comme des demi-bicouches sont les
modeles les plus simples pour imiter les membranes biologiques. Ces modéles sont
souvent utilisés pour évaluer la capacité d'insertion d’une substance dans le feuillet
externe de la membrane et pour caractériser les interactions en termes de cinétique et
de spécificité [155].

Les bicouches lipidiques supportées sont des modéles constitués d'une bicouche
lipidique plane supportée sur une surface solide. Ces systémes sont capables d'imiter
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certaines des propriétés de la membrane cellulaire comme la fluidité des lipides, la
formation et 1’organisation de domaines et le support des protéines, mais sans la
complexité du systeme biologique réel [156].

Les liposomes, nommés également vésicules lipidiques, sont formés d'une ou
plusieurs bicouches lipidiques renfermant entre elles des compartiments aqueux. Elles
sont classées en trois groupes selon leur morphologie et leur taille qui peut varier de
quelques dizaines de nanomeétres a quelques dizaines de microns : les petites vésicules
unilamellaires (Small Unilamellar Vesicles - SUV), les larges vésicules unilamellaires
(Large Unilamellar Vesicles - LUV), les vésicules unilamellaires géantes (Giant
Unilamellar Vesicles - GUV) et les vésicules multilamellaires (Multilamellar Vesicles
- MLV) constituées de plusieurs bicouches superposées [157]. Ces modeles sont
utilisés pour étudier le comportement des phases membranaires (fluidité/rigidité) et
les processus membranaires tels que la fusion membranaire, la reconnaissance
moléculaire, la perméabilité et la stabilité [158].

Figure 17 : Représentation schématique des modéles de membranes (A) monocouche
lipidique, (B) bicouche lipidique supportée, (C) liposome, reproduite selon [159] par
autorisation de 1’auteur

Le choix de la composition lipidique et le choix des modeles dépend respectivement
de la composition de l'organisme considéré et de la propriété de la membrane qu’on
souhaite étudier [159].

Dans le cas de la membrane biologique de peau des mammifeéres, le SC est la couche
responsable de la fonction barriere de la peau comme évoqué ci-dessus [139]. Les
modeles membranaires biomimétiques de SC sont constitués des principales classes
de lipides prépondérants de la peau, les céramides, le cholestérol et les acides gras
libres a longue chaine [23,141]. Les céramides jouent un role important dans la
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structuration et le maintien de la fonction barriére de la peau [21,160]. Le cholestérol
est I'un des stérols les plus présents dans les membranes biologiques et le seul dans le
SC [161]. Les acides gras sont les responsables de la protection du corps de la
déshydratation et jouent un r6le important par leur effet anti-inflammatoire [162].

De nombreuses études utilisant des monocouches lipidiques biomimétiques du SC
ont été réalisées généralement au moyen de la balance de Langmuir ou la microscopie
a force atomique (AFM) [163-165]. Les modéles monocouches de SC présentent une
isotherme sans transition de phase, caractéristique des films trés rigides [165]. La
variation des ratios des constituants lipidiques permet de déterminer le réle de chaque
lipide et son influence sur les propriétés de la membrane [163].

Les modéles liposomes biomimétiques de la peau sont souvent préparés par
hydratation a une température élevée supérieure a 72°C [23,166-168]. Cette valeur se
situe dans D’intervalle de température de transition de phase de la composition
lipidique, d'une phase de type gel lamellaire a une phase cubique respectivement de
40 &4 80°C [166]. Lors d’une étude de transition de phase d’un liposome biomimétique
du SC, il a été observé que le liposome avait trois points de transition a 45°C, 76°C et
98°C [169]. Il a été suggéré que la transition observée prés de 45°C est attribuée a des
mouvements des chaines latérales du cholestérol. La transition proche de 76°C est
attribuée au changement de phase de gel au cristalline des chaines hydrocarbonées de
I'acide gras et de céramide et de la rupture de I'association entre les tétes polaires des
lipides. La transition a des températures proche de 100°C est due a la vaporisation de
molécules d’eau [169,170].

Des études sur les modeles liposomes de SC ont montré que la composition lipidique
et le pH influence la stabilité et la structure des liposomes [23,171,172]. Par exemple,
a pH physiologique, les liposomes ne sont pas stables [172,173]. Cependant, a 32°C,
le pH n’influence pas les propriétés de la membrane [167,173]. En outre, le cholestérol
fluidifie les membranes lipidiques de SC aux températures situées en-dessous de la
transition de phase principale et condense les membranes pour les températures
supérieures [173].

La longueur de la chaine des céramides influence 1’organisation et les propriétés de
la bicouche. Plus la chaine est longue, plus la densité électronique est importante et
plus I’épaisseur de la bicouche est importante, ce qui améliore la fonction barriére
[160]. Une étude par diffraction des rayons X a d’ailleurs montré que le modele de SC
composé de céramides a courtes chaines s’organise selon trois couches ; deux couches
aux extrémités de 50 A se trouvent a 1’état cristallin et une couche intermédiaire de
30 A se trouve dans un état liquide, facilement perméable [174].
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Le type de céramide utilisé influence également la perméabilité [168]. En effet, en
utilisant des dihydrocéramides (dCer), I’effet du raccourcissement de la chaine acyle
est moins marqué que dans le cas des céramides. Par exemple, les membranes
composees de dCer a courtes chaines sont jusqu'a 6 fois moins perméables que les
membranes constituées de céramides a courtes chaines correspondants. De plus, la
méme étude a montré par spectroscopie infrarouge que le dCer long se mélangeait
moins avec les acides gras mais qu’il formait des domaines ordonnés plus stables
thermiquement que le céramide correspondant [168].

4.5. Interaction dendrimeéres-stratum corneum

La compréhension des interactions entre les dendriméres et les membranes
biologiques est essentielle pour I’utilisation des dendriméres comme systémes
d'administration de principe actifs ou de génes [175].

Ces derniéres années, les dendriméres ont montré leur potentiel pour améliorer
I'administration cutanée de diverses molécules avec un faible potentiel d'irritation
cutanée et une capacité de délivrance des substances actives élevée [150].

Plusieurs études sur l'interaction de dendriméres avec la membrane cutanée ont été
réalisées, généralement sur des tissus cutanés humains [176-178] ou animaux
[179,180]. Cependant, a notre connaissance, aucune ¢étude d’interaction des
dendriméres avec des modéles biomimétiques de SC n’a été décrite dans la littérature
[181].

La nature, la concentration, la charge, la taille et I’hydrophobicité du dendrimére
influencent a la fois la pénétration dans la peau et la délivrance du principe actif [182—
184]. Dans le cas de I’étude de I’interaction de dendriméres PAMAM avec les cellules
épidermiques porcines [184], il a été montré que le PAMAM G2 pénétre mieux la
couche que le PAMAM G4. En outre, la modification de la surface de PAMAM G2
par acétylation (surface cationique) ou par carboxylation (surface neutre) augmente la
perméabilité de la peau. La fonctionnalisation de dendriméres G2 par I'acide oléique
augmente le coefficient de partage 1-octanol/PBS ce qui entraine une augmentation
de son absorption et de sa rétention cutanée.

En revanche, d’autres études sur le méme type de peau ont montré que les
dendriméres cationiques pénetrent dans des couches plus profondes de la peau au
contraire des dendrimeres anioniques ou neutres [182,183], leur charge superficielle
positive permettant une plus grande interaction avec la surface de la peau chargée
négativement.
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En 2008, Venuganti et al. ont mené une étude sur I'effet du dendrimére PAMAM
sur la perméabilité cutanée porcine du 5-fluorouracil (5FU) en présence d’un tampon
phosphate (PB), d’huile minérale (MO) ou de myristate d'isopropyle (MIP) [185]. Ils
ont constaté que I'application simultanée du 5FU et du dendrimere a augmenté le flux
de 5FU dans I'lPM et le MO, alors qu'il n'y a pas eu de changement dans le tampon
PB. Le prétraitement des cellules avec le dendrimere a multiplié par 4 le coefficient
de perméabilité du 5FU dans le MO et par 2,5 dans I'IlPM et cela augmente avec le
temps du prétraitement, tandis qu'il a diminué de moitié dans le PB. Par conséquent,
le prétraitement avec les dendriméres a augmenté la perte d'eau transépidermique et
diminué la résistance de la peau (modification de la barriére cutané), expliquant ainsi
I'amélioration de la perméation cutanée du 5FU.

Le dendrimére PAMAM a été également utilisé comme support du 8-
méthoxypsoralen (8-MOP) pour faciliter sa pénétration dans la couche profonde de la
peau d’une souris [179]. L’utilisation du dendrimére augmente significativement la
concentration de 8-MOP ayant pénétré la peau. Le PAMAM G4 permet d'atteindre
une concentration cutanée plus élevée de 8-MOP que le dendrimére PAMAM G3.
Une autre étude a aussi montré que les dendrimeéres PAMAMSs peuvent améliorer
efficacement la pénétration des anti-inflammatoires non stéroidiens tels que le
kétoproféne et le diflunisal a travers la peau [186].

En 2017, Volz et al. ont étudié I’interaction des tectodendrimeéres dérivés de
PAMAM marqués par l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) avec des tissus de peau
humaine. lls ont démontré par microscopie de fluorescence (FLIM) que les tecto-
dendrimeéres pénétrent dans la couche cornée de la peau humaine mais ne traversent
pas la barriere de la jonction serrée ou la couche basale [187].

Par ailleurs, les effets de I'ionophorése et de la sonophorése sur la perméation ou le
dépot de dendrimeres peptidiques a travers ou au sein de la peau humaine ont pu
démontrer que la perméation cutanée des dendrimeéres est améliorée par sonophorése
et ionophorése comparativement aux études de diffusion passive classique [176,178].
Ces dendriméres sont stables pendant 6 h dans 1’épiderme et le derme et ce n’est
qu’aprés 24 h que certains dendriméres de petit poids moléculaire pénétrent dans
I’épiderme [178].
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Des dendrimeres peptidiques formés a partir de trois acides aminés - glycine,
arginine et lysine - ont été également utilisés pour l'administration cutanée du
kétoproféne li¢ d’une maniére covalente avec ces dendriméres [188]. Cette étude
réalisée sur la peau de souris in vivo et in vitro a montré que ces dendrimeres ont
amélioré la solubilité de kétoproféene et augmenté considérablement la perméabilité
cutanée par sonophorése aprés 6h. La perméation du 5-fluorouracile a travers
I'épiderme humain, assistée par ces dendriméres peptidiques est également améliorée
[177], tout comme I'administration transdermique d'antioxydants silibinine et
d'épigallocatéchine-3- gallate (EGCG) [189].

1.3. Conclusion

Les dendriméres sont une classe de macromolécules connus grace a leur architecture
et leurs propriétés notamment d’encapsulation et de délivrance de substances actives
dans différents domaines. Ils sont principalement synthétisés par deux approches,
divergente et convergente. La cytotoxicité des dendrimeéres dépend de la nature de la
charge et du nombre de générations.

Leur intérét pour le domaine cosmétique est indéniable. Ils permettent d’améliorer
la perméabilité et la diffusion des principes actifs dans la peau. La nature, la
concentration, la charge, la taille et I’hydrophobicité des dendrimeéres influencent a la
fois leur pénétration dans la peau et la délivrance du principe actif. L‘étude de leurs
interactions avec la peau est primordiale pour mieux comprendre leur activité et pour
développer des dendrimeres performants et non cytotoxiques. La peau étant un
systéme trés complexe, I’utilisation de modeles biomimétiques de peau et plus
particulierement du SC est une approche prometteuse pour obtenir des informations a
1’échelle moléculaire.
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Chapitre Il : Synthese de dendrimeres biosourcés et

encapsulation des molécules d’intérét cosmétique

I1.1. Contexte et objectifs

De nombreux actifs utilisés dans les compositions cosmétiques sont instables et
subissent des oxydations ou des dégradations par effet de ’air, de la lumiére, du pH
et/ou de la chaleur par exemple. C’est dans ce contexte que nous souhaitons utiliser
des dendrimeéres biosourcés pour 1’encapsulation des composés d’intérét cosmétique
sensibles.

Au cours de ce chapitre, nous allons dans un premier temps décrire la synthése de
dendrimeres a base de glycérol (familles GAD et GCD) et la fonctionnalisation des
dendrimeres commerciaux PPls et PAMAMSs par du carbonate de glycérol. Dans un
second temps, nous étudierons la capacité d’encapsuler les actifs cosmétiques telles
que la caféine, la DHA et la vitamine C puis nous montrerons les interactions
encapsulés/encapsulants par la technique de RMN. Nous terminerons ce chapitre par
I’¢étude de la toxicité des dendrimeres synthétisés.

I1.2. Résultats et discussion

1. Synthese de dendrimeres biosources.

La synthése de quatre types de dendriméres biosourcés a été réalisée en s’inspirant
de la thése de B. Menot, intitulée « Dendriméres dérivés du glycérol : Syntheses et
Applications » (Université de Reims, 2015). Les quatre premiéres générations de
GlycéroDendrimére PolyPropylénimine (GD-PPI) et de GlycéroDendrimeére
PolyAMidoAMine (GD-PAMAM), ainsi que les trois premiéres générations de
GlyceroClickDendrimere (GCD) et de GlycerolADendrimeére (GAD) ont été obtenues
avec de bons rendements [1], [4],[50],[51], [6].

1.1. Synthese de GlyceroDendrimeére-Poly(Propylenimine)
(GD-PPIs)

Les quatre premiéres générations de GD-PPI (Figure 18) ont été synthétisées a
partir de produits commerciaux par réaction du carbonate de glycérol avec les PPls
(Schéma 1). Les réactions sont réalisées avec un exceés de carbonate de glycérol dans
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le méthanol en présence de triéthylamine [1]; d’autres réactions ont été réalisées dans
1”éthanol supprimant ainsi 1’utilisation du méthanol. Un large exces de carbonate du
glycérol (2,5 ég./NH,) est utilisé dans ces réactions dans 1’objectif de favoriser un
greffage complet des fonctions amines terminales. Les rendements sont supérieurs a

70% (Tableau 3).

o] NHR
H,N NH, RHN /_K
\ /—f 0 Et;N (2,5 éq. / NH,) \
N/\/\/N + 0 —" .

N/\/\/N
\\L MeOH ou EtOH, reflux A \
NH OH 20h
H,N : ce 0 RHN NHR
PPI-1
esin
OH
L A
‘H{Lo on (A)
R= or

o OH
o~ (B)
OH
Schéma 1 : Synthése de GlycéroDendrimere-Poly(Propylenlmine) de génération 1 (GD-
PPI-1)

Tableau 3 : Rendements de synthéses des GD-PPIs en présence de 2,5 éq. de carbonate de
glycérol par fonction NH; et 2,5 éq. de triethylamine par fonction NH,, a reflux dans le
méthanol, pendant 20h

GD-PPI (F(Q)/do; Fonctions(,)'lr_'erminales
Gl 80 8
G2 70 16
G3 85 32
G4 75 64
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N~ NHR
. NHR' RH \\
R'HN J ~" \_\N/\/‘NHR
N~A~N ?
R'HNA \KNHR' R'HN/\/\N NHR®
R'HN
GD-PPI-1 GD-PPI-2

RHN R'HN

NHR'
RHN
R'HN g\ i )
R'HN ))NHR' R'HN L‘ HR

, ] i
R'HN NJ\N/\/NHR NN 4 NJ\N/\N_I'_/
N‘PN‘\ N NHR" RHN N""N‘\ NJ ,_fNN\NHR
f adiiia A/‘N/J -_\/\N/ N~ T\~ M\ NHR'
RN N RHN A~ s N
NHR' > N\~

> ~~N .

s ~"N N /\/\N,\/‘N N NHR

RHN < \\\ ' RHN K AN \\\N ,/\\NHR'
R'HNK H/ \H §NHR. NHR R'H»;HN/_J"; H/ \H > ~

NHR'  NHR' RHN /§§ A
GD-PPI-3 é nHRNIR op PPI-4
HNRHNgyN  NHR'

e o o™

Figure 18 : Structures des quatre générations de dendrimeres GD-PPI

1.2. Synthese de GlycéroDendrimere-Poly(AMidoAMIne) GD-
PAMAMs

Les quatre premiéres générations de GD-PAMAM (Figure 19) ont été synthétisees
a partir de produits commerciaux par réaction du carbonate de glycérol avec les
PAMAMs (Schéma 2). Les réactions sont réalisées avec un excés de carbonate de

glycérol dans le méthanol ou de 1’éthanol en présence de triéthylamine [4], un large
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excés de carbonate du glycérol (2,5 éq./NH,) permettant de favoriser un greffage
complet des fonctions amines terminales. Les rendements sont supérieurs a 70%

(Tableau 4).

NH, 2 g 2
HNg o NH NH HN o & /NHR
HZN—\_NH {:o ?_/_H&N_/_ RHN—\_NH {zo ?_/_I%N
' N o i o>_\—N 0 /—/N °

° N Q )J\ o NH
\_H\N—g {LNH o No Et;N (2,5 6q. / NH,) HN§ ?
+
MeOH or EtOH, reflux N
N
N \‘{__OH 20h N~
NH

GD-PAMAM-1

Schéma 2 : Synthése de GlycéroDendrimére-Poly(AMidoAMine) de génération 1 (GD-
PAMAM-1)

Tableau 4 : Rendements de synthéses des GD-PAMAMs en présence de 2,5 éq. de
carbonate de glycérol par fonction NH; et 2,5 éq. de triéthylamine par fonction NH,, a reflux,
dans le méthanol, pendant 20h

GD-PAMAM g/(:; Fonction%Lerminales
GO 70 8
G1 85 16
G2 87 32
G3 20 64
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RN GD-PAMAM-0 " HN oM
Wl NS e S
RHN ~— 0 o N o NHR'
NHR' R'HN 0o NH
% ! HNJ§
NH N
HN [} NHR' VA
RHNA o 7> HN- N
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Figure 19 : Structures des quatre générations de dendriméres GD-PAMAM

1.3. Synthese de GlycéroClickDendriméres (GCD)

Les trois premiéres genérations ont été synthétisées a partir du glycérol. Les
synthéses sont longues (de 4 & 7 jours) et les rendements varient de 30 & 50% selon
les générations [50], [6]

La premiére génération est obtenue en quatre étapes (Schéma 3) : I’azoture du 1,2-
isopropylidene-glycérol (1.3) est préparé en deux étapes ; parallelement, la synthese
du trialcyne de glycérol (1.4) est réalisée. Les deux composés obtenus sont couplés
entre eux par une réaction de Click, ce qui conduit au composé 1.5 puis la déprotection
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des groupements acétals conduit au compose 1.6 appelé GCD-1. Certains réactifs sont
utilisés en exceés afin de favoriser le greffage complet des groupements terminaux.

Et;N (1,2 éq.)

. N !
"o oH o Yo MeSClI (1,15 éq.) °>(0
- \_&_ — > 7
OH oH CHxCl,1,5hao0°C OMes
puis 18h a T amb
Glycérol 1.1 1.2 Rdt=85%

NaN3(,q) (2 €q.)
>( dans l'eau
0" Yo Et;BnNCI (0,2 éq.)
N, Reflux, 48h
1.3 Rdt=88%

Br DMF
— = © N
Ho/\/\ou +KOH + //\ /T\ /\\

OH z 0°C,72h

(1éq.) (2,5 ¢éq./OH)(1,2 éq./0H) X' I4Rdt=60%

O—P +°
X °
CuS0,.5H,0 (0,5 éq.) :/\§_\ /_(/\:

AscNa (0,2 éq.), N O O N
oo
* TBAB (0,2 éq.) Y

¢ =
\\ N, >
N . CH,Cl, / NaHCOj3(ag.) (1 : 1) N
(1¢éq.) (3,6 éq.) T amb, 48h N-N

1.4 1.3 1.5 Rdt = 70%

o)
OH HO HCI (3,6 éq.) ~
Q(ou Hof T amb, 20h
/ N
N

Y

[}

1.6 Rdt=97%
Ho OH

Schéma 3 : Synthése du glycéroclickdendrimére de génération 1 (1.6 = GCD-1)

La synthése des composés de deuxiéme et troisieme génération respectivement
nommeé 1.9 et .12 (GCD-2 et GCD-3) a été réalisée en suivant le méme protocole que
celui suivi pour la premiére génération (Schéma 4).
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Schéma 4 : Synthése des glycéroclickdendrimeéres de génération 2 et 3 (1.9 et 1.12 =
GCD-2 et GCD-3)
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1.4. Synthese de GlycérolADendrimeéres (GAD)

Les trois premieres générations ont été synthétisées a partir du glycérol. Les
syntheses sont trés longues (de 5 a 7 jours) et les rendements sont faibles notamment
pour la premiére génération, car plusieurs étapes de purification ont été réalisées [51]
[6]. Les réactions ont été effectuées seulement en deux étapes (Schéma 5) qui
consistent en la synthese du trialcéne de glycérol II.1 suivie d’une dihydroxylation des
fonctions alcénes terminales conduisant au composeé 11.2 nommé GAD-1. Nous avons
cherché a améliorer les synthéses décrites au laboratoire et dans le brevet [51] en
modifiant certains paramétres comme la température. Il est a noter que la réaction peut
se faire a température ambiante sans influencer le rendement. La substitution de ’AD
mix (oxydant colteux) par le KMnOs n’a pas permis d’obtenir de bons rendements
(rendements de 10%). Les composés de générations 2 et 3 (1.4 et 11.6) nommés
respectivement GAD-2 et GAD-3 sont obtenus par la méme séquence réactionnelle a
partir de 11.2 (GAD-1) (Schéma 6).

DMF,
HO"OH + KOH +/\/BIr 0°C, 72h vo/\/\o’\/
OH

(o)
(1é9.) (6éq.) (3,6¢éq.)
Rdt = 50% k .1

A
+ AD-mix-f
(1,4 g pour 1 mmol d'oléfine)
A | 1)'BUOH / H,0 (1:1), 0 °C, 24h Ho/j/\o/\(\o/\(\w
2) Nay,SO;3 (1,5 g pour 1,4 g d'AD-mix-f) OH o OH
de 0°C aTamb Rdt =74%
HO

1.2
OH

Schéma 5 : Synthése du glycéroladendrimére de génération 1 (I1. 2 = GAD-1)

54



Chapitre 11 : Synthése de dendriméres biosourcés et encapsulation des molécules d’intérét

cosmétique
g C
/\(\ /\/\ 0 o
HO o o OH Br o Kl/\ /\H
DMF, 0 °C, 48h
/K\ o. OH + KOH 4 /\/ _— T e L/O O/\ol/\o O\J
Hoj\‘ °
OH o
/ = 0
12 (16éq.) (12éq)  (7,2éq) | I3 Rdt=74%
+ AD-mix-b 1)'BUOH / H,0 (1:1), 0 °C, 48h
(1,4 g pour 2) Na,SO0; (1,5 g pour 1,4 g d'AD-mix-b) ,

1 mmol d'oléfine)| de0°Cata

OH OH
I o of Br HO. HO.
H o o KoH + 7~
o H/\o o’\) O (24 éq.) 14,4 6 9 o
)9 e [ a)  (1446q) o on
X0 o o]\/ o o j\/ O/Y\O \):
o~ HI DMF, 0 °C, 48h Ho o o ) on
4\/°j) }o j\,o
[0}
b )/o | * Ho P\OH 1.4 Rdt=69%
P 4 . .
HO OH

o,
TiSg s

II. =709
5  Rdt=70% or g '°:1,,
T

1)'BUOH / H,0 (1:1), 0 °C, 48h

2) Na,SOj; (1,4 g pour 1,5 g d'AD-mix-b), HO HOJ) HO. HOJ)
de0°Cata Hoj\ j\l
"°g S

LK" o «gd\,
OH oH j\, kEOH
Ho _A_o OH

o

[o) K[
HO, =
)) ([ou oH 11.6 Rdt =71%
HO!

OH
Schéma 6 : Synthése des glycéroladendrimeéres de génération 2 et 3 (1.4 et 11.6 = GAD-2 et
GAD-3)

2. Encapsulation des molécules d’intérét cosmétique

par les dendrimeres

La capacité des dendrimeéres précédemment synthétisés a encapsuler des molécules
d’intérét cosmétique a été étudiée avec trois molécules actives, (i) la vitamine C (acide
L-ascorbique) connue pour son effet antioxydant, la caféine pour son effet minceur et
le dihydroxyacétone (DHA) pour son effet autobronzant. Ensuite, dans le but d’élargir
un peu nos recherches, nous avons testé d’autres molécules telles que le D-érythrulose
(agent autobronzant), le difluorométhylornithine (DFMO) (agent utilisé pour réduire
la pilosité) et I’acide thioglycolique (TGA) (utilisé dans des crémes dépilatoires).

55



Apport des dendriméres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

OH,
La vitamine C : (C,HsO¢) \/\S_:\f
HO OH

La vitamine C participe & de nombreux processus biologiques et physiologiques et
elle est essentielle pour I'organisme [190]. La vitamine C possede de nombreuses
propriétés. Connue pour ses actions toniques et anti-fatigue, elle participe aux
défenses de I'organisme et joue un réle dans la lutte contre les infections [191]. La
vitamine C, nécessaire a la synthése du collagene dans la peau, est aussi indispensable
a la cicatrisation des plaies [192]. C'est également un puissant antioxydant et un agent
anti-radicalaire qui protége l'organisme des radicaux libres, prévenant ainsi les
dommages oxydatifs et le vieillissement [193]. Cependant, la vitamine C est un
composé fragile, facilement dégradée en composés biologiquement inactifs tels que
’acide hydro-3-pyrone-1,2 et I’acide furoique par l'action de la lumiére, de la chaleur
ou de I'oxygéne de l'air [194].

G
N__O
La cafeine : (CgH1oN4O5) {NI[H/\V%
N
N “CH
HaC J S

La caféine est un composé amphiphile qui a un effet lipolytique important et est un
agent tres utilisé, principalement dans le secteur des cosmétiques [195]. La caféine est
utilisée comme composé actif dans les produits anti-cellulite. Elle a une action
lipolytique, elle agit sur la combustion des graisses [196] Elle a des propriétés anti-
oxydantes qui protegent les cellules contre les rayons UV en ralentissant le processus
de photo-vieillissement de la peau en augmentant la microcirculation du sang dans la
peau. Elle stimule aussi la croissance des cheveux [197].

La dihydroxyacétone (DHA) : Ho/\n/\OH
C3HeO3 O

La dihydroxyacétone (DHA), également appelée dihydroxy-2-propanone est un
produit couramment utilisé en cosmétique comme agent de bronzage artificiel de la
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peau. Il s'agit d'un sucre a trois atomes de carbone, formellement un dérivé du
glycérol, non toxique et qui ne s’adsorbe pas a travers la peau [198]. Ce composé
permet d'obtenir un effet de bronzage d'apparence semblable a celui qui peut résulter
d'une exposition prolongée au soleil (bronzage naturel) ou sous une lampe UV. La
DHA est stable sous forme de poudre cristalline mais lorsqu'elle est dissoute dans
I'eau, elle se tautomérise progressivement en glycéraldéhyde [198]. C’est la premiére
étape d'un processus de dégradation qui augmente avec le pH et la température. Son
interaction avec la plupart des ingrédients cosmétiques limite la durée de conservation
des produits finis. En effet, la réaction de la DHA avec les acides aminés de la peau
n'est pas immédiate et la coloration cutanée n'apparait que quelques heures (environ
3 heures) aprés I'application [19].

@)

Le D-érythrulose (C4HsO4) HOQJ\pOH

OH

Le D-érythrulose est un type de sucre que I'on trouve dans les fruits rouges. Il est de
couleur rougeétre et de saveur acidulée et disponible dans le commerce sous forme
d’un liquide clair, jaune et visqueux. C’est un produit qui est couramment utilisé en
cosmétique comme agent de bronzage artificiel de la peau [199]. Il a tendance a retenir
I'numidité ou les molécules d'eau et il hydrate la peau tout en lui donnant une action
bronzante [200]. Il réagit avec les groupements amine des kératines et forme des
mélanoides ou des polymeres brunatres sur la peau, qui donnent un bon effet bronzant
sur la peau. Il est généralement utilisé en association avec le DHA pour un bronzage
beaucoup plus attrayant et plus naturel [201].

F
Le difluorométhylornithine
(DFMO) : (C¢H12F2N,0,. HCI . F NH,
H,0) NH;
2 O” OH  ®HCI [H,0]

L'éflornithine ou (a-difluorométhylornithine, DFMO) est une molécule susceptible
d'agir contre la maladie du sommeil appelée trypanosomiase africaine [202] qui est
utilisé en dermatologie ou en cosmétique pour limiter la croissance pileuse
(I'hirsutisme) [203]. Il agit comme un inhibiteur irréversible de la L-ornithine
décarboxylase (ODC), une enzyme qui stimule la production de polyamines & partir
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de I'ornithine ou de la lysine. Ces polyamines stimulent la prolifération des cellules
matricielles dans le bulbe et la tige du follicule pileux, favorisant ainsi la croissance
des cheveux [204]. Il a été aussi identifié comme un inhibiteur puissant de la
croissance et la viabilité des cellules cancéreuses du cdlon [205].

L’acide thioglycolique (TGA) : H SWOH
(CaH40,5) o)

L’acide thioglycolique est un liquide incolore qui posséde une odeur forte et
désagréable. Il est utilisé dans les formulations cosmétiques comme modificateurs de
structure de la kératine pour les produits de permanentes ou de décrépage. Il est aussi
présent dans de nombreuses formulations de crémes dépilatoires [206], dans la
production pharmaceutique pour la stabilisation de la solution de pémétrexed (anti-
cancéreux) par exemple [207] et en tant que stabilisateur pour le polychlorure de
vinyle (PVC) [208]. Il est également utilisé désormais comme agent stabilisant des
nanoparticules de Cadmium/Telluride (Cd/Te) utilisées comme sondes fluorescentes
pour la détermination quantitative de I'adénine et de la guanine [209]. Cependant, le
TGA est un réducteur fort qui est facilement oxydé par exposition a I’air et donc,
incompatible avec les oxydants forts, les bases et les métaux réactifs comme les
alcalins et alcalino-terreux.

En s’inspirant des travaux précédents réalisés au laboratoire sur 1I’encapsulation des
polluants organiques par B. Menot et al. en 2015 [4], plusieurs tests de capacité
d’encapsulation de deux types de dendrimeres, les GD-PPIs et les GD-PAMAMs, ont
été réalisés dans ’eau a température ambiante selon le mode opératoire décrit sur le
schéma 7. Le dendrimére et la molécule active sont solubilisés dans I’eau et agités
pendant 0,5 a 48h. La solution résultante est ensuite filtrée au travers une membrane
de dialyse. Le mélange restant dans la membrane de dialyse est enfin évaporé sous
pression réduite. La quantité de substrat encapsulée est ensuite déterminée par
gravimétrie et I’encapsulation est confirmée par RMN. Les tests d’encapsulation sont
répétés trois fois.
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Filtration par membrane
de dialyse (1000 Daltons) (

 —— \
(3 x40 min ou 5 x 40 min)

GD-PPIs- ou GD-PAMAMSs

+
Vitamine C ou caféine

Schéma 7 : Procédé d’encapsulation d’actifs cosmétiques dans les dendriméres

2.1. Encapsulation de la vitamine C

Plusieurs tests d’encapsulation de la vitamine C dans les dendrimeres GD-PPIs et
GD-PAMAMs de générations différentes ont été réalisés dans 1’eau a température
ambiante selon le procédé décrit sur le schéma 7. Les résultats d’encapsulation de la
vitamine C et la confirmation de celle-ci par RMN seront présentés dans 1’article
inclus dans le chapitre 1V.

2.2. Encapsulation de la caféine

Plusieurs tests d’encapsulation de la caféine dans les dendrimeres GD-PPIs et GD-
PAMAMs de générations différentes ont été réalisés dans différentes conditions
(Schéma 8) en suivant le méme protocole que celui précédemment décrit. Les
résultats de 1’étude sont résumés dans le tableau 5. Le nombre d’équivalents
encapsulés est calculé par gravimétrie apres filtration au travers d’une membrane de
dialyse de 1000 Daltons, qui permet d’éliminer la caféine non encapsulée.

CHs

caféine

H,0, T. amb, 0,5 - 48h

GD-PAMAM-3 ou GD-PPI-4

Schéma 8 : Encapsulation de la caféine dans les dendriméres

59



Apport des dendriméres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

Tableau 5 : Résultats d’encapsulation de la caféine

Nombre 0 . Temps | Temps
Caféine C | Dendrimeéres de Cafemlel Cafelnle, de de
(mg) (mg) fonctios enc(an[]m)i ee enc?épsgj ¢ | contact dialyse
‘N’ g 9. (h) | (min)
537 % 14 14 3 20 6 x 60
186 Gh-PRI-A 62 3 2 20 6 x 60
(70)
99,7 % 62 33,5 35 20 5x 40
GD-PAMAM-
99,7 3 122 26,5 27 20 5x 40
(359)
GD-PAMAM-
56 3 122 5,6 10 20 6 x 60
31)

Les résultats d’encapsulation obtenus par gravimétrie montrent que la caféine est
encapsulée dans les deux familles de dendrimére GD-PPI et GD-PAMAM (35 éq. et
27 éq., respectivement) apres une dialyse de 5 x 40 min. Elle est trés peu encapsulée
ou non encapsulée pour une dialyse de 6 x 60 min. Une dialyse de 5 x 40 min a été
réalisée avec la méme quantité de caféine seule (sans dendrimére) comme témoin pour
s’assurer que la caféine libre sorte complétement de la membrane en absence de
dendrimeére pour ce temps de dialyse. Aucune trace de caféine n’a été trouvée dans la
membrane aprés évaporation. Ces résultats peuvent suggérer donc deux hypothéses :
soit la quantité de caféine obtenue pour 5 x 40 min de dialyse en présence du
dendrimere est bien la caféine encapsulée et au bout de 6h de dialyse (en solution),
elle se relargue et passe au travers de la membrane, ou bien cette quantité est due a
celle de la caféine libre (non encapsulée) qui ne sort pas complétement de la
membrane en présence de dendrimeére a un temps réduit a cause de I’encombrement
induit par le dendrimere.

Les analyses RMN 1D et 2D ne montrent pas non plus d’interaction qui pourrait
confirmer 1’encapsulation de la caféine. Comme les dendrimeres pi¢gent une quantité
d’eau croissante selon les générations (pic d'eau important en RMN méme apres
Iyophilisation), les cavités internes sont donc moins disponibles a I’encapsulation.
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2.3. Encapsulation de DHA et d’autres molécules d’intérét
cosmétique

Les résultats gravimétriques des tests d’encapsulation de la dihydroxyacétone
(DHA) dans les GD-PPIs et GD-PAMAMSs suivant le protocole précédent (Schéma
7), ne montrent aucune encapsulation dans aucun dendrimére testé et aucun
déplacement en RMN n’est observé. D’autres pics par contre apparaissent en RMN
'H et 13C, probablement dii a la présence d’autres formes isoméres ou diméres de DHA
en milieu aqueux [210], [211].

L’encapsulation d’autres molécules d’intérét cosmétique a aussi été testée.
L’encapsulation du D-érythrulose dans le GD-PAMAM-3 a été testée dans 1’eau
deutérée (Vortex a température ambiante pendant 30 min). L’analyse RMN H ne
montre aucun déplacement de signal pouvant correspondre a une interaction entre le
dendrimeére et cette molécule. Nous avons aussi test¢ [’encapsulation de
difluorométhylornithine (DFMO) et I’acide thioglycolique (TGA) dans le dendrimére
GD-PAMAM-3. Les encapsulations ont été réalisées dans ’ecau a température
ambiante et trois filtrations a travers une membrane de dialyse de 1000 Daltons (3x50
min) ont été réalisées. Les résultats d’encapsulation obtenus par gravimétrie montrent
gue 8 équivalents de DFMO et 58 équivalents de TGA ont été encapsulés. Les
analyses RMN 1D et 2D ne confirment pas 1’encapsulation de ces deux molécules car
on n’observe aucun déplacement correspondant a I’interaction du dendrimére avec la
DFMO, alors qu’avec le TGA, on observe une diminution de nombre de pics de
carbones qui correspond au CO d’amides, probablement due a la rupture de liaisons
amides par la présence de TGA (pKa = 3,8). De nouveaux pics apparaissent
effectivement en RMN *H et 3C. lls correspondent probablement aux produits de
dégradation de I’acide en présence de I’air (Figure 20).

o o)
s OH
)K/ A )k/s
HO s HO SH
o o)

Acide dithiodiglycolique Acide S-mercaptoacétylthioacétique
Figure 20 : Produits de dégradation de I’acide thioglycolique
Nous pouvons noter que la présence de dendrimere commercial PPI en solution avec
de I’acide thioglycolique conduit a une réaction acido-basique entre les fonctions

amines primaires terminales et la fonction acide. En effet, en infra-rouge, nous
observons la disparition d’une bande forte vco de TGA a 1701 cm™ et I’apparition de
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deux bandes fortes vco d’acide ionisé vers 1650-1460 cm™ et 1400-1300 cm™. Cette
observation pourrait contribuer a une nouvelle voie de fonctionnalisation de PPIs avec
de I’acide thioglycolique (comme ce qui a été fait avec les acides phénoliques dans le
chapitre 3).

3. Approche physico-chimique — compréhension des

interactions lors de ’encapsulation (RMN)

La Spectroscopie de Résonance Magnétique (RMN) permet de déterminer la
présence éventuelle d’interactions entre deux molécules. Les caractéristiques RMN
(relaxation et diffusion) des molécules sont, en effet, différentes lorsqu’elles sont
encapsulées ou libres [212]. Une variation de leurs déplacements chimigues montre
également une interaction. Il peut y avoir aussi un échange lent, intermédiaire ou
rapide, de petites molécules libres ou liées. Dans le cas d’échange rapide, la
quantification d’interaction semble impossible ; c’est le cas avec un excés de vitamine
C. Ainsi, plusieurs analyses ont été réalisées pour I’étude de I’encapsulation de la
vitamine C dans le GD-PAMAM et GD-PPI, par RMN 1D et 2D. Ces résultats seront
présentés dans 1’article dans le chapitre V.

4. Cytotoxicité des dendrimeres

L'application ciblée de nos dendrimeres étant la cosmétique, des fibroblastes
dermiques humains ont été utilisés pour évaluer leur cytotoxicité. Le test WST1 a été
utilisé pour mesurer la viabilité des cellules aprés traitement des quatre familles de
dendriméres GD-PPls, GD-PAMAMs, GlyeroClickDendrimers (GCDs) and
GlycerolADendrimers (GADs) a différentes concentrations. Le test WST1 (Water
Soluble Tetrazolium) est une méthode basée principalement sur la réduction du sel de
tétrazolium en formazan par les enzymes oxydoréductases mitochondriales NADH
dans les cellules vivantes [121]. La coloration des cellules par le test du cristal violet
permet de mesurer la densité cellulaire pour confirmer les résultats du test WST1. Les
résultats de cytotoxicité des deux familles de dendriméres GD-PAMAM-3 et GD-PPI
G3 et G4 seront présentés dans l’article inclus dans le chapitre IV. Aucun effet
cytotoxique n'a été observé avec les GCDs et GADs pour les différentes générations
pour I’ensemble des concentrations testées (de 0,001 pg/mL a 1 mg/mL) (Figure 21
(@), (b)). Ces résultats suggerent que ces dendrimeres pourront étre utilisés en
cosmétique.
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(a)

Viabilité (%)

0 0,001 0,01 0,1 0,5 1
Concentation (mg/mL)

WGCD-1 mGCD-2 = GCD-3

(b)

Viabilité (%)
T
& 8 & 8 B

N
=]

o

0 0,001 0,01 0,1 0,5 1
Concentation (mg/mL)

W GAD-1 ®GAD-2 ®GAD-3

Figure 21 : Effet cytotoxique de (a) GCD-G1, G2 et G3), (b) GAD-G1, G2 et G3 sur des
fibroblastes dermiques humains en utilisant la méthode de réduction WST1

11.3. Conclusion

Dans ce chapitre, la synthése de quatre types de dendrimeres biosourcés a été décrite
selon des méthodes mises au point au laboratoire [1], [4], [50], [51], [6]. Les quatre
premiéres générations de GlycéroDendrimére PolyPropylenimine (GD-PPI) et de
GlycéroDendrimére AMidoAmine (GD-PAMAM) ont été obtenues avec des
rendements supérieurs a 70 % par réaction de PAMAMSs et PPls commerciaux avec
un excés du carbonate de glycérol. Les trois premiéres générations de
GlycéroClickDendrimere (GCD) et de GlycérolADendrimére (GAD) ont été obtenues
par une méthode divergente en utilisant le glycérol comme base.

La capacité de GD-PPIs et GD-PAMAMs a encapsuler la vitamine C a été étudiée
et caractérisée par analyse RMN. Le GD-PAMAM-3 a une capacité d'encapsulation
supérieure a celle du PAMAM-3 commercial et a celles des différents dendrimeres de
type GD-PPI. Plusieurs autres encapsulations de molécules d’intérét cosmétique
(Caféine, DHA, Difluoromethylornithine (DFMO), Acide Thioglycolique (TGA), et
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D-érythrulose) ont aussi été étudiées dans le GD-PAMAM-3 mais sans preuve
(gravimétrie/RMN) d’encapsulation.

La cytotoxicité des quatre familles de dendrimeres a été évaluée sur des fibroblastes
dermiques humains selon deux méthodes : (i) la réduction d'un sel de tétrazolium
(WST1) par les oxydo-réductases mitochondriales et (ii) la coloration des cellules
avec du cristal violet. Les dendriméres GCDs, GADs et GD-PAMAM-3 n'ont aucune
cytotoxicité, tandis que les GD-PPIs présentent un effet cytotoxique a des
concentrations supérieures ou égales a 0,25 mg/mL.

11.4. Appareillages et partie experimentale

1. Appareillages

Les spectres RMN *H et C ont été enregistrés sur un appareil BRUKER de type
AVANCE NEO 500 équipé d’une sonde SP BB&I19F/IH (*H 500,13 MHz,
13C 125,76 MHz). Les analyses RMN *3C ont été réalisées avec découplage du proton.
Les solvants utilisés sont le chloroforme deutéré (CDCls), I’eau deutérée (D-0) ou le
méthanol deutéré CDsOD. Les déplacements chimiques sont notés en ppm; les
constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz. La multiplicité des signaux est
donnée avec les abréviations suivantes : s singulet, d doublet, t triplet, q quadruplet,
gt quintuplet, m multiplet, dd doublet de doublet, dg doublet de quadruplet, ddd
doublet de doublet de doublet et ddt doublet de doublet de triplet.

Les dialyses sont réalisées en employant des membranes ""Spectra/Por" de Spectrum
Laboratories de seuil de coupure de 1000 Da conservées dans une solution d'azoture
de sodium a 0,05 %.

Les lyophilisations sont effectuées avec un lyophilisateur "Power Dry LL3000" de
Heto.

Les schémas sont obtenus a 1’aide d’un logiciel ChemDraw Professional 16.0.

2. Partie expérimentale

2.1. Synthéses des dendrimeres

2.1.1. Synthéses du GlycéroDendrimere-Poly(Propylenimine) (GD-PPI) [1]
Dans un ballon bicol contenant 1 éq. de PPI-n dissous dans le méthanol ou 1’éthanol
(20 mL), du carbonate de glycérol (2,5 éqg. par NH.) et de la triéthylamine (2,5 éq. par
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NH.) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est porté a reflux, sous atmospheére inerte,
pendant 20 heures. Le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit brut est
dissous dans un minimum de Méthanol puis précipité 3 fois avec un excés d'un
mélange de pentane / AcCOEt 2 : 1 (v / v). Le résidu est séché sous pression réduite
puis dissous de nouveau dans un minimum d'eau distillée puis purifié par dialyse
(cutoff 1000 daltons) plusieurs fois dans de ’eau distillée. Le produit est obtenu sous
forme d’une huile jaune orangé.

GD-PPI-1 C3HssNeO15, 788,88 q.mol'l:
(6] 92

2 5 OH  HQg, OH
( 1/\N6/\”JGJ\O/CSH702)2 )2 C3H;0, = §—€ ou §_)2—g3.
gr

g OH

Rdt : 80%

RMN H (500 MHz, D;0, 298 K) : & (ppm) = 1,34-1,35 (4H, m, H,) ; 1,53-1,67 (8H,
m, Hs) ; 2,40-2,61 (12 H, m, Hz, H3) ; 2,99-3,12 (8 H, m, Hs) ; 3,41-4,15 (20 H, m, H
groupement glycérol : 3,59 (11 H, m, g1, 92, 91) ; 3,91 (3 H, m, g2) ; 4,04-4,15 (6 H,
m, gs)).

RMN *3C (125 MHz, D;0, 298 K) : & (ppm) = 22,8 (C1) ; 25,0 (C4) ; 38,4 (Cs) ; 50,2
(Cs); 60,4 (Cy) ; 62,1 (g2) ; 65,6 (9s), 69,7 (9r) ; 72,0 (92) ; 75,5 (91) ; 158,1 (Co) ;
158,3 (Cs’).

GD-PPI-2 C72H144N14032, 1718 q.mol‘l .

2 3 s & g 9 % OH HO,, OH
(1/\r‘(/\4/\N(/\7/\H%O/CSH7OZ)2 )2 )2 C3;H,05 §—€0Hou §_)gigy
92 gr

Rdt : 70%

RMN *H (500 MHz, D0, 298 K) : & (ppm) = 1,46-1,57 (4H, m, H;) ; 1,59-1,81 (24H,
m, Ha, H7) ; 2,39-2,69 (36 H, m, Hy, Hs, Hs, H) ; 3,08-3,23 (16 H, m, Hs) ; 3,49-4,20
(40 H, m, H groupement glycérol : 3,59 (22 H, m, g1, g2, 91) ; 3,91 (6 H, m, g2) ; 4,04-
4,20 (12 H, m, g3))

RMN 13C (125 MHz, D0, 298 K) : & (ppm) = 22,6 (C1) ; 25,3 (C4, C7) ; 38,4 (Cs) ;
50,4 (Cs, Cs) ; 60,5 (Cz, Cs) ; 62,2 (g2) ; 65,7 (93), 69,8 (g1) ; 72,0 (92) ; 75,5 (91) ;
158,1 (Co) ; 158,4 (Cy).
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GD-PPI-3 C150H304N30O64, 3576 qmol'lz

(/2\(3\/5\ S(Q\XJOL CHO))
1 N " N ; N o H120' 372 2 2)2)2
onH

o §{ HQ,, OH
3A70, = 91 ou .
o’ 1/ o

92 91

Rdt : 85%

RMN *H (500 MHz, D;0, 298 K) : & (ppm) = 1,32-1,45 (4H, m, H1) ; 1,45-1,74 (56H,
m, H4, H7, Hlo) ; 2,14-2,68 (84 H, m, sz H3, H5, He, Hg, Hg) ; 2,88-3,21 (32 H, m, H11) ;
3,41-4,17 (80 H, m, H groupement glycérol : 3,59 (44 H, m, g1, g2, 91) ; 3,91 (12 H,
m, g2) ; 3,9-4,17 (24 H, m, g3)).

RMN **C (125 MHz, D20, 298 K) : & (ppm) = 21,8 (C1) ; 25,5 (C4, C7, C10) ; 38,8
(C11) ; 50,4 (Cs, Cs, Co) ; 51,2 (Cy, Cs, Cs) ; 60,5(g2) ; 62,2 (93), 65,7 (g1) ; 69,8 (92) ;
75,6 (g1) ; 158,0 (C12) ; 158,2 (C12).

GD-PPI1-4 C31oHg24N620128, 7293 gmol:

2 fs 5 8 fo 1 ({/14\ Q ) ) )
2N JL
(1 N(Y\N&N(\m/\'\l 13 H150'C3H702 2]2)2 )2 )2

92

OH HO,, OH
C3H702 = §—<QZ ou _)QL/

93
92 OH g 9

Rdt : 75%

RMN H (500 MHz, D;0, 298 K) : § (ppm) = 1,39-1,77 (124H, m, Hi, Ha, Hy, Hi,
H13) ; 2,20-2,62 (180 H, m, Ha, Hs, Hs, Hs, Hs,Ho, Ha1, le) ;2,91-3,16 (64 H, m, H14) ;
3,41-4,15 (160 H, m, H groupement glycérol: 3,59 (84 H, m, g1, g2, gr) ; 3,91 (26 H,
m, g2) ; 3,92-4,15 (52 H, m, gz)).

RMN C (125 MHz, D0, 298 K) : § (ppm) = 21,7 (Cy) ; 25,5 (C4, C7, C1o, C13) ; 38,8
(Cu4) ; 50,4 (Cs, Cs, Co, C12) ; 51,2 (Cz, Cs, Cs, C11) ; 60,5 (92) ; 62,2 (95), 65,7 (0r) ;
69,8 (92) ; 75,6 (91) ; 158,1 (C1s) ; 158,3 (Cis).

2.1.2. Synthéses de GlycéroDendrimere-Poly(AMidoAMine) (GD-PAMAM)
[4]

Dans un ballon bicol contenant 1éq. de PAMAM-n dissous dans le méthanol ou
I’éthanol (20 mL), du carbonate de glycérol (2,5 éq. par NH>) et de la triéthylamine

(2,5 éq. par NH>) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est porté a reflux, sous argon,
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pendant 20 heures. Le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit brut est
dissous dans un minimum de méthanol puis précipité 3 fois avec un excés d'un
mélange de pentane / AcOEt 2 : 1 (v / V). Le résidu est séché sous pression réduite
puis dissous de nouveau dans un minimum d'eau distillée puis purifié par dialyse
(cutoff 1000 daltons) plusieurs fois dans de I’eau distillée. Le produit est obtenu sous
forme d’une huile jaune.

GD-PAMAM-0 (C38H72N10020, 989,04 q.mol‘l) .

9
LR H o )) % _OH HO . OH
~N /\/ ~ g2
6 o OH § o

92
Rdt : 70%
RMN *H (500 MHz, D,0, 298 K): § (ppm) = 2,32-2,44 (8 H, m, Ha) ; 2,55-2,66 (4 H,
m, H1) ; 2,7-2,81 (8 H, m, H3) ; 3,19-3,25 (16 H, m, Hg, H7) ; 3,49-4,22 (20 H, m, H
groupement glycérol: 3,62 (11 H, m, g1, 92, 91’) ; 3,91 (3 H, m, g2) ; 4,04-4,15 (6 H,
m, gs))
RMN %3C (125 MHz, D,0, 298 K): § (ppm) = 32,6 (Ca) ; 39,0 (C) ; 39,7 (Cs) ; 49,0
(Cs); 51,1 (C1) ; 62,1 (92) ; 62,4 (93), 65,7 (91) ; 69,7 (92) ; 72,0 (91) ; 158,3 (Cuo) ;
174,7 (Cs).

GD-PAMAM-1 (Cg4H176N26044, 2374,56 g.mol ™) :
(0} ﬁ (0}
1 3 7 S/ 1 15
( \NM /\/NWN\/\NJA\O,C;;Hﬂ)Z)))
A 4 8 \10 14 H
o) e 2272

92

OH HOg, OH
C3H702= §4<gz ou 4)_9/3.
OH §

92 g1

o IZ

Rdt = 85%

RMN *H (500 MHz, D0, 298 K) : 5 (ppm) = 2,30-2,49 (24 H, m, Ha, H11) ; 2,50-2,68
(12 H, m, Ha, Hg) X 2,73-2,92 (24 H, m, Hs, H10) ; 3,17-3,43 (40 H, m, H7, Hig, H15) X
3,50-4,22 (40 H, m, H groupement glycérol: 3,62 (22 H, m, g1, 92, 91) ; 3,91 (6 H, m,
g2) ; 4,04- 4,15 (12 H, m, gs).
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RMN 1C (125 MHz, D;0, 298 K) : & (ppm) = 32,6 (C4, C11) ; 36,7 (C7) ; 38,9 (C14) ;
39,7 (C1s) ; 49,0 (Cs, Ca0) ; 51,1 (Cy, Cs) ; 62,1 (g2) ; 62,4 (93), 65,7 (92) ; 69,7 (92) ;
72,0 (1) ; 158,3 (C17) ; 174,7 (Cs, C12)

GD-PAMAM-2 (C205H384N58092, 5145,61 q.mol‘l) N

13 23
0 12 H 15 7 0 21 H 240
(O G/\W SO e ) ) ) )
H 14 18 H 22
H o) 16 o) 22272/
92
OH HO gz OH
CsH,0,= §—@  ou _)_gs'
[<]} OH é gr

Rdt : 87%

RMN !H (500 MHz, D0, 298 K) : § (ppm) = 2,27-2,42 (56 H, m, Hs, Hu1, Has) ; 2,49-
2,60 (28 H, m, H1, Hs, His) ; 2,64-2,84 (56 H, m, Hs, Hio, H17) ; 3,11-3,34 (88 H, m,
H7, Hisa, H21, H22) ; 3,44-4,15 (80 H, m, H groupement glycérol : 3,43-3,72 (41 H, m,
01, 92, 0r); 3,91 (13 H, m, 92) ; 3,92-4,15 (26 H, m, g3)).

RMN 2C (125 MHz, D0, 298 K) : & (ppm) = 32,7 (C4, C11, C1g) ; 36,5 (C7) ; 39,0
(Cia, C21) ; 39,8 (C22) ; 49,0 (Cs, Cio, C17) ; 51,2 (C4, Cs, Cis) ; 62,2 (02) ; 62,5 (93) ;
65,7 (91) ; 69,8 (92) ; 72,1 (91) ; 158,3 (C24) ; 174,7 (Cs, C12, C1o).

GD-PAMAM-3 (Ca3oHsooN1200188, 10687,72 g.mol™)

27

1 3 ° 7 23 H 2 JOL
( \NMNN( : N\”"M"/\’N N2 o,cgmoz)))))
2 4 H 8 o} ; 2722272
OH HOg, OH
C3H;0, = é{ ou _>_g/3
OH §

92 9

o

Rdt : 90%

RMN H (500 MHz, D0, 298 K): & (ppm) = 2,33-2,50 (120 H, m, Ha, Hi1, Hig, Hos) ;
2,56-2,68 (60 H, m, Hi, Hs His, H22) ; 2,74-2,94 (120 H, m, Hs, Hio, H17, H24) ; 3,21-
3,40 (184 H, m, Hy, Hu4, Ha1, Has, Hzo) ; 3,55-4,20 (160 H, m, H groupement glycérol:
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3,63 (100 H, m, g1, g2, 9z) ; 3,90 (20 H, m, g2) ; 4,03 (20 H, m, gs) ; 4,13 (20 H, m,
93))

RMN 2C (125 MHz, D,0, 298 K) : & (ppm) = 31,8 (Cs, Cu1, Cis, Cas) ; 35,9 (C7) ;
38,2 (C14, C21, Czs) ; 38,9 (ng) ; 48,2 (C3, Clo, C17, C24) ; 50,4 (Cl, Cs, C15, Czs) X 61,3
(92) ; 61,6 (9s) ; 64,9 (92) ; 68,9 (92) ; 71,2 (91), 158,3 (Ca1) ; 174,7 (Cs, C1z, Cao, Cas).

2.1.3. Synthéses du GlycéroClickDendrimére (GCD)[50]

e Synthése du composé 1.2 (1,3-dioxolane-4-methanol-2,2-diméthyl-4-méthane

sulfonate) (Schéma 3) :

C/H1405S, 210,25 g.mol'l

Dans un ballon bicol, le 1,2-isopropylidene-glycérol (1.1) dérivé de glycérol (1 éq.,
7,57 .10 mol) est dissous dans le dichlorométhane CH.Cl, (100 mL) puis la
triéthylamine EtsN (1,2 éq., 9,08 .10 mol) est ajoutée a 0 °C. Aprés 1 heure, le
chlorure de méthanesulfonyle MeSCI (1,15 éq., 8,7 .102 mol) est ajouté goutte a
goutte a 0 °C pendant 30 min puis le mélange est agité a température ambiante.

Aprés 18h de réaction, le mélange réactionnel est lavé 3 fois avec une solution
saturée de bicarbonate de sodium NaHCOs (3 x 80 mL) puis avec de 1’eau pure (3 x
80 mL) ; la phase organique est séchée sur le sulfate de magnésium MgSQO,, filtrée
puis évaporée sous pression réduite. Le produit est obtenu sous forme d’une huile
jaunétre avec un rendement de 85%.

o Synthése du composé 1.3 (I’azoture du 1,2-isopropylidéne-glycérol) (Schéma 3) :
CsH11N302, 157,17 g.mol™*

Dans un ballon bicol, le 1,3-dioxolane-4-methanol-2,2-diméthyl-4-méthane
sulfonate (1.2) (1 éq., 2,57.10F mol) est introduit en présence de de chlorure de
triéthylbenzylamonium (0,2 éq., 5,15.102 mol) ; ensuite, une solution aqueuse
d’azoture de sodium (2 éq., 5,14.10" mol dans 100 mL d’eau) est ajoutée. Le mélange
est chauffé a reflux pendant 48h.

Le produit est obtenu par extraction a 1’éther d’éthylique sous forme d’une huile
jaunétre avec un rendement de 88%.

e Procédure générale pour la substitution des polyols, glycérol, 1.6 et 1.9 par du
bromure de propargyle (synthése de ’alcyne glycérol 1.4, 1.7 et 1.10) (Schéma 3
et4)
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Dans un ballon bicol, la potasse KOH broyée (2,5 éq. par fonction OH) est mis sous
vide pendant 10 min puis sous argon, 1 éq. de polyol : glycérol, 1.6 ou 1.9 comportant
respectivement 3, 6 et 12 fonctions alcools, préalablement dissous dans du DMF (30
mL) est ensuite ajouté.

Apres 18h d’agitation a température ambiante, le bromure de propargyle (1,2 éq. /
fonction OH) est ajouté goutte a goutte a 0 °C. Le mélange réactionnel est porté sous
agitation pendant 48h a 0 °C sous atmosphere inerte.

« Purification du composé 1.4 : C1,H1403, 206,24 g.mol*

Apres 48h de réaction, le mélange est transféré dans une ampoule a décanter, de
I’eau distillée (150 mL) est ajoutée pour neutraliser I’excés de KOH et la phase
organique est extraite avec du CH.Cl, (3 x 100 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgSOs, filtrées puis le solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice en utilisant un
mélange (EG/AcOEt 7:3) comme éluant. Le produit est obtenu sous la forme d’une
huile jaune-orangée avec un rendement de 40%.

% Purification des composés 1.7 et 1.10: CsHsNoOo, 785,85 g.mol? et
CosH113N27021, 1945,08 g.mol'l

Aprés 48h de réaction, le mélange est transféré dans une ampoule a décanter, de
I’eau distillée (150 mL) est ajoutée pour neutraliser I’excés de KOH et la phase
organique est extraite avec du CH>Cl, (3 x 100 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgSQ,, filtrées puis le solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu est ensuite purifié par précipitation dans CH.Cl; avec un excés de
diéthylether Et,0. Les produits .7 et .10 sont obtenus sous forme d’huile orange avec
des rendements respectivement 70 et 53%.

o Procédure générale pour la synthése “click” ; Synthése de
GlycéroClickDendriméres protégés 1.5 (CeoHa7NgQo, 677,76 g.mol™), 1.8
(C75H113N27021, 1728,89 g.mol™?) et 1.11 (CiesH245Ne30ss, 3831,15 g.mol™?)
(Schéma 3 et 4)

Dans un ballon bicol, 1’azoture du 1,2-isopropylidéne-glycérol (1.3) (1,2 éq. par
fonction alcyne), le tétrabutylammonium bromide TBAB (0,2 éq.) et 1’ascorbate de
sodium (0,2 ég.) sont introduits sous argon. Le polyol 1.4, 1.7 ou le 1.10 (1 éq.) dissous
dans un mélange de CH>Clz/ NaHCOs3, (ag.) (1:1, v/v) est ensuite ajouté, suivi d’une
solution aqueuse de CuSO4.5 H,O a 1 M (0,5 éqg.) (en utilisant un bain de glace). Le
mélange réactionnel est agité a température ambiante sous atmosphére inerte.
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Aprés 48h de réaction, une extraction au dichlorométhane est effectuée. La phase
organique est lavée avec une solution de NHsOH a 0,8 M jusqu’a I’obtention d’une
phase aqueuse incolore, puis avec de ’eau.

Aprés séchage sur MgSO4 et filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite.
Le produit brut est ensuite précipité dans un minimum de CH.Cl, en ajoutant un exces
d’éther de pétrole. Les produits 1.5, 1.8 et .11 sont obtenus sous la forme d’une résine
marron avec des rendements respectivement de 70, 69 et 43%.

e Procédure générale pour la déprotection ; synthése de GlycéroClickDendriméres
1.6, 1.9 et 1.12 (Schéma 3 et 4)

Dans un ballon bicol, le GlycéroClickDendrimére protégé 1.5, 1.8 ou le 1.11 est
dissous dans un minimum d’eau puis une solution de HCI a 1 M est ajoutée (1,2 éq.
par branche). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 18h.

Apres 18h de réaction, une solution de NaOH a 1 M (1 éq. par éq. de HCI) est
ajoutée. La solution est filtrée sur célite puis I’eau est évaporée sous pression réduite.
Les produits attendus 1.6, 1.9 et 1.12 appelés respectivement GCD-1, GCD-2 et GCD-
3 sont obtenus sous la forme de cires marron avec des rendements > 97%.

GCD-10u l.6 (C21H35N909, 557,56 q.mol'l) .

Rdt = 97%

RMN-1H (500 MHz, D20, 298 K): § (ppm) = 3,40-3,65 (10H, m, Hz, Hx, Hs, Hs,
H14) , 3,87 (1H, m, Hl) 14,15 (3H, m, H7, H7, H13) X 4,40-4,60 (6H, m, He, He, H12) ;
4,64 (4H, s, Hs, H3) ; 4,73 (2H, s, Ho) ; 8,02 (1H, s, Hi1) ; 8,04 (2H, s, Hs, Hs).
RMN-3C (125 MHz, D20, 298 K): & (ppm) = 52,7 (Cs, Ce, C12) ; 62,1 (Co) ; 62,7 (Cs
,Cs’, C14) ; 63,3 (Cs, C3°) ; 68,9 (Cy, Cy) ; 70,3 (C7, Cy, Ci3) ; 76,7 (Cy) ; 125,8 (Cs,
Cs, C11) ; 143,8 (C4, Cs) ; 144,1 (Cyo).
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GCD-2 ou 1.9 (Cs7HgsN27021, 1488,50 g.mol™) :

0,
o{ 100N s
- N1s 7\ 9 N“on
N=N o\)\N 1B 06 11 12
N A~ Ne N\ /__[
N N
((OH N/*O 4N
OH o.
A
N-N N
~
N OH
N o o] L_(\
N\ [o]
N
Kf\ 1.9
Oy OH

Rdt = 98%

RMN-'H (500 MHz, D0, 298 K): 5 (ppm) = 3,45-3,73 (16H, m, Hz, His, Hao) ; 3,89
(1H, m, Hl) ; 4,00-4,15 (gH, m, H7, H13, H15, ng) ; 4,30-4,70 (42H, m, H3, H5, H3, Hg,
Hi2, His, His) ; 7,75-7,86 et 8,06 (6H, 3H, 2 x m, Hs, Hi1, H17).

RMN-5C (125 MHz, D;0, 298 K): & (ppm) = 50,9-52,6-62,0-63,2-63,4 (Cs, Cs, Cs,
Cg, C12, C15, Clg) X 62,7-68,5-68,9 (Cz, Cl4, C?_o) X 70,2 (C7, C13, Clg) X 75,9 (Cl) ; 125,6-
125,8-125,9 (Cs, Cu1, C17) ; 143,3-143 ,5-143,7-143,8 (Cs, Cio, Cis).

GCD-3ou .12 (C129H197N53045, 3350,37 q.mol‘l) .
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RMN-H (500 MHz, D;0, 298 K): & (ppm) = 3,44-3,85 (28H, m, Ha + Hao + Hao +
Has + Haa) ; 3,95-4,24 (22H, m, H1, H7, His, Hig, Has, Ha1, Hsz, Hag) ; 4,30-4,73 (102H,
m, Hs, He, Hs, Ho, H12, H1a, His, Hig, Ho1, Hos, Ho7, Haso, Hso, Has, Hss, Haso, Hao) ; 7,58-
8,13 (21H, m, Hs, Hu1, Hi7, Has, Hao, Has, Ha1).

RMN-2C (125 MHz, D;0, 298 K): & (ppm) = 51,0-52,7-62,1-63,5 (C1,Cs, Cs, Cs, iz,
C14, Ci5, Cug, Co1, Cos, Cyo7, Cso, Cs2, Css, Css, Cag, Ca2) ; 62,7-68,6 (C2, Cao, Co6, Cass,
Cus) ; 70,8 (Cy, Cu3, Cig, Cos, Cat, Ca7, Cu3) ; 75,9 (Cy) ; 125,7 (Cs, Cu1, Ci7, Ca3, Cog,
Cas, Cu1) ; 143,6 (C4, Cio, Ci6, C22, Cos, Cas, Cao).

2.1.4. Synthése des GlycérolADendrimeres (GAD) [51]

o Procédure générale d’allylation des fonctions alcools, synthése des alcénes

glycérol 11.1, 11.3 et 11.5 (Schéma 5 et 6)

Dans un ballon bicol, la potasse KOH broyée (2 éq./ fonction OH) est mise sous
vide pendant 10 min puis sous argon, le polyol : glycérol, 11.2 ou I1.4 comprenant
respectivement 3, 6 ou 12 fonctions alcools (1 éq.) dissous dans de DMF (30 mL) est
ensuite ajouté. Apres 18h d’agitation a température ambiante, le bromure d’allyle (1,2
¢q. / fonction OH) est ajouté goutte a goutte a I’aide d’une ampoule d’ajout a 0 °C (ou
a température ambiante). Le mélange réactionnel est porté sous agitation pendant 48h
a 0 °C sous atmosphére inerte.

% Purification du composé 11.1 (C12H203, 212,29 g.mol™?) :

Aprés 48h de réaction, le mélange est transféré dans une ampoule a décanter, de
I’eau distillée (150 mL) est ajoutée pour neutraliser ’exceés de KOH et la phase
organique est extraite avec de CH.Cl, (3 x 100 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, séchées sur MgSO., filtrées puis le solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice en utilisant un
mélange (EG/AcOEt 7:3) comme éluant. Le produit est obtenu sous la forme d’une
huile jaune-orangée avec un rendement de 50%.

% Purification des composés 11.3 et 11.5 (C3oHs0O9, 554,72 g.mol* et CesH110021,
1239,57 g.mol?) :
Apres 48h de réaction, le mélange est transféré dans une ampoule a décanter, de
I’eau distillée (150 mL) est ajoutée pour neutraliser ’exceés de KOH et la phase
organique est extraite avec de CH,Cl, (3 x 100 mL). Les phases organiques sont
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rassemblées, séchées sur MgSQy, filtrées sur coton. Aprés évaporation sous pression
réduite, une précipitation est effectuée dans le dichlorométhane en utilisant un exces
d’Et,0. Le précipité est séché sous vide a température ambiante. Les deux composés
I1.3 et I1.5 sont obtenus sous la forme d’une huile jaune-orangée avec des rendements
respectivement de 74 et 70%.

e Procédure générale pour la dihydroxylation des fonctions alcénes terminales :

synthése de GlycérolADendrimeres 11.2, 11.4 et 11.6 (Schéma 5 et 6)

L’AD-mix-f ((1,4 g pour 1 mmol d’oléfine) x nombre de double liaisons) est ajouté
a un mélange tBuOH / H,O (1:1) ; le mélange résultant est agité a température
ambiante jusqu’a obtention de deux phases limpides puis refroidi a 0 °C. Apres
précipitation des sels dissous, I’alcéne glycérol 11.1, 11.3 et 11.5 est ajouté en une fois.
Le mélange réactionnel est maintenu a 0 °C. Aprés 48h, le sulfite de sodium Na,SO3
(1,5 g pour 1,4 g d’AD-mix- B) est ajouté a 0°C et le mélange réactionnel est agité
jusqu’a revenir a température ambiante. Le mélange réactionnel est alors amené a sec
sous pression réduite. Les impuretés sont précipitées dans 1’acétone pendant 36 h. Le
produit est filtré puis évaporé sous pression réduite.

Le produit brut est solubilisé dans de 1’eau distillée puis une extraction a I’acétate
d’éthyle est effectuée. Aprés évaporation sous pression réduite, les composés 11.2, 11.4
et 11.6 appelés respectivement GAD-1, GAD-2 et GAD-3 sont obtenus sous la forme
d’une cire blanche avec des rendements respectivement de 74, 69 et 71%.

GAD-1ou ll.2 (C12Hzeog, 314,33 q.mol‘l) .
HO 0 0 OH
/K\ /T: T

e,
H
© 1.2

OH

Rdt = 74%

RMN-H (500,13 MHz, D20, 298 K) : § (ppm) = 3,50-3,77 (16H, m, Ha, H:, Hs, Hs,
H5, H5’, He, Hs) ; 3,81 (1H, m, Hl); 3,89 (3H, m, H4, H4’, H7)

RMN-13C (125,76 MHz, CDCls, 298 K) : & (ppm) = 62,6 (Cs, Cs) ; 70,3 (Cs) ; 70,3-
70,7 (Ca, C7) ; 70,8 (Cs) ; 72,1 (C2) ; 77,9 (Cu).
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GAD-2 ou 1.4 (C3He0-1, 758,80 g.mol™) :

OH OH
Hoj) Ho\fs
o) s 6 o
2
HO 511, 0H
KK\ON(\O/\‘R
0 0 0 10
HO

Rdt = 69%
RMN-*H (500,16 MHz, D0, 298 K) :  (ppm) = 3,49-3,77 (40H, m, Hz, Hs, He, Hs,
Ho, Hu1) ; 3,79 (4H, m, Hy, Ha); 3,89 (6H, m, Hy, Hio)

RMN-13C (125,76 MHz, D,0, 298 K): & (ppm) = 62,5-62,5 (Cs, C11); 70,3-70,4-70,8
(Cs, Cs, Cs, Co) ; 70,3-70,6 (C7, Co) ; 72,1 (C2) ; 77,8-79,4 (C1, Ca).

GAD-3ou ll.6 (C66H134045, 1647.,74 q mol‘l) .
Hoj) HO_ 14 Hoj)
Hoj\ ]\12 0

g R
j\fﬁ“ﬁ \/{71820

o oH 21K3i
)J H:OH K[OH I1.6
HO OH
Rdt = 71%

RMN-!H (500,13 MHz, D0, 298 K) : & (ppm) = 3,49-3,76 (88H, m, Ha, Hs, Hs, Hg,
Hg, He, Hi1, Hi2, Hia, His, Hiz, His, Hao, Ha1, H23) ; 3,79 (10H, m, Hi, Ha, H7, Hag) ;
3,89 (12H, m, Hio, His, Hio, H22)

RMN-13C (125,76 MHz, D0, 298 K): & (ppm) = 62,4-62,5 (C11, C14, Cz0, C23); 70,9-
70,4-70,8 (Cs, Cs, Cs, Cg, Co, C12, C15, Ci17, Cig, Ca1) ; 70,3-70,7 (C1o, Cis, Ci9, C22) ;
72,1 (Cy) ; 77,8-79,4 (Cy, C4, C7, Cis).
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2.2. Encapsulation des actifs cosmétiques

Procédure générale d’encapsulation de la caféine, la vitamine C, la
difluoromethylornithine (DFMQO) et ’acide thioglycolique (TGA)

L’encapsulation est réalisée en mélangeant 1 équivalent de dendrimeére solubilisé
dans de I’eau pure (5 mL) avec un excés de la molécule qu’on souhaite encapsuler (de
20 h a 48h) a température ambiante. Plusieurs dialyses au travers une membrane de
1000 Daltons dans I’eau pure sont réalisées pour éliminer ce qui n’a pas été encapsulé.
Le mélange restant dans la membrane de dialyse est ensuite évaporé sous pression
réduite. Le nombre d’équivalents est déterminé par gravimétrie, les détails techniques
pour les encapsulations sont résumés dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : Les détails techniques des encapsulations

Expérience Dendrimere Molécule a Temps de Nombre
encapsulée dialyse d’éq.
encapsulés
01 GD-PPI-2 Vitamine C 3 x 40 min 6 éq.
1 éq., 2,03.10°mol | 23 éq., 4, 66 .10 mol
02 GD-PPI-3 Vitamine C 3 x 40 min 14 éq.
1 éq., 1,01.10°mol 46,3 éq., 4, 66 .10
mol
03 GD-PPI-4 Vitamine C 3 x40 min 42 éq.
1 éq., 4,66.10%mol 100 éq., 4, 66 .10
mol
04 PPI-4 Vitamine C 3 x40 min 43 éq.
1éq., 1,02.10%mol | 50 éq., 5, 12 .10 mol
05 PAMAM-3 Vitamine C 3 x40 min 62 éq.
1éq.,5,21.10%mol | 100 éq., 5,21.10* mol
06 GD-PAMAM-3 Vitamine C 3 x40 min 82 éq.
1éq., 2,03.10°mol | 140 éq., 4,45.10"* mol
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07 GD-PAMAM-3 Caféine 5 x 40 min 27 éq.
1éq., 5,14.10%mol | 100 éq., 5,14.10* mol

08 GD-PPI-4 Caféine 5 x 40 min 35 éq.
1éq.,4,87.10° 105 éq., 5,14.10* mol

mol

09 GD-PAMAM-3 DFEMT 3 x50 min 8 éq.
1éq.,1,37.10%mol | 80 éq., 1,10.10* mol

10 GD-PAMAM-3 TGA 3 x50 min 58 éq.
1 éq., 1,06.10° mol 100 éq., 1,06.10 mol

2.3. Tests de cytotoxicite

Les tests de cytotoxicité des dendriméres ont été réalisés sur des cultures de
fibroblastes dermiques achetés aupres de PromoCell et caractérisés par deux méthodes

la réduction dun sel de tétrazolium (WST1) par les oxydo-réductases
mitochondriales et la coloration des cellules au cristal violet. Les fibroblastes
dermiques sont cultivés a confluence dans des flacons de culture de 75 cm? dans un
milieu DMEM contenant de la glutamine (2 mM) et du sérum de veau feetal (FCS) a
10% (v/v) sous une atmosphére humide avec 5% de CO; et a 37 °C. Les fibroblastes
dermiques humains confluents sont déposés dans des plaques de culture de 24 puits et
cultivés dans les mémes conditions que ci-dessus. Le milieu de culture est retiré et
remplacé par le méme milieu DMEM avec FCS 0,5% pendant 24h. Les différents
dendriméres sont dissous dans de I'eau distillée et testés a différentes concentrations
(allant de 0,0001 a 1 mg/mL) pendant 48h dans le méme milieu DMEM avec 0,5% de
FCS (1 mL/puits).

Réduction de sel de tétrazolium WST1 : A la fin de la période d'incubation en
présence des différents produits, les cellules sont rincées avec 1 mL de DMEM avec
0,5% FCS, et incubées avec 400 uL du méme milieu DMEM contenant 10 pL d'une
solution de WST1 dans 400 pL pendant 30 min a 37 °C. Les sels de tétrazolium sont
transformés en formazan par le systéme succinate-tétrazolium réductase (EC 1.3.99.1)
qui appartient & la chaine respiratoire de la mitochondrie, et qui n'est actif que dans
les cellules métaboliquement intactes. Un volume de 100 pl de chaque milieu
d'incubation est transféré dans des plaques a 96 puits et I'absorbance a 450 nm est

enregistrée avec un spectrophotometre.
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La coloration des cellules avec du cristal violet permet de mesurer la densité
cellulaire. Aprés incubation avec WST1, les cellules sont lavées avec 1 mL de
Phosphate Buffer Saline (PBS), puis fixées par incubation pendant 20 min avec 1
mL/puits de PBS contenant du glutaraldéhyde 1,1% (v/v). Aprés un rincage abondant
a I'eau distillée, les cellules sont colorées par addition de 400 uL/puits d'une solution
de cristal dans un tampon HEPES a pH = 7,6 pendant 20 min. L'exces de cristal violet
est éliminé, et les cellules sont abondamment rincées a I'eau distillée. La coloration
est extraite avec 1 mL d'acide acétique a 10% (v/v). Des volumes de 100 uL de la
solution colorée sont transférés dans des plaques de 96 puits. L'absorbance a 560 nm
est enregistrée avec un spectrophotomeétre.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * I'écart-type. Chague
expérience est réalisée en quadruple exemplaire.
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Chapitre 111 : Synthese de nouveaux dendrimeres
possédant des fonctions anti-oxydantes

I11.1. Contexte et objectifs

Les compositions de la plupart des produits cosmétiques contiennent des actifs
sensibles et des conservateurs [213]. Ces derniers permettent d’assurer la conservation
et la stabilit¢ du produit dans le temps en protégeant I’actif des agents extérieurs
comme les bactéries ou tout simplement l’air ou la lumiére, mais aussi le
consommateur de possibles contaminations [214]. Deux types de conservateurs sont
souvent utilisés ; les conservateurs antimicrobiens [215] et les anti-oxydants [216].
Ces derniers vont protéger le produit cosmétique des agents physiques extérieurs qui
pourraient modifier ses qualités organoleptiques (couleur, odeur et aspect) et limiter
leur efficacité. C’est dans ce contexte que nous basons nos recherches. Dans ce
chapitre, la synthese de nouveaux dendrimeres possédant des fonctions antioxydantes
est envisagée. Ces macromolécules peuvent étre employées a la fois comme
conservateurs, anti-radicaux libres et vecteurs de molécules actives.

La premiére partie de ce chapitre est consacrée a la synthése de nouveaux
dendrimeres ioniques dérivés de PAMAMs et PPIs et d’acides phénoliques tels que
I’acide caféique (acide 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propenoique), 1’acide férulique (
acide trans-4-Hydroxy-3-methoxycinnamique) et ’acide phlorétique (acide 3-(4-
hydroxyphenyl)propionique), puis a 1’évaluation de leur activité antioxydante et de
leur cytotoxicité. Ces travaux sont décrits dans I’article Polymers 2022, 14, 3513.
L’autre partie est dédiée a la synthése d’autres familles de dendriméres par une
réaction d’amidation de PPIs avec les acides phlorétique et férulique, en présence de
I’agent de couplage dicyclohexylcarbodiimide (DCC).

I11.2. Résumé du premier article

La présente étude est consacrée a la préparation de nouveaux dendriméres ioniques
qui présentent des propriétés antioxydantes. Ces nouvelles macromolécules sont
destinées a une utilisation originale en tant que vecteur dans les produits cosmétiques.
En encapsulant les composés actifs, ces dendriméres limiteront leur dégradation et le
caractére ionique des dendriméres améliorera leur solubilité dans les solvants
compatibles pour la cosmétique. Leur pouvoir antioxydant les protégera eux-mémes
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de la dégradation et renforcera leur effet protecteur vis-a-vis des composés actifs
encapsulés.

Dans ce travail, six nouvelles familles de dendrimeéres ioniques ont été synthétisées
a partir d'une simple réaction acido-basique entre des PAMAM s ou PPlIs et des acides
phénoliques.

La synthese de trois nouvelles familles de PPIs fonctionnalisés avec les bases
d’acides phénoliques, PPIs-PhA, PPIs-FA et PPIs-CA, a été réalisée par une réaction
acido-basique de PPIs commerciaux avec l'acide férulique, I'acide phlorétique et
I'acide caféique, respectivement, dans le méthanol ou I'éthanol dans différentes
conditions (Schéma 9, Tableau 7 dans Iarticle ci-apres). Les produits sont obtenus
par réaction des amines primaires terminales des dendriméres avec les fonctions
carboxyliques des acides avec des rendements quantitatifs.

La synthése de trois autres dendriméres dérivés de PAMAMSs fonctionnalisés avec
les bases d'acides phénoliques, PAMAMs-PhA, PAMAMs-FA et PAMAMs-CA a été
réalisée de la méme fagcon que celle précédemment utilisée pour la synthése de dérivés
de PPI. Cependant, il a été nécessaire d'augmenter le nombre d'équivalents d'acide
phénolique (jusqu'a 1,5 éq. par fonction NH) et le temps de réaction (jusqu'a 16 ou
20h), probablement en raison de I'encombrement stérique causé par la morphologie
des PAMAMSs, qui empéche l'insertion des acides phénoliques et la formation de
liaisons ioniques (Schéma 10, Tableau 8 dans I’article ci-apres). Les produits ont
été obtenus avec des rendements quantitatifs, caractérisés par la spectroscopie de
résonance magnétique (RMN), I’infra-rouge (IR) et I’analyse élémentaire.

Ces synthéses ont été optimisées sous activation micro-ondes ou en microfluidique,
ce qui a permis d'obtenir des rendements élevés (> 97%) avec des temps de réaction
courts (5 min).

L’activité antioxydante des dendriméres ioniques a été évaluée en mesurant leur
capacité a piéger un radical DPPH' [217]. Les dendriméres ioniques présentent des
activités antioxydantes trés intéressantes, voire supérieures a celles de la vitamine C,
qui a été prise comme substance de référence. L’activité antioxydante dépend de la
nature et de la génération du dendrimére et de 1’acide phénolique utilisé¢ (Tableau 9
de Particle ci-apres). Les meilleures activités sont observées avec les dendriméres
PAMAMSs-1-3-CA, PPIs-1-3-CA et PAMAMSs-1-3-FA.

La cytotoxicité des cinq dendriméres ioniques, PPI-3-FA, PPI-3-PhA, PAMAM-3-
FA, PAMAM-3-PhA et PAMAM-3-CA, a été testée sur des fibroblastes dermiques
humains par deux méthodes [218], le test WST1 et la coloration des cellules par le

82



Chapitre 111 : Synthése de nouveaux dendriméres possédant des fonctions anti-oxydantes

cristal violet. Une toxicité cellulaire de tous les dendriméres a été observée a partir
d’une concentration supérieure a 100 pug/mL, sauf dans le cas du PP1-3-PhA, ou une
toxicité a été observée dés 10 pg/mL. Il en ressort que les dendrimeres dérivés de
l'acide férulique sont moins toxiques que ceux dériveés des acides caféique et
phlorétique et que le dendrimére PP1-3-PhA est le plus toxique.

Ainsi, a 100 pg/mL, PAMAM-3-FA et PPI-3-FA pourraient étre utilisés en
cosmétique comme agents d'encapsulation et antioxydants pour les ingrédients actifs.

La partie suivante est adaptée de I'article publié dans Polymers 2022, 14, 3513. Katia
Bacha, Julien Estager, Sylvie Brassart-Pasco, Catherine Chemotti, Antony E.
Fernandes, Jean-Pierre Mbakidi, Magali Deleu and Sandrine Bouquillon,
https://doi.org/10.3390/polym14173513. Received: 21 July 2022, accepted: 23
August 2022, published: 27 August 2022.
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Synthesis and Activity of lonic Antioxidant
Functionalized PAMAMSs and PPIs Dendrimers

Abstract: For this study, new dendrimers were prepared from poly(propylene
imine) (PPI) and polyamidoamine (PAMAM) dendrimers using an efficient acid-base
reaction with various phenolic acids. The syntheses were also optimized in both
microwave and microfluidic reactors. These ionic and hydrophilic dendrimers were
fully characterized and showed excellent antioxidant properties. Their cytotoxic
properties have been also determined in the case of fibroblast dermal cells.

Keywords: dendrimers; phenolic acids; antioxidant; microwave; flow chemistry

1. Introduction

Dendrimers are hyperbranched macromolecules having, in general, a three-
dimensional, monodisperse and globular structure, most of the time with a perfect
tree-like structure [10,11]. They are largely studied mainly for their encapsulation
capacity, particularly in the biomedical field [219]. Recently, Kaur et al. presented an
interesting review concerning a comparative study of poly(propyleneimine) (PPI) and
polyamidoamine (PAMAM) dendrimers, some of the most-used dendrimers [220]. In
recent years, we have developed various dendrimers containing biobased moieties to
make these compounds more eco-compatible. These have been used in catalysis,
medical imaging and depollution [6,221,222]. The present study is devoted to the
preparation of new ionic dendrimers that present, moreover, antioxidant properties.
Indeed, these new macromolecules are designed for original use as carriers in
cosmetics; the encapsulation will limit active compound degradation, their ionic
character will improve their solubility in compatible solvents for cosmetics, and their
antioxidant power will protect the macromolecules themselves and reinforce their
beneficial encapsulating role. To our knowledge, no dendrimers presenting both ionic
and antioxidant characteristics have yet been described in the literature.
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However, the synthesis of ionic dendrimers has previously been described in the
literature, for example, dendronized pyridinium units surrounded by a shell of
carboxylic acids [223] or water-soluble polyanionic dendrimers, presenting great
potential applications as antiviral drugs [224]. lonic dendrimers have also been used
as a base for polyamide membranes for ion separation [225] or electrolytes for LiS
batteries [226]. Their use in the form of liquid crystals has also been investigated
alongside, for instance, ionic dendrimers as poly(ethylene imine) polymers
functionalized by oxadiazole[227,228], or fluorinated and perhydrogenated chains
[229].

Antioxidant dendrimers have been prepared using two approaches. The first
approach consists of the synthesis of new dendritic structures presenting antioxidant
properties; the second approach is based on the capacity of existing dendrimers to
encapsulate antioxidant compounds. In the first approach, phenols could be used as
the starting material of choice to build antioxidant moieties. Indeed, dendritic
polyphenols have been prepared and evaluated as antioxidant compounds [230-232],
for use either coupled with cis-platin as an anticancer agent [233] or mostly in
polyolefin to avoid the peroxidation of the olefins [234,235]. Carbosilane, when
functionalized by polyphenols, also presents antioxidant, antibacterial and anticancer
properties [236,237]. The decoration of PAMAM [238-240], glycodendrimers [241]
or original dendrimers (triazole-bridged, hyperbranched polyurethanes, with an enone
or anthraquinone or melamine core) [242-247]; these are partnered with specific
entities, such as polyphenols, Meldrum’s acid derivatives, carbazole, fluorescein or
Rhodamine that have also led to new dendritic molecules presenting, among others,
good antioxidant properties. Decorated peptide dendrimers have also presented
excellent antioxidant properties [248], as well as original radical dendrimers [249].

The second approach for preparing antioxidant dendrimers is related to their
capacity to encapsulate various types of compounds (organic or organometallic
compounds, salts and nanoparticles). Indeed, dendrimers or dendrimer nanoparticles
have largely been used in therapeutic domains. Curcumin [250,251], gold
nanoparticles [252], astragaloside [253], cis-platin[254] and sinomenine or
minocycline [255,256] were encapsulated in different dendrimers (PAMAM,
modified PAMAM and carbosilane dendrimers), leading to controlled release for
targeted therapy. Gallic acid-modified PAMAM dendrimers were also explored as
novel strategies to fight the chemoresistance of tumor cells [257,258]. These last
compounds were also used as devices for the long-term preservation of essential oils
[259]. Dendrimers such as PAMAM [260], chitosan-poly(amidoamine) dendrimer
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[261], or dendrimer-like glucan [262] were also employed to stabilize antioxidants,
such as carotene [262], coenzyme Q10 [263], resveratrol [264] or polyphenols [265],
showing excellent antioxidant activities.

In the present study, we will describe the preparation of new ionic dendritic
structures from a simple acid-base reaction between PAMAMSs or PPIs and phenolic
acids without a coupling agent. The nitrogen-based moieties are cationic, and the
anion is the carboxylate form of the phenolic acids. The antioxidant properties are
carried by ionic species; the electrostatic linkage can enhance the compounds’
solubility in water and may influence the cytotoxic properties of the dendritic
structures. These compounds have been synthesized in a swift and efficient way, using
either microwave or microfluidic reactors. Both techniques—which are strongly
linked to sustainable chemistry [238,266,267] are known to significantly accelerate
the reaction kinetics, taking advantage of either very fast and homogeneous heating
through dielectric loss, in the case of microwaves (MW) [268], or from very efficient
mass and heat transfer, in the case of flow chemistry [269]. These techniques have
been used for the synthesis of many chemicals, including, for example, active
pharmaceutical ingredients [270] or biobased compounds [271,272].

2. Results and Discussion

2.1. Synthesis of the lonic Dendrimers

In this study, oligomers synthesized from 3 generations of PPl dendrimers and 3
biobased phenolic acids (phloretic, ferulic and caffeic acids) were first targeted.

Poly(propylene imine) (PPI) dendrimers [273] are also known as DAB-Am-x
dendrimers (DAB, for the diaminobutane core, and x = 4, 8, or 16, for the number of
primary amine end groups associated with generations 1, 2, or 3, respectively).
Phloretic acid (PhA), found, among others, in olives[274] or in the bran extracts of
traditional rice cultivars[275], was used in a recent application as a biocompatibilizer
for immiscible polymer blends [276]. Ferulic acid (FA) is widely present in plants in
either its free or conjugated forms and is well known for many various applications in
the medical field, thanks to its bioactivity, for the treatment of cancer, diabetes, and
lung and cardiovascular diseases [277]. Ferulic acid has a protective role for the main
skin structures (keratinocytes, fibroblasts, collagen and elastin); it inhibits
melanogenesis, enhances angiogenesis, and accelerates wound healing [278]. Caffeic
acid (CA), extracted from specific plants’ biomass, is a dietary polyphenol that is also

considered a promising drug candidate, thanks to its efficiency against inflammatory,
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neurodegenerative, oncologic and metabolic disorders[279,280]. Caffeic acid also
presents a photoprotective effect in irradiated lymphocytes [281] and could act as a
potent chemopreventive agent against skin cancer [282].

The synthesis of these new families of functionalized PPIs with the phenolic acid
derivatives, PPIs-PhA, PPIs-FA and PPIs-CA, was realized by an acid-base reaction
of commercial PPIs with ferulic acid, phloretic acid and caffeic acid, respectively, in
methanol or ethanol under various conditions (Scheme 9, Table 7). This reaction has
the advantage of not requiring coupling agents when compared to the traditional
amidation reaction, for instance.
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Scheme 9. The ionic functionalization of PPIs with phloretic, ferulic and caffeic acids

The first-generation dendrimers, PPI-1-PhA and PPI-1-FA, were obtained by a
reaction between the terminal primary amines of first-generation PPI (PPI-1) with
phloretic acid or ferulic acid, respectively, in refluxing methanol for 5h (Scheme 9
(a)). Reflux was necessary to obtain higher yields in lower times. This reaction was
confirmed by 1H NMR, focusing on the chemical shift of the protons of the CH2
groups linked to the terminal primary amine functions (2.67 ppm for PPI-1, 2.91 ppm
and 2.98 ppm, respectively, for PPI-1-PhA and PPI-1-FA in CD30D) and by 13C
NMR analyses, focusing on the chemical shift of the carbon from the carbonyl group
(176.3 and 169.6 ppm, respectively, for phloretic acid and ferulic acid; 180.4 and
174.7 ppm, respectively, for PPI-1-PhA and PPI-1-FA in CD30D (see Section 3.1).

87



Apport des dendrimeres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

These shifts toward lower fields are consistent with salt formation between the amines
and carboxylic acids [283].

Two-dimensional NMR analyses were also performed to prove that no formation of
amide functions occurred instead of forming ionic compounds. Next, the
disappearance of the strong v (CO) bands of phloretic acid and ferulic acid using IR
(1699 cm™! and 1689 cm™!, respectively), as well as the two new (vCO) bands of
ionized acids at 1540 cm™' and 1396 cm™! for PPI-1-PhA and at 1539 cm™' and 1394
cm! for PPI-1-FA, confirmed the formation of the ionic dendrimers [283]. The
purification of PPI-1-PhA and PPI-1-FA was performed by solubilizing the crude
mixture in water, followed by extraction with ethyl acetate. Similarly, the second and
third generations of PPIs-PhA and PPIs-FA were obtained in quantitative yields.

Concerning the preparation of PPIs-CA, the conditions were adapted because the
mixture of the two reagents (PPI and caffeic acid) in methanol precipitates as a brown
wax. First-generation PPI-1-CA was, therefore, obtained by reacting the terminal
primary amines of a PPI-1 with caffeic acid in ethanol at room temperature under
orbital stirring (280 rpm), with the dropwise addition of the caffeic acid ethanolic
solution (Scheme 9 (c)). The formation of PPI-1-CA was investigated by NMR,
focusing firstly on the chemical shift of the H5 protons (see Section 3.1)
corresponding to the CH, groups that are linked to the terminal primary amine
functions (2.53 ppm for PPI-1 and 2.73 ppm for PPI-1-CA in (CDs),S0), and secondly
on the chemical shift of the C6 carbons (see Section 3.1) corresponding to the carbonyl
groups (168.4 ppm for caffeic acid and 171.6 ppm for PPI-1-CA in (CDs),S0). IR
analyses confirmed the nature of the product through the disappearance of the strong
vCO band of caffeic acid at 1640 cm™! and the appearance of two vCO bands of
ionized acid around 1507 cm™' and 1372 cm™' for PPI-1-CA, as previously
described[283].The purification of PPI-1-CA was finally performed by washing the
resulting precipitate with ethanol, followed by centrifugation. The second and third
generations (PP1-2-CA and PPI-3-CA) were prepared following the same process and
were obtained at yields above 90%.
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Table 7 . lonic PPI-derived dendrimers.
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R A

PPI-3-CA 92%

The synthesis of PAMAM dendrimers functionalized with phenolic acids,
PAMAMs-PhA, PAMAMs-FA and PAMAMSs-CA, were performed in the same way
via the acid-base reaction of commercial PAMAMs with ferulic, phloretic and caffeic
acids, respectively, in methanol or ethanol (Scheme 10, Table 8). However, it was
necessary to increase the number of equivalents of phenolic acid (up to 1.5 equiv. per
NH.) and the reaction time (up to 16 or 20 h), probably because of the steric hindrance
caused by the morphology of the PAMAMS, which prevents the insertion of phenolic
acids and the formation of ionic bonds.
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Scheme 10. lonic functionalization of PAMAMSs with phloretic, ferulic and caffeic acids.
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Table 8 . lonic PAMAM-derived dendrimers.
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The formation of PAMAM-1-PhA and PAMAM-1-FA was highlighted by H
NMR, focusing on the chemical shift of CH, groups linked to the terminal primary
amine functions (2.75 ppm for PAMAM-1, 2.99 ppm and 3.1 ppm, respectively, for
PAMAM-1-PhA and PAMAM-1-FA in CD3;0D). The C NMR also shows a
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chemical shift of the carbonyl carbons (176.3 ppm and 169.6 ppm, respectively, for
phloretic acid and ferulic acid; 180.6 ppm and 174.6 ppm, respectively, for PAMAM-
1-PhA and PAMAM-1-FA in CDsOD (see Section 3.1)). Following the same
procedure, the second and third generations of PAMAMs-PhA and PAMAMSs-FA
were prepared, with yields above 90%.

Once again, solubility issues occurred with caffeic acid; the formation of the first-
generation PAMAM-1-CA was performed by reacting PAMAM-1 with caffeic acid
in ethanol (instead of methanol) at room temperature, adding the caffeic acid solution
dropwise (Scheme 10 (b)). In this case, no heating of the medium was required to
obtain good yields. The formation of PAMAM-1-CA was followed by H and *C
NMR, focusing on the chemical shift of the H11 protons corresponding to the CH>
groups linked to the terminal primary amine functions (see Section 3.1) (2.55 ppm for
PAMAM-1 and 2.78 ppm for PAMAM-1-CA in (CDs),SO) and on the chemical shift
of the C12 carbons corresponding to the carbonyl function (see Section 3.1) (168.4
ppm for caffeic acid, 172.5 ppm for PAMAM-1-CA in (CDs),S0). The disappearance
of a strong vCO band of caffeic acid, observed in IR at 1640 cm™!, and the appearance
of two vCO bands of ionized acid around 1522 at 1580 cm™' and 1376 cm™! for
PAMAM-1-CA, confirm the formation of the ionic substrates. The second and third
generations (PAMAM-2-CA and PAMAM-3-CA) were prepared similarly, with good
yields of higher than 99%.

2.2. Synthesis in MW and Microfluidic Reactors

The feasibility of the reaction using microwave irradiation was demonstrated with
PPI dendrimers, when the different syntheses were then optimized. Taking advantage
of the fast and efficient heating induced by microwave organic synthesis, the
formation of PPIs-PhA, PPIs-FA and PPIs-CA could be achieved in only 5 min at 100
°C (Scheme 9 (b)) with very high isolated yields. The different results obtained are
summarized in Table 3.

Flow synthesis in a mesofluidic reactor was also investigated in the search for a
process that is both time/energy-efficient and easily scalable. Considering the
different results obtained in the batches, the feasibility of the methodology was tested
using a commercial flow reactor of 1.2 mL (Lonza FlowPlate Lab used on an MMRS
flow reactor from Ehrfeld). If compared to microwave irradiation technology, the use
of a microfluidic device can lead to an easier scale-up, either by scaling up, sizing up
or numbering up [284]. For this study, the system was designed to enable the
continuous supply of a mixture containing either a PPl or a PAMAM precursor and

carboxylic acid (PhA or FA) in methanol. The use of a back-pressure regulator (BPR)
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enabled us to work above the boiling point of the solvent, thereby accelerating the
overall process. It is noteworthy that caffeic acid was not tested, as the different salts
obtained tended to precipitate, leading to clogging of the system. The set-up of the
system used for these syntheses is presented in Scheme 11 below.
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Scheme 11. The setup used for the flow synthesis of antioxidant ionic dendrimers, based
on various PPl and PAMAM

The high heat transfer provided by the microfluidic device, as well as this high
temperature (100-120 °C) to perform the reaction within 5 min, as observed when
microwave irradiation was used. This microwave/flow similarity is common and has
been theorized to be the microwave-to-flow paradigm [285]. The different products
were isolated as described in Section 3.1; in each case, yellowish solids were obtained,
their purity being assessed by 1H NMR. The different yields, as well as the
experimental conditions, are summarized in Table 9 below. Each test was duplicated.

Table 9. Synthesis of ionic dendrimers in MW and flow reactors

. Residence Pressur : Yields (%0)
Den:jorri]rlr?er Tim_e T(eirg)p ' e Y('ﬁ/llc\j:/)(%) (Flow Reactors)
(Min.) (Bar)
PPI-1-PhA 5 100 35 >97 >97
PPI-1-FA 5 100 35 >97 94
PPI-2-PhA 5 100 35 >97 >97
PPI-2-FA 5 100 35 >97 86
PPI-3-FA 5 100 3.5 >97 71
PAMAM-1- .

PhA 5 100 3.5 - 98
PAMAM-1-FA 5 100 3.5 -2 82

2 The microwave-assisted reaction was not performed with PAMAM dendrimers.
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2.3. Determination of the Antioxidant Properties

The antioxidant capacity of the ionic dendrimers was evaluated by measuring their
ability to inhibit a DPPH radical. Several spectroscopic methods are described in the
literature to measure the inhibition of the DPPH radical by an antioxidant [286], while
UV-visible spectroscopy was used in another work [287]. The trapping of DPPH
radicals by ionic dendrimers led to a color change from purple to yellow, relative to
an He transfer. This color change implies a decrease in the absorbance (A) of the
DPPH radical at 515 nm. The results are expressed as a percentage of inhibition (I %),
calculated according to the following formula:

{54 = ADPPH) — A(DPPH + antioxidant)
0T A (DPPH)

where A(DPPH) is the absorbance of DPPH and A(DPPH + antioxidant) is the
absorbance of the mixture of DPPH and substrate at 515 nm.

The evaluation of the antioxidant power was determined for 5 families of
dendrimers, namely, PPIs-FA, PPIs-CA, PAMAMs-FA, PAMAMs-CA and
PAMAMs-PhA and caffeic and ferulic acids, with ascorbic acid (vitamin C) used as
the positive control [288].

The effect of dendrimer concentration is shown in Figures 22 and 23. From these
curves, the IC50 of each dendrimer, i.e., the concentration of an antioxidant to inhibit
50 percent of free radicals at a given concentration, was graphically determined
(Table 10). The IC50 curves in mg/L are given in the Supplementary Materials.

These results show that antioxidant activity depends on the generation of the
dendrimer (Table 10, entries 3-5, 6-8, 10-12 and 13-15). Indeed, for higher
generations, more phenolic carboxylates are present, leading to higher antioxidant
molar activities (Figure 22).

Dendrimers derived from PAMAMSs exhibit higher antioxidant activity, compared
to PPl-based ones for the same generation. Once again, this observation can be
ascribed to a larger number of phenolic carboxylates for PAMAM, compared to PPI
(a ratio of 2) for a given generation. The level of antioxidant activity also depends on
the nature of the antioxidant and is mainly linked to the number of hydroxyl functions
present in the structures. Indeed, the best antioxidant activities are obtained for the
caffeic acid derivatives, PPI-3-CA and PAMAM3-CA, where the 1Cs, values are 3.5
+ 1.1 ymol/L and 1.0 + 0.4 umol/L (Figure 23), respectively, while the antioxidant

activities of the ferulic acid derivatives are lower (Table 10, entries 3-8).
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Furthermore, it is important to mention that caffeic acid not only possesses better
antioxidant properties but is also more stable than vitamin C [289,290].

Table 10. Antioxidant activity of ionic dendrimers, determined as 1C50.

ICso Ratio
(umol/L) I1Cso (pmpI/L)
1Cso Standard per Antioxidant
Entry Samples - per :
(umol/L) Deviation o Unit/
Antioxidant
. I1Cso0 (umol/L)
Unit (%)
1 Vitamin C 62.0 +1.4 62.0 100
2 Ferulic acid 270.0 +2.4 270.0 100
3 PPI-1-FA (4 FA 30.0 +1.8 120 44
units)
4 PPI-2-FA (8 FA 17.0 2.1 136 50
units)
5 PPIB-FA(GFA 140 +2.6 160 60
units)
PAMAM-1-FA (8
6 FA units) 22.0 +2.0 176 65
7 | PAMAM-2FA(16 4.4 +13 137.6 50
FA units)
g | PAMAM-3-FA@32 44 +0.8 153.6 57
FA units)
9 Caffeic acid 13.0 +1.2 13 100
10 | PPIH-CA(4CA 101 +13 40.4 300
units)
11 | PPI2CA@BCA 75 +1.0 60 400
units)
12 | PPIBCAQ6CA 4 +1.1 56 400
units)
PAMAM-1-CA (8
13 CA units) 54 +1.1 43.2 300
PAMAM-2-CA (16
14 CA units) 1.8 +0.9 28.8 200
PAMAM-3-CA (32
15 CA units) 1.0 +0.4 32 200
16 PAMAM-3-PhA 480.0 +4.3 - -

As the dendrimers contain several antioxidant units, a ratio between ionic
dendrimers and the corresponding acid was calculated (Table 10). Thus, we observed
that ionic PPIs or PAMAM ferulates are more strongly antioxidant than pure ferulic
acid, while in the case of caffeic acid, the latter remains the most antioxidant. This
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could be explained by a close interaction between OH groups of CA from the different
arms of the dendrimer and/or OH and NH from the dendrimer itself; the solubility of
the complex dendrimer/CA could also explain the difference in antioxidant activity.

In conclusion, dendrimers show good or even very good antioxidant activities and
have the characteristic of being able to encapsulate various compounds of interest,
particularly in the field of cosmetics.

For all ferulic and caffeic dendrimers, absorbance measurements at 515 nm were
recorded every 90 s for 45 min and revealed no significant variation in absorbance as
a function of time after 5 min of reaction with DPPH, meaning that their antioxidant
activities appear quickly and are stable. On the other hand, a significant variation in
the absorbance is observed for PAMAM-3-PhA with the passage of time (Figure 24).
Indeed, after 5 min, the percentage of inhibition of 300 uM DPPH by PAMAM-3-
PhA at 5 mM concentration is 45%, while it increases to more than 90% for t = 18
min (Figure 24). For this reaction time, the 1Cs, of PAMAM-3-PhA is 480 pmol/L.
The antioxidant power of the latter is, thus, less important and takes more time to set
up, compared to the other families of dendrimers derived from ferulic and caffeic
acids.

Caffeic acid ——PAMAM-1-CA
100 - PAMAM-2-CA —e—PAMAM-3-CA

90
80 1
70 4
60 A
50
40
30 A
20 A
1 i B e B o e I Aaar B |

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

C (umol/L)

1(%)

Figure 22. The inhibition of DPPH (300 uM) by caffeic acid-derived PAMAM
dendrimers.
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Figure 23. The inhibition of DPPH (300 uM) by ionic antioxidant dendrimers.
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Figure 24. The inhibition of DPPH (300 uM) by PAMAM-3-PhA (5 mM).

2.4. Determination of Cytotoxic Properties

Based on the results of the toxicity tests performed on GD-PPI-4 and GD-PAMAM-
3 dendrimers on human MRCS5 fibroblasts [4], the cytotoxicity of five dendrimers,
PPI-3-FA, PPI-3-PhA, PAMAM-3-FA, PAMAM-3-PhA, and PAMAM-3-CA was
tested on human dermal fibroblasts using two methods, the WST1 assay and cell
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staining with crystal violet, as described in Section 3.1. Dermal fibroblasts were
incubated for 48 h in the presence of increasing concentrations of each dendrimer,
while the number of living cells was established by a WST-1 reduction test. Cell
toxicity with all dendrimers was observed as soon as a concentration of 100 pug/mL
was reached, except in the case of PPI-3-PhA, where toxicity was observed at 10
pg/mL (Figure 25 a,b). At 100 pg/mL, 80%, 67%, 60%, 13% and 2% of living cells
were detected in the presence of PAMAM-3-FA, PPI-3-FA, PAMAM-3-PhA,
PAMAM-3-CA and PPI-3-PhA, respectively. Above this concentration, cell viability
decreased with an increase in concentration to about 2% at 1000 pg/mL for all studied
dendrimers. Dendrimers derived from ferulic acid remained less toxic than caffeic-
and phloretic-derived ones, while the PPI-3-PhA dendrimer was the most toxic.
Figure 26 shows the images of human dermal fibroblast cells in the presence of
different dendrimers using an EVOS XL Core inverted microscope, whereby the
cytotoxicity is well highlighted. Hence, at 100 ug/mL, PAMAM-3-FA and PPI-3-FA
could be used in cosmetics as encapsulating and antioxidant agents for active
ingredients.

H PAMAM-3-CA

5 PAMAM-3-PhA
100 * *
b m PAMAM-3-FA
80
e bl
60
40 *
wer
. ' s
20 * ELL] X %% Py
0 E_,. e
0 1 10

100 200 500 1000 1% Phenol
Concentration (pg/mL)

[}

Viability (%)

b w PPI-3-PhA
m PPI-3-FA
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Figure 25. Cytotoxic effects of the phenolic acids (a) derived from PAMAM and (b)
derived from PPI dendrimers on human dermal fibroblast cells, evaluated by a WST-1 assay
(***: p <0.0001).
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~ For

Figure 26. Cytotoxic effects of (b)) PAMAM-3-CA, (c) PAMAM-3-FA, (d) PAMAM-3
PhA, (e) PPI-3-FA and (f) PPI -3-PhA at 100 pmol/L on a human dermal fibroblast cell,
compared with (a) a blank living cell. Cells were imaged using an EVOS XL Core inverted
microscope (%10 magnification).

3. Conclusions

In the present work, 18 new ionic dendrimers have been easily prepared from PPI
and PAMAM dendrimers and 3 biobased phenolic acids through a classical acid basic
procedure. These syntheses were optimized under microwave activation and then
transferred to a continuous flow microreactor, leading to high yields within short
reaction times. The ionic dendrimers present very interesting antioxidant activities,
even being superior to that of vitamin C, which was taken as the reference substance.
These antioxidant activities depend on both the nature of the dendrimer and the
phenolic acid used. The best antioxidant activities are observed with dendrimers
PAMAMs-1-3-FA and PAMAMs-1-3-CA, both of these being stable compounds.
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Hence, at 100 pg/mL, PAMAM-3-FA and PPI-3-FA could be used in cosmetics as
encapsulating and antioxidant agents for active ingredients. Studies of encapsulation
of bioactive compounds are in progress and the synergy of the antioxidant power of
the dendrimer and its encapsulation capacity are now under investigation.

4. Materials and Methods

4.1. Experimental

PPIs, PAMAMSs, phloretic acid, ferulic acid, caffeic and solvent were purchased
from traditional chemical suppliers and used without further purification. NMR
spectra (d: doublet, t: triplet and gt: quintuplet) were recorded at 298 K at 500 MHz
for IH and 125 MHz for *C on an Avance Il Bruker spectrometer in CD3;OD or
(CD3)2SO0. IR spectra (S: strong) were recorded on a Perkin Elmer Spectrum Two.
Elemental analyses (C, H, N) were realized on a Flash EA-1112 Series. The
microwave-assisted syntheses were performed on a CEM-focused microwave
synthesis system in 20 mL vessels with septa at 90 Watts at 100 °C for 5 min. The
absorbance measurements were realized on a FLUOstar Omega at 37 °C at 515 nm,
taken every 90s for 45 min.

4.1.1. General Procedure for the Synthesis of PPI-PhA and PPI-FA

Generations 1, 2 and 3

In a double-necked round-bottomed flask, phloretic acid (ferulic acid) (1.05 eq/NH.)
and the dendrimer PPI-n (1 eq) were dissolved in methanol (20 mL). The reaction
mixture was stirred at reflux (65 °C) for 5 h; then, methanol was evaporated under
reduced pressure. The residue obtained thereby was then dissolved in water (20 mL)
and extracted with ethyl acetate (20 mL). The aqueous phase was then washed twice
with ethyl acetate (2 x 50 mL) to remove excess phloretic acid (ferulic acid) and then
evaporated under reduced pressure. The yellow solid salts were obtained in
guantitative yields of > 97%.

Data for PP1-1-PhA:

(A, MOH)Z ):
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H NMR (500 MHz, CDs0OD), & (ppm): 1.42-1.44 (4H, H1, m); 1.76-1;78 (8H, H4,
m); 2.41-2.49 (12H, H7, H2, m); 2.54 (8H, H3, t, J = 6.98 Hz); 2.82 (8H, H8, t, J =
7.42 Hz); 2.91 (8H, H5, t, J = 7.24 Hz); 6.71 (8H, H11, H13, d, J = 8.61 Hz); 7.05
(8H, H10, H14, d, J = 8.61 Hz).

13C NMR (125 MHz, CD3;0D), & (ppm): 24.0 (C1); 24.2 (C4); 31.4 (C8); 38.2 (C5);
39.8 (C7); 50.9 (C3); 53.2 (C2); 114.9 (C11, C13); 128.9 (C10, C14); 132.9 (C9);
155.1 (C12); 180.4 (C6).

IR (cm™): 1540 (vCO carboxylate, S), 1396 (VCO carboxylate, S), 1210-1235 (VC-O carboxyiate,
S).

Calculated elemental analysis of Cs,HgoNsO12,2H20: C: 61.4%; H: 8.32%; N: 8.26%;
0: 22.02%.

Experimental elemental analysis of Cs;HgoNsO12,2H.0: C: 61.79%; H: 8.56%; N:
8.58%; O: 21.06%.

Data for PPI-2-PhA:

©) 09 10 ) ) )
—
( e/\ (\/\NH3 l/ 1H] 12: >_150H 2 2
17

H NMR (500 MHz, CD3;0D), & (ppm): 1.49-1.53 (4H, H1, m); 1.60-1.80 (24H, H4,
H7, m); 2.39-2.69 (52H, H10, H2, H5, H3, H6, m); 2.80-2.83 (16H, H11,t,J=7.42
Hz); 2,88 (16H, H8, t, J = 7.85 Hz); 6.70 (16H, H14, H16, d, J = 8.61 Hz); 7,05 (16H,
H13, H17, d, J = 8.61 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDs;0D), & (ppm): 22.41 (C4); 23.3 (C1); 24.6 (C7); 31.5 (C11);
38.1 (C8); 39.8 (C10); 50.7 (C6); 51.2 (C3); 51.3 (CH); 53.2 (C2); 114.8 (C14, C16);
128.9 (C13, C17); 132.9 (C12); 155.2 (C15); 180.5 (C9).

IR (cm™'): 1540 (VCO carboxylate, S), 1396 (VCO carboxytate, S), 1210-1235 (VC-O carboxytate,
S).

Calculated elemental analysis of C112H176N14024,5H,0: C: 61.35%; H: 8.55%; N:
8.94%; O: 21.16%.

Experimental elemental analysis of C112H176N14024,5H20: C: 61.42%; H: 8.61%; N:
8.69%; O: 21.27%.
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Data for PPI-3-PhA:

(A0 ).).),

20 19
'H NMR (500 MHz, CDs0D), & (ppm): 1.43-1;47 (4H, H1, m); 1.58-1.80 (56H, H4,
H7, H10, m); 2.30-2.68 (116H, H13, H2, H5, H8, H3, H6, H9, m); 2.76-2.97 (64H,
H14, H11, m); 6.72 (32H, H17, H19, d, J = 8.5 Hz); 7,05 (32H, H16, H20,d, J =8.5
Hz).
13C NMR (125 MHz, CDs0D), § (ppm): 22.4 (C4); 23.26 (C1); 24.6-24.6 (C7, C10);
31.5 (C14); 38.1 (C11); 39.8 (C13); 50.7 (C6, C9); 51.2 (C3); 51,3 (C5, C8); 53.2
(C2); 114.8 (C17, C19); 128.9 (C16, C20); 132.9 (C15); 155.2 (C18); 180.5 (C12)
IR (cm™'): 1540 (VCO carboxylate, S), 1396 (VCO carvoxyiate, S), 1210-1235 (VC-O carboxylate,
S).
Calculated elemental analysis of Cas2HzssN3004s,9H,0: C: 61.82%; H: 8.63%; N:
9.32%; O: 20.23%.
Experimental elemental analysis of Ca32H36sN3004s,9H20: C: 62.14%; H: 8.62%; N:
9.32%; O: 20.40%.

Data for PPI-1-FA:

( 2 (3\/5\® o@; 7 14 13 ) )
7
17N, NH 077 \8L<9 \>~120H 2 /)2

10 11O
/

15
H NMR (500 MHz, CDsOD), & (ppm): 1.31-1.33 (4H, H1, m); 1.76-1.80 (8H, H4,
m); 2.43-2.45 (4H, H2, m); 2.54 (8H, H3, t, J = 7.35 Hz); 2.98 (8H, H5,t, J = 7.35
Hz); 3.86 (12H, H15, s); 6.36 (4H, H7, d, J = 15.82 Hz); 6.82 (4H, H13,d, J = 8.11
Hz); 6.98 (4H, H14, dd, J=1.90 Hz and J = 8.11 Hz); 7.09(4H, H10, d, J = 1.90 Hz);
7.35 (4H, H8, d, J = 15.82 Hz).
13C RMN (125 MHz, CDsOD), & (ppm): 24.1 (C1); 24.8 (C4); 38.4 (C5); 51.0 (C3);
53.2(C2); 55.0 (C15); 109.9 (C10); 115.0 (C13); 121.4 (C14); 121.8 (C7); 127.7 (C9);
140.3 (C8); 147.9 (C11); 147.9 (C12); 174.7 (C6).
IR (cm™): 1634 (VCO carboxylate, S), 1372 (VCO carboxylate, S), 1211 (VC-O carboxyiate, S)
Calculated elemental analysis of CssHgaNgO16,2H20: C: 59.56%; H: 7.50%; N: 7.40%;
0: 25.5%.
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Experimental elemental analysis of CseHgaNeO16,2H20: C: 58.80%; H: 7.77%; N:
8.08%; O: 25.34%.

Data for PPI-2-FA:

(\/\(\/\(D 0910 16 )))
NH, mQrSOHZ 2 )2

13 14

3o
/
18

IH NMR (500 MHz, CD30D), & (ppm): 1.40-1.43 (4H, H1, m); 1.59-1.62 (8H, H4,
m); 1.79 (16H, H7, m); 2.32-2.67 (36H, H2, H5, H3, H6, m); 2.94 (16H, H8, t, J =
7.08 Hz); 3.85 (24H, H18, s); 6.36 (8H, H10, d, J = 15.8 Hz); 6,81 (8H, H16, d, J =
8.13 Hz); 6,98 (8H, H17, dd, J = 8.13 Hz, J = 1.91 Hz); 7.09 (8H, H13,d, J =1.91
Hz); 7.35 (8H, H11, d, J = 15.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDsOD), & (ppm): 22.4 (C4); 23.2 (C1); 24.6 (C7); 38.2 (C8);
50.8 (C6): 51.1 (C3); 51.2 (C5); 53.2 (C2); 55.1 (C18); 109.9 (C13); 115.3 (C16):
121.5 (C17); 121.9 (C10); 127.4 (C12); 140.3 (C11); 148.0 (C14); 148.3 (C15); 174.8
(C9).

IR (cm™): 1635 (VCO carboxytate, S), 1371 (VCO carboxylate, S), 1211 (VC-O carboxylate, S)
Calculated elemental analysis of Ciz0H176N14032,5H20: C: 59.64%; H: 7.76%; N
8.11%; O: 24.49%.

Eexperimental elemental analysis of Ci20H176N14032,5H,0: C: 58.9%; H: 7.99%; N:
8.61%; O: 24.5%.

Data for PPI-3-FA:

(A0 ).,

16 17
O

/
21

'H NMR (500 MHz, CD:OD), 3 (ppm) : 1.42-1.46 (4H, H1, m); 1.50-1.81 (56H, H4,
H7, H10, m); 2.27-2.62 (84H, H2, H5, H8, H3, H6, HY, m); 2.92-2.96 (32H, H11,
m); 3.87 (48H, H21, s); 6.35 (16H, H13, d, J = 15.83 Hz); 6.80 (16H, H19, d, J = 8.13
Hz); 6.98 (16H, H20, dd, J = 1.9 Hz and J = 8.13 Hz); 7.10 (16H, H16, d, J = 1.9 Hz);
7.34 (16H, H14, d, J = 15.83 Hz).
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13C NMR (125 MHz, CD3;0D), & (ppm): 18.5 (C7); 22.9 (C4); 24,8 (C1, C10); 38.3
(C11); 50.8 (C6, C9, C3); 51.2 (C8, C5, C2); 55.1 (C21); 109.9 (C16); 115.3 (C19);
121.5 (C20); 121.9 (C13); 127.4 (C15); 140.2 (C14); 148.1 (C17); 148.1 (C18); 174.6
(C12).

IR (cm”): 1635 (VCO carboxylate, S), 1373 (VCO carboxylate, S), 1211 (VC-O carboxylate, S
Calculated elemental analysis of CzagH36sN30064,13H20: C: 59.24%; H: 7.9%; N:
8.36%:; O: 24.5%.

Experimental elemental analysis of C24sHz6sN30064,13H20: C: 58.88%; H: 8.05%; N:
8.87%; O: 24.2%.

4.1.2. General Procedure for the Microwave-Assisted Synthesis of PPI-PhA

and PPI-FA Generations 1, 2 and 3

Phloretic acid (ferulic acid) (1.05 eg/NH2) and PPI-n dendrimer (1 eq), dissolved in
methanol (7 mL), were introduced to a CEM microwave oven; the mixture was heated
at 100 °C for 5 min at a maximal power of 90 W. The mixture was then transferred to
a flask and methanol was evaporated under reduced pressure. The residue obtained
thereby was then dissolved in water (20 mL) and extraction with ethyl acetate (20 mL)
was performed. The aqueous phase was then washed twice with ethyl acetate (2 x 50
mL) to remove excess phloretic acid (ferulic acid) and evaporated under reduced
pressure. The yellow solid salts were obtained with quantitative yields of > 98%.

4.1.3. General Procedure for the Flow Synthesis of lonic Dendrimers

A mixture containing 2.0 g of PPI, the adequate number of carboxylic acid (1
eq/NH-) and methanol (33.3 g) was prepared in a flask and stirred at room temperature
for about 1 min until a homogeneous liquid was obtained. The mixture was then
pumped into the Ehrfeld MMRS system at 0.24 mL/min using a Knauer Azura P4.15
HPLC pump. The flow reactor is represented in Scheme 3 and consists of a FlowPlate
lab with a process plate LL, an insulation module and a backpressure regulator
(Bronkhorst EL-Press). The temperature was settled to 150 °C using a Pilot One
Ministat 230; a pressure of 3.5 bars was maintained via the BPR to prevent the
evaporation of the medium. The residence time was confirmed by weighting the
mixture obtained for a set amount of time (20 min). Each sample was then evaporated
under vacuum at 45 °C, dissolved in methanol, washed three times with pentane/ethyl
acetate (7/3) and dried under vacuum to obtain yellowish solids.
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4.1.4. General Procedure for the Synthesis of PPI-CA Generations 1, 2 and 3

Caffeic acid (1.1 eg/NH,), dissolved in the ethanol (15 mL), was added dropwise in
a round-bottomed flask containing the PPI-n dendrimer (1 eq.) dissolved in ethanol
(10 mL). The reaction mixture was stirred at room temperature for 2h using orbital
stirring. The mixture was transferred to a centrifuge tube; the precipitation was
recovered and washed 3 times with ethanol (3 x 30 mL) to remove excess caffeic acid
before being dried under reduced pressure. The yellow solid salts were obtained, with
yields of 90%, 90% and 92%, respectively, for generations 1, 2 and 3.

Data for PPI-1-CA:

( 2 (3\/5\® OC% 7 14 13 ) )

P \

1 N " NH3 O;; 8_<9: E>—120H 2 72
10 11OH

H NMR (500 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 1.30-1.34 (4H, H1, m); 1.60-1.64 (8H, H4,
m); 2.27-2.30 (4H, H2, m); 2.37 (8H, H3, t, J = 6.87 Hz); 2.73 (8H, H5,t, J = 7.26
Hz); 6.14 (4H, H7, d, J = 15.76 Hz); 6.69 (4H, H13, d, J = 8.08 Hz); 6.80 (4H, H14,
dd, J=2.04 Hz and J = 8.08 Hz); 7,00 (4H, H10, d, J = 2.04 Hz); 7.13 (4H, H8, d, J
=15.76 Hz).

13C NMR (125 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 24.9 (C1); 26.9 (C4); 38.6 (C5); 51.4 (C3);
53.6 (C2); 114.7 (C10); 116.3 (C13); 120.3(C14); 122.4 (C7); 127.3 (C9); 140.1 (C8);
146.4 (C11); 147.9 (C12); 171.6 (C6).

IR (cm™): 15041600 (VCO carboxylate, S), 1375 (VCO carboxylate, S), 1204-1230 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of Cs,H72NsO16,2H20: C: 58.2%; H: 7.14%; N: 7.83%;
0: 26.83%.

Experimental elemental analysis of Cs;H72NgO16,2H.0: C: 57.4%; H: 7.46%; N
8.55%; O: 26.59%.

Data for PP1-2-CA:

( — (\/\ (\/\® O 9 10 17 16 ) ) )
1
NH; mQEOH 2 )2 )2

13 14OH
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H NMR (500 MHz, (CDs)2S0), & (ppm): 1.27-1; 32 (4H, H1, m); 1.39-1.44 (8H, H4,
m); 1.59-1.63 (16H, H7, m); 2.2-2.41 (36H, H2, H5, H3, H6, m); 2.74 (16H, H8, t, J
= 6.95 Hz); 6.15 (8H, H10, d, J = 15.76 Hz); 6,71 (8H, H16, d, J = 8.09 Hz); 6.85
(8H, H17,dd, J =8.09 Hz and J = 1.95 Hz); 7,00 (8H, H13, d, J = 1.95 Hz); 7.23 (8H,
H11, d, J=15.76 Hz).

13C NMR (125 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 24.8 (C1); 26,8 (C4); 27.1 (C7); 38.6 (C8);
49.9 (C6); 50.1 (C3); 51.3 (C5); 53.1 (C2); 109.1 (C13); 114.8 (C16); 116.3 (C17);
120.7 (C10); 126.9 (C12); 141.9 (C11); 146.3 (C14); 148.2 (C15); 171.6 (C9).

IR (cm™): 15041600 (VCO carboxylate, S), 1375 (VCO carboxylate, S), 1204-1230 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of Ci12H160N14032,5H,0: C: 58.37%; H: 7.72%; N:
9.15%; O: 25.39%.

Experimental elemental analysis of Ci112H160N14032,5H20: C: 57.21%; H: 7.9%; N:
9.72%; O: 25.16%.

Data for PPI-3-CA:

(:\A (\A N%HS O%OH)Z )2 )2 )2

16 17OH

'H NMR (500 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 1.25-1.73 (60H, H1, H4, H7, H10, m);
2.16-2.43 (84H, H2, H5, H8, H3, H6, H9, m); 2.74 (32H, H11, m); 6.15 (16H, H13,
d, J = 15.75 Hz); 6.73 (16H, H19, d, J = 8.14 Hz); 6.87 (16H, H20, d, J = 8.14 Hz);
7.01 (16H, H16, 5); 7.27 (16H, H14, d, J = 15.75 Hz).

13C NMR (125 MHz, (CD3),S0), 5 (ppm): 24.8 (C1); 26.1 (C4); 27.0 (C7, C10); 38.6
(C11); 49.8 (C6, C9, C3); 51.3 (C8, C5, C2); 111.7 (C16); 114.9 (C19); 116.2 (C20);
120.9 (C13); 126.7 (C15); 140.2 (C14); 146.4 (C17); 148.0 (C18); 170.7 (C12).

IR (cm™"): 1504-1600 (VCO carboxytate, S), 1375 (VCO carpoxylater S), 12041230 (vC-O

carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of Cig6Hz16N300s4,7H20: C: 57.66%; H: 8.15%; N
10.29%; O: 23.9%.

Experimental elemental analysis of CigsH316N300ss,7H20: C: 57.05%; H: 8.26%; N:
10.75%; O: 23.94%.
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4.1.5. General Procedure for the Synthesis of PAMAM-PhA and PAMAM-FA

Generations 1, 2 and 3

Phloretic acid (ferulic acid) (1.5 equiv. per NH2) and PAMAM-n dendrimer (1
equiv.), dissolved in methanol (20 mL), were introduced to a double-necked round-
bottomed flask. The mixture was stirred at reflux (65 °C) for 16h and the methanol
was evaporated under reduced pressure. The residue obtained thereby was then
dissolved in water (20 mL) and extracted with ethyl acetate (20 mL). The aqueous
phase was then washed twice with ethyl acetate (2 x 50 mL) to remove the excess
phloretic acid (ferulic acid). After evaporation, the yellow solid salts were obtained,
with quantitative yields of > 98%.

Data for PAMAM-1-PhA:

O
3
NAT 4N 5 TG NHs 0.2 ~OHJ2 )2 )2

14
(0] 16 17

!H NMR (500 MHz, CD30D), & (ppm): 2.29-2.49 (40H, H3, H8, H13, m); 2.5-2.61
(12H, H1, H6, m); 2.64-2.95 (40H, H2, H7, H14, m); 2.97-3.1 (16H, H11, m); 3.26
(8H, H5, m); 3.47- 3.49 (16H, H10, m); 6.72 (16H, H16, H20, d, J = 8.46 Hz) 7.05
(16H, H17, H19, d, J = 8.46 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDs0D), & (ppm): 31.5 (C14); 33.1 (C3, C8); 37.3 (C5, C10);
39.3 (C11); 39.8 (C13); 49.5 (C2, C7); 52.0 (C1, C6); 114.9 (C16, C20); 128.9 (C17,
C19); 132.8 (C15); 155.1 (C18); 173.3 (C4); 174.4 (C9); 180.6 (C12).

IR (cm™'): 1540 (VCO carboxylate, S), 1394 (VCO carboxyiate, S), 1211-1236 (vC-O carboxyiate,
S).

Calculated elemental analysis of CizsH20sN26036,3H20: C: 53.77%; H: 7.88%; N:
12.17%; O: 26.19%.

Experimental elemental analysis of C13sH20sN26036,13H20: C: 54.1%; H: 8.32%; N
11.34%; O: 26.23%.

Data for PAMAM-2-PhA:

T e e o 0)),),),

19 997
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'H NMR (500 MHz, CDs0D), & (ppm): 2.29-2.50 (88H, H 3, H8, H13, H18, m);
2.51-2.63 (28H, H1, H6, H11, m); 2.67-2.92 (88H, H2, H7, H12, H19, m); 2.94-3.1
(32H, H16, m); 3.26 (24H, H5, H10, m); 3.38-3.48 (32H, H15, m); 6.72 (32H, H16,
H20, d, J =8.27 Hz) 7.05 (32H, H17, H19, d, J = 8.27 Hz);

13C NMR (125 MHz, CD30D), & (ppm): 31.52 (C19); 33.1 (C3, C8, C13); 37.3 (C5,
C10, C15); 39.3 (C16); 39.8 (C18); 49.5 (C2, C7, C12); 52.0 (C1, C6, C11); 114.9
(C21, C25); 128.9 (C22, C24); 132.8 (C20); 155.1 (C23); 173.3 (C4, C9); 174.4
(C14); 180.6 (C17).

IR (cm™'): 1540 (VCO carboxylate, S), 1394 (VCO carboxyiate, S), 1211-1236 (VC-O carhoxyiate,
S).

Calculated elemental analysis of CassHaasNssO76,32H20: C: 52.92%; H: 7.95%; N:
12.51%; O: 26.62%.

Experimental elemental analysis of CagsHa4sNssO76,32H,0: C: 53.24%; H: 7.99%; N:
11.75%; O: 27.01%.

Data for PAMAM-3-PhA:

8 18 21 ® 3
L S LN
13 2 = 2)2)2)2)2

'H NMR (500 MHz, CDs0D), & (ppm): 2.25-2.49 (184H, H3, H8, H13, H18, H23,
m); 2.50-2.62 (60H, H1, H6, H11, H16, m); 2.7-2.89 (184H, H2, H7, H12, H17, H24,
m); 2.98-3.09 (64H, H21, m); 3.19-3.30 (56H, H5, H10, H15, m); 3.44 (64H, H20,
m); 6.71 (64H, H26, H30, d, J = 8.3 Hz); 7,05 (64H, H27, H29, d, J = 8.3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDs0D), & (ppm): 31.5 (C24); 33.1 (C3, C8, C13); 33.3 (C18);
37.1-37.4 (C5, C10, C15, C20); 39.3 (C21); 39.8 (C23); 49.5 (C2, C7, C12, C17);
52.0 (C1, C6, C11, C16); 114.9 (C26, C30); 128.9 (C27, C29); 132.8 (C25); 155.1
(C28); 173.3 (C4, C9, C14); 174.4 (C19); 180.6 (C22).

IR (cm™): 1540 (VCO carboxylate, S), 1394 (VCO carboxyiate, S), 1211-1236 (VC-O carboxylate,
S).

Calculated elemental analysis of CsgoHg2sN1220156,98H.0: C: 50.65%; H: 8.08%; N:
12.21%; O: 29.05%.

Experimental elemental analysis of CsgoHo26N1220156,98H,0: C: 51.04%; H: 8.00%;
N: 11.40%; O: 29.04%.
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Data for PAMAM-1-FA:

Cdr it s 25 a).)

1610

H NMR (500 MHz, CDs0D), & (ppm): 2.29-2.43 (24H, H3, H8, m); 2.48-2.61 (12H,
H1, H6, m); 2.64-2.87 (24H, H2, H7, m); 3-3.13 (16H, H11, m); 3.23 (8H, H5, m);
3.47 (16H, H10, m); 3.86 (24H, H21, s) 6,38 (8H, H13, d, J = 15.85 Hz); 6.82 (8H,
H19, d, J = 8.26 Hz); 6,99(8H, H20, dd, J = 1.95 Hz, J = 8.26 Hz); 7.11 (8H, H16, d,
J=1.95Hz); 7.35 (8H, H14, d, J = 15.85 Hz).

13C NMR (125 MHz, CD3;0D), § (ppm): 33.2 (C3, C8); 37.2 (C5); 38.3 (C10); 39.7
(C11); 49.6 (C2, C7); 50.8 (C1); 52.0 (C6); 55.0 (C21); 109.9 (C16); 115.0 (C19);
121.5 (C13); 121.7 (C20); 127.7 (C15); 140.4 (C14); 147.9 (C17, C18); 173.2 (C4);
174.3 (C9); 174.6 (C12).

IR (cm™): 1511-1590 (VCO carboxylate, S), 1373 (VCO carboxylate, S), 1220-1264 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of Ci42H208N26044,16H20: C: 52.13%; H: 7.39%; N:
11.13%; O: 29.34%.

Experimental elemental analysis of C142H208N26044,16H,0: C: 52.21%; H: 7.79%; N:
11.13%; O: 28.87%.

Data for PAMAM-2-FA:

(6]
1 H
(\N(Z\/MN/S\/NWN\/H\ /K/NH3 091718
34y e V7 IR 1314

19 21 22

'H NMR (500 MHz, CDs0D),  (ppm): 2.20-2.46 (56H, H3, H8, H13, m); 2.48-2.60
(28H, H1, H6, H11, m); 2.66-2.92 (56H, H2, H7, H12, m); 3.00-3.16 (32H, H16, m);
3.23 (24H, H5, H10, m); 3.50 (32H, H15, m); 3.86 (48H, H26, s) 6.37 (16H, H18, d,
J =15.8 Hz); 6.81 (16H, H24, d, J = 8.2 Hz); 6.99 (16H, H25, dd, J = 1.95 Hz, J =
8.2 Hz); 7.11 (16H, H21, d, J = 1.95 Hz); 7.35 (16H, H19, d, J = 15.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDsOD), & (ppm): 33.2 (C3, C8, C13); 37.5 (C5, C10); 38.3
(C15); 39.7 (C16); 49.6 (C2, C7, C12); 51.0 (C1, C6, C11); 55.0 (C26); 109.9 (C21);
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115.0 (C24); 121.5 (C18, C25); 127.7 (C20); 140.4 (C19); 147.9 (C22, C23); 174.2
(C4, C9, C14); 174.6 (C17).

IR (cm™): 1511-1590 (VCO carboxylate, S), 1373 (VCO carboxylate, S), 1220-1264 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of Cso2HaagNssOg2 40H20: C: 51.21%; H: 7.51%; N:
11.47%; O: 29.81%.

Experimental elemental analysis of Csp2Ha4sNss092,40H20: C: 51.53%; H: 7.68%; N:
10.93%; O: 29.84%.

Data for PAMAM-3-FA:

1205 89H112O1 8.0 219 o 3
N N/\/N N\/\N N;\/N 19N\/\NH 0.2223 OH
34y 6 75 1314y 16 7 Lo 3 X 22" Joly o))
o
/
31

o) 24 26 2

!H NMR (500 MHz, CDs0OD), & (ppm): 2.23-2.48 (120H, H3, H8, H13, H18, m);
2.47-2.61 (60H, H1, H6, H11, H16, m); 2.63-2.95 (120H, H2, H7, H12, H17, m);
3.02-3.17 (64H, H21, m); 3.17-3.28 (56H, H5, H10, H15, m); 3.40-3.56 (64H, H20,
m); 3.86 (96H, H31, s); 6.37 (32H, H23, d, J = 15.8 Hz); 6.82 (32H, H29, d, J = 8.27
Hz); 6.99 (32H, H30, dd, J = 1.95 Hz, J = 8.27 Hz); 7.11 (32H, H26, d, J = 1.95 Hz);
7.36 (32H, H24, d, J = 15.8 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDs0OD), § (ppm): 33.2 (C3, C8, C13, C18); 37.17 (C5, C10,
C15); 38.0 (C20); 39.6 (C21); 49.5 (C2, C7, C12, C17); 51.9 (C1, C6, C11, C16);
55.16 (C31); 110.0 (C26); 115.3 (C29); 121.5 (C30); 122.0 (C23); 127.6 (C25); 140.4
(C24); 148.0 (C27, C28); 174.4 (C4, C9, C14, C19); 174.9 (C22).

IR (cm™): 1511-1590 (VCO carboxylate, S), 1373 (VCO carboxylate, S), 1220-1264 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of Cg22Hg2sN1220188,95H.0: C: 50.36%; H: 7.60%; N:
11.52%:; O: 30.52%.

Experimental elemental analysis of Ce22Ho2sN1220183,95H,0: C: 50.24%; H: 7.61%;
N: 10.94%; O: 29.82%.

4.1.6. General Procedure for the Synthesis of PAMAM-CA Generations 1, 2
and 3

Caffeic acid (1.5 equiv. per NHy), dissolved in ethanol (15 mL), was introduced
dropwise to a round-bottomed flask containing the PAMAM-n dendrimer (1 eq.),
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which had been previously dissolved in ethanol (10 mL). The reaction mixture was
stirred at room temperature for 20h using orbital stirring. The mixture was then
transferred to a centrifuge. The residue recovered by filtration was then washed 3
times with ethanol (3 x 30 mL) to remove the excess caffeic acid. The product
obtained thereby after evaporation under reduced pressure consisted of a white solid
salt, with quantitative yields of > 99% for generations 1 and 3 and 90% for generation
2.

Data for PAMAM-1-CA:

8 g 1@ 20 19
/\/N(/\H/N QZ OH)
(\ (\/N\N NH3 © \14 18 212 )2
16 179

!H NMR (500 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 2.14-2.99 (24H, H3, H8, m); 2.36-2.46
(12H, H1, H6, m); 2.56-2.7 (24H, H2, H7, m); 2.72-2.81 (16H, H11, m); 3.06-3.15
(8H, H5, m); 3.23 (16H, H10, m); 6.15 (8H, H13, d, J = 15.79 Hz); 6.71 (8H, H19, d,
J=8.22 Hz); 6.83 (8H, H20, dd, J =2.08 Hz, J = 8.22 Hz); 6.98 (8H, H16, d, J =2.08
Hz); 7.20 (8H, H14, d, J = 15.79 Hz).

13C NMR (125 MHz, (CDs)2S0), & (ppm): 33.8 (C3, C8); 37.4 (C5, C10); 39.0 (C11);
50.0 (C2, C7); 52.6 (C1, C6); 114.8 (C16); 116.3 (C19); 120.6 (C13); 121.0 (C20);
127.1 (C15); 141.1 (C14); 146.3 (C17); 148.0 (C18); 171.2 (C4, C9); 172.5 (C12).
IR (cm™): 15221580 (VCO carboxylate, S), 1376 (VCO carboxylate, S), 1200-1220 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of CizaH192N26044,11H,0: C: 52.44%; H: 7.03%; N
11.87%; O: 28.67%.

Experimental elemental analysis of C134H19oN26044,11H,0: C: 52.64%; H: 7.41%; N:
11.63%; O: 28.31%.

Data for PAMAM-2-CA:

@)

1 5 H

(\N(z\/U\N/\/N(/B\?(N\/ﬂ\ ;\/NH3 061713 _OH
34y 6 \7 & o 15 14N

2122

IH NMR (500 MHz, (CDs),S0)), § (ppm): 2.02-2.29 (56H, H3, H8, H13, m); 2.34-
2.47 (28H, H1, H6, H11, m): 2.56-2.79 (88H, H2, H7, H12, H15,m); 2.99- 3.24 (56H,
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H5, H10, H15, m); 6.15 (13H, H18, d, J = 15.74 Hz); 6.73 (13H, H24, d, J = 8.17 Hz);
6.86 (13H, H25, dd, J = 2.14 Hz, J = 8.17 Hz); 6.98 (13H, H21, d, J = 2.14 Hz); 7.26
(13H, H19, d, J = 15.74 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDsOD),  (ppm): 33.7 (C3, C8, C13); 37.4 (C5, C10, C15);
39.0 (C16); 50.0 (C2, C7, C12); 52.5 (C1, C6, C11); 114.7 (C21); 116.3 (C24); 120.6
(C23); 121.0 (C25); 127.0 (C18); 141.1 (C19); 146.2 (C22, C23); 171.2 (C4, C9,
C14); 172.7 (C17).

IR (cm ~'): 1522-1580 (VCO carvoxylate, S), 1376 (VCO carvoxytates S), 1200-1220 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of CagsHa16Nss092,20H.0: C: 52.86%; H: 7.07%; N:
12.50%; O: 27.57%.

Experimental elemental analysis of CagsHa16Ns8002,20H,0: C: 52.21%; H: 7.09%; N:
12.87%; O: 27.83%.

Data for PAMAM-3-CA:

WD s o 1 f2 ? . 18,0 2@ o 3
N ’ N/\/N - N\/\N MN&‘IEN - N;O/\NH3 02223\2 280H
3 "H 6 o 13 %4 o > 2)2)2)2)2
0 26 2ToH

H NMR (500 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 2.10-2.34 (120H, H3, H8, H13, H18, m);
2.35-2.48 (60H, H1, H6, H11, H16, m); 2.55-2.87 (184H, H2, H7, H12, H17, H21,
m); 2.95-3.33 (120H, H5, H10, H15, H20, m); 6,16 (32H, H23, d, J = 15.79 Hz); 6.72
(32H, H29, d, J = 8.24 Hz); 6.85 (32H, H30, dd, J = 2.03 Hz, and J = 8.24 Hz); 6.98
(32H, H26, d, J = 2.03 Hz); 7.24 (32H, H24, d, J = 15.79 Hz).

13C NMR (125 MHz, (CD3)2S0), & (ppm): 33.8 (C3, C8, C13, C18); 37.4 (C5, C10,
C15, C20); 39.1 (C21); 50.0 (C2, C7, C12, C17); 52.6 (C1, C6, C11, C16); 114.8
(C26); 116.4 (C29); 120.6 (C23); 121.1 (C30); 127.1 (C25); 141.1 (C24); 146.3 (C27,
C28); 171.2 (C4, C9, C14, C19); 172.6 (C22).

IR (cm™): 1522-1580 (VCO carboxyiate, S), 1376 (VCO carboxylate, S), 1200-1220 (vC-O
carboxylate, S)

Calculated elemental analysis of CsgoHsesN1220188,26H.0: C: 53.92%; H: 7.02%; N:
13.00%; O: 26.05%.

Experimental elemental analysis of CsgoHgsaN1220185,26H,0: C: 53.16%; H: 7.50%;
N: 13.75%; O: 25.58%.
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4.2. Antioxidant Activity Evaluation of  Synthesized
Dendrimers

In a volumetric flask, a solution of 2,2-diphenyl 1-picrylhydrazyl (DPPHe) at 6 x
10 mol/L was prepared (2.37 mg in 25 mL of methanol). Then, a solution of the
desired antioxidant ionic dendrimers was prepared, either in methanol for the phloretic
and ferulic acid-based dendrimers or in a methanol/water/DMSO ((3:1:1) v/v/v)
mixture for the caffeic acid-based dendrimers. The solution was diluted to different
concentrations in microplate wells. An equivalent volume of DPPHe solution
(100puL/100pL) was added to each well.

The absorbance measurements were realized using a FLUOstar Omega device at
515 nm every 90s for 45 min to control the kinetics of the reaction. The curve of the
percentage inhibition as a function of the concentrations (I (%) = f ([C])) gave the ICso
values (the concentration of the antioxidant necessary to inhibit 50% of DPPH) for
each compound.

4.3. Cytotoxicity Experiment

4.3.1. Cell Culture

Normal human dermal fibroblasts were purchased from Promocell (Heidelberg,
Germany). They were grown in DMEM, supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) according to the manufacturer’s specifications, in Nunclon® 75 cm? flasks
(Dutscher Brumath, France) at 37 °C in a humid atmosphere containing 5% CO..

4.3.2. Cell Viability Assay

Cells were seeded in sterile 96-well microtiter plates (1 x 10,000 cells/well) and
were allowed to settle for 24h. Dendrimers were added to the cells at final
concentrations of 0, 1, 10, 200, 500 and 1000 pg/mL in DMEM supplemented with
1% FBS. The cells were incubated for 48h and imaged using an EVOS XL Core
(Invitrogen) inverted microscope (x 10 magnification) (Figure 5). Then, the medium
was replaced by fresh medium containing 10% WSst-1 reagent. Absorbance was
measured at 450 nm using a microplate spectrophotometer (SPECTROstar® Nano,
BMG Labtech, Champigny-sur-Marne, France). Statistical analysis was performed
using Student’s t-test. The results are expressed as the mean + standard deviation.
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Supplementary Materials: (Annexe 1) The following supporting information can
be downloaded at: https://www.mdpi.com/article/10.3390/polym14173513/s1,Figure
S1:H NMR of PPI-1-PhA in CDsOD; Figure S2 : 3C NMR of PPI-1-PhA in CD;0D;
Figure S3: COSY NMR of PPI-1-PhA in CD3;OD; Figure S4: HSQC NMR of PPI-1-
PhA in CD;OD; Figure S5: HMBC NMR of PPI-1-PhA in CDsOD; Figure S6: *H
NMR of PPI-2-PhA in CD3;0D; Figure S7: *C NMR of PPI-2-PhA in CDs;OD; Figure
S8: *H NMR of PPI-3-PhA in CD3;OD; Figure S9: *H NMR of PPI-1-FA in CDsOD;
Figure S10: 3C NMR of PPI-1-FA in CDsOD; Figure S11: COSY NMR of PPI-1-FA
in CD30OD; Figure S12: HSQC NMR of PPI-1-FA in CDs;OD; Figure S13: HMBC
NMR of PPI-1-FA in CDsOD; Figure S14: *H NMR of PPI-2-FA in CDsOD; Figure
S15: 3C NMR of PPI-2-FA in CDs;OD; Figure S16: *H NMR of PPI-3-FA in CDs;OD;
Figure S17: *3C NMR of PPI-3-FA in CD3;0D; Figure S18: IR of PPI-3-FA; Figure
S$19: *H NMR of PPI-1-CA in (CD3),SO; Figure S20: *C NMR of PPI-1-CA in
(CD3),SO; Figure S21: *H NMR of PPI-2-CA in (CD3),SO; Figure S22: 3C NMR of
PPI-2-CA in (CDs3).SO; Figure S23:'H NMR of PPI-3-CA in (CD3),SO (weak
solubility); Figure S24: 3C NMR of PPI-3-CA in (CD3).SO (weak solubility); Figure
S25: IR of PPI-3-CA; Figure S26: IR of Caffeic acid; Figure S27:'H NMR of
PAMAM-1-PhA in CD3;OD; Figure S28: *C NMR of PAMAM-1-PhA in CDsOD;
Figure S29: COSY NMR of PAMAM-1-PhA in CD30D; Figure S30: IR of PAMAM-
1-PhA; Figure S31: IR of Phloretic acid; Figure S32: *H NMR of PAMAM-2-PhA in
CD;0D; Figure S33: IR of PAMAM-2-PhA; Figure S34: *H NMR of PAMAM-3-
PhA in CDs;OD; Figure S35:*C NMR of PAMAM-3-PhA in CD3;OD; Figure
S36: HMBC NMR of PAMAM-3-PhA in CDs;OD; Figure S37: *H NMR of PAMAM-
1-FA in CDsOD; Figure S38: 3C NMR of PAMAM-1-FA in CDs;OD; Figure S39: 'H
NMR of PAMAM-2-FA in CDsOD; Figure S40: IR of PAMAM-2-FA; Figure
S41: *H NMR of PAMAM-1-CA in (CD3).SO; Figure S42: 3C NMR of PAMAM-1-
CA in (CDs).SO; Figure S43: IR of PAMAM-1-CA; Figure S44:'H NMR of
PAMAM-2-CA in (CD3),SO; Figure S45: IR of PAMAM-2-CA; Figure S46: 'H
NMR of PAMAM-3-CA in (CD3),SO; Figure S47: IR of PAMAM-3-CA; IR of
PAMAM-3-CA,; Figure S48: Inhibition of DPPH (300 umol or 118.3mg/L) by caffeic
acid derived-PAMAM dendrimers; Figure S49: Inhibition of DPPH (300 umol or
118.3mg/L) by ionic antioxidant dendrimers; Table S1: 1Cso (Mg/L).
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I11.3. Evaluation de P’activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules ou enzymes capables de prévenir ou ralentir
I’oxydation d’une substance. Ils sont capables de neutraliser les formes actives de
I’oxygéne et permettent de piéger les radicaux libres au niveau de 1’organisme [291].
Les antioxydants jouent un r6le important pour notre santé et notre vitalité, ils luttent
contre 1I’oxydation de 1’organisme mais également contre le vieillissement [292]. Il
existe plusieurs antioxydants de nature synthétique ou naturels parmi ceux-ci on peut
citer les vitamines A, E et C, les polyphénols dont les acides phénoliques [291,293].

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer I’activité antioxydante, le
tableau 11 en présente quelques-unes.

Tableau 11 : Quelques méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant

Meéthode Principe Avantages Inconvénients | Références

- Décoloration
d’un radical

cationique
ABTS "coloreé bleu
vert lorsqu’il est - Treés facile a - Produit de
Test d’ABTS (acide réduit par un mettre en ceuvre | dégradation
2,2’-azinobis-(3 antioxydant, par - Cinétique de | antioxydant
. - L A . [294-296]
éthylbenzothiazoline- | suite d’un transfert | [a réaction trés - Radical
6-sulfonique)) d’électron. rapide inexistant in
- Mesure de - Peu couteux vivo

I’adsorption par
spectrophotométrie
a

734 nm
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- Mesure de
I’inhibition de la
dégradation
oxydative du -
carotene par les

produits
d’oxydation de - Treés facile a
I’acide linoléique | mettre en ceuvre i o
en présence d’un - Sensible L (;X}_/?atlon
anti - oxydant. - Utilisation tndut .e bar
. . ) voie
- B-caroténe anti - de composés )
. . thermique est
) . oxydant lipophile naturels )
Test de décoloration . . . non contrélée
R protege les acides - Peut étre
du B —caroténe . et donc non
gras de couplé a la . [297-299]
, . .| speécifique, ce
I’oxydation. chromatographie . .
. . qui conduit
- L’ajout de I’anti - sur couche . X
. i bien souvent &
oxydant a la mince e
. une variabilité
solution aqueuse )
A des résultats
de -carotene
permet sa
préservation.
- Protection
mesurée a 470 nm
par
spectrophotométrie
- Baseé sur
I’oxydation d’une
protéine
fluorescente
] - Couteux
(B Phycoérythrine)
via un transfert de - Facile a L
Mécanismes
proton par des mettre en ceuvre .
ORAC . . de génération
o Radical radicaux libres - des ROO hon
(Oxygen-Radica (peroxyl). Reproductible ohysiologique [296,300—
Absort_)ance - Diminution de 302]
Capacity)

I’intensité de la
fluorescence.
- Contact avec
I’anti- oxydant qui
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prolonge la
fluorescence.
- Mesure de I’aire
sous la courbe de
I’échantillon testé
et comparaison a
un autre anti -
oxydant de
référence (Trolox)

- Mesure de la
capacité d’un
antioxydant a - Simple &
piéger un radical | mettre en ceuvre, .
. . - Radical
libre de DPPHe rapide, svnthétiaue
. iqu
- La réduction des | reproductible et Y g
radicaux DPPHe peu codteux. Diminution de
par un agent - Température [286,296,303—
Test de DPPH . . . | DI’absorbance
. antioxydant ambiante ce qui . 307]
(2,2-diphenyl-1- - du radical par
iervihvdrazvl entraine une permet offet de Ia
picrylhydrazyl) décolorationde la | d’éliminer tout .
. . lumiére, de
solution risque de ; .
) . I’oxygéne et
- Mesure de dégradation du oH
I’adsorption par thermique des P
spectrophotométrie molécules
a515nm

La capacité antioxydante des dendriméres ioniques synthétisés dans ce chapitre a
été évaluée en mesurant leur capacité a piéger un radical de DPPH«. Le piégeage des
radicaux DPPHe par un antioxydant conduit a une décoloration de la solution violette,
résultant d’un transfert de He (Schéma 12). Ce changement de couleur implique une
diminution de I'absorbance du radical DPPHe a 515 nm. Cette méthode est simple a
mettre en ceuvre, rapide, reproductible et peu colteuse [286,303,304,307]. Cependant
une autre méthode d’évaluation sera ultérieurement utilisée pour confirmer les
résultats obtenus.
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NEh2 NPh,
N NH .
OzN\©/N02 + Anti-oxydant-OH _____ 02N©/N02 + Anti-oxydant -O
[ ]
DPPH (violet) DPPH (jaune)

Schéma 12 : Principe de la méthode de DPPH

I11.4. Synthése de dendrimeres antioxydants derivés
de PPIs

1. Rappel bibliographique : les réactions

d’amidations

Un amide est un dérivé carbonylé qui se caractérise par une double liaison carbone
oxygene (C=0) et une liaison simple carbone azote (C-N) [308]. Les amides peuvent
étre classés en trois sous-catégories selon le nombre de groupes R portés par 1’atome
d’azote : les amides primaires (NH2), secondaires (NHR) et tertiaires (NR1R2). Les
amides sont connus particulierement par leur grande polarité due a leur capacité a
former des ponts hydrogénes qui sont responsables de la stabilité exceptionnelle des
amides (points d’ébullition élevés) [309]. La liaison amide est extrémement répandue
dans la nature et essentielle a la vie. En effet, I’enchainement d’acides aminés liés
entre eux par des liaisons amides qu’on appelle liaisons peptidiques, constitue la
structure primaire des protéines [310].

11 existe plusieurs méthodes pour la synthése d’un amide. La méthode classique est
la condensation directe entre un acide et une amine en présence de tamis moléculaires
a haute température pour former un carboxylate d’ammonium stable qui entraine
ensuite la formation d’amide [311,312]. Cependant, dans certains cas, cette méthode
ne peut pas étre utilisée a cause de la sensibilité des produits a haute température.
Ainsi, de nombreuses méthodes ont été développées, qui font généralement appel a
divers réactifs de couplage [313,314]. Ces réactifs activent ainsi I'acide carboxylique
en les transformant en chlorures d'acide, anhydrides, amides activés ou esters,
substituant ainsi le groupe hydroxy libre par un groupement partant. Parmi ces agents
de couplage, on peut citer les sels de phosphonium [315] ou de
guanidinium/uronium[316] et les carbodiimides [317,318]. Ces derniers sont la classe
d’agents de couplage les plus utilisés pour la formation de liaisons amides.
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Le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) joue un réle essentiel dans la chimie
organique. 1l est largement employé en tant qu'agent d'activation/déshydratation dans
la synthése de divers composés organiques [319] mais également pour les réactions
d’estérification [320] et d’amidation [321] ; en effet, il a été utilisé pour la premiere
fois comme agent de couplage pour former les liaisons peptidiques par Sheehan et
al.[322] en 1955. 1l a également été rapporté comme donneur de cyclohexylamine lors
de I'amidation d'acides carboxyliques [323].

En 1998, le DCC a été efficacement utilisé comme agent de couplage d’une réaction
d’estérification pour former des dendriméres a base de l'acide 2,2-
bis(hydroxyméthyl)propionique [324]. Cette méthode a été également employée par
Pahovnik et al. pour former le dendrimere poly(ester-amide) par une réaction
d’amidation suivie d’une estérification successive a partir de l'acide 2,2-
bis(hydroxyméthyl)propionique et la glycine (Figure 27) [325].

En outre, une nouvelle famille de dendrimere chiral polyaromatique contenant une
fonction amide a été développée a partir de 1,3-diamino-2-hydroxypropane et le 4-
carboxybenzaldéhyde en présence de DCC comme agent de couplage [326].

noyou_a»xoy%“ . o\"/\,?ﬂx &HOY\”J\OK
HO o o o
5

1 2 ¢d 3
0
x:yLu/Tcsn
A
o
Ho}dLu/Yoan XOYH/ION
7 8
I
o}%LH,\g,oan _h o}%:/\rrou
Nﬁo Nﬁo 10
Fe e

Figure 27 : [100] : Synthese de dendron poly(ester-amide) par une réaction d’amidation
suivi d’une estérification a partir de bis-MPA et de glycine: Réactifs et conditions : (a) 2,2-
diméthoxypropane, acétone, 85% ; (b) BhOH, DCC, DPTS, DCM, 87% ; (c) TFA, DCM ;
(d) Méthode A : TEA, DCC, DPTS, DCM, 79% ; Méthode B : TEA, EDC, DMAP, DCM,

99% ; (e) Dowex, CH3CN, 99% ; (f) H,, Pd/C, EtOAc, 99% ; (g) Méthode A : DCC, DPTS,
DCM, 90% ; Méthode B : EDC, DMAP, DCM, 79% ; (h) Hy, Pd/C, EtOAc, 99%.
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C’est en se basant sur ces conditions de synthése d’amide, en présence de DCC
comme agent de couplage, que nous avons développé un protocole adapté a la
synthése de nouvelles familles de dendriméres dérivés de PPI et d’acides phénoliques.

2. Reésultats et discussions

2.1. Réaction de couplage de PPIs avec I’acide Phlorétique

La syntheése d’une nouvelle famille de dendrimére possédant des fonctions
antioxydantes (PhA-PPI) a été réalisée par réaction de PPIs commerciaux avec un
exceés d’acide phlorétique (PhA) (I’acide 3(4-hydroxyphenyl) propionique) en
présence d’un agent de couplage DCC. Aprés avoir testé plusieurs conditions
(Tableau 12), un greffage complet est obtenu uniquement pour la premiére génération
en présence d’un large excés d’acide et de DCC dans le DMF sous vide a température
ambiante pendant 36 a 48h.

Afin de mettre au point un protocole pour le couplage, hous avons joué sur plusieurs
facteurs : le temps, le solvant, 1’air, le nombre d’équivalents et aussi 1’ordre d’ajout
des réactifs. Nous avons constaté que le greffage était complet pour la premiére
génération dans le DMF sous vide pendant 36 a 48h, avec un nombre d’équivalents
en acide et en DCC égal a 3 par fonction amine dans le DMF. En prenant exemple sur
cette premiére génération, nous avons testé ces conditions optimisées avec les
générations 2 et 3 mais nous n’avons pas abouti a un greffage complet (méme en
augmentant les équivalents d’acide et d’agent de couplage).

Nous avons alors cherché a optimiser les rendements de réaction en utilisant les
micro-ondes. Les greffages se sont avérés complets pour les trois premiéres
générations de PPl (Schéma 13). Les résultats de couplage sont compilés dans le
tableau 13.
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Tableau 12 : Conditions de réaction de PPI de générations 1,2 et 3 avec I’acide 3(4-
hydroxyphényl) propionique. La ligne rouge correspond aux conditions de réaction pour

lesquelles le greffage est complet

Dendrimére] PhA | DCC | solvant Te(rr?)ps Temp(eorg;ure Er;\é!;?gﬁ::m Conclusion
0°C
. . pendant 10 3 Pas de
4cq.| 4¢q. 24 min puis a greffage
T.amb
5,6 5,6 48 _ Pas de
éq. éq. greffage
) ) Greffage
8éqg.| 8éq. DMF 48 - partiel
10 10 . Greffage
éq. éq. 48 Sous vide partiel
12 12 Greffage
PPI-1 éq. éq. 48 0 °C pendant Sous argon partiel
12 12 30 min . Greffage
éq. éq. 48 puis a T.amb Sous vide complet
12 12 EtOH, 48 3 Pas de
éq. éq. EtsN greffage
] 10 ) 10 ACN 24 3 Gref_fage
Q. éq. partiel
2-
12 12| ., Pas de
] . méthylbutan| 48 -
éq. €d- | >-ol/DME greffage
0 °C pendant
) 24 ) 24 48 | lhpuisa Sous vide Gref_fage
éq. éq. T.amb partiel
e 24 24 . 0 °C pendant Greffage
) ) 72 1h puis a Sous vide -
éq. éq. T.amb partiel
0 °C pendant
,48 ,48 48 1h puis a Sous vide Gref_fage
éq. éq. Tamb partiel
o 56 | 56 oMF 0°C pendant . Greffage
) . 72 1h puis a Sous vide -
éq. éq. Tamb partiel

121




Apport des dendrimeres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

H
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Schéma 13 : Synthése de PhA-PPI-1

Tableau 13 : Résultats de couplage des PPI générations 1,2 et 3 avec 1’acide phlorétique
sous micro-ondes. La ligne rouge correspond aux conditions de réaction pour lesquelles le
greffage est complet

Temps | Température
Dendrimeres | PhA | DCC Solvant Reésultats
(min) (°C)
1 éq. Pas de
/ NH> X MeOH 15 40 greffage
Greffage
1éq. | 1éq./ | ACN/MeOH 20 40 partiel
/ NH; NH, (3/1) +S0Us-
produit
2,5 2,5
éq./ | eq./ DMF 40 40 Gr::{%?e
PPI-1 NHz | NH; P
3ég. | 3éq./ Greffage
/NH2 | NH; DMF 120 40 complet
3ég. | 3éq./ Greffage
INH, | NH; DMF 120 40 partiel
3,5 3,5
PPI-2 éq./ | eq./ DMF 120 40 (;’gf;fﬁgf
NH> NH; p
35 3,5
éq./ | éq./ DMF 120 40 Greffage
NH; NH; p
4éq. | 4¢€q./ Greffage
INHz | NH; DMF 120 40 partiel
PPI-3
4éq. | 4éq./ Greffage
/I NH2 | NH; DMF 140 40 complet
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Pour obtenir le greffage complet des trois premiéres générations, les conditions ont
¢té modifiées (augmentation de la quantité d’acide de 0,5 éq./NHz pour chaque
génération supérieure, 3 éq., 3,5 éq. et 4 éq., respectivement pour PPI-1, PPI-2 et PPI-
3) et la réaction a été réalisée sous micro-ondes a 60 W et 40 °C pendant 120 min dans
le DMF, sauf dans le cas de PPI-3 ou il a fallu augmenter le temps de réaction jusqu’a
140 min avec un temps de contact du DCC avec I’acide phlorétique de 2 heures, avant
de rajouter le PPI-3.

Cette réaction a été clairement mise en évidence par RMN H en se focalisant
notamment sur les déplacements chimiques des protons correspondants aux
groupements CH; liés aux fonctions amines primaires terminales (2,67 ppm pour PPI-
1 et 3,17 ppm pour AF-PPI-1 dans CDs0OD). De méme, la RMN HMBC a montré une
tache de corrélation entre les CO d’amides et les protons correspondants aux
groupements CHz liés aux fonctions amines primaires terminales.

Les difficultés de purification causées par I’excés de 1’acide de départ n’ont pas
permis d’obtenir les composés de fagon pure et isolée afin de pouvoir déterminer les
rendements.

2.2. Réaction de couplage de PPIs avec ’acide Férulique

En se basant sur les résultats de couplage de PPIs avec I’acide phlorétique obtenus
par les micro-ondes, nous avons optimisé le protocole pour le couplage de PPIs avec
I’acide férulique (FA). Ainsi, une réaction de couplage du dendrimere PPI avec un
exces d’acide férulique a été réalisée en présence d’un excés d’agent de couplage
(DCC) dans le DMF a 100 W et 60 °C pendant seulement 15 min (Schéma 14).

NH

o . W@[

\ ; @VL e

A~N + S
N \ Howo" DCC (7 éq.) (NN
R —" -
_o

f( 1éq. NH 7 éq. MO, 60 °C, 100W o \\K M

H,N 2 15 min, DMF /@/\/MNH

Schéma 14 : Syntheése de FA-PPI-1 par une réaction d’amidation

Nous avons joué sur plusieurs facteurs : le temps, la température, la puissance et le
nombre d’équivalents d’acide et de DCC. Nous avons donc obtenu un greffage

123



Apport des dendrimeres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

complet pour les deux premiéres générations du PPl sous micro-ondes dans le DMF
a 60 °C et 100 W pendant 15 min pour un nombre d’équivalent d’acide et de DCC
égal a 7, 15 ou 30 éq. respectivement pour PPI-1, PPI-2 et PPI-3. Cette réaction a été
clairement mise en évidence par RMN *H en se focalisant notamment sur les
déplacements chimiques des protons correspondants aux groupements CH; liés aux
fonctions amines primaires terminales (2,67 ppm pour PPI-1 et 3,36 ppm pour AF-
PPI-1 dans CDs;OD). De méme, la RMN HMBC a montré une tache de corrélation
entre les CO d’amides et les protons correspondants aux groupements CH liés aux
fonctions amines primaires terminales.

Les difficultés de purification causées par I’exces de 1’acide de départ n’ont pas
permis d’obtenir les composés de fagon pure et isolée afin de pouvoir déterminer les
rendements.

En effet, des liaisons ioniques entre les fonctions amines tertiaires présentent au
cceur des PPIs et les phénolates de 1’acide férulique ont été formées. Plusieurs tests
ont été réalisés dans des milieux acides pour protoner le férulate pour ensuite rompre
les liaisons ioniques, mais a chaque fois dans ces conditions, elles provoquent au
moins une rupture de liaison amide.

3. Conclusion

La synthése de deux nouvelles familles de dendrimeéres antioxydants (PhA-PPlIs et
FA-PPIs) a été développée par couplage de 1’acide phlorétique (PhA) ou de 1’acide
férulique (FA) avec les trois premiéres générations de PPI en présence de DCC sous
micro-ondes. Les difficultés de purification causées par I’exces de ’acide de départ
n’ont pas permis d’obtenir les composés de fagon pure et isolée afin de pouvoir
déterminer les rendements. Une optimisation des réactions notamment en termes de
purification est prévue dans les perspectives.

4. Protocoles

4.1. Procédure générale de synthese de PhA-PPIs

4.1.1. Synthese de PhA-PPI-1
Dans un ballon bicol, I’acide phlorétique (acide 3(4-hydroxyphényl)propionique)
(12 éq., 3 ég. /NH>) dissous dans le DMF (20 mL), puis la DCC (12 éq., 3 ég. /NH>)
sont ajoutés a 0 °C. Aprés 30 min d’agitation, le dendrimére PPI-1 (1 éq.) est ajouté.
Le mélange réactionnel est porté sous agitation a température ambiante pendant 48h
puis une extraction avec de I’acétate d’éthyle /eau (30/30 mL) est effectuée. La phase
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aqueuse lavée 3 fois avec I’acétate d’éthyle (3 x 80 mL) puis avec 1’éther (100 mL),
est évaporée sous pression réduite. Le produit obtenu est solubilisé dans un minimum
de MeOH puis un exces d’acétate d’éthyle froid est ajouté ; le produit recristallisé est
enfin séché sous pression réduite.

4.1.2. Synthese de PhA-PPI générations 1,2 et 3 sous micro-ondes

Dans un réacteur pour four a micro-ondes, 1’acide phlorétique (acide 3(4-
hydroxyphényl) propionique) et la DCC (3 éq. /NH2, 3,5 éq. /NHz et 4 éq. /NH;
respectivement pour G1, G2 et G3) dissoute dans du DMF (7 mL) sont ajoutés a
température ambiante. Aprés 1 a 2h d’agitation, le dendrimére PPI-n (1 éq.) est ajouteé.
Le mélange réactionnel est porté sous micro-ondes a 40 °C pendant 2h. Une extraction
avec un mélange acétate d’éthyle/eau (30/30 mL) est effectuée. La phase aqueuse
lavée 3 fois avec I’acétate d’éthyle (3 x 80 mL) puis avec I’éther (100 mL), est
évaporée sous pression réduite. Le produit obtenu est solubilisé dans un minimum de
MeOH puis un exces d’acétate d’éthyle froid est ajouté ; le produit recristallisé est
enfin séché sous pression réduite.

(@)
(1 6\/5\ U
ELER RSy
1413120H

RMN 'H (500 MHz, CD:0OD), 5 (ppm) : 1,45-1,54 (4H, H1, m) ; 1,60-1,70 (8H, H4,
m) ; 2,40-2,51 (8H, H7, m) ; 2,55-2,64 (8H, H3, m) ; 2,63-2,71 (4H, H2, m) ; 2,78-
2,84 (8H, H8, m) ; 3,17 (8H, H5, t, J = 7.24 Hz) ; 6,75 (8H, H11, H13, d, J = 8,61 Hz)
: 7,04 (8H, H10, H14, d, J = 8,61 Hz).

RMN C (125 MHz, CDs0D), § (ppm) : 22,7 (C1) ; 25,1 (C4) ; 30,6 (C8) ; 36,8 (C5)
:37,8(C7) ;50,7 (C3) ; 52,6 (C2) ; 114,9 (C11, C13) ; 129,1 (C10, C14) ; 131,4 (C9)
+155,5 (C12) ; 174,1 (C6).

PhA-PPI-1

PhA-PPI-2

SN N Nm 2 )2 )2
171615OH
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RMN H (500 MHz, CDzOD), § (ppm) : 1,44-1,71 (28H, H1, H4, H7, m) ; 2,23-2,50
(40H, H10, H3, H6, m) ; 2,53-2,73 (12H, H2, H5, m) ; 2,76-2,86 (16H, H11, m); 3,15
(16H, H8, m); 6,72 (16H, H14, H16, d, J=8.61 Hz); 7,01 (16H, H13, H17,d, J=8.61
Hz).

RMN *3C (125 MHz, CD30D), & (ppm) : 22,7 (C1) ; 25,2 (C4, C7) ; 30,7 (C11) ; 36,8
(C8) ; 37,8 (C10) ; 50,7 (C6, C3) ; 52,7 (C2, C5) : 114,9 (C14, C16) : 129,1 (C13,
C17) ; 131,4 (C12) ; 155,5 (C15) ; 174,1 (C9).

PhA-PPI-3

(1 6\/5\(6\/36\/11\014116
SMNT MY N % HW 2 )2 )2)2
19

20 318°0OH

RMN *H (500 MHz, CD:;0OD), & (ppm) : 1,43-1,74 (60H, H1 H4, H7, H10, m) ; 2,23-
2,68 (116H, H13, H2, H5, H8, H3, H6, H9, m) ; 2,76-2,84 (32H, H14, m) ; 3,14 (32H,
H11, m); 6,71 (32H, H17, H19, d, J = 8.5 Hz) ; 7,01 (32H, H16, H20, d, J = 8.5 Hz).
RMN 2C (125 MHz, CDs0OD), 5 (ppm) : 22, 6 (C1) ; 25,1-24.2 (C4, C7, C10) ; 30,7
(C14) ; 36,8 (C11) ; 37, 8 (C13) ; 50,7 (C3, C6, C9) ; 52,6-52,7 (C2, C5, C8) ; 114,9
(C17, C19) ; 129,1 (C16, C20); 131,4 (C15) ; 155,5 (C18) ; 174,1 (C12)

4.2. Procédure générale de synthese de FA-PPIs

Dans un réacteur pour four a micro-ondes sont ajoutés a température ambiante
I’acide férulique et le DCC (7 éq. et 15 éq., respectivement pour G1 et G2) dissous
dans du DMF (7 mL). Aprés une heure d’agitation, le dendrimere PPI-1ou PPI-2 (1
éq.) est ajouté. Le mélange réactionnel est porté sous micro-ondes a 60 °C sous 100
W pendant 15 min. Une extraction avec un mélange acétate d’éthyle/eau (30/30 mL)
est effectuée. La phase aqueuse est ensuite lavée 3 fois avec 1’acétate d’éthyle (3 x 80
mL) ; la phase aqueuse est évaporée sous pression réduite. Le produit obtenu est
solubilis¢ dans un minimum de méthanol puis un excés d’acétate d’éthyle froid est
ajouté ; le produit recristallisé est enfin séché sous pression réduite pour donner une
cire jaune visqueuse.

Les spectres RMN sont traités sans tenir en compte des acides liés au amines
tertiaires par des liaisons ioniques

FA-PPI-1
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RMN *H (500 MHz, CD3;0D), & (ppm) : 1,47 (4H, H1, m) ; 1,71 (8H, H4, m Hz) ;
2,44 (4H, H2, m) ; 2,50 (8H, H3, m) ; 3,35 (8H, H5, m) ; 3,84 (12H, H15, s) ; 6,48
(4H, H7,d, J = 15,63 Hz) ; 6,78 (4H, H13, d, J = 8,15) ; 7,01 (4H, H14, dd, J = 2,02
Hz et J=8,23 Hz) ; 7,09 (4H, H10, d, J = 2,02 Hz) ; 7,45 (4H, H8, d, J = 15,61 Hz).
RMN®C (125 MHz, CD;0D), & (ppm) : 24,4 (C1) ; 26,2 (C4) ; 37,6 (C5) ; 51,2 (C3)
; 55,0 (C2) ; 56,9 (C15) ; 110,1 (C10) ; 115,4 (C13) ; 117,1 (C14) ; 122,0(C7) ; 126,2
(C9) ; 140,7 (C8) ; 148,2 (C11) ; 149,5(C12) ; 167,9 (C6).

FA-PPI-2
18
5 6 8 O 11 |
TSN N N~ o O
5 4 7 H 210 12 4 2 J2 ]2
173215°0H

RMN *H (500 MHz, CDsOD), & (ppm) : 1,52-1,89 (28H, H1, H4, H7, m) ; 2,34-2,65
(36H, H2, H5, H3, H6, m) ; 3,38 (16H, H8, m) ; 3,85 (24H, H18, s) ; 6,58 (8H, H10,
d, J = 15,43 Hz) ; 6,85 (8H, H16, d, J = 8,15) ; 7,02 (8H, H17, dd, J = 8,15 Hz, J =
2,05 Hz) ; 7,13 (8H, H13, s) ; 7,50 (8H, H11, d, J = 15,43 Hz).

RMN %C (125 MHz, CDs0D), § (ppm) : 24, 4 (C1) ; 26,3 (C4, C7) ; 37,6 (C8) ; 51,2
(C3,C6) ; 55,0 (C2, C5) ; 57,0 (C18) ; 110,1 (C13) ; 115,4 (C16) ; 117,1 (C17) ; 122,0
(C10) ; 126,2 (C12) ; 140,7 (C11) ; 148,2 (C14) ; 149,4 (C15) ; 167,8 (C9).
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Chapitre 1V

Etude des interactions des dendrimeres
avec des membranes biomimétiques du SC
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Chapitre IV : | interactions des dendrimeéres avec des membranes biomimétiques du SC

Chapitre 1V : Etude des interactions des dendrimeres
avec des membranes biomimétiques du SC

IV.1. Contexte et objectifs

Le SC est connu pour sa propriété barriére [21,139]. De ce fait, I’administration des
principes actifs au travers de celui-ci est limitée. Seules les molécules a faible poids
moléculaire (<500 Da) ayant des propriétés physico-chimiques optimales (1 < log P
< 3) peuvent étre transportées passivement par le SC [151]. Ces dernieres années,
certains dendriméres ont montré leur potentiel pour améliorer I'administration cutanée
de diverses molécules avec un faible effet d'irritation cutanée et une capacité de
délivrance des substances actives élevée [150]. Pour une application réussie, il est
important de comprendre le mécanisme d’action des dendrimeres avec la peau. C’est
I’objet de ce chapitre qui va s’attacher a comprendre I’effet des dendriméres
synthétisés dans les chapitres Il et 111 sur des modeles membranaires de SC.

La premicére partie de ce chapitre décrite dans I’article « Molecules 2022, 27, 8022 »,
est consacrée a I’évaluation de la capacité du GD-PPI et GD-PAMAM synthétisés
dans la chapitre 1T a encapsuler la vitamine C ainsi que 1’évaluation de leur cytotoxicité
sur des fibroblastes dermiques. L’interaction de GD-PAMAM-3 avec ou sans la
vitamine C avec deux modéles de membranes biomimétiques constitués des principaux
constituants lipidiques du SC de peau a été ensuite étudiée. L utilisation du modele
monocouche lipidique a permis de comprendre le comportement du GD-PAMAM-3
(avec ou sans vitamine C) envers les lipides du SC puis I’effet du pH sur la libération
de la molécule active. L’autre modele, les liposomes, a d’abord nécessité une étape
d’optimisation pour les former puis I’effet du GD-PAMAM-3 sur la perméabilité et la
fluidité membranaire de ce modele a pu étre observe.

La deuxiéme partie est dédiée a I’é¢tude de I’interaction d’autres types de
dendrimeres, le GD-PPI-4 et le PAMAM-3-FA avec les deux modéles membranaires.

1V.2. Résumé du deuxiéme article
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Dans ce travail, nous avons synthétisé deux familles de dendriméres dérivés du
glycérol avec de bons dendements (> 70%), les GD-PAMAMs et les GD-PPIs sur la
base de nos travaux précédents [1,4]. Nous avons évalué leur capacité a encapsuler la
vitamine C et leur cytotoxicité sur des fibroblastes dermiques humains. Leur
interaction (avec ou sans vitamine C encapsulée) avec deux modéles membranaires
mimant le SC humain a été étudiée par une approche biophysique, afin d'évaluer leur
potentiel & délivrer la vitamine C dans la couche la plus externe de la peau.

Plusieurs tests d’encapsulation de la vitamine C par les dendriméres GD-PAMAM
et GD-PPI ont été réalisés dans I’eau a température ambiante (Schéma 15 et tableau
14 dans D’article ci-dessous). Les résultats d’encapsulation ont montré que les
générations les plus élevées ont une bonne capacité d’encapsulation par rapport aux
générations inférieures. Cela est d0 a la multiplication des groupements périphériques
et de l'augmentation du nombre de cavités. La comparaison des deux familles GD-
PPIs et GD-PAMAMSs montre une meilleure encapsulation de la vitamine C avec les
GD-PAMAMSs, ce phénomene probablement d0 a la présence de nombreuses
fonctions amides et a la présence d'une grande quantité d'hétéroatomes, deux facteurs
favorisant les interactions électrostatiques. La capacité d’encapsulation de la vitamine
C par les dendriméres a été confirmée par RMN 1D (*RMN) et 2D (NOESY et la
mesure de temps de relaxation Ty).

La cytotoxicité des dendrimeres a été testée sur des fibroblastes dermiques humains
par deux méthodes, le test WSTL1 et la coloration des cellules par le cristal violet.
Aucun effet cytotoxique n'a été constaté avec le GD-PAMAM-3 (de 0,001 pg/mL a 1
mg/mL) (Figure 28-a dans I’article ci-dessous), alors qu’une toxicité cellulaire des
dendriméres GD-PPI générations de 3 et 4 a été observée pour des concentrations > a
0,25 mg/ml. La viabilité cellulaire a diminué avec I'augmentation de la concentration
de GD-PPI (Figure 28-b dans I’article ci-dessous). Les résultats montrent également
gue la GD-PPI-4 est moins toxique que la GD-PPI-3. Ceci est probablement di au
nombre de fonctions hydroxyles présentes aux périphéries (32 et 64 fonctions
hydroxyle respectivement pour GD-PPI-3 et GD-PPI-4). Un nombre plus élevé de
groupements hydroxyles favorise la répulsion électrostatique qui limite la toxicité.

L'interaction du GD-PAMAM-3 encapsulant ou non la vitamine C avec deux types
de modeles de membranes : les monocouches lipidiques et les liposomes constituées
de N-Lignoceroyl-D-sphingosine (C24Cer2), de cholest-5-én-3-ol (Chol) et d'acide
lignocérique (C24FA) (rapport molaire 1:1:1), représentants des principales classes
de lipides présents dans le SC a été étudiée.
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L’étude sur la monocouche biomimétique de SC a été réalisée a 1’aide de la
technique de balance a film de Langmuir. Cette étude a montré que le GD-PAMAM-
3 (encapsulant ou non la vitamine C) est capable d'interagir avec la monocouche
pH 5 est observée en présence de la vitamine C (Figure 30 dans P’articles ci-
dessous). Ceci suggere que la vitamine C est libérée au niveau de la monocouche a ce
pH.

Des liposomes mimant le SC, comprenant un compartiment interne aqueux a pH 7.4
et un environnement externe aqueux a pH 5 et encapsulant la sonde HPTS et son
quencher DPX ou décorés avec du Laurdan ont été mis au point afin de mieux mimer
les conditions réelles de la peau et d'étudier I'effet des dendrimeres, sur la perméabilité
et la fluidité/rigidité de la membrane cutanée, respectivement, a I’aide de la technique
de spectroscopie de fluorescence. L’effet de GD-PAMAM-3 avec ou sans vitamine C
sur la perméabilité de ces liposomes a été déterminé en mesurant la fuite de la sonde
fluorescente HPTS et de son quencher DPX préalablement encapsulés et libérés par
l'action du dendrimére. L’¢tude a démontré que le GD-PAMAM-3 (avec ou sans
vitamine C) n'a aucun effet sur la perméabilité de la membrane biomimétique de SC
a de faibles ratios molaires de GD-PAMAM-3/liposomes et a un effet de
perméabilisation limité < 35% a des ratios plus élevés (Figure 31 dans I’article ci-
dessous), conformément a l'absence de cytotoxicité. Le faible effet perméabilisant
peut-Etre expliqué par le phénomene d’agrégation des liposomes visualisé par Cryo-
TEM. En outre, aucune variation d’intensité de fluorescence n’a été observée ni avec
l'augmentation de la concentration de vitamine C ni avec le temps, ce qui indique que
la vitamine C ne perméabilise pas la membrane.

L’effet de GD-PAMAM-3 avec ou sans vitamine C sur la fluidité de la membrane
biomimétique de SC a été déterminé en mesurant la variation de la polarisation
généralisée (GP) du Laurdan inséré dans la bicouche lipidique aprés l'ajout de
dendriméres. Cette étude a montré que le GD-PAMAM-3 et le VitC@GD-PAMAM-
3 augmentent la rigidité de la membrane, avec un effet immédiat plus important en
présence de la vitamine C (Figure 32 dans I’article ci-dessous). Cela suggére un
renforcement de la propriété barriere du SC par GD-PAMAM-3 avec un effet
immédiat et plus intense en présence de vitamine C.
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Encapsulation of vitamin C by glycerol-derived
dendrimers, their interaction with biomimetic models
of stratum corneum and their cytotoxicity

Abstract: Vitamin C is one of the most sensitive cosmetic active ingredients. To
avoid its degradation, its encapsulation into biobased carriers such as dendrimers is
one alternative of interest. In this work, we wanted to evaluate the potential of two
biobased glycerodendrimer families (GlyceroDendrimers-Poly(AMidoAMine) (GD-
PAMAMs) or GlyceroDendrimers-Poly(Propylene Imine) (GD-PPIs)) as a vitamin C
carrier for topical application. The higher encapsulation capacity of GD-PAMAM-3
compared to commercial PAMAM-3 and different GD-PPIs, and its absence of
cytotoxicity towards dermal cells, make it a good candidate. Investigation of its
mechanism of action was done by using two kinds of biomimetic models of stratum
corneum (SC), lipid monolayers and liposomes. GD-PAMAM-3 and VitC@GD-
PAMAM-3 (GD-PAMAM-3 with encapsulated vitamin C) can both interact with the
lipid representatives of the SC lipid matrix, whichever pH is considered. However,
only pH 5.0 is suggested to be favorable to release vitamin C into the SC matrix. Their
binding to SC-biomimetic liposomes revealed only a slight effect on membrane
permeability in accordance with the absence of cytotoxicity but an increase in
membrane rigidity, suggesting a reinforcement of the SC barrier property. Globally,
our results suggest that the dendrimer GD-PAMAM-3 could be an efficient carrier for
cosmetic applications.

Keywords: dendrimers, glycerol, vitamin C, encapsulation, membrane interactions,
stratum corneum biomimetic membranes, liposomes, cytotoxicity,

1. Introduction

The vectorization of active molecules is currently a major challenge in many
research fields such as pharmaceuticals, food and cosmetics. In the pharmaceutical
field, synthetic or bio-inspired nanocarriers are mainly developed to specifically
deliver drugs such as anti-cancer agents [327—-331] or therapeutic proteins [332]. In
this area, genetically engineered organic, inorganic and virus-like nanostructures
[333] or nanocarriers synthetized from ionic liquids [334] have increasing interest
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compared with conventional drug delivery systems. Some of them are particularly
interesting for transdermal drug delivery [335-337].

The interest of nanovectorization for food [338-340] and cosmetic [106,341-343]
sectors has also been increasing for several years. The vectorization allows for
protection and delivery of active substances with low bioavailability, from their
environment into the ones they are being introduced into by avoiding their
metabolization or degradation along the way. In this context, symmetrical and
branched macromolecules, called dendrimers, are one of the most promising
vectorization systems [7].

Dendrimers are nanosized, hyper-branched, radially symmetrical molecules with a
well-defined, homogeneous and monodisperse structure composed of branches that
form internal tree-like cavities [9-11]. These compounds have many advantageous
properties such as versatility, capacity to self-assemble and to participate in
electrostatic interactions, chemical stability, low cytotoxicity and high aqueous
solubility [12]. These specific properties are the key features making them
advantageous for application in biomedical and industrial sectors[4,13,14] . In our
previous works, we have developed a method for glycerol-based dendrimers synthesis
and optimized their use as encapsulating agents of organic pollutants [4], contrast
imaging agents [3], catalytic agents [1] and, recently, essentials oils [5,6].

In recent years, the favorable properties of dendrimers has aroused the interest of
researchers for the optimization of production and application of these molecules and
their implementation as a strategy in cosmetics. For instance, dendrimers are a good
alternative for replacement of other conventional high molecular weight polymers in
various cosmetic compositions [111,113,343]. Additionally, they also have a good
potency to encapsulate sensitive cosmetical active substances in order to protect them
and to ensure their release and a better efficiency [20,112,114] .

Vitamin C is one of the most delicate cosmetic active ingredients and thus far there
is no solution to limit its degradation in cosmetic products. Vitamin C is involved in
many biological and physiological processes and is essential for normal body
functioning [191,288]. It is necessary for the synthesis of collagen in the skin and for
the healing of wounds [344]. It is also a powerful antioxidant and an anti-free radical
agent that protects the epidermis from free radicals, thereby preventing oxidative
damage and aging [193]. Nevertheless, vitamin C is a fragile compound and is easily
decomposed into biologically inactive compounds by action of light, heat or oxygen
[194]. To prevent this instability issue, different formulations have been developed
for its vectorization and its controlled release. PPl and PAMAM dendrimers were
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tested to encapsulate vitamin C and other sensitive vitamins such as B3 and B6 [17] .
Moreover, several kinds of water-soluble dendrimers have been used to encapsulate
vitamin C in order to be incorporated into cosmetic or pharmaceutical products [20].
PPI dendrimers functionalized with polyethylene glycol entities seem to be suitable
for the transport of vitamin C molecules in cosmetics and PAMAM dendrimers
encapsulating vitamin C are used in dermatological applications [17,20,109,193,194].

In this work, after the synthesis of two families of glycerol-functionalized
dendrimers, GD-PAMAMSs and GD-PPIs, based on our previous works [1,3,4], we
evaluated their capacity to encapsulate vitamin C and their cytotoxicity on human
dermal fibroblasts. For the most promising candidate, GD-PAMAM-3, we further
investigated its potential to deliver vitamin C into the uppermost layer of the skin by
studying its interaction with biomimetic models of human SC using a biophysical
approach. Two kinds of SC models were considered, lipid monolayers and liposomes.
The first model was used to characterize the kinetics of adsorption and the interaction
power of the dendrimer to the SC models, and the attractivity effect of the SC lipids
on the dendrimer. The influence of dendrimers on SC fluidity and permeability [159]
was characterized using SC mimicking liposomes that were preliminary optimized for
these kinds of experiments. All lipid systems were composed of the three major lipid
constituents of the SC extracellular lipid matrix (C24-ceramide-2, cholesterol and
lignoceric acid) [21,141]. The effect of vitamin C was analyzed by comparing data on
dendrimers alone and dendrimers encapsulating vitamin C. In addition, the influence
of the pH on interaction and delivery properties was also evaluated.

2. Results and Discussion

2.1. Encapsulation of vitamin C

The ability of GD-PPIs and GD-PAMAMs to encapsulate vitamin C was evaluated
by gravimetry after dialysis through a 1 kDa membrane, based on our previous works
with organic pollutants [4]. Several encapsulation tests of vitamin C in GD-PPIs and
GD-PAMAMs were performed in water at room temperature (Scheme 15). The
encapsulation results are summarized in Table 14.
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Scheme 15. Encapsulation of vitamin C in GD-PPIs or GD-PAMAMSs

As expected, the highest encapsulation is observed for the largest generations due
to the multiplication of the peripheral groups and the increase in the number of cavities
(Table 14, entry 3 versus entries 1 and 2). By comparing the two families derived
from PPl and PAMAM (Table 14, entry 6 versus entries 1-4), we observed a better
encapsulation of vitamin C with PAMAM-derived dendrimers. This is probably due
to the presence of many amide functions and the presence of high amounts of
heteroatoms, both of which favor electrostatic interactions. We also observed that
glycerol-based PAMAM-3 encapsulates vitamin C better than commercial PAMAM-
3. This is due to the presence of the hydroxyl groups in the molecule periphery. The
encapsulation ability of GD-PAMAM-3 and GD-PPI-4 was supported by liquid-state
nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) experiments. In *H NMR, a
chemical shift variation was observed for the proton corresponding to the CH-O-CO
of L-ascorbic acid in the presence of dendrimers (from 4.97 ppm for free vitamin C to
4.55 and 4.64 ppm for vitamin C encapsulated, respectively in GD-PAMAM-3 and
GD-PPI-4) (Figures S50 and S51 in Supplementary). This chemical shift can be due
to an aggregation or an encapsulation of vitamin C. A 2D NOESY NMR experiment
showed cross peaks between the protons of vitamin C and those of GD-PAMAM-3
and GD-PPI-4 dendrimers (CH: in a of the carbamates and CH> in a of the tertiary
amines, respectively) (Figure S52 in Supplementary). These peaks are caused by
NOE interactions between protons that are in spatial proximity (distance lower than
5-6 A). This last experiment confirms vitamin C encapsulation in GD-PAMAM-3 and
GD-PPI-4.
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Table 14. Encapsulation of vitamin C in glycerol-based dendrimers. Vitamin C (mg)
corresponds to the initially added weight of vitamin C, Dendrimers corresponds to initial
weight of different generations of dendrimers, Function numbers or ‘N’ nbr corresponds to
the number of nitrogen atoms present in the structure (amine and/or amide functions),
Encapsulated VitC (mg) corresponds to the weight of the encapsulate vitamin C and
Encapsulated VitC (equiv) corresponds to the equivalents number of the vitamin C
encapsulated in 1 equivalent of dendrimer.

Vitamin C . Function Encapsulated | Encapsulated
Entry (mg) Dendrimers numbers VitC (mg) VitC (equiv)
g (N’ nbr g q
GD-PPI-2
1 35mg 14 20 6
GD-PPI-3
2 82 mg 36 mg 30 24 14
GD-PPI-4
3 34mg 62 34 42
GD-PPI-4
4 85 mg 35mg 62 33 39
PPI-4
5 90 mg 36 mg 62 78 43
GD-PAMAM-
6 78 mg 3 122 46 82
34 mg
7 92 mg PAMAM-3 122 57 62
36 mg

Transverse relaxation time T, measurements [212] were performed to confirm the
interaction between vitamin C and GD-PAMAM-3. The conclusions were made based
on transverse relaxation time values, since a small molecule binding to a larger one
will have a shorter transverse relaxation time compared to when it is unbound. We
observed a big difference in T, between free vitamin C (T, = 1 s) and vitamin C
encapsulated in GD-PAMAM-3 or vitamin C encapsulated in GD-PPI-4 (respectively
T,=0.3sand T, = 0.2 s), confirming the interaction between vitamin C and GD-
PAMAM-3 or GD-PPI-4 (Figures S56-S58 in Supplementary).

2.2. Cytotoxicity of dendrimers

As the targeted application of our dendrimers is found in cosmetics, human dermal
fibroblasts were used to evaluate their cytotoxicity. WST1 assays were performed to
measure the viability of cells after dendrimer treatment at different concentrations.
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Cell staining with crystal violet assays allowing cell density measurements were
carried out to confirm the results of the WST1 assay.

No cytotoxic effect was observed with GD-PAMAM-3 (from 0.001 pg/mL to 1
mg/mL) (Figure 28a), whereas the cell toxicity of dendrimers GD-PPI generations 3
and 4 was observed for concentrations equal or above 0.25 mg/mL. The viability
percentage decreased with the increase of GD-PPI concentration (Figure 28b). The
results show that GD-PPI-4 is less toxic than GD-PPI-3. This is probably due to the
number of hydroxyl moieties present at the periphery (32 and 64 hydroxyl functions
for GD-PPI-3 and GD-PPI-4, respectively). A higher number of hydroxyl groups
favors electrostatic repulsion which limits the toxicity. Our results are in accordance
with cytotoxicity data obtained previously with the same dendrimers on Human
MRCS fibroblasts from the lungs [3,4].

sGD-PAMAM-3 (@) =GDPPI3 (b)

= GD-PPI-4

£ 80 < 80
Z 60 £ 60
5 40 g
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> 20 20
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Figure 28. Cytotoxicity of (a) GD-PAMAM-3, (b) GD-PPI- G3 and G4, towards human
dermal fibroblasts using WST1 reduction method

As GD-PAMAM-3 exhibits a high capacity to encapsulate vitamin C and presents
weak cytotoxicity on human dermal fibroblasts, it is the best candidate for vitamin C
delivery to the skin. To better understand its mechanism of action, its interaction with
biomimetic models of SC was studied.

2.3. Interaction with Biomimetic Models of Stratum Corneum

Studies on the interaction of PAMAM-based dendrimers with skin using human
[176-178] or animal skin tissues [179,180] showed that the concentration, charge and
weight of PAMAM dendrimers influence both skin penetration and drug delivery
[182,345]. Moreover, high generations of PAMAM dendrimers (above generation 4)
caused pore formation [181]. It was also shown by fluorescence lifetime imaging
microscopy that tecto-dendrimers penetrate the SC of human skin but do not cross the
tight junction barrier [187]. In our work, we investigated the interaction of GD-
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PAMAM dendrimer with two SC biomimetic models: lipid monolayers and
liposomes.

2.3.1. Study on the lipid monolayer model

Lipid monolayers, the simplest membrane models, are used to study the ability of
compounds to adsorb into the outer layer of membranes directly in contact with the
external environment. In our study, lipid monolayers were made of N-Lignoceroyl-D-
sphingosine (C24Cer2), cholest-5-en-3-ol (Chol) and lignoceric acid (C24FA) (molar
ratio 1:1:1), representatives of the major classes of lipids found in human SC. Three
pH values (pH 5.0, pH 6.0 and pH 7.4) were considered for the subphase in order to
mimic the different pH conditions of the skin that has an acidic pH in its external part
and a gradual increasing pH reaching pH 7.4 in its inner part.

In the first step, the adsorption of the three components GD-PAMAM-3, vitamin C
and the complex VitC@GD-PAMAM-3 was studied at a bare interface without lipids
in order to evaluate their amphiphilic character at different pH values.

After injection of GD-PAMAM-3 into the subphase at pH 7.4, the surface pressure
versus time curves increased and reached a plateau after 100 min (Figure 29a—blue
curve), indicating that GD-PAMAM-3 is able to adsorb at the interface even if it is
not as pronounced as conventional surfactants [163,346,347]. At the concentration of
0.08 uM of GD-PAMAM-3, the surface pressure reached its maximum (4 mN/m) and
remained stable even at higher concentrations, revealing that GD-PAMAM-3
saturated the interface (Figure 29b). At pH 6.0, the maximum surface pressure at the
equilibrium was 2 mN/m and at pH 5.0, there was no adsorption of the dendrimers at
the air/water interface (data not shown), indicating that acid pHs are not favorable for
the adsorption of the dendrimers.

In Vitamin C did not adsorb at the interface even at a high concentration (11 uM)
corresponding to its concentration in its encapsulated form and at any pH condition
tested, likely because of its high hydrophilicity. The complex VitC@GD-PAMAM-3
had the same adsorption behavior at a lipid-free interface as the dendrimers alone,
regardless of the pH.
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Figure 29. (a) Kinetics of GD-PAMAM-3 (0.2 uM in the subphase at pH 7.4) adsorption
to a bare interface or to a SC mimicking lipid monolayer (C24Cer2/Chol/C24FA 1:1:1 molar
ratio). The time zero indicates the time of GD-PAMAM injection underneath the bare
interface or the lipid monolayer at different initial surface pressures (ITi); (b) Evolution of the
equilibrium surface pressure further to the adsorption of GD-PAMAM-3 at a bare interface
as a function of GD-PAMAM-3 concentration in the subphase at pH 7.4.

In the next step, the adsorption of the three components into the SC-mimicking lipid
monolayer was monitored by measuring the surface pressure over time for different
initial surface pressures of the monolayer in order to evaluate the interaction power of
the dendrimer and the attractivity effect of the lipids at pH 7.4, pH 6.0 or pH 5.0. For
the three pHs, an increase in the surface pressure over time is directly observed
(example at pH 7.4 in Figure 29a). This indicates that the dendrimers are able to
adsorb into the lipid monolayer. The time to reach the surface pressure plateau was
much shorter (30—40 min) in the presence of the lipid monolayer than at the bare
interface (>100 min). This suggests that SC- lipids promote the adsorption of GD-
PAMAM-3 at the interface. From these data, the plot of the variation of the surface
pressure at equilibrium (AIT) following adsorption of GD-PAMAM-3 versus the
initial surface pressure (ITi) of the SC mimicking monolayer was established (Figure
30).

A decrease of AIT over ITi increase is observed. The intersection of the linear
regression with the x-axis allows for determining the maximum insertion pressure
(MIP), which is related to the insertion power of the dendrimers in the lipid
monolayer. Its intersection with the y-axis allows for determining the maximum
surface pressure variation (AIl). By subtracting to AIl,, the equilibrium surface
pressure reached by the same concentration of GD-PAMAM-3 at a bare interface, the
differential dITocan be determined. It reflects the attractive effect of the lipids for
dendrimers [163,348-350].

142



Chapitre IV : | interactions des dendrimeéres avec des membranes biomimétiques du SC

The values of MIP and dIT, for the three pHs are presented in Table 15. The MIP
values of GD-PAMAM with or without vitamin C are close to 25 mN/m, which is in
the range of the estimated surface pressure in native biological membranes. This
suggests that dendrimers are able to penetrate into the lipid matrix of the SC. The pH
does not influence the MIP values. The values of d dITo are positive at all pH values,
indicating that the ternary mixture of lipids has an attractive effect on GD-PAMAM-
3 dendrimers. This effect is accentuated at lower pH values (pH 5.0 and pH 6.0
compared to pH 7.4). At pH 6.0 and pH 7.4, there is no difference of dIo values
between GD-PAMAM-3 and VitC@GD-PAMAM-3, whereas at pH 5.0, a higher dI T
is observed for VitC@GD-PAMAM-3 than for GD-PAMAM-3. This indicates that at
pH 5.0, encapsulated vitamin C increases the tendency of dendrimers to interact with
the lipid monolayer. Additionally, it could suggest that vitamin C is released from the
dendrimer and penetrates into the SC lipid monolayer. In skin conditions, vitamin C
would thus be released in the external skin layers.
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Figure 30. Surface pressure variation following adsorption of GD-PAMAM-3 (0.2 uM)
and VitC@GD-PAMAM-3 (11.33 uM)) versus initial surface pressure ((ITi) of the lipid
monolayer (C24Cer2/Chol/C24FA 1:1:1 molar ratio) at 22 °C; (a) at pH 7.4, (b) at pH 6.0 (c)
at pH 5.0.
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Table 15. Values of MIP and dITo of GD-PAMAM-3 and VitC-GD-PAMAM-3 at
different pH values determined graphically from Figure 3. dITo (mN/m): the differential
surface pressure variation, corresponding to the difference between the maximum surface
pressure variation and the surface pressure value at lipid-free interface for the same
concentration, MIP (mN/m): the maximum insertion pressure (for ATT = 0 mN/m)

MIP (mN/m) dZZs (mN/m)
pH GD-PAMAM-3 VitC-GD- GD-PAMAM-3 VitC-GD-
PAMAM-3 PAMAM-3
pH 5.0 28.2+7.3 229+7.2 59+05 96+14
pH 6.0 195+238 274 +5.1 6.7+0.7 53+0.6
pH 7.4 23.9+47 28.6+55 27107 26+0.6

2.3.2. Study on the Liposome Model

In order to work with a biomimetic model that has physico-chemical features closer
to those of cell membranes [153], liposomes mimicking the lipid composition of the
SC had to be optimized preliminary. Two kinds of liposomes were developed, one
adapted to the measurement of the SC permeability and another one suitable for
analyzing the SC fluidity.

Development and characterization of HPTS-DPX-loaded liposomes

In order to perform permeability assays, the formulation of stable large uni-lamellar
vesicles (LUVs) with the lipid composition C24Cer2/Chol/C24FA (1:1:1 molar ratio)
and encapsulating a fluorescent probe and its quencher in their inner compartment was
optimized. Formation of liposomes was possible at pH 7.4 but not at pH 5.0 and pH
6.0. At pH 7.4, one population of liposomes with a diameter of 180 £ 82 nm and that
was stable over 5 days was obtained. An HPTS probe coupled with a DPX quencher
(HPTS/DPX (8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid/p-xylene bis pyrimidium
bromide)) was used, as it is the most appropriate fluorescent system for avoiding
liposomes destabilization, which is observed with calcein-loaded liposomes (data now
shown). In addition, the HPTS probe can be used at different pHs without any
solubility concern. In order to better mimic real skin conditions, we ultimately formed
liposomes with an internal core at pH 7.4 and an external environment at pH 5.0. For
this purpose, a dialysis through a 20 kDa membrane in an acetate buffer at pH 5.0 was
performed after formulation of the liposomes at pH 7.4. The change of the external
pH did not affect the size and stability of the liposomes.
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Development and characterization of Laurdan-stained liposomes

In order to measure the fluidity of the liposome bilayer, we formulated liposomes
according to the protocol described in section 3.8. After the formation of liposomes
with a core at pH 7.4 and an outer environment at pH 5.0, Laurdan (1 uM) was added
and incubated for 90 min at room temperature in the darkness. The size of these
liposomes was 151 nm £ 42 nm and they were stable for 5 days.

Effect of GD-PAMAM-3 on liposome permeability

The percentage of liposome permeability was determined by measuring the leakage
of the fluorescent probe and its quencher previously encapsulated and released by
action of a given molecule. In this work, we performed leakage assays of HPTS-DPX-
loaded liposomes upon treatment with three compounds, GD-PAMAM-3, vitamin C
and VitC@GD-PAMAM-3.

The leakage upon the addition of GD-PAMAM-3 at T, decreases with the decrease
of GD-PAMAM-3:liposome molar ratio (Figure 31a). No permeabilizing effect at
low molar ratios and limited permeabilizing effect (lower or equal 35%) at higher
ratios was observed, which is in agreement with the low cytotoxicity observed on
dermal cells. The permeabilizing effect appears upon the contact at To between the
dendrimers and the liposomes and does not change over time (T 3h30). The small
permeabilizing effect of GD-PAMAM-3 on the liposomes can be explained by the
liposome aggregation phenomenon observed by cryo-TEM (see Figure S59 in
Supplementary), such as it was already detected for PAMAM-6 on other liposomes
[351]. By comparing leakages induced upon GD-PAMAM-3 and VitC@GD-
PAMAM-3 treatment, we noticed that there is no marked difference between the two
(Figure 31a,b).

The permeability of the liposome by vitamin C was studied under the same
conditions and the same concentration as it is in the VitC@GD-PAMAM-3 complex.
There was no variation of fluorescence intensity neither with the increased
concentration of vitamin C (from 0.0037 mM to 0.59 mM) nor with time (data not
shown), indicating that vitamin C does not permeabilize the membrane.

145



Apport des dendriméres biosourcés dans le domaine de la cosmétique

@ 00 - (b)

To 80 - TO
T3h30 T3h30

=y
o &0 o
o o o
@
o

Leakage (%)
n &
o o
-
-

-
Leakage (%)
[X] &

o o
o
=
o
=

o
§s

o

4

-t

o
=]
r
=3

)

B o) Q
N ) v A
N8

S S Aol D & D
< > & %) > @ "
\_,.\t{‘* \.'J:\"\ O Ny -

Figure 31. Release of HTPS and DPX from SC biomimetic liposomes, upon addition of
GD-PAMAM-3 (a) or VitC@GD-PAMAM-3 complex (56:1 molar ratio) (b) at different
GD-PAMAM-3:liposome molar ratios and 2 incubation periods. To corresponds to the time
when the dendrimers are added to the liposomes. The leakage corresponds to the amount of
HPTS-DPX released in the presence of the dendrimers expressed as a percentage of the total
amount released by Triton X-100 and taking into consideration the re-encapsulation
phenomenon (see Section 3.10).

Effect of GD-PAMAM-3 on membrane fluidity

The effect of GD-PAMAM-3 in absence or presence of vitamin C on the
fluidity/rigidity of SC biomimetic liposomes was determined by measuring the
variation of the generalized polarization (AGP) of Laurdan, staining the lipid bilayer,
after the addition of the dendrimers (Figure 32). Namely, when the membrane phase
(ordered/fluid) changes in the vicinity of the probe, the mobility of the lipid headgroup
will change and will induce an emission spectral shift of Laurdan fluorescence [352].
Thus, before and after adding the dendrimers, the change of lipid order is monitored
thanks to these spectral changes, which are expressed as the variation of the AGP. An
increase of AGP corresponds to a rigidification of the bilayer.

Upon addition of GD-PAMAM-3 or VitC@GD-PAMAM-3 at a 1:2500
dendrimers:liposomes molar ratio, an immediate rigidifying effect of SC biomimetic
liposomes was observed (AGP = 0.04 and 0.08, respectively) (Figure 32). This
indicates an increase in bilayer rigidity, which is more pronounced in the presence of
vitamin C. However, whereas an increase of AGP after 3h30 of incubation is observed
with GD-PAMAM-3, a similar value is obtained for VitC@GD-PAMAM-3 at TO and
T3h30. It suggests that the presence of vitamin C accelerates the rigidity increasing
process. It is important to note that when added alone, VitC has no effect on bilayer
fluidity, likely because it does not reach the liposomes due its high hydrophilicity.
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Figure 32. Change in Laurdan-generalized polarization (AGP) in SC biomimetic
liposomes following addition of GD-PAMAM-3 or VitC@GD-PAMAM-3 (56:1
VitC:dendrimers molar ratio) at a 1:2500 GD-PAMAM-3:liposome molar ratio. To
corresponds to the time when the GD-PAMAM is added to the liposomes.

3. Materials And Methods

3.1. Chemicals

All generations of Poly(propylene imine) (PPI) were purchased from SyMOChem,
all generations of Poly(amidoamine) (PAMAMs), glycerol carbonate, L-Ascorbic
acid, Lignoceric acid (C24FA), 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (HPTS), p-
xylene-bispyrimidium bromide (DPX), Triton-X100, Laurdan and Glutaraldehyde
were purchased from Sigma-Aldrich. N-Lignoceroyl-D-sphingosine (C24Cer2) and
cholest-5-en-3-ol (Chol) were purchased from Avanti Polar Lipids. Triethylamine
(EtsN) was purchased from Fisher Scientific. Tetrazolium salt (WST1) was purchased
from Roche. 3-(Trimethylsilyl) propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt (TMSP),
deuterium oxide (D20) and methanol d4 (CDs;OD) were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). All these chemical products were used without further
purification. The buffer used in this work was a phosphate-buffered saline (PBS)
comprised of sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH2PQO4-H,O)/disodium
hydrogen phosphate (Na;HPQOs)/sodium chloride (NaCl) (20/20/150 mM) at pH 7.4
and pH 6.0, an acetate buffer CH;COOH/CHsCOO™ (5 mM) at pH 5.0 and an
hydroxyethyl-piperazineethane-sulfonic acid buffer (HEPES) at pH = 7.6. The
adjustment of the pH was done by adding an adequate amount of 3 M sodium
hydroxide (NaOH).
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3.2. Synthesis of glycerol derived dendrimers

The synthesis of Glycerol-functionalized PAMAMSs (glyceroDendrimer
Poly(AMidoAMine) (GD-PAMAMs)) and  glycerol-functionalized  PPls
(glyceroDendrimer Poly(Propylenelmines) (GD-PPIs)) was performed as previously
described [1,4]. It was done by reaction of commercial PPIs (generations 1-4) and
PAMAMs (generations 1-3) with glycerol carbonate, (CG) in methanol/ethanol in the
presence of EtsN (Scheme 16a,b). To a bicol flask containing 1 eq of PPIs or
PAMAMs dissolved in Methanol (MeOH) or (Ethanol) EtOH (20 mL), glycerol
carbonate (2.5 equiv per NH.) and triethylamine (2.5 equiv per NH;) were added. The
reaction mixture was refluxed under an inert atmosphere for 20h. The solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude product was dissolved in a minimum
of MeOH and then precipitated 3 times with an excess of a 2:1 (v/v) pentane/Ethyl
acetate (AcOEt) mixture. The residue was dried under reduced pressure then dissolved
again in a minimum of distilled water and purified by dialysis (cutoff 1 KDa) several
times in distilled water. The product was obtained in a form of a yellow wax. NMR
spectra were recorded at 298 K at 500 MHz for *H and 125 MHz for $3C on an Avance
NEO Bruker spectrometer equipped with a SP BB&19F/1H Iprobe CDsOD or D;0.
The synthesis results are presented in the Table 16.

H,N NHR'

NH, 2
S NH
H NH
HN—_ 0:} N e RHN—
NH e
M\ ,_,N 0 b
& N 0 )J\
NH
LH\N {l . o 0 Et;N (2.5 eq/ NH,)
N L& MeOH or EtOH, reflux
20h
OH

—~ N~ O
0 N :}_\—4
HN—
NH o NH,
N {:o NH 2 rHN—
HN S
HoN
NH,
PAMAM-1
(1eq) GD-PAMAM.1
0 NHR
HZN\ NH, //< RHN ,_f
o Et;N (2.5 eq / NH,) \
L T, Eesemy N (b)
r( \L MeOH or EtOH, reflux /j KK
NH. OH
HaN ’ zon RHN NHR'

cG
(2.5 eq/ NH,) GD-PPI-1

Scheme 16. Synthesis of (a) GD-PAMAML1 and (b) GD-PPI-1. All schemes were
obtained using ChemDraw Professional 16.0.
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Table 16. GD-PAMAMs and GD-PPIs synthesis using 2.5 equivalents of Glycerol
Carbonate (CG) per NHz function, 2.5 equivalents of triethylamine per NH, function in
refluxing Methanol for 20h. Terminal OH moieties correspond to the hydroxyl functions
present in periphery.

. Generation Yields Terminal OH

Dendrimers -
Number (%) Moieties

GO 70 8
GD-PAMAM Gl 85 16
G2 87 32
G3 90 64
Gl 80 8
GD-PPI G2 70 16
G3 85 32
G4 75 64

3.3. Encapsulation procedure

GD-PPIs and GD-PAMAMSs (1 equiv.) were dissolved in H,O (5 mL). Then, L-
ascorbic acid (100 equiv.) was added, and the mixture was stirred 24h at room
temperature. The crude mixture was purified by dialysis (cutoff 1 KDa) three times (3
x 40 min) against distilled water (1000 mL) to eliminate the vitamin C excess. Finally,
the water was removed by lyophilization to obtain a yellow wax.

NMR spectra were recorded at 298 K at 500 MHz for *H and 125 MHz for °C on
an Avance NEO Bruker spectrometer equipped with a SP BB&19F/1H Iprobe in D-0.

3.4. NMR T: and T2 Measurement:

Longitudinal relaxation time Ti was determined with inversion-recovery pulse
sequence (Figures S4-S6 in Supplementary). The delay between the inversion pulse
and the read pulse and the relaxation delay were adjusted depending on its values
(relaxation delay should be with a minimum 5 times the highest T1 in the sample). The
number of scans was set at 8. Transversal relaxation time T, was determined by the
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence. The delay between 180 degrees
pulse in the CPMG block was 2 ms for the dendrimers with vitamin C and 1.4 ms for
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free vitamin C. The number of loops and the relaxation delay were adjusted depending
on the values of relaxation time. The number of scans was set at 8.

3.5. Cytotoxicity assays

Cytotoxicity assays of the dendrimers were performed on human dermal fibroblast
cultures purchased from PromoCell. Two different methods were used: (i) Reduction
of a tetrazolium salt (WST1) by mitochondrial oxido-reductases and (ii) staining of
cells with crystal violet. Human dermal fibroblasts were cultivated at a confluence in
75 cm? culture flasks (Falcon) in DMEM medium containing glutamine (2 mM) and
Fetal Calf Serum (FCS) at 10% (v/v) under a humid atmosphere with 5% CO; and at
37 °C. Confluent human dermal fibroblasts (20,000 cells/mL) were deposited in 24
well-culture plates (Falcon) and cultured in the same conditions above. Culture
medium is removed and replaced by the same DMEM medium with FCS 0.5% for
24h. The different dendrimers were dissolved in distilled water and tested at various
concentrations (ranging from 0.0001 to 1 mg/mL) for 48h in the same DMEM medium
with 0.5% FCS (1 mL/well).

WST1 reduction: At the end of the incubation period in the presence of different
products, cells were rinsed with 1 mL of DMEM containing 0.5% FCS, and incubated
with 400 pL of the same DMEM medium containing 10 pL of a WST1 solution in
400 pL, for 30 min at 37 °C. Tetrazolium salts were cleaved to formazan by the
succinate-tetrazolium reductase system (EC 1.3.99.1), which belongs to the
respiratory chain of the mitochondria, and is only active in metabolically intact cells.
Volume of 100 pL of cell solutions from different treatments tested was transferred
in 96 well-plates and absorbance at 450 nm was recorded with a spectrophotometer.

Cell staining with crystal violet allows to measure the cell density. After incubation
with WST1, cells were washed with 1 mL of Phosphate Buffered Saline (PBS), then
fixed by incubation for 20 min with 1 mL/well of PBS containing glutaraldehyde 1.1%
(v/v). After abundant rinsing with distilled water, cells were stained by addition of 400
pL/well of a solution of crystal in a HEPES buffer at pH = 7.6 for 20 min. The excess
of crystal violet was removed, and cells were extensively rinsed with distilled water.
Staining was extracted with 1 mL of acetic acid 10% (v/v). Volumes of 100 pL of the
colored solution were transferred onto 96 well-plates. Absorbance at 560 nm was
recorded with a spectrophotometer.

Results are expressed as the mean * standard deviation. Each experiment is done in
quadruplicate.
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3.6. Study on lipid monolayer models by Langmuir film balance
technique

The experiments were performed at 22 + 1 °C with an automated LB system (KSV
minitrough, KSV instruments Ltd., Helsinki, Finland). The adsorption area (75 x 160
mm?) is delimited by two symmetrical barriers held stationary at the edges of the
trough for the duration of the measurement. For the study of adsorption in the absence
of lipids, solutions containing the vitamin C, GD-PAMAM-3 or VitC@GD-PAMAM-
3 (GD-PAMAM-3 with encapsulated vitamin C) were prepared in ultra-pure water
and then injected into the PBS at pH 7.4 or 6.0 or an acetate subphase at pH 5.0 at
different concentrations (from 1 uM to 50 puM), (from 0.025 uM to 5 uM) and (11.33
H1M), respectively, for Vitamin C, GD-PAMAM-3 and VitC@GD-PAMAM-3), using
a Hamilton syringe and two custom-made devices allowing the injection of products
without disturbing the air—water interface. These devices were placed at two fixed
positions on the trough to ensure a reproducible injection process. Furthermore, during
the entire duration of the experiment, the subphase was stirred using two cylindrical
micromagnetic rods (8 x 1.5 mm?) and two electronic stirrer heads located beneath
the trough (model 300, Rank Brothers, Bottisham, UK). An auto-reversing mode with
slow acceleration and a stirring speed of 100 rpm were selected. After the injection of
the products, the increase of the surface pressure was measured by means of a
Wilhelmy plate connected to the measuring system of the device. The surface pressure
was recorded as a function of the time until reaching a plateau.

For the study of the adsorption in the presence of lipids, a precise volume of lipid
mixture (C24Cer2/Chol/C24FA) (1:1:1), prepared in chloroform/methanol (2:1 v/v),
was spread on the surface of the buffer until the desired initial surface pressure. As
soon as the initial surface pressure was stabilized (20 min to 45 min), solutions of
vitamin C, GD-PAMAM-3 or VitC@GD-PAMAM-3 (20 pL) were injected into the
buffer subphase at final concentrations of 11.13, 0.2 and 11.33 puM and the increase
in surface pressure was recorded as a function of time.

3.7. Formulation of fluorescent probe-encapsulated liposomes

In a round bottom flask, the three lipids, C24Cer2, Chol and C24FA were weighted
in equimolar amounts. The lipids were solubilized in chloroform/methanol (2/1, v/v)
and the solvent removed under reduced pressure. The resulting lipid film was then
dried in a vacuum desiccator overnight to remove the remaining solvent. The lipid
film was then rehydrated with a PBS buffer at pH 7.4 (1 mL) containing the
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fluorescent probe, 8-hydroxypyrene-1,3,6 trisulfonic acid (HPTS 6 mM) and its
guencher, p-xylene-bis-pyridinium bromide (DPX 10 mM), previously heated to 90
°C to obtain an initial concentration of 3 mM of liposomes. The flask was vortexed to
solubilize the lipid film and was placed in a water bath at 90 °C, which corresponds
to a temperature above the lipid transition temperature. The mixture was vortexed
every 10 min for one hour, and the content of the flask was transferred to a
polypropylene tube. Seven cycles of freezing (in liquid nitrogen) and heating (in a
water bath at 90 °C) were then performed. The heat shock allows the formation of
homogeneous multi-lamellar vesicles (MLVs). MLVs are extruded 21 times through
polycarbonate filters with a pore diameter of 100 nm to obtain large uni-lamellar
vesicles (LUVS). A Sephadex-G75 gel purification step was performed to remove the
unencapsulated probe. The Sephadex gel was obtained by hydrating 1.7 g of Sephadex
G75 with 60 mL of PBS buffer at pH 7.4 at 150 °C for 2 h. Finally, a dialysis with a
20 kDa membrane in 500 mL of acetate buffer at pH 5.0 was performed for 1 h in
order to equilibrate the pH value, inside and outside the dialysis membrane. The
objective of this step is to form liposomes with a core at pH 7.4 and an external
environment at pH 5.0 to better mimic the real conditions of the skin. The liposomes
were then stored in the dark at 40 °C. The concentration of HPTS/DPX-loaded
liposomes has been determined by NMR analysis.

3.8. Formulation of laurdan-stained liposomes

The lipid film (C24Cer2/Chol/C24FA) (1:1:1), formed by the method described
above, was rehydrated with a PBS buffer at pH 7.4, previously heated to 90 °C to
obtain an initial concentration of 3 mM of liposomes. The flask was placed in a water
bath at 90 °C. The next steps were carried out in the same way as described for
fluorescent probe-encapsulated liposomes, except the Sephadex gel purification step
was not performed. After liposomes formation, a solution of Laurdan at 1 mM was
added to the liposome solution to obtain a solution with 1 uM of Laurdan, which was
incubated for 90 min at room temperature in the darkness. The Laurdan solution (1
mM) was prepared by adding 0.35 mg of Laurdan in 1 mL of DMSO.

3.9. Liposomes characterization: size and quantification

3.9.1. Size determination - DLS measurement
Liposome sizes were determined by Dynamic Light Scattering with a Zetasizer
Nano ZS apparatus (Malvern Instrument SA, Worcestershire, UK) equipped with a
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laser emitting at 632 nm. Acquisitions were measured at 25 °C (equilibration duration
of 15 min) using a lipid concentration of 1.5 mM. For each sample, from 10 to 20
acquisitions were carried out with an acquisition time of 10 s. Autocorrelation
functions obtained were fitted with a CONTIN algorithm as provided in the software
in order to obtain the precise values of the liposomes’ diameter and size distribution.
In all cases, measurements were repeated three times.

3.9.2. Morphology Characterization—Cryo-TEM

The samples were prepared in the same way as described in the Laurdan-stained
liposomes preparation without adding Laurdan.

A 4-pL aliquot of sample was deposited on an EM grid coated with a perforated car-
bon film. After draining the excess liquid with a filter paper, grids were plunge-frozen
into liquid ethane cooled by liquid nitrogen using a Leica EMCPC cryo-chamber
(Leica Mi-crosystems, Wetzlar, Germany). For cryo-TEM observation, grids were
mounted onto a Gatan 626 cryoholder and transferred to a Tecnai F20 microscope
(Thermo Fisher Scien-tific) operated at 200 kV. Images were recorded with an Eagle
2k CCD camera (FEI, Hills-boro, OR, USA).

3.9.3. Lipid concentration quantification - NMR spectroscopy

The lipid concentration of the LUVs was quantified by *H NMR spectroscopy
following a protocol from Hein et al. (2016) [353] and Smeralda et al. (2019) [354].
TMSP was used as an internal standard (8§ = 0 ppm). *H NMR measurements were
performed at 50 °C on a Bruker Avance |1l HD spectrometer (Bruker) equipped with
a 5 mm TCI CryoProbe operating at 700 MHz. The large H,O signal was attenuated
thanks to a pulse program with presaturation using a composite pulse (zgcppr). The
instrument’s standard settings were: 90° pulse angle, 1.47 s acquisition time, 2 s
relaxation delay and 16 ppm spectral width. Locking and shimming were performed
on the signal of the exchangeable deuterium atoms of the D,O/CD3;OD mixtures. In
total, 128 scans were performed leading to a total acquisition time of 7 min 30 s. Data
processing was performed with Topspin 3.5. After zerofilling to 64 k data points,
apodization (exponential and Gaussian functions, 1 Hz), Fourier transformation,
phase- and baseline correction and the peak areas were determined by integration.
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3.10. Leakage assays

The The measurements were performed on a PerkinElmer—LS 55 fluorometer, at an
excitation wavelength of 412 nm and an emission wavelength of 513 nm with a slit
value around three for both. In an aluminum-coated Falcon, a solution of liposomes
enclosing the fluorescent probe was prepared at 15 pM. In addition, a 1% TritonX-
100 solution was prepared. A cuvette of 10 pL of solvent (ultra-pure water) was added
to 750 pL of the liposome solution and the content of the cuvette was gently mixed to
homogenize the content without forming air bubbles. The fluorescence intensity
measurement was performed and corresponds to Fo. Keeping the same parameters
used for the first measurement (slit value), a measurement with the addition of 10 pL
of 1% Triton-X100 in 750 pL of the liposome solution was performed. The intensity
value obtained corresponds to the Friion value. Similarly, measurements were
performed for GD-PAMAM-3, VitC@GD-PAMAM-3 (56:1, VitC: dendrimer molar
ratio) and vitamin C samples for a range of concentrations by adding 10 pL of the
sample to 750 pL of the liposome solution. The values obtained correspond to the
Fsampte. The absence of fluorescence emitted by the sample was controlled by adding
10 pL of the sample to 750 pL of buffer.

At higher dendrimers:liposomes molar ratios, negative values were observed and
were attributed to the capacity of the dendrimers to re-encapsulate the HPTS/DPX
released from the liposomes. The percentage of re-encapsulated HPTS/DPX was
determined in independent experiments performed at the same dendrimer
concentrations as in initial experiments and with a concentration of HPTS/DPX
corresponding to the fluorescence intensity obtained in the initial experiments in the
presence of Triton X-100. For each dendrimer:liposome molar ratio, the value of the
re-encapsulated HPTS/DPX percentage was added to the initial value of leakage to
obtain the final Leakage (%) according to Equation (1):

Leakage (%) = [(Fsampte — Fo) / (Fuiton — Fo) X100] + % re-encapsulated HPTS/DPX
1)

3.11. Fluidity measurement

The measurements were performed using a microplate reader (Spark, Tecan) at 32
°C at an emission wavelength from 405 nm to 520 nm. The measurements were
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recorded every 10 min for one hour. The mixture was stirred after each measurement
cycle for about 3 min.

Two solutions of liposomes were prepared. The first one contained liposomes
stained with the LLaurdan (see above in Laurdan-stained liposomes experiment) at
62.5 UM to obtain a final concentration of 50 uM/1 uM (liposomes/LLaurdan) after
the addition of the sample. The second one contained liposomes with DMSO, the same
amount (50 uM pL) as in the treated ones and is used as a control. On the other hand,
solutions of GD-PAMAM-3, vitamin C and VitC@GD-PAMAM-3 (56:1
VitC:dendrimer molar ratio) were prepared in ultra-pure water to obtain final
concentrations of 0.02 uM, 1.11 uM and 01.13 uM), respectively, in the mixtures of
the liposome sample. The VitC@GD-PAMAM-3 complex contained the same
concentration of GD-PAMAM-3. The microplate wells were filled with liposome
solution with or without Laurdan (100 pL). A first measurement was made before the
addition of dendrimers to compare the intensity before and after the addition. Then,
25 pL of each sample was added to the liposomes with DMSO or to the Laurdan-
stained liposomes. The blank one was obtained by adding the same volume of ultra-
pure water (25 pL). Three replicates for each sample were performed. The
measurements were recorded every 10 min for one hour. An emission spectrum was
recorded from 405 to 520 nm, but only the wavelengths of 440 and 490 nm were taken
into account for calculating the Generalized Polarization (GPe) parameter (Equation
(2)):

GPex = (1240 — lago) / (laao + lago) 2

where la and lago are the emission intensities subtracted from the blank at 440 and
490 nm, respectively. Each experiment has been repeated three times under the same
conditions with a new batch of liposomes.

4. Conclusion

The aim of our work was to evaluate the potential of different generations of two
biobased glycerodendrimer families GlyceroDendrimers-Poly-(AMidoAMine) (GD-
PAMAMSs) or GlyceroDendrimers-Poly(Propylene Imine) (GD-PPIs)) as vitamin C
carriers for topical application. For that purpose, we first investigated their capacity
to encapsulate vitamin C. The results showed that our system GD-PAMAM-3 has a
higher encapsulating capacity than commercial PAMAM-3 and different GD-PPIs
dendrimers. Additionally, our best candidate, GD-PAMAM-3, has no cytotoxicity on
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human dermal fibroblasts, whereas GD-PPIs have a cytotoxic effect at concentrations
higher or equal to 0.25 mg/mL, which renders GD-PAMAM-3 another favorable
property.

To better understand its mechanism of action and its use in the cosmetics, the
interaction of the best candidate, GD-PAMAM-3, encapsulating vitamin C or not,
with SC biomimetic models, was investigated by using two kinds of SC models, lipid
monolayers and liposomes. The study with the lipid monolayer model has shown that
the dendrimer encapsulating vitamin C or not is able to interact with the main lipids
of the SC at all pH setups tested. However, it is suggested that only pH 5.0 is favorable
for release of vitamin C into the SC matrix. Development of liposomes mimicking SC
lipid composition and with an internal core at pH 7.4 and an external environment of
pH 5.0 to better mimic real skin conditions was performed for investigating the effect
of dendrimers on SC permeability and fluidity/rigidity. The binding of GD-PAMAM-
3 or VitC@GD-PAMAM-3 to the SC-mimicking liposomes does not affect their
permeability at low molar ratios of GD-PAMAM-3:liposome and has a limited
permeabilizing effect at higher ratios, in accordance with the absence of cytotoxicity
on dermal cells. The binding of GD-PAMAM-3 and VitC@GD-PAMAM-3 increases
the rigidity of the liposome bilayer, with a higher immediate effect in the presence of
VitC. It suggests a reinforcement of the SC barrier property by GD-PAMAM-3 with
a more intense immediate effect in the presence of VitC.

In conclusion, our results suggest that GD-PAMAM-3 is the best dendrimer
candidate for VitC encapsulation for topical application. It has high encapsulating
ability, low cytotoxicity and is suggested to be able to deliver vitamin C to the SC.
However, additional assays have to be performed to confirm this last property.

Supplementary Materials (Annexe 2) : The following supporting information can
be downloaded at https://www.mdpi.com/article/10.3390/molecules27228022/s1
Figure S50: *H NMR of GD-PAMAM-3 (green), Vitamin C (blue) and Vit C@GD-
PAMAM-3 (red)in D,0; Figure S51: *H NMR of Vit C@GD-PPI-4 in D,O; Figure
S52: Vit C@GD-PPI-4 NOESY NMR; Figure S53: T1 measurements of free Vitamin
C; Figure S54: T1 measurements of Vitamin C with GD-PAMAM3; Figure S55: T1
measurements of Vitamin C with GD-PPI4; Figure S56: T2 measurements of free
Vitamin C; Figure S57: T2 measurements of Vitamin C with GD-PAMAM3; Figure
S58: T2 measurements of Vitamin C with GD-PPI14; Figure S59: Cryo-TEM images
of liposomes at 1.2 mM: (a) and (b) in absence of GD-PAMAM-3 showing few and
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isolated Large unilamellar vesicles (LUVS), (c) and (d) in presence of GD-PAMAM-
3 at 0.48 pM showing some liposome aggregation..
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IV.3. Interaction du GD-PPI-4 et du PAMAM-3-FA
avec les membranes biomimétiques du SC

1. Reésultats et discussions

L’¢étude de l’interaction de deux autres familles de dendriméres GD-PPI-4 et
PAMAM-3-FA avec les modéles biomimétiques de SC, a été effectuée dans les méme
conditions que précédemment, pour comprendre 1’effet de la structure du dendrimeére
sur son comportement sur le SC par comparaison avec les résultats précédemment
obtenus avec le GD-PAMAM-3.

Deux modeles membranaires sont utilisés : les monocouches lipidiques et les
liposomes constitués chacun de N-Lignoceroyl-D-sphingosine (C24Cer2), du cholest-
5-én-3-ol (Chol) et de l'acide lignocérique (C24FA) (1:1:1), représentants des
principales classes de lipides présents dans le SC humain.

1.1. Etude sur le modele monocouche de stratum corneum

L’étude sur la monocouche (C24Cer2/Chol/C24FA) (1:1:1) a été réalisée a 22
°C dans le tampon acétate a pH 5, pH imitant la partie externe de la peau et sélectionné
comme un pH favorisant le relargage de la molécule active (vitamine C) dans la
premiére partie de ce chapitre.

Apres I’injection du GD-PPI-4 et du PAMAM-3-FA 40,2 uM (méme concentration
que pour le GD-PAMAM-3) dans la sous-phase acétate dépourvue de lipides, aucune
variation de pression de surface n’a été observée en fonction du temps. Ceci indique
gue le pH 5 ne favorise pas l'adsorption des dendrimeres, en accord avec ce qui a été
observé avec la GD-PAMAM-3. En présence de lamonocouche lipidique a différentes
pressions de surface initiales, la pression de surface du GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA
augmente avec le temps et atteint un plateau apres 50 min et 30 min respectivement
(Figure 33). Ceci indique que la monocouche lipidique favorise 1’adsorption des
dendriméres a I’interface.

Le graphique de la variation de pression de surface AIT en fonction de la pression
de surface initiale TTi montre une diminution de AIT avec ITi (Figure 34). Les valeurs
de MIP et dITo du GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA déterminées a partir du graphique
(Figure 34) sont présentés dans le tableau 17. Les valeurs de MIP sont similaires a
celle du GD-PAMAM-3 (si on tient compte des écart-types) et sont dans ’intervalle
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de 25-30 mN/m (gamme de la pression de surface estimée dans les membranes
biologiques). Ceci suggére que ces dendriméres sont capables de pénétrer dans la
matrice lipidique du SC. Il est aussi a noter que les valeurs de dIT, du GD-PPI-4 et
PAMAM-3-FA sont positives et sont supérieures a celle du GD-PAMAM-3, ce qui
indique que le mélange ternaire lipidique de SC a un effet attractif plus important pour
GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA que pour GD-PAMAM-3. Ceci pourrait étre la raison
pour laquelle GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA présentent une cytotoxicité. En effet, une
attractivité excessive pourrait engendrer un endommagement des cellules. Des
mesures de I’effet du GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA sur la perméabilité et la fluidité
membranaires ont donc été entreprises pour mieux comprendre cet effet cytotoxique.

(a) (b)
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Figure 33 : Cinétique de l'adsorption du GD-PPI-4 (a) et du PAMAM-3-FA (b) (0,2 uM
dans la sous-phase a pH 5) a une interface dépourvue de lipides ou recouverte de
monocouche lipidique imitant le SC (C24Cer2/Chol/C24FA 1:1:1). Le temps zéro

correspond au temps d'injection du dendrimére sous une interface dépourvue de lipides ou
recouverte de monocouche lipidique a différentes pressions de surface initiales ITi

Tableau 17 : Les valeurs de MIP et de dITo du GD-PPI-4, PAMAM-3-FA et du GD-
PAMAM-3 déterminées graphiquement a partir de la Figure 6. dITo (mN/m): variation de
pression de surface différentielle, qui correspond a la différence entre la variation de pression
de surface maximale et la valeur de pression de surface a une interface dépourvue de lipides
a la méme concentration, MIP (mN/m): la pression d'insertion maximale (pour ATT=0

mN/m)
GD-PAMAM-3 GD-PPI-4 PAMAM-3-FA
MIP (mN/m) 282+73 27,7+6,1 41,7+11,4
dZZp (mN/m) 59+05 91+04 9,1+0,9
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Figure 34 : Variation de la pression de surface AIT aprés injection du GD-PAMAM-3,
GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA 4 0,2 uM en fonction de la pression de surface initiale ITi de la
monocouche lipidique (C24Cer2/Chol/C24FA 1:1:1) a 22 °C a pH 5.

1.2. Effet des dendrimeres GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA sur la
perméabilité de liposomes

Dans cette étude, le pourcentage de perméabilité des liposomes a été déterminé en
mesurant la fuite de la sonde fluorescente HPTS et de son quencher DPX
préalablement encapsulés (voir la partie expérimentale de I’article ci-dessus) et libérés
par I'action du dendrimére GD-PPI-4 ou PAMAM-3-FA.

Aucun effet perméabilisant n'a été observé au moment du contact du GD-PPI-4
méme avec des ratios molaires dendrimére:liposome élevés. Cependant un effet faible
limité (< 20 %) est apparu au cours du temps (T3h30) pour des ratios plus élevés
(Figure 35-a). Pour le PAMAM-3-FA, un tres faible effet (< 10 %) pour des ratios
plus élevés est observé deés le contact a TO et il demeure ensuite au cours du temps
(Figure 35-b).

En comparant avec les résultats obtenus pour le GD-PAMAM-3, nous pouvons
constater qu’il n’y a pas de différence marquée de comportements des dérivés de
PAMAM (effets légers immédiats). Tandis que le comportement de GD-PPI-4 est
légerement différent (un effet apparu au cours du temps). Le faible effet
perméabilisant des dendrimeres sur les liposomes pourrait s'expliquer par un
phénomene d'agrégation des liposomes (comme observé dans le cas du GD-PAMAM-
3), mais qui serait plus lent dans le cas du GD-PPI-4 du fait de sa taille moins
importante par comparaison aux GD-PAMAMS.
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Figure 35 : Libération de HTPS et DPX des liposomes biomimétiques du SC, aprés 1’ajout
de GD-PPI-4 (a) ou du PAMAM-3-FA (b) a différents rapports molaires
dendrimere:liposome et 2 périodes d'incubation. TO correspond au moment ou les
dendrimeres sont ajoutés aux liposomes. Le leakage correspond a la quantité de HPTS-DPX
libérée en presence des dendrimeres, exprimée en pourcentage de la quantité totale libérée
par le Triton X-100 et en prenant en considération le phénoméne de la réencapsulation

1.3. Effet des dendrimeres GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA sur la
fluidité de la membrane

L'effet du GD-PPI-4 et du PAMAM-3-FA sur la fluidité/rigidité de la membrane
biomimétique du SC a été déterminé en mesurant la variation de la polarisation
généralisée (AGP) du laurdan dans la bicouche lipidique (C24Cer2/Chol/C24FA)
(2:1:1) apres I'ajout de dendriméres dans le méme ratio molaire dendrimére : liposome
(1 : 2500) utilisé lors de 1’étude du GD-PAMAM-3. La formulation de bicouche
lipidique (liposome) décorée avec du laurdan a été décrite dans I’article ci-dessus.
Pour rappel : un AGP positif correspond a une rigidification de la membrane alors que
qu’un AGP négatif correspond a une fluidification.

En présence de GD-PPI-4, un effet de rigidification marqué et immédiat (AGP = 0,1
a T=0) de la bicouche biomimétique de SC est observé (Figure 36) ; il diminue
ensuite avec le temps (AGP = - 0,08 a T = 3h30). En présence de PAMAM-3-FA, un
effet fluidifiant (AGP = - 0,125 a T = 0,5h) puis un effet rigidifiant progressif (AGP
= 0,06 a T = 3h30) sont successivement observés (Figure 36). Ces deux effets
physiques n’avaient pas été observés pour le GD-PAMAM-3. Une réorganisation
progressive de la membrane au fur et & mesure de 1’adsorption et de la pénétration des
dendrimeéres peut étre a I’origine de ce phénomeéne. Une agrégation des dendriméres
au sein de la membrane pourrait également se produire. Dans le cas du PAMAM-3-
FA, des échanges d’ions du dendrimére avec le tampon et la bicouche, pourrait aussi
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entrainer des modifications de 1’organisation de la membrane. Apres 3h30
d’incubation, les GD-PAMAM-3 et PAMAM-3-FA ont un effet de renforcement de
la barriére du SC alors que le GD-PPI-4 semble plut6t affaiblir celle-ci ; ceci pourrait
donc expliquer son effet cytotoxique accru.

GD-PPI-4 =PAMAM-3-FA = GD-PAMAM-3
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Figure 36 : Variation de la polarisation généralisée (AGP) du laurdan dans la bicouche
biomimétique de SC apres l'ajout de GD-PAMAM-3, GD-PPI-4 ou PAMAM-3-FA a un
ratio molaire dendrimere : liposomes 1 : 2500 au cours du temps

2. Conclusion

L’interaction du GD-PPI-4 et du PAMAM-3-FA avec les modeles de monocouche
lipidique et de liposome biomimétique de SC a été étudiée.

L'étude sur le modele de monocouche lipidique a montré que le GD-PPI-4 et le
PAMAM-3-FA sont capables d'interagir avec les lipides de la monocouche et de
pénétrer le SC a pHS. L’attractivité des lipides envers GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA
est supérieure a celle du GD-PAMAM-3.

L’étude du modele liposome a montré que les dendrimeéres étudiés n’ont aucun effet
perméabilisant a des faibles ratios molaires dendrimere : liposomes alors qu’il est
limité a des ratios plus éleves. Les GD-PAMAM-3 et PAMAM-3-FA ont un effet
rigidifiant aprés 3h30 d’incubation ce qui suggeére le renforcement de la barriére du
SC, alors qu’avec le GD-PPI-4, un effet fluidifiant est constaté, affaiblissant la
barriere du SC, ce qui peut expliquer son effet cytotoxique accru.

Pour conclure, tous ces résultats suggerent que les GD-PAMAM-3 et PAMAM-3-
FA sont les meilleurs candidats pour une application cosmétique.
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Conclusions génerales et perspectives

L’objectif principal de la thése était double, 1’un plus appliqué visant a évaluer le
potentiel de dendriméres biosourcés comme supports d’actifs cosmétiques et 1’autre
plus fondamental, focalisé sur la compréhension de leur mécanisme d’action sur la
peau.

D’un point de vue appliqué, la thése s’est attachée a déterminer le pouvoir
d’encapsulation de principes actifs cosmétiques et la cytotoxicité sur les cellules de
peau de dendriméres déja optimisés au sein du laboratoire, mais aussi a mettre au point
de nouvelles structures de dendrimeres présentant des activités antioxydantes,
propriétés particulierement recherchées en cosmétique.

* Quatre familles de dendriméres biosourcés ont été préparées selon une
méthodologie développée précédemment au laboratoire. Les quatre premieres
générations de GlycéroDendrimére PolyPropylenimine (GD-PPI) et de
GlycéroDendrimére AMidoAmine (GD-PAMAM) ont été obtenues avec de bons
rendements par greffage du carbonate de glycérol sur les dendriméres de type
PAMAM et PPl commerciaux. Les trois premiéres générations de
GlyceroClickDendrimére (GCD) et de GlycerolADendrimére (GAD) ont été obtenues
avec des rendements corrects par une méthode divergente en utilisant le glycérol
comme composé de départ et en suivant plusieurs étapes de synthéses. Certains
réactifs sont utilisés avec un large exces dans le but de favoriser un greffage complet
des groupements périphériques.

* La cytotoxicité de ces quatre familles de dendrimeéres a été testée sur
des fibroblastes dermiques humains. Les résultats ont montré que les
dendrimeres GCDs, GADs et GD-PAMAM-3 n’ont aucune cytotoxicité en
dessous de 1 mg/mL, tandis que les GD-PPIs présentent un léger effet
cytotoxique au-dela de 0,25 mg/mL.

* La capacité des dendriméres dérivés du glycérol a encapsuler un
principe actif, principalement la vitamine C, dépend de la nature et de la taille
des dendrimeres. De meilleurs résultats ont été obtenus pour les générations
les plus élevées possédant donc plus de cavités mais aussi pour les
dendriméres ayant plus d’hétéroatomes qui favorisent les interactions. Ainsi,
les meilleurs résultats d’encapsulation ont été obtenus avec le GD-PAMAM-
3.
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* Six nouvelles familles de dendrimeéres ioniques et trois générations pour

chaque famille ont été préparées a partir des dendriméres commerciaux de type PPI et
PAMAM et de trois acides phénoliques biosourcés (acide phlorétique, acide férulique
et acide caféique) par un procédé acido-basique classique. Ces synthéses ont été
optimisées sous activation de micro-ondes, puis transférées dans un microréacteur a
flux continu, ce qui a permis d’obtenir des rendements quantitatifs avec des temps de
réaction courts.

* Les dendriméres ioniques présentent des activités antioxydantes
tres intéressantes, voire supérieures a celles des agents antioxydants
communément utilisés dans le domaine cosmétique. Leur pouvoir antioxydant
dépend de leur nombre de groupements fonctionnels et de la nature des acides
phénoliques utilisés. Les dendriméres de générations élevees possédant un
nombre important de phénolates ont une activité plus importante. Les
dendrimeéres dérivés d’acide caféique présentent une meilleure activité, par la
présence de deux fonctions hydroxyles sur la structure de I’acide caféique.
Ainsi, les meilleures activités antioxydantes sont observées avec les dérivés
du PAMAM et de I’acide caféique ou férulique.

* Les résultats de cytotoxicité sur des fibroblastes dermiques ont
montré que les dérivés de l’acide férulique sont moins toxiques. La
cytotoxicité dépend fortement de la nature, du nombre et de la charge des
groupements fonctionnels des dendriméres. La décoration des dendrimeres
commerciaux par des entités neutres dérivées du glycérol a permis
d’augmenter la solubilit¢ et de diminuer la toxicité. La décoration des
dendrimeéres avec des acides phénoliques a également permis d’augmenter la
solubilité des acides dans 1’eau et le pouvoir antioxydant au détriment de la
cytotoxicité accrue en présence de charges positives a la surface et de noyaux
aromatiques. Ce sont les dendrimeéres dérivés d’acide férulique qui sont le
moins toxiques pour des concentrations qui ne dépassent pas 100 pg/mL.

Ainsi, les PAMAM-3-FA et PPI-3-FA a 100 pg/mL peuvent étre sélectionnés
comme agents d’encapsulation et antioxydants d’ingrédients actifs en cosmétique. En
encapsulant les composés actifs & pH neutre, pour ne pas déstabiliser les liaisons
ioniques, ces dendrimeres peuvent empécher leur dégradation et le caractére ionique
des dendrimeres peut améliorer leur solubilité dans les solvants compatibles pour la
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cosmétique. Leur pouvoir antioxydant les stabilise et peut renforcer leur effet
protecteur vis-a-vis des composés actifs encapsulés.

* Deux autres familles de dendriméres neutres — comportant des fonctions
amides — ont été obtenues par réaction de couplage de PPI avec les acides phlorétique
et férulique. Néanmoins, des difficultés de purification n’ont pas permis d’obtenir ces
composés de fagon pure et isolée. Les acides phlorétique et férulique sont utilisés en
large excés dans 1’objectif de favoriser un greffage complet des fonctions amines
terminales.

Au vu de l'intérét des dendrimeres démontré dans ce volet pour une application
cosmétique, de nombreuses études pourraient s ensuivre.

» L’étude de la taille des cavités et de quelques propriétés des dendrimeéres
telles que [’hydrophobicité pourraient étre envisagées afin d’identifier la
nature et la taille des molécules qui pourrait étre encapsulées au mieux
dans ces dendrimeres. En effet, des études de modélisation moléculaire ont
été déja amorcées au sein du laboratoire, une poursuite de cette étude est a
envisager.

» Les encapsulations dans le dendrimére GD-PAMAM-3 pourraient étre
étendues a d’autres molécules a caractére hydrophobe telles que le
resvératrol ou la curcumine pour des applications cosmétiques ou
pharmaceutiques. En effet, ces molécules possédent de nombreuses
propriétés biologiques. Elles sont connues notamment pour leurs effets
antioxydant, anti-inflammatoire et anti-cancéreux. Cependant, leur
hydrophobicité diminue leur biodisponibilité. Cette derniere pourrait étre
améliorée en augmentant leur solubilité dans des solvants compatibles a
leur application par le biais de GD-PAMAM-3 par exemple.

» Lors d’une encapsulation, une ou plusieurs interactions (électrostatiques,
Van Der Waals, liaisons hydrogéne) peuvent exister entre les molécules
actives et les dendriméres. La rupture de ces interactions pour favoriser le
relargage de la molécule active dépend de plusieurs facteurs comme le pH,
la température et la composition du milieu. La caractérisation de la
cinétique de relargage est donc a envisager pour déterminer les facteurs
influencant le relargage en utilisant des techniques analytiques adaptées
pour quantifier la molécule active telles que la RMN, la
spectrophotométrie, ' HPLC ou la GC.
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» Des tests d’encapsulation et de relargage d’autres actifs cosmétiques telles
que la caféine et les huiles essentielles pourraient étre envisagés avec les
dendrimeres ioniques. En effet, l'intérét de [’encapsulation des huiles
essentielles par les dendriméres dérivés du glycérol a été récemment
demontré au laboratoire, il serait donc intéressant d’étendre ces
encapsulations aux dendriméres ioniques.

» L’activité antioxydante des dendriméres doit étre évaluée en utilisant
d’autres méthodes pour confirmer les résultats obtenus par la méthode de
DPPH et le transposer a un systeme biologique.

» D’autres familles de dendriméres ioniques pourraient aussi étre préparées
avec d’autres acides phénoliques dérivés d’acide cinnamique connus pour
leur effet antioxydant tout comme les acides férulique et caféique. Ces
dendrimeres peuvent étre utilisés comme agents antibactériens ou
antifongiques dans le domaine de la cosmétique mais aussi dans d’autres
domaines comme la pharmacie [355]. Leur caractére ionique et leur Iégere
cytotoxicité pourraient augmenter leurs propriétés antifongique et/ou
antibactérienne [356,357].

» Les dendriméres ioniques pourraient également étre préparés avec de
l’acide thioglycolique (actif dans les cremes dépilatoires) pour une
application en cosmétique, ce qui pourrait protéger cet acide de la
dégradation et diminuer sa forte odeur.

» Les conditions réactionnelles des dendrimeres dérivés de PPl comportant
des fonctions amides restent a étre optimisées (activation par les micro-
ondes, sans agent de couplage, purification) pour augmenter les
rendements obtenus et étendre cette méthodologie de synthese aux
PAMAMs.

D’un point de vue fondamental, cette thése s’est attachée a mieux comprendre le
mécanisme d’action des dendrimeéres sur la peau et I’effet de leur structure sur celui-
Ci.
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* L'interaction des dendrimeres avec le SC a été étudiée en utilisant deux types
de modeles biomimétiques de SC : les monocouches lipidiques et les liposomes.

* L'¢tude sur le modéle de monocouche lipidique a permis de
déterminer la cinétique d’adsorption des dendrimeéres et leur pouvoir de
pénétration dans le SC ainsi que I’attractivité des lipides du SC vis-a-vis des
dendriméres.

Le GD-PAMAM-3, qui est le meilleur candidat pour encapsuler la
vitamine C et le moins cytotoxique envers les fibroblastes dermiques, est
capable d'interagir, seul ou avec de la vitamine C encapsulée, avec les lipides
du SC quel que soit le pH (5,0 - 6,0 et 7,4). Cependant, seul le pH de 5,0,
proche de celui la peau, serait favorable a la libération de la vitamine C dans
la matrice du SC.

Les dendriméres GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA sont capables
d'interagir avec les lipides du SC a pH5 tout comme le GD-PAMAM-3.
Cependant I’attractivité des lipides envers ces dendriméres est supérieure a
celle du GD-PAMAM-3, ce qui pourrait expliquer leur effet cytotoxique.

» L’étude sur les liposomes biomimétiques du SC a montré que le GD-
PAMAM-3, seul ou avec la vitamine C encapsulée, n'a aucun effet sur la
perméabilité de la membrane pour des faibles concentrations de GD-
PAMAM-3 et un effet de perméabilisation limité a des concentrations plus
élevées, ce qui est cohérent avec l'absence de cytotoxicité. Le faible effet de
perméabilité observé peut s'expliquer par un phénomeéne d'agrégation des
liposomes. L’interaction du GD-PAMAM-3 avec les liposomes augmente la
rigidité de leur bicouche. Cela suggere que le dendrimére renforce la propriété
de barriere du SC et cet effet est accéléré en présence de vitamine C
encapsulée.

Les dendriméres GD-PPI-4 et PAMAM-3-FA n’ont également aucun
effet perméabilisant a des faibles ratios molaires dendrimere : liposomes alors
qu’il est limité a des ratios plus élevés, comme observé pour le GD-PAMAM-
3. En outre, ’interaction du PAMAM-3-FA avec les liposomes aprés 3h30 du
contact, augmente la rigidité de la membrane ce qui suggére le renforcement
de la barriere du SC, alors qu’avec le GD-PPI-4 un effet fluidifiant est
constaté, affaiblissant la barriére du SC.
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Les modéles biomimétiques du SC ont été utiles pour obtenir des informations sur
le mécanisme d’interaction des dendriméres avec la couche externe de la peau et
étudier I’influence de facteurs externes comme le pH sur ce mécanisme. Au-dela de
cette these, ces systémes pourraient aussi étre exploités pour tester d’autres produits
cosmétiques en s’affranchissant d’essais sur animaux ou sur humains et donc éviter
les problémes d’éthique. Les liposomes mis au point dans le cadre de cette thése,
présentant un compartiment aqueux interne a pH 7,4 et un environnement agqueux
externe a pH 5.0, semblent particuliérement bien adaptés a cette application du fait de
leur stabilité sur plusieurs jours.

Pour faire suite aux résultats démontrés dans le volet fondamental, d’autres études
pourraient étre envisagées.

» Outre I'effet du pH sur les interactions dendriméres-modéles de peau, I'effet
de la température pourrait aussi étre étudié.

» 1l serait intéressant d’étudier l'effet des dendrimeéres sur l'organisation et la
structure des lipides du SC a [’aide de différentes techniques telles que la
differential scanning calorimetry (DSC), l'imagerie de fluorescence avec des
sondes qui marquent spécifiquement les domaines ordonnés ou désordonnés
de la membrane comme par exemple la NBD-DPPE (N-7-nitro-2-1-3-
benzoxadiazol-4-yl-dipalmitoylphosphatidyléthanolamine) et la TR-DPPE
(Texas-red dipalmitoylphosphatidyl-éthanolamine) respectivement, la
microscopie a force atomique (AFM) ou encore la cryo-TEM comme amorcé
lors de cette thése pour visualiser [effet du GD-PAMAM-3 sur la
morphologie des liposomes biomimétiques de SC.

» D’autres études permettant de déterminer ou se localisent les dendrimeres au
niveau de la peau et de contrdler la libération et la diffusion des principes
actifs délivrés par les dendriméres pourraient étre envisagées notamment a
I"aide du dispositif de Franz ou la fluorescence lifetime imaging microscopy
(FLIM) par exemple, en utilisant soit la peau des animaux, soit des
membranes synthétiques qui miment la peau ou encore des multicouches
lamellaires de lipides représentatifs de la peau.

En conclusion finale, cette thése a, non seulement, permis des avancées, dans le
domaine d’application des dendriméres en cosmétiques en proposant des nouvelles
structures de dendrimeéres non cytotoxiques et adaptées a I’encapsulation de principes
actifs délicats, mais aussi sur le plan fondamental, dans la compréhension du
mécanisme d’action de ces dendriméres au niveau de la peau.
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Figure S46.'H NMR of PAMAM-3-CA in (CD3),SO
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Figure S47. IR of PAMAM-3-CA
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Figure S 48. Inhibition of DPPH (300 pmol or 118.3 mg/L) by caffeic acid derived-
PAMAM dendrimers
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Figure S49. Inhibition of DPPH (300 umol or 118.3 mg/L) by ionic antioxidant

dendrimers
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Table S1. ICso (Mmg/L)

Entry Samples ICso (Mmg/L) Standard
deviation
1 Vitamin C 10.92 +0.3
2 Ferulic acid 52.42 +4.6
3 PPI-1-FA (4 FA units) 32.79 +19
4 PPI-2-FA (8 FA units) 39.61 +4.9
5 PPI-3-FA (16 FA units) 47.92 +12.4
6 PAMAM-1-FA (8 FA units) 65.63 +5.9
7 PAMAM-2-FA (16 FA units) 54.72 +8.3
8 PAMAM-3-FA (32 FA units) 62.99 +10.5
9 Caffeic acid 2.34 +0.2
10 PPI-1-CA (4 CA units) 10.47 +13
11 PPI-2-CA (8 CA units) 16.64 +2.2
12 PPI1-3-CA (16 CA units) 15.99 +5.0
13 PAMAM-1-CA (8 CA units) 15.50 +3.1
14 PAMAM-2-CA (16 CA units) 11.04 +55
15 PAMAM-3-CA (32 CA units) 12.67 +51
16 PAMAM-3-PhA 5868.44 +52.6
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Annexes 2:

Supplementary Materials: Molecules 2022, 27, 8022,
https://doi.org/10.3390/molecules27228022
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Figure S50. 'H NMR of GD-PAMAM-3 (green), Vitamin C (blue) and Vit C@GD-
PAMAM-3 (red)in DO
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Figure S51. *H NMR of Vit C@QGD-PPI-4 in D,0
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Figure S52. Vit C@GD-PPI-4 NOESY NMR shows NOE interactions between the
protons of vitamin C (3.73, 4.03 and 4.64 ppm) with those of the GD-PPI-4 (1.92, 2.14 and
3.22 ppm) in D2O
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Figure S53. T1 measurements of free Vitamin C.

Experimental (blue dot) and calculated (red line) determination of Ty for the *H (at 4.95ppm
which have the biggest value of T,) of free Vitamin C by inversion-recovery pulse sequence.
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We fit the curve by M = M, <1 —kexp (;—T)> where M is the magnetization, M, is the
1
magnetization at T = 0s, t is the delay between the 180° and 90° pulses, and k is the
efficiency of 180° pulse (if we have 180° pulse, we must have k = 2).
We find My, = 14.3, k= 1.9 and T; = 3.9s by this NMR sequence with 30s of recycle

delay (delay>5x T3).

—+— e experimental

——calculated

T (S)
Figure S54. T1 measurements of Vitamin C with GD-PAMAMa3.

Experimental (blue dot) and calculated (red line) determination of T, for the *H (at 4.53ppm
which have the biggest value of T;) of Vitamin-C with GD-PAMAM3 by inversion-recovery
pulse sequence. We find M, = 4.2,k = 1.91and T; = 2.45s by this NMR sequence with 40s
of recycle delay (delay>5x T1).
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Figure S55. T1 measurements of Vitamin C with GD-PPI4.

Experimental (blue dot) and calculated (red line) determination of T, for the *H (at 4.68ppm
which have the biggest value of T1) of Vitamin C with GD-PP14 by inversion-recovery pulse
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sequence. We find My, = 3.9, k = 1.89 and T; = 1.5s by this NMR sequence with 40s of
recycle delay (delay>5x T,).

e experimental
| ——calculated

T (S)

Figure S56. T2 measurements of free Vitamin C.

Experimental (blue dot) and calculated (red line) determination of T for the *H (at 4.08ppm)

of free Vitamin C by CPMG pulse sequence. We fit the curve by M = Myexp (T—z) where M

is the magnetization, M, is the magnetization at T = 0s, and < is the delay between the 90°
pulse and the beginning of signal acquisition. We find My = 4.37 and T, = 1. 0s by this
NMR sequence with 40s of recycle delay
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Figure S57. T2 measurements of Vitamin C with GD-PAMAM3.

Experimental (blue dot) and calculated (red line) determination of T for the H (at 4.05ppm)
of Vitamin C with GD-PAMAM3 by CPMG pulse sequence. There are two kind of signal

(dendrimer and Vitamin-C) so we fit the curve by M = k4 X Myq X exp (ﬁ)+
2

k, X My, X exp (T_—;V) where subscripts d and v designate dendrimer and vitamin-C

respectively. Finally, we find k, X M, = 1.45, and T, = 0.33s by this NMR sequence with
40s of recycle delay
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Figure S58. T2 measurements of Vitamin C with GD-PPI4.

Experimental (blue dot) and calculated (red line) determination of T, for the *H (at 4.15ppm)
of Vitamin-C with GD-PPI4 by CPMG pulse sequence. There are two kinds of signal
(dendrimer and Vitamin-C). Finally, we find k, x My, = 3.87, and T, = 0.20s by this NMR
sequence with 10s of recycle delay.

Figure S59. Cryo-TEM images of liposomes at 1.2 mM: (a) and (b) in absence of GD-
PAMAM-3 showing few and isolated Large unilamellar vesicles (LUVS), (c) and (d) in
presence of GD-PAMAM-3 at 0.48 uM showing some liposome aggregation.
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