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Résumé : 

Nouveaux glycoclusters fluorescents ¨ cîur pyrène : Synthèse et interactions envers 

des lectines 

Virginie Placide, Ph.D. 

Concordia University, 2011 

Les interactions sucre-protéine sont à la base de nombreux phénomènes biologiques tels 

que lôadh®sion de bact®ries sur les surfaces de cellules h¹tes. Lôinhibition de ce type 

dôinteraction par des mol®cules multivalentes synthétiques (comme les glycopolymères, 

glycodendrim¯res, glycoclusters, etc.) fait lôobjet dô®tudes importantes depuis plusieurs 

d®cennies. Lôobtention de telles mol®cules pourrait permettre de d®velopper de nouvelles 

thérapies qui pourraient palier notamment à la résistance aux antibiotiques. De plus, la 

d®tection de telles interactions par des m®thodes simples et faciles ¨ mettre en îuvre 

permettrait une am®lioration de la compr®hension de ces ph®nom¯nes. Côest dans ce 

contexte, que nous avons développé une nouvelle classe de composés glycosylés 

multivalents fluorescents. Ces glycoclusters, ont la particularité de présenter une double 

fonctionnalité : lôinhibition dôinteractions lectine-sucre par des effets de multivalence ; 

ainsi quôune détection de ces interactions grâce à la spectroscopie de fluorescence. 

Nous pr®sentons dans ce manuscrit, la synth¯se dôune nouvelle famille de glycoclusters 

mannosyl®s ¨ cîur pyr¯ne fluorescent. De plus, les r®sultats des analyses biologiques 

(ITC, SPR, HIA) et physicochimiques (DLS, spectroscopie de fluorescence) réalisées sur 

des lectines dôint®r°t (ConA, LecB, Bc2lA) en pr®sence des glycoclusters sont discut®s. 

Nous avons ainsi mis en évidence la possibilité de reconnaître et de détecter les 

interactions lectine-sucre par la spectroscopie de fluorescence. 

Mots clés : Glycoclusters, lectines, biocapteur, fluorescence, DLS, pyrène 
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Abstract : 

New Fluorescent Glycoclusters with Pyrene core : Synthesis and Interactions with 

Lectins 

Virginie Placide, Ph.D. 

Concordia University, 2011 

Carbohydrate-proteins interactions are of main importance because they are involved in 

many biological phenomena such as bacterial adhesion on host cells. A growing interest 

was recently shown concerning the development of synthetic multivalent macromolecules 

(glycopolymers, glycodendrimers, glycoclusters, etc) for the inhibition of such 

interactions. Indeed, it could protect some host cells from bacteria aggression. Moreover, 

the detection of thoses interactions would allow a better understanding of such 

phenomena. The purpose of this work is to design some new fluorescent glycoclusters 

which exhibit dual functionality: the inhibition of carbohydrate-protein interactions via a 

multivalency effect; and detection of the interactions via fluorescence spectroscopy. 

A new class of biosensors was created based on the synthesis of a new family of 

fluorescents glycoclusters (divalent and tetravalent) containing fluorescent pyrene core. 

Moreover, some biological (ITC, SPR, HIA) and biophysical analyses (DLS, 

fluorescence) involving some lectins (ConA, LecB, Bc2lA), will be presented and 

discussed. We have shown the possibility for detecting some carbohydrate-protein 

interactions, using fluorescence spectroscopy. 

Keywords: Glycoclusters, lectins, biosensors, fluorescence, DLS, pyrene 
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Chapitre I  

1-1 Mise en contexte  : 

Le développement de virus, bactéries ou encore de cancers résulte de nombreux 

phénomènes biologiques. Parmi ceux-ci, les interactions entre les hydrates de carbone, 

situés à la surface membranaire des cellules, et les protéines, présentes dans le milieu 

biologique, sont responsable des ph®nom¯nes dôadh®sion cellulaire et de propagation. La 

plupart de ces phénomènes font intervenir des interactions multivalentes. La multivalence 

permet de moduler, de renforcer, dôaugmenter lôavidit® des ligands et la s®lectivit® des 

interactions entre les ligands et les protéines par un phénomène naturel appelé « effet 

dendritique ou effet cluster ». Le développement de nouvelles molécules multivalentes 

pour inhiber et mimer les processus dôadh®sion mol®culaire fait lôobjet de nombreuses 

études. La détection de ces interactions par lôinterm®diaire de biocapteurs fluorescents 

permet également une amélioration de la compréhension et la biodétection de ces 

ph®nom¯nes ainsi que dôun ç marquage indirect » des protéines responsables de ce 

développement. 

Le but de ce projet réside dans la synthèse de nouvelles molécules fluorescentes 

multivalentes simples de types glycocluster et de leurs études dans des interactions envers 

diff®rentes lectines. Ces mol®cules feront lôobjet dô®tudes, via des relations 

structures/activit®, pour la compr®hension des ph®nom¯nes dôinteractions multivalentes et 

dôadh®sion. De plus, des ®tudes compl®mentaires seront men®es afin de d®terminer le 

d®veloppement possible dôun nouveau type de biocapteur, int®grant ¨ la fois une sonde 

fluorescente et des ligands. Ce nouveau type de glycoclusters permettrait de détecter les 
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interactions sucre-lectine en vue de lôappliquer plus tard ¨ des syst¯mes biologiques tels 

que des bactéries.  

La présentation de ce travail sera divisée en plusieurs parties. Dans une première partie 

introductive, nous pr®senterons lôimportance et le r¹le des hydrates de carbone dans le 

d®veloppement dôinfections. La nature et le r¹le des lectines ®tudi®es au cours de ce 

projet, seront également présentés. Nous aborderons ensuite la notion de multivalence et 

son importance dans les phénomènes naturels, puis nous présenterons les différentes 

architectures moléculaires multivalentes développées dans la littérature et leur utilisation 

potentielle en tant quôinhibiteurs dôadh®sion. Ensuite, lôutilisation des glycodendrim¯res 

fluorescents en tant que biocapteurs sera discut®e et illustr®e ¨ lôaide dôexemples 

pertinents sélectionnés dans la littérature. 

Le second chapitre sera consacré à la description de la synthèse des glycoclusters ¨ cîur 

pyr¯ne ®tudi®s lors de ce projet. La strat®gie de synth¯se pour lô®laboration des 

molécules, ainsi que le choix des éléments structuraux seront discutés.  

Enfin, les résultats des analyses biologiques réalisées sur les glycoclusters seront exposés. 

Les techniques dô®tudes seront dans un premier temps pr®sent®es, puis nous discuterons 

des résultats obtenus en vue de dégager des conclusions quant à la capacité des systèmes 

développés à être utilisés en tant que biocapteurs et nous relierons ces résultats à la 

structure des glycoclusters ainsi quô¨ lôaffinit® de ces derniers envers les lectines ®tudi®es.  
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1-2 Introduction à la glycobiologie  : 

La membrane cellulaire est constituée de macromolécules de surface qui confèrent aux 

cellules leurs propriétés (fonctions) biologiques particulières. Parmi ces macromolécules, 

on retrouve principalement les protéines, les lipides, les acides nucléiques et les 

polysaccharides. De par leur structure moléculaire tridimensionnelle, ces constituants 

possèdent des propriétés biologiques uniques. Parmi ces macromolécules, les 

polysaccharides se situent ¨ la surface des cellules dans lôespace extracellulaire sous la 

forme de glycoprot®ines, de glycolipides ou encore dôoligosaccharides. (Figure I -1) 

 

Figure I- 1 : Présentation des glycoformes à la surface cellulaire (tirée de Barondes et al. J. Biol. Chem. 

1994, 269, 20807). 

Les interactions entre les sucres de surface et les protéines sont responsables de réponses 

biologiques variées qui dépendent des unités saccharidiques présentes ¨ lôextr®mit® des 

oligosaccharides (les épitopes).
1
 Les oligosaccharides des glycoprotéines et des 

glycolipides sont biosynth®tis®s ¨ partir dôun nombre restreint dôunit®s 

monosaccharidiques à savoir le N-Acetyl-D-glucosamine (GlcNAc), le N-acetyl-D-
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galactosamine (GalNAc), D-galactose, D-glucose, D-mannose, L-fucose, D-xylose et 

lôacide sialique. (Figure I -2)  

 

Figure I- 2. Unités monosaccharides constituants principaux des oligosaccharides. 

La biosynth¯se de ces oligosaccharides sôeffectue ¨ plusieurs stades du d®veloppement 

cellulaire et la structure des sucres présentés en surface sera modifiée à différents stades 

de différentiation. La glycosylation, c'est-à-dire lôenchaînement des sucres pour la 

formation des oligosaccharides, semble être un facteur important en biologie. Une 

glycosylation anormale, qui peut avoir lieu lors du développement de certaines maladies, 

va entra´ner lôapparition de nouveaux glycoconjugu®s en surface et modifier les fonctions 

biologiques des cellules. Ainsi par exemple, une glycosylation aberrante est souvent 

référée comme étant un moyen de diagnostic dans le développement des cancers et de 

certaines maladies. Les sucres de surface peuvent également jouer un rôle dans la 

modulation des fonctions des protéines en modifiant les propriétés intrinsèques des 

prot®ines auxquels ils sont li®s (stabilit®, structure quaternaireé). De plus, il a ®t® 

démontré que les hydrates de carbone (ou épitopes) sont des substrats de nombreux 



Introduction bibliographique 

5 

 

récepteurs des virus, des bactéries et des parasites.
2
 Ainsi les glycoprotéines sont 

impliquées notamment dans des processus de défense immunitaire, de réplication de 

virus, dôinfection bact®rienne, dôadh®sion cellulaire et dôinflammation. Dans la plupart de 

ces processus, les interactions entre les oligosaccharides de surfaces et les protéines sont 

lôinitiateur de r®ponses biologiques. Ces prot®ines capables de reconnaitre et dôinteragir 

avec les sucres constituent une classe particulière appelée lectine.
3
 

1-3 Introduction aux lectines 3 

1-3-1.  Caractéristiques des lectines : 

a) Présentation des lectines 

Les lectines sont des prot®ines caract®ris®es par la pr®sence dôun domaine de 

reconnaissance des sucres (CRD, Carbohydrate Recognition Domain) à partir duquel les 

sucres vont être reconnus et se lier de façon non covalente et réversible avec une faible 

affinité. Dans les années 1880 les lectines ont été décrites pour la première fois comme 

®tant des prot®ines capables dôagglutiner les érythrocytes. Dans les années 1950, Boyd a 

utilisé et défini pour la première fois le terme « lectine » suite à ses travaux sur la 

reconnaissance des groupes sanguins. Depuis la définition a évolué, et les lectines 

peuvent être définies comme étant des protéines capables de reconnaître les sucres de 

surface, sans modifier leur structure et nôentra´nant pas de r®ponse immunitaire. Ces 

protéines sont donc à différencier de leurs analogues enzymatiques tels que les 

glycosyltransférases ou bien les anticorps sp®cifiques aux sucres. Lôint®r°t pour lô®tude 

des lectines sôest intensifi® depuis quôil a ®t® d®montr® que ces derni¯res jouent un r¹le 

particulier dans de nombreux processus biologiques importants. Ainsi, il a été démontré 
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que les lectines peuvent °tre utilis®es pour la d®tection, lôisolation et la caract®risation des 

glycoconjugu®s (mol®cules poss®dant des sucres en p®riph®rie) notamment dans lô®tude 

des changements de glycosylation lors du développement de métastases. De plus, les 

lectines sont impliquées dans le contrôle intracellulaire des glycoprotéines, dans 

lôadh®sion dôagents infectieux, et dans les interactions avec le syst¯me immunitaire.
4
 

b) Structures et classification : 

Pour pouvoir reconnaître les sucres de surface, les lectines possèdent au minimum un 

CRD. La plupart des lectines sont constituées de deux ou de quatre sous-unités contenant 

un CRD, elles sont donc divalentes ou tétravalentes. Cet autoassemblage polyvalent 

explique leur particularité à agglutiner les cellules par des mécanismes de reconnaissance 

croisée. En plus de ce CRD, elles peuvent contenir un ou deux sites de reconnaissance 

non spécifique aux sucres. Parmi les différents monosaccharides trouvés dans la nature, 

les lectines vont avoir une reconnaissance spécifique envers seulement quelque uns : le 

mannose, galactose/N-acetylgalactosamine, N-acetylglucosamine, le fucose et lôacide N-

acetylneuramic tous dans leur configuration D excepté pour le fucose dans sa 

configuration L. Les lectines peuvent être classées en fonction de la nature du sucre 

quôelles vont reconnaitre. Par exemple, les lectines reconnaissant sp®cifiquement les 

résidus mannosides seront nommées lectines à mannose et les lectines reconnaissant les 

galactoses terminaux seront appelées galectines. Lôaffinit® envers les monosaccharides est 

souvent faible avec une constante dôaffinit® de lôordre du millimolaire. Certaines lectines 

appartenant à la même spécificité, c'est-à-dire pouvant reconnaître la même partie 

saccharidique, vont différencier la configuration anomérique des saccharides et distinguer 
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les anomères a et b, alors que dôautres lectines ne feront pas de diff®rence. En revanche, 

la partie aglycone (non hydrate de carbone) semble jouer un rôle particulier dans la 

reconnaissance et lôaffinit®. Il a ®t® montr® que les aglycones aromatiques peuvent se lier 

aux lectines avec une meilleure affinit® que lô®quivalent aliphatique. Ceci est 

probablement d¾ ¨ la pr®sence dôune r®gion hydrophobe proche du site de 

reconnaissance. Les lectines ont également une affinité envers les oligosaccharides, di-, 

tri- et t®trasaccharides, auxquels ils vont se lier avec une constante dôassociation parfois 

1000 fois sup®rieure ¨ lô®quivalent monosaccharidique. Cette sp®cificit® peut sôexpliquer 

par la flexibilit® des oligosaccharides. En plus dô°tre class®es en fonction de leur affinit®, 

les lectines peuvent être également classées en fonction de leur structure (lectines 

simples, en mosaïque ou bien en assemblage moléculaire) et de leur origine (plantes, 

animales, microorganismes). Dépendamment de leur origine, les lectines vont être 

impliquées dans plusieurs phénomènes biologiques. Le rôle des lectines issues de plantes, 

m°me si elles sont connues depuis de nombreuses ann®es, nôest pas clairement d®fini 

mais il semblerait quôelles jouent un r¹le dans la protection des plantes envers diff®rents 

parasites. Les lectines provenant de microorganismes tels que les virus ou les bactéries, 

sont impliqu®es principalement dans la m®diation de lôadh®sion des organismes sur les 

cellules hôtes. Les lectines de surface bactériennes telles que E. coli sont impliquées donc 

dans lôadh®sion de la bact®rie sur la cellule h¹te, cette adh®sion ®tant lôinitiatrice de 

lôinfection bact®rienne. Cette conclusion est bas®e sur des ®tudes préliminaires qui ont 

montr® que lôinfection par une bact®rie peut °tre inhib®e par un pr®traitement des 

bact®ries avec des sucres. De la m°me fa­on, la premi¯re ®tape dôinfection dôune cellule 

par un virus se réalise via lôinteraction de la lectine avec les cellules hôtes. 
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c) Utilisation des lectines : 

De par leur grande diversité, leurs différentes origines et leurs propriétés biologiques, les 

lectines sont depuis quelques ann®es largement ®tudi®es et leur utilisation sôest 

développée dans différentes applications en microbiologie ainsi que pour le traitement de 

certains patients. Pendant plusieurs ann®es lôobjet principal de lô®tude des lectines ®tait 

bas® sur la sp®cificit® des lectines et leur affinit® envers certains ligands pour lôinhibition 

de lôh®magglutination ou la précipitation des oligosaccharides. De plus, elles sont 

utilisées pour la caractérisation des hydrates de carbone de surface présents à différents 

stades du développement des cellules, ainsi que pour la caractérisation de 

microorganismes qui possèdent également des sucres spécifiques en surface. Une des 

applications principales des lectines concerne les réactions de précipitation et 

dôagglutination afin de stimuler les lymphocytes. 

La plupart des applications nécessitent cependant la modification des lectines. Des 

lectines marqu®es par un groupement fluorescent, des nanoparticules dôor ou bien des 

enzymes sont employées notamment pour la détection et la caractérisation de 

glycoconjugués présents par exemple à la surface des cellules, ou encore afin de 

comprendre les m®canismes de glycosylation intracellulaire. Dôun point de vue clinique, 

les lectines sont utilisées pour la détermination des groupes sanguins.  

De par lôimplication des lectines dans les ph®nom¯nes dôadh®sion et de reconnaissance, 

ainsi que dans lôinitiation du d®veloppement des virus et de lôinvasion bact®rienne, il 

apparait important dô®tudier les m®canismes de reconnaissance et de d®tecter de telles 

lectines. Dans le cadre de cette thèse, nous nous intéresserons plus particulièrement aux 
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lectines capables de reconnaitre les résidus a-D-Mannosides, les lectines dites à mannose, 

les lectines dôorigine bact®rienne, et une lectine l®gumineuse en tant que lectine mod¯le. 

Le paragraphe suivant décrit ainsi les différentes lectines étudiées dans ce manuscrit. 

1-3-2.  Description des lectines étudiées : 

a) La Concanavaline A : une lectine légumineuse : 

Parmi les lectines étudiées, la Concanavaline A (ConA), lectine légumineuse 

commerciale, servira de modèle de référence aux cours de nos ®tudes. Dôun point de vue 

structural, la ConA appartient à la famille des lectines dites simples. Ces lectines sont 

constitu®es dôun petit nombre de sous-unit®s dôune masse mol®culaire inf®rieure ¨ 40 

kDa. Cette classe contient les lectines issues de plantes ainsi que les galectines, lectines 

reconnaissant les résidus galactoses et jouant un rôle primordial dans le développement de 

nombreux cancers. Parmi les lectines simples, les lectines légumineuses sont les plus 

étudiées et une centaine de lectines ont été identifiées. La ConA a été isolée pour la 

première fois en 1919
5
 par James Summer qui a plus tard démontré son affinité envers les 

résidus a-D-mannosides et a-D-glucosides avec une meilleure affinité en général envers 

la série du a-D-mannose. Les lectines légumineuses forment des liaisons avec les ions 

Ca
2+

 et lôion m®tallique Mn
2+

, qui sont essentiels pour la reconnaissance de saccharides 

ou dôoligosaccharides dans le site actif de chaque sous-unité.
6
 Des modifications 

importantes ont été observées dans la structure cristalline de la ConA après démétallation 

de la lectine résultant en une perte de sa capacité à se lier aux sucres ciblés. Cette 

modification semble due principalement ¨ la perte de lôion Ca
2+

 dans le site de 

reconnaissance. Lô®tat dôoligom®risation de la ConA est d®pendant du pH puisquôelle est 
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divalente entre les pH 4 et 6 et tétravalente à pH physiologique. Chaque sous-unité a une 

masse de 26 KDa et contient un site de reconnaissance
7
. (Figure I -3) 

 

Figure I- 3 Structure de ConA tétramérique associée à un trimannoside.
8
 

b) Les lectines bactériennes : 

La plupart des bactéries produisent des lectines de type soluble ou assemblées à 

lôextr®mit® dôappendices de surface de la bact®rie comme les flagelles ou fimbriae. 

Dôautres peuvent °tre situ®es ¨ la surface des pilis ou fimbriae pr®sents sur les bact®ries. 

Ces lectines de par leurs interactions avec les hydrates de carbone participeraient à des 

m®canismes dôinteraction prot®ine-sucre et seraient impliquées dans les phénomènes 

dôadh®sion entre bact®ries (biofilm) ou entre bact®ries et cellules h¹tes.
9
 (Figure I -4) 
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Figure I- 4 . Repr®sentation sch®matique du r¹le des lectines dans lôadh®sion cellulaire.
9
  

Dans le cadre de cette thèse, nous nous intéresserons plus particulièrement aux lectines 

solubles issues des bactéries Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cenocepacia 

Lectines issues de Pseudomonas aeruginosa : 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie à gram négatif opportuniste se trouvant dans 

lôeau, les sols humides, les plantes ou dans les tubes digestifs de certains animaux. Cette 

bactérie est souvent responsable dôinfections nosocomiales et est dangereuse pour les 

personnes immunodéficientes ou présentant des pathologies favorisant le développement 

dôinfections comme les patients atteints de mucoviscidose. Chez ces patients, la 

colonisation des voies aériennes par P. aeruginosa entraîne une aggravation de lô®tat 

clinique pouvant aboutir à leur décès.
10

 P. aeruginosa présente une capacité naturelle à 

résister aux antibiotiques, principalement lors de la formation de biofilms stables.
10

 Le 

biofilm matrice geliforme, est constituée principalement de polysaccharides, de protéines 
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et dôADN, dans laquelle sont pi®g®es les bact®ries. Cette couche protectrice des 

microorganismes constitue en partie une barrière physique pour la pénétration des 

antibiotiques et est le signe de lôinstallation dôune infection durable. Parmi tous les 

acteurs moléculaires participant à la formation du biofilm chez cette espèce bactérienne, 

les lectines jouent sans aucun doute un rôle.
11

 Ainsi, lô®tude de la contribution des lectines 

dans ce mécanisme ainsi que le développement des traitements alternatifs tels que des 

agents dôanti-adh®sion pour pallier ¨ la raret® des innovations en mati¯re dôantibiotique et 

lô®mergence de souches multi-résistantes de P.aeruginosa représente un axe de recherche 

important. 

Parmi les facteurs de virulence retrouvés chez P. aeruginosa, deux lectines solubles ont 

été isolées. La première est la lectine PA-IL (LecA) qui montre une spécificité envers le 

galactose.
12

 La seconde PA-IIL (LecB) montre une forte spécificité pour le L-fucose mais 

également pour le D-mannose, le D-galactose nô®tant lui, pas reconnu.
13

 Ces lectines sont 

situ®es principalement dans le cytoplasme, mais certaines ®tudes montrent quôelles 

pourraient être également situées sur la surface de la bactérie.
10

 De plus, des études ont 

montr® quôun glycopeptide décoré en surface par du L-fucose (dirigé contre LecB), 

pourrait inhiber la formation du biofilm et disperser ce dernier.
14

 Ces résultats 

préliminaires, suggèrent que la lectine LecB pourrait être impliquée dans la formation de 

biofilms. 

La structure cristalline de LecB a été résolue en 2002 par Mitchell et al.
15

 PA-IIL est 

tétramérique, chaque sous unité ayant une masse moyenne de 12.75 kDa, et son site de 

reconnaissance contient deux ions calcium impliqués dans la liaison avec le sucre de 

reconnaissance. (Figure I -5) 
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Figure I- 5. Structure de PAII-L tétramérique associée au a-D-méthylmannose
8
 

Lectines issues de la bactérie Burkholderia cenocepacia : Bc2lA : 

Bc2lA est une lectine isolée de la bactérie oportuniste Burkholderia cenocepacia 

responsable des infections pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose. Les 

bactéries issues du complexe Burkholderia cepacia (Bcc) partagent les mêmes 

caractéristiques que celles de Pseudomonas aeruginosa et sont retrouvées notamment 

dans des environnements aquatiques et humains.
16

 La structure de Bc2lA a été résolue 

récemment par Lameigneire et Imberty.
17, 18

 Cette lectine dimérique montre une affinité 

strictement spécifique envers les résidus a-D-mannosides avec une constante de 

dissociation de lôordre du micromolaire envers le monosaccharide. Chaque monom¯re de 

Bc2lA est associé à deux ions Ca
2+

 qui participent à la reconnaissance envers le mannose. 

(Figure I -6) 
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Figure I- 6 Structure de Bc2lA dimérique associée au a-D-méthylmannose 
8
 

1-4 La notion de  multivalence  : 

1-4-1 Importance de la multivalence dans les processus biologiques 

Même si les interactions sucre-protéine sont à la base de nombreux phénomènes 

biologiques, il a été démontré que les interactions monovalentes sont caractérisées par de 

faibles constantes dôaffinit® et des sélectivités limitées.
19

 Afin de contrer ce problème, ces 

interactions sont naturellement renforcées lorsque plusieurs copies dôun ligand 

interagissent avec plusieurs récepteurs complémentaires. Cette multivalence est souvent 

exprimée dans la nature sous la forme de structures hyperbranchées ou dendritiques 

pr®sentant en p®riph®rie de multiples copies dôunit®s structurales dôint®r°t. La valence est 

d®finie comme ®tant le nombre dôunit®s structurales répétitives de même nature, présentes 

sur une particule, prot®ine, mol®cule (etc.) pouvant interagir avec dôautres entit®s par des 

interactions ligand-récepteur. De la même façon, une interaction multivalente peut être 

définie comme étant une interaction entre plusieurs ligands présents sur une particule 

multivalente et plusieurs récepteurs présents sur une entité complémentaire, cette 
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interaction devant être coopérative. Ainsi, les lectines présentées précédemment, sont un 

exemple de multivalence. En effet, les lectines auto-assemblées possèdent généralement 

au minimum deux sites de reconnaissance des hydrates de carbone leur permettant de se 

lier simultanément ̈  plusieurs ligands entrainant ainsi lôagglutination. De plus, plusieurs 

copies de glycoprotéines ou glycolipides sont présentes à la surface des cellules pouvant 

ainsi interagir avec les lectines assemblées de façon multivalentes. De même, la structure 

des monosaccharides, du fait de la présence de plusieurs fonctions (potentiellement 5), 

permet dôobtenir des oligosaccharides hyperbranch®s pouvant entra´ner une multivalence. 

Lorsque les lectines multivalentes et les sucres de surface entrent en contact, les 

interactions individuelles (monovalentes) sont renforcées efficacement pour aboutir à une 

augmentation g®n®rale de lôaffinit®. Cet effet a ®t® d®crit pour la premi¯re fois par Lee en 

1984, et a été défini comme étant « lôeffet cluster glycoside ». Il a été observé lors de 

lô®tude des interactions des r®cepteurs aux asialoglycoprot®ines, prot®ines pr®sentes 

notamment à la surface des hépatocytes, envers les résidus terminaux b-Gal /b-GalNAc 

dôoligosaccharides.
20

  

1-4-2.  Définition de la multivalence et mécanismes : 

Les interactions multivalentes qui ont lieu notamment lors de la reconnaissance des sucres 

par les lectines, impliquent par définition la reconnaissance de N ligands ou épitopes (i.e. 

les sucres) par N récepteurs (i.e. les CRD des lectines). Lors dôune association ligand-

r®cepteur, lôaffinit® dôun ligand envers son r®cepteur est d®finie par la constante 

dôassociation entre le ligand et le r®cepteur et est appel®e constante dôaffinit® (KA). 
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Lors dôinteractions polyvalentes, le terme avidit® peut °tre employ® ; il définit alors la 

constante dôassociation dôune interaction entre N ligands et N récepteurs. 

Il a ®t® montr® quôun ligand polyvalent va g®n®ralement poss®der une affinit® potentielle 

supérieure à celle de son équivalent monovalent. Cette propriété va dépendre des 

différents mécanismes mis en jeu lors de la reconnaissance polyvalente. En effet, N 

ligands peuvent interagir avec N r®cepteurs suivant diff®rents m®canismes dôassociation 

(chélatant, « cross-linking »). Ces reconnaissances peuvent être favorisées ou 

défavorisées. Lorsque plusieurs r®cepteurs interagissent avec plusieurs ligands, lô®nergie 

libre de cette interaction peut °tre sup®rieure, ®gale ou inf®rieure ¨ lô®nergie libre de 

lôassociation monovalente correspondante. Ces types dôinteractions vont °tre class®s 

respectivement comme étant positivement coopératif (effet synergique), non coopératif 

(effet additif) ou bien négativement coopératif (effet interférant). Afin de comprendre 

tous ces ph®nom¯nes et de les classifier, le facteur dôam®lioration b a été décrit par 

Mammen et al.
21

 pour des interactions polyvalentes notamment lorsque le nombre N de 

ligands nôest pas r®ellement connu. Le facteur b est défini comme étant le ratio de 

lôavidit® de lôinteraction polyvalente et de lôaffinit® de lôinteraction monovalente. Il 

repr®sente en fait lôam®lioration en termes de constante dôaffinit® entre une interaction 

polyvalente et son homologue monovalent. Un « effet cluster è est observ® si lôaffinit® 

dôune interaction polyvalente, faisant intervenir N ligands, est N fois supérieure à la 

somme des N interactions monovalentes. Cependant, diff®rents modes dôassociation 
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peuvent avoir lieu dans les reconnaissances multivalentes engendrant une augmentation 

apparente de lôaffinit® par rapport ¨ lôinteraction monovalente correspondante.
22

 Ces 

mécanismes peuvent faire intervenir une reconnaissance multivalente par effet additif 

(A), par effet chélatant (B), un phénomène de « cross-linking » (C), un renforcement du 

nombre dô®pitopes pr¯s du site actif (D) permettant une translation des ligands résultant 

en une affinité apparente plus grande, ou encore une stabilisation stérique. (Figure I -7) 

 

Figure I- 7. Repr®sentation des diff®rents modes dôassociations lors dôinteractions multivalentes. 

1-4-2.  Description des paramètres influençant la multivalence : 

a) Paramètres thermodynamiques : 

Lôassociation entre un ligand et un r®cepteur est guid®e par sa constante dôaffinit® et donc 

par des param¯tres thermodynamiques. En effet, dôapr¯s lô®quation de Gibbs lôenthalpie 

libre (DG) est définie comme étant égale à : 

ЎὋ  ЎὌЈ ὝЎὛ  ὙὝÌÎὑὥ 

Équation 1 

D.

A. B. C.
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Deux param¯tres, lôenthalpie (DH¯) et lôentropie (DS), sont donc à prendre en 

consid®ration pour la compr®hension de lôeffet cluster. Lorsque N ligands vont rencontrer 

N récepteurs, plusieurs mécanismes de reconnaissance vont intervenir. Les différents 

facteurs sont influencés par la première interaction qui va engendrer un changement de 

configuration favorisant ou non, dôun point de vue thermodynamique, le deuxi¯me 

événement. En effet, considérons un récepteur divalent réagissant avec un ligand divalent. 

Dans le cas A (Figure I -8), deux ligands monovalents interagissent avec un récepteur 

divalent. Cette interaction se traduisant par une certaine enthalpie, lôenthalpie divalente 

®tant ®gale ¨ deux fois lôenthalpie de lôinteraction monovalente. Dans le cas B (Figure I -

8), o½ lôespaceur a exactement la bonne taille pour rencontrer les deux r®cepteurs, le 

premier évènement a lieu indépendamment de la multivalence, la seconde reconnaissance 

se produit de la m°me fa­on. Dôun point de vue enthalpique, tout se passe comme si les 

deux ligands agissaient ind®pendamment. Dans les cas o½ lôespaceur est soit trop petit soit 

trop grand (Figure I -8, C), le deuxième récepteur doit se réorienter afin de pouvoir se lier 

au ligand. Cette modification se traduit par une perte dô®nergie qui est d®favorable dôun 

point de vue enthalpique. 
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Figure I- 8. Repr®sentation des effets de chaines sur lôenthalpie dans une association divalente 

Le facteur entropique est ®galement pris en compte dans lô®quation de Gibbs et d®pend de 

plusieurs paramètres dont les degrés de liberté. La taille des bras entre deux ligands et 

leur nature ont donc une influence sur lôenthalpie et lôentropie. Avant la première 

interaction, ligands et récepteurs sont libres de mouvements rotationnels et translationnels 

(Figure I -9). Lors de la première interaction, la perte entropique est importante, ligands et 

récepteurs diminuent leur degré de liberté. Les événements de reconnaissance suivants 

sont donc favoris®s, puisquôils subissent une perte entropique beaucoup moins 

importante. Dans la plupart des m®canismes dôassociation polyvalente, lôaffinit® 

r®sultante est dirig®e principalement par lô®quilibre entre la perte entropique et 

enthalpique qui favorise ou non ces interactions. Lôam®lioration des effets multivalents 

dépend de plusieurs paramètres structuraux tels que la rigidité du squelette, la longueur 

des espaceurs et le nombre de ligands ou épitopes en périphérie.  

A. B.

C.

ɲHpoly= N ɲHmono

ɲHpoly< N ɲHmono
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Figure I- 9 Repr®sentation des effets de chaines sur lôentropie dans une association divalente 

b) La rigidité du squelette :  

Même si un squelette rigide semble défavoriser la présentation des sucres aux lectines, le 

gain entropique obtenu va pouvoir combler cette lacune. En effet, plusieurs études ont 

montr® quôun squelette rigide favorise les interactions sucre-protéines par rapport aux 

analogues plus flexibles. Pieters et al.
23

 ont synthétisé un ligand multivalent rigide 

possédant des dérivés lactose en surface. Cet analogue a montré un effet cluster important 

envers la galectine-3 impliquée dans de nombreux cancers. De plus, ils ont montré une 

sélectivité envers la galectine-3 plus importante que pour les galectine-1 et -5. Roy et al.
24

 

ont ®galement montr® une am®lioration de lôeffet cluster sur des ligands synth®tiques 

semi-rigides. Des résultats similaires ont été observés par Gingras et al. à partir de 

glycoclusters ¨ cîur benz¯ne.
25

 

c) La longueur des chaînes : 

Dôun point de vue entropique, les ligands flexibles devraient être moins efficaces que les 

rigides à cause des pertes théoriques importantes dôentropie lors de la première 

interaction. Cependant une longueur de bras optimisée pourrait permettre une meilleure 

reconnaissance. Des études menées par Fan et al.
26

 ont montr® lôimportance de 
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lôoptimisation de la longueur des espaceurs. Une s®rie de d®riv®s pentavalents dont la 

longueur des espaceurs varie a été développée. Les auteurs ont observé que le dérivé 

ayant la chaîne la plus longue possède un IC50 envers des toxines bactériennes, 10
5
 fois 

plus grand que le ligand naturel. En revanche, le dérivé ayant une chaîne plus courte ne 

montre une amélioration que de 240 fois supérieure. Ces observations montrent que dans 

le cas des interactions par « cross-linking », lôimportance de la longueur des espaceurs 

ainsi que leur rôle semble moins intuitive. 

d) Le nombre de ligands ou épitopes : 

Un nombre ®lev® dô®pitopes nôentraine pas a priori  une amélioration systématique de 

lôaffinit®. En effet, il a ®t® montr® ind®pendamment par Stoddart
27

 et Roy
28

 quôun plateau 

est atteint ¨ partir dôun certain nombre de sucres. Ceci a ®t® expliqu® par un 

encombrement stérique probable et une faible disponibilité des sucres vis-à-vis des 

r®cepteurs des lectines. La densit® dô®pitopes semble donc jouer un r¹le important dans 

les phénomènes de multivalence.  

1-5.Introduction aux ligands  multivalents  :  

Dans la section pr®c®dente, nous avons d®crit lôimportance des phénomènes de 

reconnaissance hydrate de carbone/lectines qui ont lieu lors de divers processus 

biologiques. Il a été montré que ces interactions sont contrôlées par différents paramètres 

qui peuvent être modulés pour améliorer les affinités globales (valence, taille et nature 

des ligandsé). Ainsi, afin de mimer la surface des cellules, dôam®liorer les avidit®s, les 

adhésions et la compréhension de ces phénomènes, les chimistes ont développé de 

nouvelles macromolécules multivalentes. Ces analogues synthétiques ou semi-
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synthétiques des glycoprotéines et glycolipides, possèdent à leur périphérie un certain 

nombre dôhydrates de carbone disponibles. Parmi ces glycoconjugu®s, on distingue les 

systèmes de haute valence (possédant un nombre élevé de saccharides périphériques) et 

ceux de basse valence, tels que les glycoclusters. Dans la section suivante, nous 

présenterons une variété de structures multivalentes synthétiques, non exhaustive, choisis 

dans la littérature. Nous insisterons plus particulièrement sur lôimportance de 

lô®chafaudage (ç scaffold ») des architectures multivalentes pour la présentation des 

épitopes aux lectines. 

1-5-1.  Systèmes de haute valence : 

Plusieurs méthodes de synthèse et différents glyconjugués sont décrits dans la littérature. 

Parmi les dérivés de haute valence, on retrouve notamment les néoglycoprotéines et 

néoglycolipides. Ces systèmes semi-synth®tiques sont constitu®s dôoligosachharides 

synthétiques auxquels sont couplés des résidus protéiniques ou lipidiques. De tels dérivés 

sont particulièrement utilisés dans le développement de vaccins antibactériens. Les 

glycopolymères constituent une autre classe de dérivés glycoconjugués de haute valence. 

Ils sont constitu®s dôune chaine polym®rique (constitu® dôun enchainement dôunité 

répétitive) sur laquelle sont greffées des chaines pendantes de dérivés glycosylés 

(oligosaccharide ou monosaccharide). Ils peuvent être développés avec des tailles et des 

masses imposantes et des valences très élevées. 

Cependant, les systèmes présentés précédemment sont généralement polydisperses et leur 

valence est souvent difficilement contrôlable. Il est donc apparu nécessaire de développer 

de nouvelles strat®gies afin dôobtenir des syst¯mes multivalents originaux dont la 
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structure est bien définie. Parall¯lement ¨ lô®mergence des ®tudes de multivalence, une 

nouvelle classe de macromolécules globulaires, monodisperses et hyperbranchées est 

apparue : les dendrimères. Ces macromolécules polyfonctionnelles peuvent être obtenues 

¨ partir dôun cîur central multifonctionnel autour duquel sont branchées, de façon 

itérative, des unit®s r®p®titives. Le concept dôune synth¯se pour la croissance contr¹l®e et 

répétitive de molécules branchées a été proposé par Vögtle en 1978 (nommés alors 

molécules en cascade).
29

 Côest en 1985 que Tomalia
30

 et Newkome
31

, décrivent 

indépendamment la synthèse des dendrimères.
32, 33

 Les propriétés particulières de cette 

nouvelle classe de composés hyperbranchés, dues à leur structure tridimensionnelle et à 

leur monodispersit®, ont permis lô®mergence des dendrim¯res dans de nombreux 

domaines tels que la science des matériaux, les nanosciences, la catalyse et la biologie.
34, 

35
 En 1993 Roy

36
 décrit pour la première fois la synthèse de glycopeptides dendritiques, 

basés sur la répétition de L-Lysine d®cor®s en p®riph®rie par de lôacide sialique. Cette 

nouvelle classe de glycopeptides a été développée afin de compenser la faible affinité des 

hydrates de carbone monovalents envers les protéines et pour mimer le comportement des 

oligosaccharides naturels multivalents. Appelées glycodendrimères
37

, ces 

macromolécules sont largement étudiées pour la compréhension des effets de 

multivalence en biologie.
38, 39
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Figure I- 10. Structure du glycodendrons mannosylés
40

 

Des glycodendrimères analogues, décorés de huit unités a-D-mannose (Figure I-10, I -1), 

ont été étudiés envers la bactérie E. coli K12.
40

 Les résultats ont montré que pour chaque 

unit® saccharidique une am®lioration dôun facteur 10
5
 est observée, comparé à 

lô®quivalent monosaccharidique.  

a) Synthèse des glycodendrimères: 

La synthèse des glycodendrimères, comme celle des dendrim¯res, peut sôeffectuer suivant 

deux voies principales. Historiquement, la synthèse des dendrimères consiste à construire 

la structure dendritique autour dôun cîur central multivalent (cîur dendritique). ê partir 
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du cîur, les dendrons (branchements) sont ajoutés, couche par couche, de manière 

it®rative jusquô¨ obtenir la structure d®sir®e.
41

 Cette synthèse dite divergente, nécessite 

des étapes de protection/déprotection à chaque itération, pour obtenir le dendrimère dit de 

g®n®ration sup®rieure. Le passage dôune g®n®ration ¨ lôautre permet dôaboutir ¨ un 

nombre supérieur de fonctions périphériques actives (hydrates de carbones dans le cas des 

glycodendrimères). Cette voie de synthèse présente cependant certaines limites. En effet, 

¨ chaque ®tape, il est n®cessaire dôutiliser un large exc¯s de r®actifs et des ®tapes 

dôactivation/couplage efficaces et optimis®es pour sôassurer de la substitution compl¯te 

sur la génération inférieure. Une substitution incomplète rend difficile la séparation des 

sous-produits et donc le contrôle du nombre de fonctions périphériques. (Figure I -11) 

 

Figure I- 11. Repr®sentation des deux voies de synth¯se pour lôobtention de glycodendrim¯res. 

Afin de contrer les problèmes de purification et de caractérisation des dendrimères 

synthétisés par la voie divergente, la synthèse convergente a été décrite pour la première 

G1 G2

Dendron

Coeur Dendritique

Glycodendrimère

SynthèseConvergente

Synthèse Divergente

GlycodendronG0 GlycodendronG1



Introduction bibliographique 

26 

 

fois par Fréchet en 1990. Cette dernière consiste à synthétiser, dans un premier temps, les 

dendrons p®riph®riques de la g®n®ration d®sir®e, pour ensuite les coupler sur le cîur 

central multivalent.
42, 43

 Cette voie offre lôavantage de r®duire le nombre de r®actions de 

protection/déprotection à chaque étape de croissance du dendrimère. La purification est 

également plus aisée puisque la structure finale diffère drastiquement des éléments de 

d®part plus petits (cîur et dendrons). De plus, dans le cas dôune r®action incompl¯te dôun 

dendron volumineux, les impuretés obtenues diffèrent du produit attendu. 

b) Structure des glycodendrimères : 

Les glycodendrimères rencontrés dans la littérature se distinguent par la structure et la 

nature de leur squelette. Ils peuvent °tre construits ¨ partir dôun cîur multivalent, 

aliphatique ou aromatique, autour duquel sont greffées les unités répétitives. La 

p®riph®rie du dendrim¯re sera quant ¨ elle compos®e dôhydrates de carbone (Figure I -12 

A). Le cîur dendritique peut °tre ®galement bas® sur un hydrate de carbone monovalent. 

La présence de différentes fonctions hydroxyles sur le sucre (potentiellement 5) permet 

dôobtenir un cîur pentavalent ¨ partir duquel pourront °tre branch® les différentes 

structures pour aboutir au glycodendrimère. Le squelette dendritique pourra ensuite être 

composé de chaines aliphatiques terminées par des hydrates de carbones 

(glycodendrim¯res ¨ cîur saccharidique et ¨ cha´ne aliphatique) (Figure I -12 B). Enfin, le 

glycodendrimère peut être entièrement constitué de sucres (glycodendrimères à base 

dôhydrates de carbone) (Figure I -12 C).  
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Figure I- 12. Représentation schématique des glycodendrimères. 

c) Les glycodendrim¯res en tant quôagents dôanti-adhésion : 

De par leur structure hyperbranchée, les dendrimères sont des candidats majeurs pour la 

synth¯se de mol®cules glycosyl®es poss®dant une valence ®lev®e pour mimer lôeffet 

« cluster ». Plusieurs dendrimères possédant de multiples fonctionnalités de surface sont 

commercialisés : poly(propylène)imine (PPI), poly(amido)amine (PAMAM), 

polyglycerol, Boltorn (Figure I -13). Ces dendrim¯res sont utilis®s en tant que cîurs 

multivalents ou encore comme précurseurs pour la synthèse de glycodendrimères.  

A. B.

C.
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Figure I- 13. Dendrimères commerciaux 

Parmi ces sources commerciales, les dérivés (PAMAM) sont les plus étudiés et utilisés. 

Le premier glycodendrimère à base PAMAM a été décrit par Okada et al.
44

 en tant que 

« sugar ball ». Le couplage des sucres est réalisé via la formation dôune liaison amide. 

Cependant cette synthèse étant peu efficace et consommatrice en sucre, dôautres types de 

liens entre l'hydrate de carbone et le cîur PAMAM ont ®t® d®velopp®s. Lindhorst et al.
45
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ont publié les premières synthèses aisées et efficaces de différents PAMAM de basses 

générations contenant plusieurs sucres par la formation de liens thiourée. Ces 

glycodendrimères contenant 32 unités a-D-mannose périphériques ont montré une 

am®lioration de lôavidit® dôun facteur 400 par rapport ¨ lô®quivalent monosaccharide, 

ainsi quôune capacit® ¨ agglutiner s®lectivement un m®lange de lectines. En 2001, 

Cloninger décrit la synthèse du plus gros glycodendrimère possédant 256 unités a-D-

mannose en périphérie.
46

 Les études biologiques montrent que pour les générations G1 et 

G2 peu dôam®lioration est observ®e en comparaison avec le ligand monovalent 

correspondant. La génération G3 permet dôam®liorer les propri®t®s biologiques mais cette 

amélioration ne semble pas être due à un effet cluster mais plutôt à un mécanisme 

ch®latant. Côest ¨ partir de la g®n®ration G4 et jusqu'¨ la g®n®ration G6, que lôon voit 

apparaître une activité réellement intéressante due à un effet cluster. Cette différence est 

expliqu®e par lôinfluence de la forme des dendrim¯res, qui est plus sph®rique pour les 

générations supérieures et qui permettrait une meilleure accessibilité des épitopes.
47

 De la 

même fa­on, les d®riv®s des dendrim¯res PPI (polypropylenimine) ont fait lôobjet 

dô®tudes. Stoddart et al.
48

 ont présenté la synthèse de plusieurs générations permettant 

dôobtenir 4,8, 16, 32 et 64 d®riv®s du galactose et du lactose. Des investigations plus 

approfondies ont ®t® r®alis®es par ce groupe afin dô®tudier lôinfluence de lôespaceur et du 

squelette dans les processus biologiques. Ils ont ainsi modifié la longueur de chaine entre 

le cîur et le sucre, en faisant varier le nombre dôatomes de carbone entre 1 et 10 unit®s.
49

 

Les glycodendrimères peuvent également être développés ¨ partir dôun cîur polyvalent 

commercial (pour quelques exemples cf Figure I -15). Les cîurs aromatiques de type AB2 

et AB3 sont souvent utilis®s et permettent lôobtention rapide et ais®e dôun 
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glycodendrimère. Des homo et hétéro-glycodendrim¯res ¨ cîur aromatique, de type AB2, 

fonctionnalisés par des unités L-fucoses (I -2, I -3, I -4, I -5, I -6) et/ou des unités a-D-

galactoses (I -5) ont été étudiés envers les lectines PA-IIL et PA-IL.
50

 (Figure I -14) 

 

Figure I- 14. Structures de glycoclusters, ligands de PAI-L et PAII -L.
50

 

Les études de turbidimétrie ont montré que les glycoclusters tétravalents (I -4, I -6), ont la 

capacit® dôagglutiner sp®cifiquement les lectines. De plus, le glycodendrim¯re 

dissymétrique (I -5) présentant des unités L-fucoses et a-D-galactoses est capable de 

reconnaitre simultanément les deux lectines, PA-IL et PA-IIL.  
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1-5-2.  Ligands de basse valence :  

Comme montré précédemment dans ce manuscrit (Section 1-4-2), les glycoconjugués de 

hautes valences ne conduisent pas forc®ment ¨ une augmentation de lôaffinit® envers les 

protéines de manière coopérative. Ces observations ont conduit au développement de 

systèmes de plus basses valences. Ces derniers permettent sôobtenir de fa­on rapide et 

ais®e des structures monodisperses, dont le nombre dô®pitopes est bien d®fini. Parmi les 

systèmes de basses valences on rencontre généralement les glycodendrons ainsi que les 

glycoclusters. Le glycocluster sera défini, dans ce manuscrit, comme étant un système de 

basse valence, pr®sentant de multiples unit®s saccharidiques de surface li®es ¨ un cîur, 

synthétique ou commercial, sans r®p®titions dôunit®s, ind®pendamment du nombre 

dô®pitopes p®riph®riques.
51

 En dôautres termes, il peut °tre consid®r® comme un 

glycodendrimère de génération G0. La synthèse rapide et aisée des structures branchées 

de basse valence a permis le d®veloppement dôune librairie de glycoconjugu®s pr®sentant 

une avidité renforcée par rapports aux dérivés monovalents correspondants. De plus, ces 

systèmes simples permettent de moduler facilement les paramètres structuraux tels que la 

rigidité du squelette, la taille des espaceurs ainsi que la valence du glycocluster final. Ces 

derniers sont g®n®ralement synth®tis®s autour dôun cîur multivalent dont les structures 

principales sont présentées dans la figure I -15. 
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Figure I- 15. Diff®rents cîurs multivalents utilis®s dans la synth¯se de glycodendrons et glycoclusters 

a) Les glycoclusters construits autour dôun cîur aliphatique :  

Le développement de systèmes de basse valence a n®cessit® lôoptimisation des squelettes 

et des architectures globales des glycoclusters pour obtenir des systèmes multivalents 

efficaces envers les lectines. Parmi les systèmes de basse valence rencontrés, les plus 

courants sont ceux basés à partir dôun cîur TRIS. Lôun des premiers glycoclusters a ®t® 

décrit par Lee en 1970.
52

 Les dérivés du TRIS possèdent des fonctions orthogonales 

facilement substituables et permettent une croissance rapide des dendrons ou des clusters 

du fait de la pr®sence dôun système symétrique à trois branches. En revanche, ces 

syst¯mes ont vite montr® une certaine limite d¾ au fait de lôencombrement st®rique et de 
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la proximité des sucres périphériques entraînant probablement une mauvaise disponibilité 

envers les lectines
53

. Pour contrer ce problème, Lindhorst et al,
54

 ont développé des 

glycoclusters TRIS poss®dant des liens allong®s pour am®liorer lôaccessibilit®. La 

synth¯se dôune s®rie de glycoclusters mannosyl®s, tri et nona-valent, liés par le carbone 

C6 du mannose a été décrite.
55

 (Figure I -16) 

 

Figure I- 16. Glycoclusters mannosylés en tant que ligand de E. coli
55

 

Ces glycodendrimères ont fait lôobjet dô®tudes biologiques envers E. coli. La meilleure 

inhibition à été observée pour le composé trivalent I -7 (IC50 11µM), tandis que les 

glycoclusters nonavalents (I -8 et I -9) nôont montr® quôune faible avidité. 

Les résultats prometteurs obtenus sur les systèmes trivalents ont suscité un intérêt 

croissant envers ce type de glycoclusters. Ainsi dôautres glycoclusters trivalents de 

symétrie C3 ont été développés. Li et al proposent une réaction convergente « one pot » 

dôun glycocluster trivalent ¨ partir dôune r®action ¨ quatre composants de Ugi.
56

 Les 

analyses biologiques ont été réalisées et ont montré une IC50 de 30.6 µM envers ConA 
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pour le dérivé trivalent, correspondant à une amélioration environ dix fois supérieure par 

rapport au dérivé monovalent. 

Les dérivés du pentaérythritol ont montré également un grand intérêt pour la synthèse 

rapide et efficace de glycoclusters.
24, 57

 Lindhorst et al. ont évalué la capacité de 

glycodendrimères tétravalents mannosyl®s ¨ inhiber lôadh®sion bact®rienne
58

 (E. coli). 

Les résultats ont montré que le composé I -10 est 250 fois plus efficace par rapport à la 

référence a-D-méthylmannose avec un IC50 de 12.6µM.  

 

Figure I- 17. Exemples de glycocluster ¨ cîur pentaerythritol.
58, 59

 

Touaibia et al. ont développé des glycoclusters construits à partir de pentaérythritol et 

dipentaérythitol via une réaction de chimie click CuAAc (Cu-catalyzed azide-alkyne 1,3-

dipolar cycloaddition)
59

(Figure I -17, I -11). Il a ®t® montr® que la pr®sence dôune partie 

hydrophobe en position anomérique du mannose, joue un rôle important dans les 

ph®nom¯nes de reconnaissance et dôadh®sion lors des ®tudes en pr®sence de E. coli. Suite 

à ces résultats une série de glycoclusters a été synthétisée.
60

 Dans cette série, les auteurs 

ont fait varier la position du cycle aromatique sur la partie aglycone (Figure I -18, I -12, I-

13, I-14). Les composés ont été étudiés par analyse SPR (Surface Plasmon Resonance), 

pour ®valuer leur capacit® ¨ inhiber lôadh®sion du mannose sur la lectine FimH isol®e de 
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E. coli K12. Les résultats montrent que le composé I -12, possédant la partie hydrophobe 

directement liée en position anomérique, a la meilleure capacit® ¨ inhiber lôadh®sion avec 

un KD de 0.45 nM, correspondant ¨ une am®lioration de 1222 fois sup®rieure ¨ lôanalogue 

a-D-méthylmannose. La position du cycle aromatique semble jouer un rôle important, 

puisque lôanalogue I -13, qui ne diffère de I -12 que par lôinversion du ph®nyle et de la 

triple liaison, a un KD de 273 nM, montrant une avidité nettement moins importante. 

 

Figure I- 18. Repr®sentation de glycoclusters ¨ cîur penta®rythritol en tant que ligands de E. coli 
60, 

61
 

Plus récemment, Gouin et al.
61

 ont développé des glycoclusters flexibles à base de 

pentaérythritol (I -15). Les tests biologiques ont montré des résultats encourageants pour 

lôinhibition de lôadh®sion de E. coli, avec un KD de 5nM, déterminé par SPR. Ce 
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glycodendrim¯re est actuellement lôun des plus prometteurs en tant quôagent dôanti-

adhésion. 

b) Glycoclusters ¨ cîur aromatique : 

Les résultats précédents confirmant les observations de Sharon
62

, concernant la présence 

dôun d®riv® aromatique proche de lôaglycone, ont entraîné la poursuite des investigations 

vers le développement de systèmes plus rigides via notamment, les réactions de couplage 

organométalliques.
60

 

Particuli¯rement, les cîurs aromatiques permettent de garder une certaine rigidit® et de 

moduler les propriétés du squelette par le nombre de substituants et les espaceurs entre le 

cîur et le sucre.
51

 De tels composés peuvent être obtenus à partir de diverses réactions 

telles que les couplages de Glaser, de Sonogashira ou encore des réactions de 

cyclotrimérisation. Ainsi, des dérivés divalents (« sugar rod ») et trivalents ont été 

synthétisés.
24, 63

 

 

Figure I- 19. Glycoclusters lactosyl®s divalents et t®travalents ¨ cîur aromatique
24
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Dans cette série (Figure I -19), le glycocluster trivalent (I -17) a la meilleure affinité envers 

la galectine-3, avec un IC50 de 30.8µM, alors que le lactose monovalent a un IC50 de 

700µM.
24

 

Dans le même objectif, des d®riv®s polysoufr®s ¨ cîur de benz¯ne ont ®t® d®velopp®s par 

deux groupes. Gingras et al.
25

 ont synthétisé des dérivés persulfurés du benzène qui 

présentent la particularité de permettre probablement une alternance « haut, bas » des bras 

glycosyl®s autour du cîur central. Cette alternance pourrait mener ¨ une meilleure 

accessibilité des lectines et donc une meilleure inhibition.  

 

Figure I- 20. Glycoclusters hexavalents ¨ cîur aromatique polysoufr®s.
25

 

Les tests dôh®magglutination avec des ®rythrocytes de lapin envers ConA, montrent que 

lôast®risque a-D-mannose (I -20) a un IC50 de 89nM, ce qui correspond à une amélioration 

de 3750 fois sup®rieure par rapport ¨ lô a-D-méthylmannose. 

De façon similaire, Roy et al.,
64

 ont décrit la synthèse de dérivés polysoufrés autour dôun 

cîur aromatique. Dans ce cas, les atomes de soufre sont espac®s du cîur aromatique par 
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un lien méthylène. Les dérivés contenant 18 sucres périphériques ont ainsi pu être 

obtenus. 

c) Glycoclusters à cîur porphyrine et calixarène :  

Du fait de leur structure, les calixarènes sont des motifs de base intéressants pour le 

développement de glycoclusters de valence contrôlable et possédant une certaine rigidité 

du squelette. Les calixarènes sont cycliques et ont des structures relativement rigides 

permettant de moduler les propriétés des glycoclusters par la variation des espaceurs. De 

plus les calixarènes peuvent posséder trois formes différentes à température ambiante.
65

 

On peut distinguer les structures en cône, en cône partiel, 1,2- et 1,3-alterné (Figure, I -

21). Ces différentes conformations peuvent ainsi permettre une présentation différente des 

épitopes envers les lectines et donc une meilleure discrimination envers des lectines de 

nature différente. Ainsi Ungaro et al.
66

 ont décrit la synthèse de divers glycocalixarènes et 

ont montré que le dérivé tétravalent 1,3-alterné, I -22, poss¯de lôune des meilleures 

inhibitions envers PA-IL.  

 

Figure I- 21. Glycocalixarènes tétravalents.
66
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Les porphyrines, macrocycliques aromatiques, sont des candidats intéressants dans le 

développement de glycoclusters. Depuis la première apparition des glycoporphyrines 

décrit par Maillard et al.
67

 en 1980, lô®volution des m®thodes de synth¯se a permis 

lôobtention de ces dernières sous des formes plus solubles en milieux aqueux. Lôint®r°t 

des glycoporphyrines réside essentiellement dans leur utilisation en tant que 

photosensibilisateur pour des applications en thérapie photodynamique. De plus elles 

montrent un int®r°t croissant en tant quôantibiotiques et agents antiviraux.
68

  

Dôautres types de glycodendrimères et de glycoclusters sont développés, mais ils ne 

feront pas lôobjet dôune description dans le cadre de cette thèse. La section suivante sera 

consacrée à la présentation des glycoconjugués multivalents développés dans le cadre 

dôune utilisation potentielle en tant que biocapteur.  
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1-6.Les systèmes multivalents en tant que biocapteurs  : 

Lô®tude des interactions sucre/prot®ine permet une compr®hension des ph®nom¯nes de 

reconnaissance qui ont lieu dans le développement de nombreuses maladies impliquant 

notamment des virus et des bactéries. Ces interactions sont généralement étudiées par des 

méthodes de mesure calorimétrique, de résonance plasmonique ou encore 

dôagglutination.
69

 La détection par des méthodes de fluorescence est moins développée et 

permet une visualisation des phénomènes sondés, sur des bactéries ou virus par exemple.  

1-6-1.  Biocapteurs : définition et principes69-71 

Par d®finition, un biocapteur est un syst¯me qui, sous lôinfluence dôune stimulation 

externe r®agit en modifiant ses propri®t®s physicochimiques sous la forme dôun signal 

d®tectable. Il est constitu® dôun ®l®ment de reconnaissance qui va se lier sp®cifiquement ¨ 

lôanalyte dôint®r°t. Suivant le type de d®tection d®sir®e, ce signal peut °tre de nature 

optique, électrochimique, ou bien encore thermique. Parmi les différents capteurs, ceux 

dont la détection est basée sur la fluorescence présentent de nombreux avantages. En 

effet, la spectroscopie de fluorescence est une technique facile ¨ mettre en îuvre, à faible 

coût et très sensible.
72

 Un biocapteur fluorescent est g®n®ralement constitu® dôun 

fluorophore et dôun r®cepteur, qui sont s®par®s lôun de lôautre via un espaceur. Sous 

lôinfluence de la reconnaissance (interaction entre le r®cepteur et lôanalyte), les propri®t®s 

de fluorescence du fluorophore sont modifi®es, indiquant lôinteraction. Ces signaux 

peuvent se traduire par une modification du spectre dô®mission (disparition partielle ou 

totale de la fluorescence, déplacement de la bande dô®mission, apparition dôune nouvelle 

®missioné) ou bien encore par des changements de propriétés telles que le temps de 
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demi-vie de fluorescence de lôesp¯ce excit®e. Suivant la nature de lôinteraction ¨ d®tecter 

et le type de biocapteurs, divers processus photophysiques peuvent être exploités pour la 

détection. Ainsi, divers capteurs fluorescents mettent à profit les phénomènes de transfert 

dô®nergie entre deux esp¯ces
73

, comme par exemple le transfert dô®lectron photo-induit 

(PET, photo-induced electron transfer), le transfert dô®nergie de type Fºrster (FRET ; 

Förster Resonance Energy Transfer) (etc.), ou bien encore des phénomènes de formation 

dôexcim¯res ou exciplexes. La plupart de ces techniques nécessite un marquage de 

lôanalyte avec une fluorophore compl®mentaire (donneur ou accepteur dô®nergie)
74, 75

, ou 

bien une immobilisation sur une surface de lôanalyte ou du capteur
76

, ou encore un 

compétiteur fluorescent complémentaire. Tous ces types de biocapteurs ont la 

particularité de modifier le comportement « naturel » du bioanalyte. 

Dans le cadre des ®tudes dôinteractions sucre/lectine, la plupart des biocapteurs nécessite 

le marquage par un fluorophore ou encore lôimmobilisation de la lectine ®tudi®e. Ces pr®-

requis peuvent entrainer une modification structurale de la lectine et modifier ses 

propriétés biologiques.
77, 78

 Il apparait donc important de d®velopper et dô®tudier des 

syst¯mes qui sôaffranchissent de ces probl¯mes, en incluant le fluorophore au sein du 

ligand. Dans cette optique, certains groupes ®tudient lôanisotropie de fluorescence lors, 

par exemple, de lôinteraction dôun ligand galactosyl® avec une galectine.
79

 Dôautres 

®quipes ®tudient la variation du spectre dô®mission de fluorescence lors dôinteractions sur 

des bactéries pour par exemple des applications en imagerie biologique. 

Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes intéressés aux systèmes glycosylés 

multivalents int®grant un syst¯me fluorescent dont le spectre dô®mission de fluorescence 



Introduction bibliographique 

42 

 

est modifié lors de la reconnaissance avec la lectine. Ainsi, suivant ce principe, des 

glyconanoparticules, glycopolymères et glycoclusters ont été développés. Nous 

pr®sentons dans la suite de ce chapitre, lô®tat de lôart sur de tels syst¯mes.  

1-6-2.  Les glycoconjugués multivalents en tant que biocapteurs 

a) Les nanoparticules : 

Les nanoparticules ont attir® lôattention dans divers domaines et notamment pour des 

applications biomédicales et des biocapteurs.
80

 Cet intérêt grandissant réside dans leurs 

propriétés optiques particulières dépendantes de la taille et de la forme des nanoparticules 

ainsi que les propriétés électrochimiques. Alors que les nanoparticules fonctionnalisées 

par de lôADN, des prot®ines et des peptides sont largement utilis®es dans le 

développement des biocapteurs, les glyconanoparticules, nanoparticules fonctionnalisées 

par des hydrates de carbone, sont apparues plus récemment.
81

 Dans le cadre de lô®tude des 

interactions multivalentes sucre/protéine, les glyconanoparticules représentent de bons 

mimétiques pour la compréhension des phénomènes. En effet, leur structure souvent 

globulaire, pr®sentant un nombre ®lev® dô®pitopes ¨ leur surface, leur permet dôimiter le 

comportement de la plupart des biomolécules. Ces nanoparticules sont souvent utilisées 

en tant quôagent dôanti-adh®sion, pour de lôimagerie ou pour le marquage cellulaire. 

Diverses nanoparticules ont ainsi été développées pour le marquage et la détection de 

bactéries telles que E. coli.
82-87

 Cependant, des glyconanoparticules ont également fait 

lôobjet dôétudes pour le développement de biocapteurs par émission de fluorescence de 

type interrupteur « ON-OFF ». Ainsi, les propriétés optiques de « quantum dots » (QD) à 

cîur CdSe/ZnS fonctionnalis®s par des groupements GlcNAc (I -24) ont été utilisées pour 
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prouver lôinteraction et la d®tection possible de la prot®ine WGA (Wheat Germ 

Agglutinin) non labellisée.
88

 Le dosage des QDs (I -24) par la lectine montre une 

diminution de lôintensit® dô®mission de fluorescence proportionnelle ¨ la concentration en 

lectine. Des tests de comp®titions ont ®t® r®alis®s et lôajout dôun exc¯s de GlcNAc 

monom®rique entra´ne une augmentation de lôintensit® dô®mission de fluorescence. Ces 

QDs ont ensuite ®t® utilis®s pour le marquage de cellules et notamment dans lô®tude des 

sites dôinteraction sp®cifiques pr®sents sur les spermatozoµdes de souris et de cochons. 

Ainsi, il a été montré que les QDs fonctionnalisés par des GlcNAc se retrouvent à la tête 

du spermatozoïde alors que ceux décorés par des unités a-D-mannose se lient sur toute la 

surface de ceux-ci. 

 

Figure I- 22. Représentation de glyconanoparticules en tant que biocapteurs.
88, 89

 

Des nanoparticules dôor fonctionnalis®es par des unit®s a-D-mannoses (I -25) ont aussi été 

développées pour la détection de ConA et de E. coli par spectroscopie de fluorescence.
89

 

Un système de type « Turn-off » (extinction de fluorescence) a été mis en évidence, où 
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lôintensit® dô®mission de la nanoparticule diminue lors de lôajout de ConA. Après 

incubation des nanoparticules en présence de E. coli, ces études montrent la formation de 

cellules agglutinées hautement fluorescentes. 

b) Les polymères : 

Les polymères conjugués sont largement utilisés en tant que capteurs chimiques ou 

biologiques de par leurs propriétés optiques remarquables.
90

 Ainsi on les retrouve pour la 

détection de protéines
91-93

, dôADN
94-96

, de cellules cancéreuses
97

, ou encore pour des 

applications en imagerie.
92, 98

  

Du fait de lôint®r°t grandissant pour la d®tection par fluorescence et la compr®hension des 

interactions lectine/sucre, les polymères conjugués fonctionnalisés par des hydrates de 

carbone ont été développés. Suite à la première synthèse de glycopolymères de Bunz et 

al.,
99

 Seeberger et al.,
100

 ont utilisé un polymère à système pi-conjugué (polyphényle 

éthylène) (PPE) fonctionnalisé par des résidus a-D-mannose pour la détection de 

bact®ries. Dans un premier temps, lôinteraction entre le polymère et la lectine ConA 

marqu®e ¨ lôAlexa fluor594 (marqueur fluorescent couramment utilis®) est ®tudi®e pour 

prouver la détection lors du dosage du polymère mannosylé (I -26) par la lectine marquée. 

La d®croissance de lôintensit® de fluorescence du polymère est ainsi due à un phénomène 

de FRET entre le marqueur et le polymère, démontrant ainsi la reconnaissance. Le 

glycopolymère fonctionnalisé avec des unités a-D-galactose (ne reconnaîssant pas la 

ConA) a ®galement ®t® synth®tis® et ®tudi® en tant que t®moin. Dans ce cas, lô®mission de 

fluorescence nôest pas modifi®e lors de lôajout de ConA-AlexaFluor. Ces polymères ont 

été ensuite étudiés en présence de la bactérie E. coli. Les auteurs ont montré que le 
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polymère mannose (I -26) se lie à la bactérie avec émission de fluorescence de la bactérie 

marqu®e, tandis que le mutant nôexprimant pas la lectine sp®cifique ¨ lôa-D-mannose, ne 

montre aucune fluorescence en présence du polymère. (Figure I -23, A.) 

 

Figure I- 23. Représentation de glycopolymères pour la détection de bactéries. 

Bunz et al., ont synthétisé différentes séries de glycopolymères du PPE fonctionnalisés au 

mannose (I -27, I -28) pour lô®tude de lôinteraction avec les lectines.
101, 102

 En présence de 

ConA, une diminution de la fluorescence est observée lors de lôagr®gation lectine/hydrate 

de carbone. Cette diminution de lôintensit® est expliqu®e par la formation dôun complexe 

agrégé non émissif. (Figure I -23, B et C) 

En 2006, Liu et al., ont développé la synthèse de glycopolyphénylène fonctionnalisés par 

des unités a-D-mannose et a-D-galactose pour des ®tudes dôinteractions et de d®tection de 

E. coli.
103

 Comme précédemment, après incubation de la bactérie en présence des 
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glycopolymères, une émission de fluorescence est observée sur la souche sauvage 

prouvant lôinteraction entre le glycopolym¯re et la lectine FimH (lectine mannose 

spécifique) exprimée par E. coli. 

 

Figure I- 24. Exemples de glycopolymères.
103, 104

 

Plus récemment, Han et al, ont développé des polymères de triphénylamine 

fonctionnalisés par des unités a-D-galactoses.
104

 Les glycopolymères ont été étudiés en 

présence de ConA et de Peanut Aglutinin (PNA). En présence de ConA (qui ne reconnaît 

pas les r®sidus galactosides) aucun changement de fluorescence nôest observ®. En 

revanche, en présence de PNA (lectine galactose spécifique), une extinction de la 

fluorescence dépendant de la concentration est observée. Des glycopolymères à base de 

fluorène montrent des résultats similaires.
105
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c) Les glycodendrimères et glycoclusters : 

Les ®tudes dôinteractions sucre/lectine par fluorescence en pr®sence de glycodendrim¯res 

et glycoclusters, font généralement intervenir un marquage de lectine, mais peuvent être 

également détectée sans modification de cette dernière. Ainsi, il a été montré que la 

fluorescence intrinsèque de la lectine (due au groupement tryptophane situé dans le CRD) 

peut °tre modifi®e lors de lôinteraction avec un ®pitope. Cependant de telles ®tudes 

présentent certaines limites (absorption dans la zone UV, position du groupement 

tryptophane dans le CRD, nature et taille de lô®pitope).
106, 107

 

Parmi les glycodendrim¯res construits autour dôun cîur fluorescent, trois types 

principaux de fluorophores sont décrit : les m®talloglycoclusters, les cîurs poss®dant des 

propri®t®s dôAIE (Aggregation Induced Emission)
108

 et les glycoclusters ¨ cîur 

organique fluorescent. 

Métalloglycoclusters : 

Les métalloglycoclusters sont des glycodendrimères formés par assemblage 

supramol®culaire autour dôun cîur central m®tallique (ions m®talliques comme le Ru(II), 

Zn(II), etc.). Ces glycodendrimères, du fait de la présence du métal, possèdent des 

propriétés optiques et électroniques particulières qui en font des candidats potentiels pour 

une utilisation en tant que biocapteurs.  

Seeberger et al., ont d®crit la synth¯se de glycodendrim¯res centr®s autour dôun cîur 

métallique par assemblage supramoléculaire. Un dérivé amide du 8-hydroxyquinoline a 

servi de chélatant pour le métal, autour duquel ont été ajoutés les glycodendrons à base de 
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dérivé du TRIS. Les sucres (mannose, galactose et glucose) ont été introduits en 

périphérie via des liaisons amides. Différents métaux ont été étudiés (Zn(II), Al(III), 

Gd(III)). Lors de lôajout de la lectine ConA aux glycoclusters (I -32), une diminution de 

lôintensit® dô®mission est observ®e. Les auteurs ont attribu® cette variation à plusieurs 

ph®nom¯nes tels que lôagglutination du complexe ou bien un transfert photoinduit 

dô®lectron ou dô®nergie entre le m®tal et le ligand.
109

 

 

Figure I- 25. Exemple de m®talloglycoclusters ¨ base dôun ligand dôhydroxiquinoline.
109

 

Dôautres ®tudes similaires ont ®t® effectu®es sur des glycoclusters ¨ base de ruth®nium, 

avec un dérivé de bipyridine en tant que ligand du métal.
110, 111

 Les glycoclusters à base 

de ruthénium (I -34) pr®sentent une intensit® dô®mission sup®rieure ¨ lôhomologue 

Ruthénium trisbipyridine (Ru(bipy)3) (I -33) non glycosylé. Les auteurs attribuent ces 

changements de propriétés optiques à la présence des glycodendrons qui protègent le 

cîur Ru(bipy)3 (I -33) en formant un environnement hydrophobe autour du métal. Lors de 

lôajout de la prot®ine sp®cifique aux sucres ®tudi®s, lôintensit® dô®mission diminue ; tandis 

quôen pr®sence de BSA (qui ne lie pas les d®riv®s mannose), aucun changement de 

fluorescence nôa ®t® observ®.
111

 Cette sélectivité permet de prouver que la variation de 
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fluorescence est bien due à la reconnaissance avec la lectine. Les auteurs ont émis 

lôhypoth¯se que cette variation peut °tre due ¨ la perte de la protection hydrophobe des 

glycodendrons lors de la reconnaissance avec ConA. 

Seeberger et al., ont immobilisé la ConA sur une surface.
112

 Après incubation en présence 

du glycocluster contenant lôion ruth®nium (I -34) et lavage de la surface, les puits ayant 

contenus les glycoclusters mannosylés montrent une émission de fluorescence sous 

irradiation. Ces glycoclusters ont également été étudiés pour une utilisation par détection 

de fluorescence en « porte logique »
113

 pour la détection de lectine.
114

 

 

Figure I- 26. Exemple de glycoclusters ¨ cîur Ru(bipy)3.
111, 115

 

Des glycoclusters contenant un complexe de ruthénium décorés par des unités a-D-

galactoses
115

 (I -35) ont montré une affinité envers la PNA. Lô®tude des propri®t®s 

optiques en pr®sence de la prot®ine montre lôapparition dôune nouvelle bande dô®mission 

lors de lôinteraction glycocluster/lectine. Cette particularit® a ®t® caract®ris®e par une 
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augmentation de lôhydrophobie autour du m®tal central lors de lôinteraction avec la poche 

hydrophobe de la protéine. Ces interactions ont également été étudiées par anisotropie de 

fluorescence.  

Un complexe de rhénium possédant un glucose en périphérie (I -36) a également été 

étudié par spectroscopie de fluorescence en présence de ConA.
116

 Une augmentation de 

lôintensit® est ¨ nouveau observ®e lors de la reconnaissance. Ces mol®cules ont ®galement 

été étudiées pour le marquage de la bactérie E. coli en tant que biocapteur fluorescent. 

 

Figure I- 27. Complexe glycosylé monovalent au rhénium pour le marquage de E. coli.
116

 

Les glycoclusters et lôAIE :  

Depuis que le groupe de Tang a d®crit le ph®nom¯ne de lôAIE (Aggregation Induced 

Emission),
108, 117, 118

 les dérivés pr®sentant des propri®t®s dôAIE sont de plus en plus 

exploit®s dans diff®rents domaines tels que lôorganique mol®culaire, les capteurs 

chimiques et notamment les capteurs biologiques.
119

 Lô®mission induite par agr®gation, 

AIE, concerne par exemple les dérivés du phénylsilol et du phénylethylène qui ont la 

particularit® dô°tre non ®missifs en solution, et dôinduire une ®mission lors de leur 

agrégation. (Figure I -28) 
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Figure I- 28. Mol®cules poss®dant des propri®t®s dôAIE  et principe de lôAIE 

De fa­on simplifi®e, en solution, les groupements ph®nyles situ®s sur le cîur de la 

molécule, sont en libre rotation autour des liaisons, entraînant après excitation et passage 

dans leur ®tat excit®, un retour ¨ lô®tat fondamental via des processus de désactivation non 

radiatifs. Ces systèmes sont donc globalement peu ou pas fluorescents. Lors de 

lôagr®gation des ligands, les ph®nyles sont fig®s, limitant la d®sactivation non radiative. 

Le retour ¨ lô®tat fondamental peut alors se r®aliser avec ®mission de fluorescence 

(processus radiatif). Certains groupes de recherche ont mis à profit ce phénomène pour la 

d®tection de lectines. Lors de lôinteraction entre le d®riv® fluorescent (dans les conditions 

dôAIE) et la lectine, le complexe form® sôagr¯ge entra´nant lôapparition de la 

fluorescence. Ceci peut être observé pour des molécules multivalentes interagissant avec 

des lectines également multivalentes. Ainsi, Tanaka et al., ont démontré que des dérivés 

du phosphol
120

 (I -37) et du TPE (I -38, I -39)
121, 122

, décorés en périphérie par des hydrates 

de carbones peuvent interagir avec les lectines, induisant lôagr®gation du complexe et 

donc lôapparition dôune ®mission de fluorescence. Ainsi, les compos®s glycosyl®s ont ®t® 

étudiés en pr®sence de ConA. Lors de lôagr®gation lectine/hydrate de carbone, une 

augmentation rapide de la fluorescence est observ®e jusquô¨ atteindre un plateau. 
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Figure I- 29. Glycoclusters ¨ cîur phosphore et TPE.
120, 122

 

Dôautres ®tudes de comp®tition inhibitrice ont montr® que le ph®nom¯ne est r®versible. 

Après agrégation entre le glycocluster et la lectine, une protéine est ajoutée au milieu, 

provoquant la désagrégation du complexe et un retour à un système non luminescent. 

(Figure I -30)  

 

Figure I- 30. Repr®sentation sch®matique du ph®nom¯ne dôAIE en présence de lectines. (Reproduit 

de la ref 98) 

De la même façon, Han et al., ont développé des dérivés du TPE possédant en périphérie 

des unités a-D-mannose ou a-D-lactose.
123

 Les glycoclusters divalents et hexavalents ont 

été étudiés en présence de différentes concentrations de ConA. Ainsi, en présence du 

composé hexavalent (I -41), ils observent une augmentation 11 fois supérieure à 

lô®mission sans ConA, contre seulement 3 fois en pr®sence du compos® divalent (I -40).  
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Figure I- 31. Glycoclusters à base de TPE pour la détection de type « turn -on » de ConA
123

 

Toujours bas® sur le ph®nom¯ne de lôAIE, des glycodendrim¯res ¨ base de cîur silol (I -

42) ont été développés. Contrairement au système « turn-on » présentés précédemment, le 

groupe de Hatano a développé un système de type « turn-off ».
124, 125

 Le glycocluster 

étant peu soluble en solution aqueuse, ces composés auto-agrégés sont luminescents. Lors 

de lôajout de la lectine (PNA), la luminescence diminue, d¾ ¨ une d®sagr®gation du 

glycocluster du fait de lôinteraction avec la prot®ine. 

 

Figure I- 32. Silolglycoclusters lactosylés pour la détection de type « turn -off » de lectines.
124
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Autres glycoclusters : 

Des glycoclusters ¨ cîur porphyrine ont ®t® d®velopp®s notamment pour des applications 

potentielles en thérapie photodynamique (PDT, PhotoDynamique Therapy).
126-128

 Des 

études de fluorescence de ces dérivés en présence de ConA, ont montré une augmentation 

de lô®mission de fluorescence en pr®sence de la lectine. La tendance quôont les 

porphyrines ¨ sôauto-agr®ger en solution aqueuse entra´ne g®n®ralement lôextinction de 

lô®mission de fluorescence.
129

 

 

Figure I- 33. Exemple de glycopoprphyrine pour la détection de lectines.
129

 

Dans ce cas, lors de lôajout la lectine, lôinteraction mannose/ConA, permet de désagréger 

ces porphyrines entraînant une augmentation de la fluorescence (« turn on »). La 

r®versibilit® du ph®nom¯ne a ®t® mise en ®vidence par lôajout du comp®titeur MeMan. 

Les mêmes observations ont été faites à partir de glycosaphyrines.
77

 

Le groupe de Bäuerle a également développé des glycodendrimères divalents et 

t®travalents ¨ base dôunit®s a-D-mannose et de cîur polythioph¯ne.
130

 Les propriétés 

optiques de ces glycodendrimères ont été étudiées en présence de ConA. Une diminution 
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de lôintensit® de fluorescence est observ®e avec une meilleure r®ponse pour le 

glycodendrimère tétravalent. 

 

Figure I- 34. Glycopolythiophènes pour la détection de ConA.
130

 

Dans ce chapitre introductif, nous avons pr®sent® lôimportance des interactions sucre-

prot®ine dans les ph®nom¯nes biologiques ainsi que lôimplication probable des lectines 

dans le d®veloppement dôinfections. Face, notamment, ¨ la r®sistance aux antibiotiques, le 

développement de nouvelles thérapies constitue un axe de recherche important. Une des 

strat®gies mise en îuvre consiste en lôinhibition de lôadh®sion bact®rienne aux parois 

cellulaires. Cette adhésion qui a lieu via des ph®nom¯nes dôinteractions multivalentes 

entre les lectines et les hydrates de carbone peut °tre mim®e ¨ lôaide dôinhibiteurs 

synthétiques.
131, 132

 Côest dans ce contexte que sôinscrit ce projet, le but ®tant de 

développer de nouvelles molécules fluorescentes multivalentes qui possèdent donc une 

double fonctionnalité. En effet, ces molécules, intégrant à la fois un ligand multivalent 

synth®tique pourraient permettre dôobtenir une affinit® plus ®lev®e pour la lectine cibl®e 

que le ligand naturel, et donc constitueraient un inhibiteur dôadh®sion potentiel. De plus, 

la pr®sence dôun groupement fluorescent au sein des molécules permettrait la détection de 

ces interactions et donc une utilisation en tant que sonde biologique. La synthèse de tels 

systèmes ainsi que les études biophysiques sont présentés dans les chapitres suivants. 
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Chapitre II  

2-1. Introduction  

Dans ce chapitre, nous allons aborder la synth¯se des glycoclusters pour lô®tude des 

interactions sucre-protéine. Le but de ce projet est de développer une nouvelle classe de 

glycoclusters fluorescents décorés en surface par des résidus a-D-mannose. Le 

comportement de ces glycoclusters en pr®sence de lectines dôint®r°t sera ®tudi® par des 

tests physicochimiques afin dô®valuer leur potentiel en tant que sonde biologique et 

quôihnibiteur dôadh®sion. Les analyses et les r®sultats seront pr®sent®s dans le chapitre 

suivant. 

Les mol®cules cibl®es seront construites autour dôun cîur polyvalent fluorescent, le 

pyrène, auquel seront couplés différents ligands glycosylés par catalyse organométallique. 

Notre choix du fluorophore, sôest port® sur les d®riv®s du pyr¯ne ¨ conjugaison ®tendue, 

pour ses propriétés optiques intéressantes (rendement quantique de fluorescence élevé 

dans les solvants protiques), ainsi que sa stabilité. De plus, le pyrène peut être facilement 

fonctionnalis® ¨ diff®rentes positions permettant lôobtention dôune architecture finale des 

glycoclusters divalente ou t®travalente. Autour de ce cîur polyaromatique seront 

introduits les hydrates de carbone modifiés en position anomérique. Des espaceurs de 

nature différente permettront de moduler les propriétés biophysiques des glycoclusters. 

(Figure II -1) 
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Figure II - 1. Représentation schématique des glycoclusters ciblés. 

Le choix des espaceurs, la valence, les variations structurales du cîur et des hydrates de 

carbone seront discutés. La stratégie de synthèse et les réactions utilisées pour les 

couplages seront ensuite abordées. Nous détaillerons les mécanismes des réactions, 

notamment lors de la modification des hydrates de carbone qui est régie par deux effets 

principaux responsables de la sélectivité à la position anomérique. Enfin, nous décrirons 

la synthèse des architectures des composés finaux désirés. 

2-1-1. Stratégie de synthèse 

La construction des glycoclusters sôorganise autour de la synth¯se des d®riv®s mannosyl®s 

modifi®s ¨ la position anom®rique et du d®veloppement des d®riv®s du cîur pyr¯ne pour 

obtenir la valence et les isomères désirés, ainsi que les fonctions complémentaires à celles 

: Espaceur

: Cîur pyr¯ne multivalent

fluorescent

: Hydrate de Carbone
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présentes sur les hydrates de carbone. Pour cela, nous nous sommes tournés vers deux 

stratégies de synthèse. 

Dans un premier temps, la synth¯se des cîurs pyr¯nes ®thynyliques est d®crite dans la 

littérature et de tels systèmes ont montrés des propriétés de fluorescence intéressantes 

avec des rendements quantiques de fluorescence élevés.
133-137

 Nous nous sommes donc 

tournés vers le développement de tels systèmes via des réactions de couplage 

organométallique carbone-carbone de type Sonogashira. Ainsi la fonction éthynylique sur 

le pyrène peut être obtenue selon deux voies : a) le couplage direct dôunit®s a-D-mannose, 

fonctionnalis® par un groupe alcyne vrai, sur un cîur pyr¯ne polyhalog®n®s (Figure II -2, 

Voie A) ; b) le couplage dôunit®s a-D-mannose, fonctionnalisées par un groupement 

halogéné, sur un pyrène éthynylique. (Figure II -2, Voie B) 

 

Figure II - 2. Stratégie générale de synthèse. 

Dôun autre c¹t®, lôintroduction de fonctions ®thynyles sur le cîur principal ouvre la voie 

¨ dôautres types de m®thodologies pour lôintroduction des unit®s a-D-mannosylées. Parmi 
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les diff®rentes m®thodes possibles, notre choix sôest port® sur la r®action de Huisgen 1,3-

dipolaire catalys®e au cuivre pour la formation de d®riv®s du triazole. Dans ce cas, lôunit® 

a-D-mannose, fonctionnalisée par un groupement azoture, est couplée au pyrène 

polyéthynylique (Figure II -2, Voie C).
138

  

Le choix et les caractéristiques de ces deux voies de synthèses seront détaillés tout au 

long de ce chapitre. 

De plus, sur la position anomérique des sucres, différents types dôespaceurs seront 

introduits permettant de moduler les propriétés biophysiques des composés finaux. Ces 

chaînes seront de diff®rentes natures. Tout dôabord, nous avons opt® pour un espaceur de 

type aromatique qui confère au système une certaine rigidité et une augmentation de la 

conjugaison sur le cîur pyr¯ne, induisant la modification des propri®t®s photophysiques. 

Cependant, la pr®sence dôun d®riv® aromatique r®duit la solubilit® aqueuse des compos®es 

finaux, rendant difficiles les tests biologiques. Afin dôam®liorer la solubilit® des 

glycoclusters, des chaînes linéaires courtes et de diéthylèneglycol, ont été introduites en 

position anomérique.  

2.2. Synthèse des glycosides  

2-2-1. Synthèse des glycosides: concepts 

Le point de d®part pour lô®laboration de structures de type glycocluster est la modification 

de lôhydrate de carbone (dans notre ®tude lô a-D-mannopyranose), afin de le transformer 

en un nouveau ligand plus efficace que le ligand naturel. Dans le cadre de notre étude, le 

squelette de base du sucre est conservé, seule la position anomérique (C1) est modifiée 

par lôintroduction dôune partie aglycone (non hydrate de carbone). La nature de la 
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position anomérique : sa configuration (a ou b), sa longueur et sa flexibilité jouent un 

rôle important dans les phénomènes de reconnaissance. La variation ainsi que le contrôle 

de la configuration de la position anom®rique dôun hydrate de carbone, est un des d®fis 

rencontré dans la chimie des sucres et il est régi par deux effets : lôeffet anom®rique et 

lôassistance anchim®rique.
139

 

a) Effet anomérique :  

Lôintroduction dôun groupement en position C1 sur un hydrate de carbone est appel®e 

réaction de glycosylation si le substituant est un sucre. Si le groupement nôest pas un 

hydrate de carbone, côest une r®action de glycosidation. 

Lôeffet anom®rique favorise la configuration axiale (anom¯re dit a dans la série D des 

hydrates de carbone) dôun substituant ®lectron®gatif sur le carbone anomérique C1. La 

stabilisation de la forme a peut sôexpliquer par ¨ un recouvrement favorable par r®tro-

donation, entre le doublet non liant de lôoxyg¯ne endocyclique et lôorbitale antiliante du 

groupement de la position anomérique (lien C-O) (Figure II -3). De plus, les interactions 

dipôle-dip¹le entre le doublet non liant de lôoxyg¯ne endocyclique et le dip¹le r®sultant 

de la liaison polarisée sur le carbone anomérique sont également à prendre en compte. 

Dans le cas de lôanom¯re b (position équatoriale dans la série D des hydrates de carbone), 

les dip¹les ®tant quasiment parall¯les, lôinteraction est plus importante r®sultant en une 

répulsion qui défavorise cette configuration (Figure II -3, B). En revanche dans le cas de 

lôanom¯re a, les dipôles sont orientés dans des directions opposées.  
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Figure II - 3. Illustration de lôeffet anom®rique 

b) Formation dôun lien glycosidique : assistance anchimérique 

Lôintroduction dôune partie aglycone en position anom®rique dôun hydrate de carbone se 

réalise via une réaction de glycosidation. Cette réaction fait intervenir un groupement 

alcool (ROH) qui va être introduit à la position anomérique via la formation dôun lien 

glycosidique. Lors de cette réaction, deux types de liens peuvent être formés. Un lien 1,2-

cis, si le groupement introduit en position anomérique et le groupe se situant sur le 

carbone C2, sont pointés dans la même direction, et un lien 1,2-trans si les deux 

groupements sont dans des directions oppos®es. Lôorientation du lien form® va °tre 

guid®e par lôeffet anom®rique mais ®galement par la nature du groupe en C2. Apr¯s 

lôactivation de la fonction hydroxyle anom®rique par un acide de Lewis, le doublet non 

liant de lôoxyg¯ne endocyclique aide au d®part de lôalcool anom®rique formant ainsi un 

ion carboxonium (Figure II -4, étape1). Si le carbone C2 possède un groupement dit 

participant (type acyle), lôoxonium interm®diaire form®, apr¯s lôactivation de la position 

anom®rique, va subir lôassistance anchim®rique du groupe en position C2 pour former 

lôinterm®diaire cyclique ac®tyloxonium (Figure II -4, étape2). Cet intermédiaire bloque 

alors lôune des faces de lôoxonium, la substitution nucléophile par le réactif (R-OH) se 
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fera alors sur la face opposée (Figure II -4, étape3). Dans les séries de type glucose et 

galactose (où le C2 est substitu® en ®quatoriale), la pr®sence dôun groupe participant 

entraine la formation dôun lien 1,2-trans majoritaire qui conduit à un anomère b  (Figure 

II -4, haut). Dans les séries de type mannose, où le C2 est substitué en axial, la présence 

dôun groupement participant entra´ne exclusivement la formation dôun lien 1,2-trans 

conduisant à un anomère a  (Figure II -4, bas). Dans ce dernier cas, la formation de ce 

lien est renforc®e par lôeffet anom®rique, lôanom¯re a sera donc la configuration 

privilégiée des dérivés mannosides. 

 

Figure II - 4. Assistance anchimérique lors de la glycosidation. 

2-2-2. Synthèse des dérivés O-mannosides : 

Les lectines étudiées (ConA, Bc2lA, et LecB) reconnaissent spécifiquement les résidus a-

D-mannopyranoside. Les dérivés mannosylés ont été synthétisés suivant une réaction de 

glycosidation à partir du dérivé mannose pentaacétylé (1) en pr®sence dôun acide de 

Lewis et dôun alcool en exc¯s que lôon veut coupler à la position anomérique. Les 
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produits obtenus ont été purifiés par colonne chromatographique sur gel de silice suivi 

dôune recristallisation.  

Le composé 1 est obtenu dans les conditions standard dôac®tylation dôun alcool. Le D-

mannopyranose est introduit dans un m®lange dôanhydride ac®tique et de pyridine en 

pr®sence dôune quantit® catalytique de dimethylaminopyridine (DMAP) (Sch®ma II -1). 

Le 1,2,3,4,6-pentaacétate-D-mannopyranose (1) est obtenu sous la forme dôune huile 

jaune après lavage aqueux basique. Ce composé sera utilisé comme intermédiaire de 

départ pour la suite du projet.  

 

Schéma II- 1. Synthèse du composé 1 

a) Série aromatique : 

Un d®riv® de lôa-D-mannose possédant à sa position anomérique une fonction aromatique 

iod®e a ®t® synth®tis® afin de lôintroduire via une r®action de Sonogashira sur le cîur 

polyéthynylique du pyrène. Pour cela, le composé 1 réagit dans le dichlorométhane 

(DCM) en présence de lôacide trifluorom®thane sulfonique ¨ 0ÁC, activant la position 

anom®rique. Lôinterm®diaire form® r®agit ensuite en pr®sence de para-iodophenol pour 

former le composé 2 désiré.
60

 La purification sôeffectue dans un premier temps par 

chromatographie sur gel de silice, suivi dôune recristallisation pour obtenir le compos® 

désiré sous la forme de cristaux blancs avec un rendement de 75%. (Schéma II -2) 
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Schéma II- 2. Synthèse du composé 2.  

b) Série propargylique : 

Une stratégie similaire a été utilisée pour la synthèse des dérivés alcynes du mannose qui 

vont pouvoir être utilisés dans des couplages de Sonogashira sur les dérivés 

polyhalogénés du pyrène. Dans ce cas, le composé 1 est solubilisé dans le DCM et la 

position anom®rique est activ®e par lôacide de Lewis BF3
.
OEt2. Lôalcool propargylique  

ou le n-butynol sont ajoutés lentement et le mélange réactionnel est agité à température 

ambiante pendant 16h environ. Après un lavage aqueux basique, le produit brut 

réactionnel est purifié sur gel de silice puis par recristallisation et les composés désirés 

sont obtenus sous la forme dôune poudre blanche.
60, 140

 (Schéma II -3) 

 

Schéma II- 3. Synthèse des composés 3 et 4. 
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c) Série azoture :  

Pour obtenir des d®riv®s du triazole sur le cîur pyr¯ne des d®riv®s de lôa-D-mannose 

possédant une fonction azoture en bout de chaîne de la position anomérique ont été 

synthétisés. Ainsi, une fonction azidoéthane a été introduite pour pouvoir comparer le 

système avec le dérivé n-butinyl (composé 4). Un dérivé diéthylène glycol a également 

®t® d®velopp® pour observer lôinfluence de la solubilité sur les propriétés biophysiques 

des glycoclusters finaux. Lôobtention de tels produits se r®alise en deux ®tapes. Dans un 

premier temps, lôalcool aliphatique poss®dant un atome dôhalog¯ne (chlore ou brome, 

suivant lôalcool commercial) est introduit via une réaction de glycosidation comme 

décrite précédemment en présence de BF3
.
OEt2. Dans le cas du dérivé obtenu à partir du 

bromo®thanol, lôinterm®diaire de glycosidation 5,
59

 est purifié par cristallisation dans un 

m®lange dôac®tate dô®thyle et dô®ther de p®trole (3/7 ; v/v). Le produit est obtenu sous la 

forme dôaiguilles. Dans la s®rie PEG, le compos® 7 nôest pas purifi® apr¯s lavage aqueux 

mais il est engag® directement dans lô®tape suivante. (Schéma II -4) 

 

Schéma II- 4. Synthèse des composés 6 et 8 
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Une fois la fonction introduite à la position anomérique, les halogénures obtenus sont 

transformés en fonction azoture de façon quantitative via une réaction de substitution 

nucléophile SN2 en présence dôazoture de sodium (NaN3) dans un solvant aprotique 

polaire (DMF) à 80°C. Le composé 6
59

 est ainsi obtenu sous la forme de poudre blanche 

avec un rendement sur deux étapes de 59%. Le composé 8
53

 est obtenu, sous la forme 

dôune huile transparente avec un rendement global sur deux ®tapes de 60%. 

Lôintroduction de la fonction azoture sur le sucre est confirmée par spectroscopie Infra-

Rouge (IR) avec lôapparition dôune bande dôabsorption ¨ 2110 cm
-1
 caractéristique de ce 

groupement. (Figure II -5) 

 

Figure II - 5. Spectres IR des composés 5 et 6  
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Afin de comparer lôefficacit® des syst¯mes multivalents vis-à-vis de lôinhibition des 

lectines, des ligands monovalents dont la partie aglycone ressemble à celle des 

glycoclusters pyrène ont également été étudiés. Ainsi, le composé 42 a été synthétisé à 

partir du composé 6 dans les conditions classique de chimie « click ». (Schéma II -5) 

 

Schéma II- 5. Synthèse du composé 42 

2-3. Synth¯se du cîur pyr¯ne fonctionnalis® : 

2-3-1. Réaction de Sonogashira-généralités :  

Les dérivés aromatiques comportant une fonction alcyne terminale représentent des 

précurseurs courant dans différents domaines comme la synthèse de produits naturels et la 

chimie des matériaux organiques.
141

 Lôobtention de tels produits peut °tre r®alis®e par le 

biais de couplages organométalliques catalysés au Pd entre un dérivé aromatique 

halogéné et un alcyne terminal. Les premières méthodes ont été décrites en 1975 par 

Heck
142

 et Cassar
143

. La méthode de Heck étant basée sur le couplage paladocatalysé de 

Mizoroki-Heck et faisait intervenir un dérivé phosphaté du palladium dans un solvant 

basique comme la triéthylamine. De la même façon, Cassar emploie un dérivé phosphane 

du palladium dans le DMF, en présence du méthanolate de sodium en tant que base. 

Cependant, ces réactions nécessitent de hautes températures (supérieures à 100°C). La 

m°me ann®e Sonogashira et Hagihara proposent lôaddition dôun catalyseur de sel de 
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cuivre qui accél¯re la r®action et permet lôobtention des produits d®sir®s ¨ plus basse 

température.
144

 Il peut aussi °tre not® que lôutilisation de sels de cuivre conduit ¨ des 

réactions secondaires, notamment dans des conditions oxydantes, ou des produits de type 

Glaser (homocouplage alcyne-alcyne)
145

 peuvent être obtenus. Le couplage de 

Sonogashira-Hagihara, plus connu sous le nom de Sonogashira, catalysé au cuivre reste la 

méthode la plus développée et utilis®e pour le couplage dôalcynes sur des d®riv®s 

aromatiques halogénés.
141

 (Figure II -6) 

R1 X + R2H R2R1

Pd(0) ou Pd(II) catalyseur /l igand

Cu(I) : CuI ou CuBr

Cu(I) cat / base / solvant

Pd cat. : Pd(PPh3)2Cl2 ou Pd(PPh3)4

Base :Et2NH2, Et3NH, (iPr2)NEt

X : Cl, Br , I, OTf

R1 : ary l ou alky l

R2 : H, alky l

ary l, SiR3

 

Figure II - 6. Représentation schématique de la réaction de Sonogashira 

Le m®canisme de la r®action de Sonogashira catalys®e au cuivre et au palladium nôest pas 

parfaitement élucidé (Figure II -7). Il semble cependant que la réaction fasse intervenir 

deux cycles catalytiques. Lôaddition oxydante dôun compos® aromatique halog®n® (ou 

possédant une fonction triflate, OTf) sur le catalyseur au palladium constitue la première 

étape. Celle-ci est favorisée si le groupement partant est un iodure ou un ion triflate et si 

la liaison carbone-halogène est appauvrie en électron par la présence dôun groupement 

®lectroattracteur. Lô®tape suivante fait intervenir le second cycle catalytique au cuivre. Le 

cuivre pourrait sôins®rer sur lôalcyne vrai, favorisant ainsi la d®protonation par la base, 

une amine. La transmétallation entre le complexe au palladium et celui au cuivre suivie 
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dôune isom®risation trans/cis et dôune ®limination r®ductrice permet la formation du 

composé désiré.
141

 

 

Figure II - 7. Cycle catalytique postulé du couplage organométallique de Sonogashira, reproduit de la 

ref : 12 

Lôutilisation de lôac®tyl¯ne ®tant d®licate, un moyen dôintroduire un alcyne terminal est 

dôutiliser une fonction alcyne prot®g®e. G®n®ralement, le trimethylsilyl ac®tyl¯ne 

(TMSA) et le méthyl-3-butyn-2-ol sont utilisés en tant que fonction alcyne protégée. 

Lôobtention de lôalcyne vrai est ainsi r®alis®e par une r®action de d®protection de 

d®silylation ou bien par ®limination dôac®tone en pr®sence dôune base. 

2-3-2. Synthèse des dérivés halogénés du pyrène : 

Le couplage de Sonogashira fait intervenir un dérivé aromatique généralement halogéné 

en pr®sence dôun alcyne prot®g®. Pour introduire lôalcyne sur le cîur pyr¯ne, il est donc 
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essentiel dans un premier temps de fonctionnaliser le pyrène par des atomes dôhalog¯nes 

(brome ou iode). Les résultats expérimentaux ont montré que les positions les plus 

réactives du pyrène, vis-à-vis de la substitution électrophile
146

 sont les positions 1,3,6,8. 

Ainsi, il est facile dôy introduire un brome menant au d®riv® t®trabrom® du pyr¯ne (Figure 

II -8). De la m°me fa­on, il est possible dôobtenir les d®riv®s divalents, substitu®s aux 

positions 1,6 et 1,8, même si la sélectivité est plus délicate. 

On peut ainsi obtenir des dérivés bromés du pyrène, divalents ou tétravalents, qui vont 

être utilisés en tant que synthons de départ pour la suite des réactions. Les dérivés 

halogénés du pyrène vont pouvoir alors subir des réactions de Sonogashira pour 

lôintroduction des fonctions alcynes. Cette fonction une fois introduite sur le cîur pyr¯ne, 

et déprotégée, peut à nouveau réagir suivant une réaction de Sonogashira sur un sucre 

aromatique halogéné, ou bien suivant une réaction de chimie « click » sur un sucre 

possédant une fonction azoture en position anomérique. 

A partir du pyr¯ne, il est possible dôintroduire des atomes dôhalog¯ne (iode ou brome) par 

des réactions de substitution électrophile aromatique en présence de diiode (I2) ou de 

dibrome (Br2). Ces r®actions permettent dôobtenir des dérivés dihalogénés ou 

tétrahalogénés du pyrène. (Figure II -8) 
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Figure II - 8. Structures divalentes et tétravalentes du pyrène halogéné. 

Les dérivés divalents peuvent être « cis » (1,8) ou bien « trans » (1,6). On utilisera la 

nomenclature « cis/trans » dans la suite du manuscrit. 

a) Dérivés menant à la tétravalence du pyrène :  

Dôun point de vue de la r®activit®, les d®riv®s iod®s sont plus r®actifs que les d®riv®s 

bromés vis-à-vis de la réaction de Sonogashira. Cependant les dérivés tétraiodés du 

pyr¯ne ne sont pas d®crits dans la litt®rature. En revanche, lôobtention du 1,3,6,8-

tétrabromopyrène (9) est ais®e et se r®alise avec dôexcellents rendements. Ce dernier est 

obtenu par une réaction de bromation sur le pyrène dans le nitrobenzène en présence de 

Br2 à 120°C.
147

 Le produit brut réactionnel est filtré à la fin de la réaction et le dérivé 

d®sir® est obtenu apr¯s plusieurs lavages ¨ lôhexane sous la forme dôune poudre verte 

pâle. (Schéma II -6) 

 

Schéma II- 6. Synthèse du 1,3,6,8-tétrabromopyrène. 
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La synthèse et la purification aisée du 1,3,6,8-t®trabromopyr¯ne permet de lôobtenir ¨ 

grande échelle. La faible solubilité de ce produit ne permet cependant pas de le 

caractériser par RMN, mais la tétrasubstitution est confirmée par spectrométrie de masse 

et son spectre est en accord avec la littérature.
147, 148

 

Afin dôobtenir un d®riv® t®trahalog®n® du pyr¯ne plus réactif vis-à-vis de la réaction de 

Sonogashira la synthèse du 1,3,6,8-tétraiodopyrène a été tentée. Dans un premier temps, 

nous avons utilis® les conditions standards dôiodation dôun compos® polyaromatique en 

pr®sence dôune quantit® stîchiom®trique des r®actifs (I2/KIO3, dans un m®lange dôacide 

acétique, eau et acide sulfurique) pour obtenir le dérivé tétrasubstitué. Les conditions 

utilisées ont conduit à un mélange huileux noir non caractérisable dans les conditions 

disponibles au laboratoire (
1
H, 

13
C). Dôautres conditions ont ®t® test®es et nôont men® ¨ 

aucune isolation de produit correspondant au dérivé désiré. Une autre voie de synthèse a 

été tentée. Celle-ci consistait en la transiodation du pyrène à partir du dérivé 1,3,6,8-

tétrabromopyrène. Le 1,3,6,8-tétrabromopyrène est mis en suspension dans le DMF en 

présence de KI et de CuI à 150°C. Après trois jours, le produit obtenu est analysé par 

spectrométrie de masse (ionisation par impact électronique, introduction directe) pour 

vérifier la composition du produit isolé. Le spectre de masse nous montre la présence de 

tous les intermédiaires réactionnels et du produit souhaité : PyBr4, PyBr3I, PyI3H, 

PyI2Br2, PyI3Br, PyI4. Le mélange obtenu est à nouveau soumis aux mêmes conditions de 

réaction pendant trois semaines supplémentaires. Le brut réactionnel est analysé comme 

pr®c®demment par spectrom®trie de masse et lôanalyse du spectre semble indiquer que le 

produit majoritaire présent correspond au 1,3,6,8-tétraiodopyrène. Cependant, on observe 

toujours la présence dôinterm®diaires r®actionnels. Ce m®lange de compos®s a toutefois 
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été soumis à une réaction de Sonogashira sur le prop-2-ynyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-

mannopyranoside (composé 3), mais les r®sultats de couplage nôont pas ®t® concluants et 

cette voie de synthèse a été abandonnée.  

b) Dérivés menant à la divalence du pyrène: 

Afin de modifier la valence des glycoclusters finaux, les dérivés divalents du pyrène ont 

aussi été synthétisés. Comme décrit dans le paragraphe précédent, on peut obtenir le 

dérivé 1,6 ou 1,8-dihalogénopyrène sous la forme iodée ou bromée. Les dérivés 

dihalogénés du pyrène sont décrits sous la forme iodé et bromé. Lors de la réaction 

dôhalog®nation, ils sont obtenus sous la forme dôun m®lange ç cis » et « trans ».
133, 149

 

Synthèse des isomères du diiodopyrène :  

Lôiodation du pyr¯ne sôeffectue selon les conditions standards d®crites dans la litt®rature, 

en présence de I2/KIO3, dans un m®lange dôacide acétique, eau et acide sulfurique à 

40°C.
150

 Dans ces conditions, on obtient un mélange « trans/cis » avec un ratio 3 :2 

déterminé par 
1
H RMN. Le brut réactionnel est purifié par recristallisation dans le toluène 

à chaud mais ne permet pas de séparer les deux isomères (Schéma 5). Dôapr¯s la 

litt®rature, il est possible dôinverser la proportion de ç cis » et de « trans » à des 

températures de réaction plus élevées. 
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Schéma II- 7. Synthèse des dérivés 1,8 et 1,6-diiodopyrène. 

Le rendement obtenu pour cette réaction est faible, mais les réactions de Sonogashira 

r®alis®es sur ce m®lange nôayant pas men®es ¨ des rendements sup®rieurs ¨ ceux obtenus 

avec lôanalogue bromé (Figure II -7), lôoptimisation de la r®action nôa pas ®t® r®alis®e. 

Synthèse et séparation des isomères du dibromopyrène : 

Le dibromopyrène est obtenu par réaction du dibrome sur le pyrène dans des conditions 

stîchiom®triques en pr®sence de tétrachlorure de carbone en tant que solvant.
151

 Le 

produit obtenu sous forme de poudre grise est un mélange « cis/trans » du dibromopyrène 

(Figure II -8). Des recristallisations successives ont été réalisées afin de séparer les deux 

isomères. Différents solvants de recristallisation ont été testés, finalement une 

recristallisation dans le tolu¯ne suivi dôune autre recristallisation dans le cyclohexane 

permet dôobtenir le d®riv® ç trans » pur. Le composé substitué en « cis » étant plus 

soluble, il se retrouve dans le filtrat. Il est possible dôenrichir le filtrat en d®riv® ç cis » par 

plusieurs recristallisations successives. Ainsi, une multitude de solvants et de conditions 

de recristallisation fractionnées ont été essayées et il a ®t® possible dôisoler le compos® 

« cis » du « trans ». 
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Schéma II- 8. Synthèse des dérivés 1,8 et 1,6-dibromopyrène. 

Les dérivés dihalogénés (iodés ou bromés), ont été caractérisés par RMN du proton. La 

différence de symétrie entre les dérivés « cis » et « trans » permet de bien caractériser les 

protons aromatiques de ces deux molécules et de les différencier dans le mélange. Ainsi, 

le dérivé « trans » va être caractérisé par la présence de quatre doublets intégrants pour 

deux protons chacun dans la zone aromatique, alors que le composé « cis » sera 

caractérisé par un singulet intégrant pour deux protons et correspondant aux protons H9 et 

H10. Lô®tude des spectres 
1
H RMN des produits obtenus après recristallisation a permis de 

caractériser le ratio « cis/trans » des dérivés obtenus. 

Une fois les dérivés halogénés du pyrène obtenus, ils peuvent être couplés directement 

aux d®riv®s de lôa-D-mannose éthynylique (2) pour obtenir le glycocluster désiré ou bien 

r®agir avec un d®riv® de lôac®tyl¯ne qui m¯nera aux cîurs poly®thynyliques du pyr¯ne. 

2-3-3. Synthèse du pyrène éthynylique : 

Les dérivés éthynyliques du pyrène ont donc été obtenus à partir des dérivés halogénés 

(composés 9 à 13) par des réactions de Sonogashira en présence de fonction acétylène 

protégée. La synthèse de ces dérivés étant largement étudiée dans la littérature, 
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notamment pour des applications en chimie des composés optoélectroniques, nous nous 

sommes basés sur les conditions standard de couplage.
133, 149

  

Nous avons donc choisi un catalyseur PdCl2(PPh3)2, en présence de CuI. Chaque 

couplage a ensuite été optimisé (variation de la concentration de la réaction, modification 

de la base et des solvants, variation du pourcentage molaire de catalyseur par site de 

fonctionnalisation) en fonction des réactifs et du nombre de substituants finaux. 

a) Dérivés menant à la divalence du pyrène: 

Dans le cas des dérivés divalents du pyrène, la fonction alcyne est introduite à partir du 

méthyl-3-butyn-2-ol en tant que fonction protégée. Ce dernier est soumis à la réaction de 

Sonogashira en utilisant les dérivés dihalogénés du pyrène (mélanges « cis » et « trans », 

iodé ou bromé) en présence de PdCl2(PPh3)2 et de CuI comme catalyseur et la 

diisopropylamine en tant que base.
150

 Les dérivés 14 et 15 sont ainsi obtenus avec des 

rendements de 93% à partir du substrat de départ bromé et de 57% ¨ partir de lôiod® 

(Schéma II -9). De façon surprenante, les rendements de la réaction de Sonogashira sont 

plus élevés dans le cas des dérivés du dibromopyrène que pour les dérivés du 

diiodopyrène. 
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Schéma II- 9. Synthèse des dérivés 14 et 15. 

Les dérivés « trans » (14) et « cis » (15) des pyrènes diéthynyliques sont séparés à cette 

étape. Le dérivé « trans » précipitant lors de la trituration dans le chloroforme, le filtrat 

est obtenu avec un mélange « cis/trans » enrichi en « cis » qui peut être aisément purifié 

par colonne chromatographique. Une fois les composés séparés, la fonction alcyne vraie 

sur le pyr̄ ne est obtenue apr¯s d®protection en pr®sence dôune base (NaOH) dans le 

toluène au reflux.
150

 (Schéma II -10) 

 

Schéma II- 10. Synthèse des composés 16 et 17. 

On obtient ainsi les dérivés 16 et 17 sous forme de poudres brunes et qui pourront être 

utilisés pour les réactions suivantes de couplage. Encore une fois, les composés « cis » et 

« trans » sont caractérisés par RMN du proton grâce aux signaux caractéristiques obtenus 

dû à la symétrie des composés. De plus, la déprotection est confirmée également, par 
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RMN du proton en observant la disparition des signaux des groupes méthyles à ŭ = 1.81 

ppm et lôapparition dôun signal ¨ ŭ = 3.65 ppm correspondant au proton de lôalcyne. 

(Déplacements chimiques correspondant au composé « trans » 16).
150

  

b) Dérivés menant à la tétravalence du pyrène : 

Comme pour les dérivés divalents, le méthyl-3-butyn-2-ol est utilisé en tant que 

groupement protecteur. Dans les mêmes conditions de réaction en présence du 1,3,6,8-

tétrabromopyrène, on obtient le composé 18 désiré (Schéma II -11). Dans le cas du pyrène 

tétrasubstitué, la RMN du proton est encore une fois simplifiée par la symétrie du produit 

obtenu, ce qui entraîne la présence seulement de deux signaux dans la plage des 

aromatiques sous la forme de singulet dôint®gration de deux et de quatre protons. La 

tétrasubstitution des dérivés du pyrène pendant la réaction a été suivie tout ou long des 

synthèses par RMN du proton. 

 

Schéma II- 11. Synthèse du composé 18. 

La déprotection du composé 18, est cependant plus difficile que pour les dérivés divalents 

(14 et 15). Le temps de réaction est plus long et les rendements plus faibles. Le composé 

est obtenu sous la forme dôune poudre noire tr¯s peu soluble et difficilement 
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caractérisable. Différentes conditions de températures et de concentrations ont été testées 

afin dôam®liorer les rendements et la purification. Cependant la m°me poudre noire a ®t® 

obtenue. Il est à noter que lors des tentatives de couplage des dérivés glycosylés sur cette 

poudre noire, les compos®s d®sir®s nôont pas ®t® isol®s. Le trim®thylsilylac®tylène 

(TMSA) a alors ®t® utilis® en tant que fonction alcyne prot®g®e. Lôintroduction du TMSA 

sur le 1,3,6,8-t®trabromopyr¯ne sôest effectu®e dans les conditions d®crites dans la 

litérature
148

 et a permis dôobtenir le produit attendu (19) avec dôexcellents rendements, 

sous la forme dôune poudre orange. La d®protection du compos® 19 sôest effectu®e 

aisément en présence de K2CO3 dans le m®thanol et a permis dôobtenir le compos® 

1,3,6,8-tétraacéthylène (20) d®sir® quantitativement, sous la forme dôune poudre jaune. 

(Schéma II -12).
148

  

 

Schéma II- 12. Synthèse des composés 19 et 20. 

2-4. Synthèse des glycoclusters:  

Une fois les pr®curseurs en main, cîurs polyaromatiques et glycosides, nous avons pu 

réaliser les réactions de couplage pour obtenir les glycoclusters correspondants. Comme 

décrit en début de chapitre, deux classes de réactions ont été choisies pour la formation 

des glycoclusters, la réaction de Sonogashira décrite précédemment et la réaction de 

chimie « click » formant le triazole. Dans un premier temps, nous allons décrire la 
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synthèse des glycoclusters via le couplage de Sonogashira. Celle-ci peut être réalisée à 

partir des cîurs polyhalog®n®s r®agissant avec les sucres poss®dant lôalcyne vrai en 

position anomérique (composés 3 et 4) ou bien ¨ partir des cîurs poly®thynyliques sur le 

4-iodophényl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-mannopyranoside (2).  

2-3-1. Réactions de Sonogashira à partir des a-D-mannosides 

éthynyliques :  

a) A partir de l'a-D-mannoside propargylé 

Dans un premier temps, le composé 3 a été soumis à la réaction de Sonogashira sur le 

mélange « cis/trans » des dérivés diiodo et dibromopyrène (10, 11, 12, 13), dans les 

conditions décrites précédemment pour le couplage du triméthylsylilacétylène. Comme 

dans le cas des dérivés 14 et 15, des tentatives de séparation des deux isomères glycosylés 

ont été réalisées. Diff®rentes techniques de purification ont ®t® utilis®es mais elles nôont 

pas permis de s®parer les isom¯res. Plusieurs syst¯mes dô®luants pour des purifications 

sur gel de silice ont été testés, ainsi que plusieurs solvants de recristallisation mais le 

mélange « cis/trans » (22/21) nôa pu °tre s®par® (Schéma II -13). Des analyses HPLC ont 

permis de caractériser ce mélange et de confirmer les ratios obtenus par RMN du proton. 
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Schéma II- 13. Synthèse des composés 21 et 22. 

La purification par colonne chromatographique a permis cependant dôenrichir certaines 

fractions en « cis » et dôautres en ç trans ». Cependant, même après plusieurs colonnes 

chromatographiques, il nôa pas ®t® possible de s®parer totalement les deux isomères. Des 

analyses de différentes fractions par HPLC et 
1
H RMN ont été réalisées et elles ont 

confirm®es lôenrichissement des fractions isol®es. (Figure II -9) 
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Figure II - 9. : Comparaison des spectres RMN 
1
H et HPLC des composés 21 et 22. HPLC :(Colonne: 

Chromatorex C18HE 100-5 (25 cm) ;Phase mobile: MeCN/H2O-80/20) 

La synthèse des glycoclusters divalents obtenus pas réaction de Sonogashira sur un 

mélange « cis/trans » de départ nous permettait de nous affranchir des nombreuses étapes 

de recristallisation fractionnées pour séparer les isomères du dibromopyrène. Cependant, 

la s®paration nô®tant pas r®alisable apr¯s le couplage, nous nous sommes tourn®s vers une 

synthèse des glycoconjugués à partir des dérivés « cis » et « trans » purs du 

dibromopyrène correspondant. Les réactions de Sonogashira ont été réalisées à partir du 

1,6-dibromopyrène pur. Pour cela, plusieurs conditions ont été testées afin de déterminer 

les conditions de solvants et de catalyseurs optimums pour obtenir le produit désiré. 

Ainsi, les couplages ont été réalisés en présence de PdCl2(PPh3)2 et CuI, dans un mélange 
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diisopropylamine/THF et le dérivé 21 « trans » a été obtenu après purification sur gel de 

silice avec un rendement de 73%. (Schéma II -14) 

 

Schéma II- 14. Synthèse du composé 21. 

De la même façon, des couplages ont été effectués sur le 1,3,6,8-tétrabromopyrène (9). Le 

glycocluster 43 obtenu à partir du sucre 3 nôa pu être quôisolé dans des rendements 

faibles. Malgr® plusieurs tentatives dôoptimisation des conditions de r®action le composé 

d®sir® nôa pu °tre obtenu de nouveau. (Schéma II -15) 

 

Schéma II- 15. Schéma de synthèse du composé 43 
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b) A partir de l'a-D-mannoside butynyl: 

Les couplages de Sonogashira r®alis®s sur les compos®s dibromopyr¯ne avec lôa-D-

mannoside butynyl (3) ont conduit aux glycoclusters 23 et 24 avec des rendements 

respectifs de 88% et de 66%. (Schéma II -16) 

 

Schéma II- 16. Synthèse des composés 23 et 24. 

De la même façon, le dérivé tétrasubstitué 25 a été obtenu sans difficulté avec les 

conditions de couplage de Sonogashira développées pour les analogues divalents (23 et 

24). (Schéma II -17) 
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Schéma II- 17. Synthèse du composé 25 

2-3-2. Réaction de Sonogashira à partir des dérivés 

éthynyliques du pyrène : 

Des glycoclusters prot®g®s ont ®t® obtenus par un couplage de Sonogashira ¨ partir dôun 

dérivé a-D-mannoside (2), comportant un groupe para-iodé du phénol, et les dérivés 

éthynyliques du pyrène (16 et 17). Les composés glycosylés divalents (« trans » 26 et 

« cis » 27) ont été produits avec des rendements respectifs de 60% et de 55%. Les 

composés glycosylés ont donc réagi dans des conditions de réaction similaires à celles 

utilisées précédemment (Schéma II -18). 
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Schéma II- 18. Synthèse des composés 26 et 27 

Le composé 28 a été obtenu à partir du composé 20 avec un rendement de 43% après 

purification. (Schéma II -19) 

 

Schéma II- 19. Synthèse du composé 28. 
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2-3-3. R®action de ñchimie clickò CuAAc :  

a) CuAAc, « Cu-Catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition » : 

Généralités 

La seconde strat®gie de synth¯se pour lô®laboration des glycoclusters consiste ¨ utiliser la 

réaction dite de « chimie click ». Le terme « chimie click » a été introduit en 2001 par 

Sharpless
152
, pour d®signer les r®actions faciles ¨ mettre en îuvre, hautement s®lectives, 

insensibles ¨ lôoxyg¯ne ou ¨ lôeau et ®tant réalisables dans des conditions douces.  

Cette seconde strat®gie de synth¯se pour lô®laboration des glycoclusters consiste ¨ former 

des dérivés 1,2,3-triazoles 1,4-disubstitués. Les propriétés physicochimiques de cet 

hétérocycle en font une cible de choix pour son utilisation dans le développement de 

nouveaux pharmacophores et pour le développement de nouveaux médicaments.
153

 En 

effet, les triazoles possèdent une stabilité chimique élevée vis-à-vis des réactions 

dôoxydation et de r®duction. De plus, ils sont potentiellement difficilement hydrolysables 

¨ pH physiologique confirmant leur utilisation en tant que m®dicaments. La pr®sence dôun 

atome dôazote dans lôh®t®rocycle permet la formation de liaisons hydrogènes et pourrait 

être utilisé pour améliorer les interactions supramoléculaires avec les cibles biologiques 

via des liaisons hydrogène.
153

 Toutes ces propriétés font des triazoles des composés de 

choix pour leur développement en chimie thérapeutique. Leurs propriétés biologiques ont 

déjà été évaluées et ces composés ont démontré des comportements intéressants vis-à-vis 

de certaines bactéries Gram Négatives ainsi que contre le VIH.  

Une des m®thodes de choix pour la synth¯se de tels compos®s est lôutilisation de la 

cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen, une des premières réactions de « chimie click ». 
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Cependant, cette réaction faisant intervenir un alcyne terminal avec une fonction azoture 

poss¯de une barri¯re dôactivation tr¯s ®lev®e entrainant des r®actions lentes et ¨ faibles 

rendements même à haute température. De plus, ce type de réaction entraîne un mélange 

de régioisomères de triazole 1,4 et 1,5 disubstitués.
154

 En 2002, Meldal et al.
155

 ainsi que 

Sharpless et al.
156

, ont décrit de façon indépendante la réaction de cycloaddition de 

Huisgen catalysée au cuivre (CuAAc, « Cu-Catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar 

cycloaddition è), permettant lôobtention dôun seul r®gioisom¯re le triazole 1,4-disubstitué. 

Cette r®action fait intervenir le Cu(I) en tant que catalyseur et permet dôobtenir de fa­on 

r®giosp®cifique le d®riv® 1,4 disubstitu® en augmentant la vitesse de r®action dôun facteur 

10
7 

par rapport à la version de cyclisation thermique.
157

 En plus de ses propriétés de 

pharmacophore potentiel, cette réaction nous a attirés pour sa régioselectivité et son 

efficacité. En effet, la synthèse de glycodendrimères et de glycoclusters multivalents 

nécessite des réactions à haut rendement pour assurer une purification plus aisée. Les 

composés finaux obtenus seront étudiés lors des tests biologiques, leur obtention de 

manière régiosélective et reproductible est donc nécessaire. Différentes méthodes de 

cyclisation 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre ont été étudiées et décrites dans 

la litt®rature. Une des m®thodes principales est lôutilisation du CuX (X = iode, bromeé) 

en tant que catalyseur. Cette r®action n®cessite lôutilisation dôune base azot®e (2,6-

lutidine, triethylamineé) et est sensible ¨ lôoxyg¯ne, ce qui peut entraîner lôoxydation du 

Cu(I) en Cu(II). Ce dernier devient alors inactif dans le cycle catalytique. Afin de 

sôaffranchir des probl¯mes dôoxydation et dôobtention de sous-produits (type Glaser), 

Fokin et al.
156

 ont introduit lôascorbate de sodium en tant que r®ducteur doux. Sa 

combinaison avec un sel de cuivre tel que CuSO4
.
5H2O est devenue une des méthodes de 
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choix pour la réaction de « chimie click » (Figure II -10). Le sel de Cu(I) étant généré in 

situ par lôacide ascorbique.
158

 

 

Figure II - 10. Représentation schématique de la réaction de « chimie click » 

b) Synth¯se des glycoclusters ¨ partir de lôa-D-mannoseazidoéthane :  

Les réactions de chimie « click » sur des dérivés éthynyliques divalents ou tétravalents du 

pyr¯ne ont ®t® effectu®es. Les conditions de r®action optimis®es sont bas®es sur lôexemple 

des conditions de la Figure II -10. Les meilleurs résultats des couplages sont présentés sur 

les Schémas II -20 et II -21, avec des rendements acceptables pour les composés 

disubstitués 29 (64%) et 30 (61%) et un rendement modeste pour le dérivé tétrasubstitué 

31 (43%). 
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Schéma II- 20 : Synthèse des composés 29, 30 

 

Schéma II- 21. Synthèse du composé 31. 
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Afin dôam®liorer la solubilit® en milieux aqueux des d®riv®s d®prot®g®s finaux, en vue de 

les utiliser dans des tests biologiques, un dérivé possédant une chaîne hydrophile de type 

diéthylèneglycol a été développé (32). Cependant, les rendements sont faibles et les 

conditions sont à optimiser. (Schéma II -22) 

 

Schéma II- 22. Synthèse du composé 32 

2-3-3. Réaction de déprotection : 

Les glycoconjugués sont obtenus sous leur forme active (OH libre) après déprotection des 

fonctions hydroxyles. Cette r®action sôeffectue dans les conditions de type Zemplén. Le 

compos® ac®tyl® est d®prot®g® en pr®sence dôune solution de MeONa/MeOH. Une fois la 

réaction complétée, le pH de la solution est ajustée à pH=7 par ajout de résine Amberlite 

acide H
+
. Le solvant est évaporé sous pression réduite pour obtenir le produit final désiré 

sous la forme de poudre jaune. La déprotection complète des fonctions acétates est 

confirm®e par spectroscopie IR. A lôaide de cette technique, nous pouvons observer la 

disparition de la bande caractéristique des vibrations C=O à 1740 cm
-1
 et lôapparition 

dôune bande large centr®e autour de 3000 cm
-1
 correspondant aux fonctions hydroxyles. 

De même, les dérivés monovalents utilisés dans les tests biologiques ont également été 

déprotégés dans les mêmes conditions (M-1, M-2). (Schéma II -23) 
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Schéma II- 23. Glycoclusters déprotégés 

  



Synthèse des glycoclusters 

94 

 

2.4. Conclusion du chapitre  

Nous avons présenté la synthèse rapide de nouvelles familles de glycoclusters 

fluorescents ¨ cîur pyr¯ne, divalents et t®travalents. La particularit® de ces compos®s 

réside dans la dualité ligand/biocapteur. En effet, la présence de plusieurs unités 

mannosides sur un cîur fluorescent, permet une utilisation de ces composés en tant 

quôinhibiteur dôadh®sion, mais ®galement en tant que sonde biologique. Le groupement 

fluorescent, sera utilisé pour la détection des interactions ligand/lectine. 

La synth¯se sôest organis®e autour dôun cîur pyr¯ne polyfonctionnalis® qui a servi de 

plateforme centrale autour de laquelle trois types de familles de glycoclusters ont pu être 

construites via des espaceurs de type phényle, alcynyle et triazole. Ces familles ont été 

obtenues, après optimisation des conditions, à partir de deux types de réactions catalysées 

par des métaux (couplage de Sonogashira et chimie « click ») relativement faciles à 

mettre en îuvre. Des r®actions de glycosidations sur lôa-D-mannopyranose ont permis au 

pr®alable, dôobtenir une s®rie de d®riv®s de lôa-D-mannose possédant des chaînes variées 

en position anomérique. Cette diversité structurale permet de moduler les propriétés 

optiques et biologiques des glycoclusters, dans le cadre dôune ®tude structure-activité 

envers diverses lectines. Ces synthèses rapides pourraient être appliquées à plusieurs 

types dôhydrates de carbone (fucose, galactose, glucose, lactoseé) afin de diversifier les 

cibles des études biologiques. Toutes les structures des glycoclusters ont été caractérisées 

par spectroscopie RMN du proton et du carbone, spectroscopie IR, et spectrométrie de 

masse haute résolution. Les résultats obtenus lors des tests biologiques sont présentés au 

chapitre suivant. 
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Chapitre II I 

3.1. Introduction  :  

Ce chapitre sera consacré à la présentation des résultats obtenus lors de lô®valuation 

biologique des composés synthétisés au cours de ce travail. Le but de ces investigations 

est de déterminer la capacit® quôont les glycoclusters à interagir avec des lectines 

dôintérêt, par des mécanismes de reconnaissance hydrate de carbone/protéine. Ces études 

permettront de déterminer lôactivit® et lôavidité des différents ligands développés à 

inhiber et agréger les lectines. De plus des études par spectroscopie de fluorescence, 

contribueront à la mise en évidence de lôutilisation potentielle de ces glycoclusters en tant 

que sondes biologiques. Dans ce contexte, les glycoclusters ont été étudiés en présence de 

la lectine ConA en tant que modèle, puis envers deux autres lectines bactériennes (Bc2lA 

et LecB), impliquées dans certaines infections, notamment la mucoviscidose. Dans un 

premier temps, on rappellera le principe de différentes méthodes biophysiques utilisées au 

cours de nos analyses. Les résultats seront ensuite présentés et discutés.  

3.2. Différentes  technique s dô®tudes pour les interactions  

lectine -sucre  

Des analyses physico-chimiques, spectroscopiques ou biophysiques, ont été réalisées sur 

les glycoclusters afin dôobserver, de caractériser et de mieux comprendre la formation de 

réseaux ou agrégats entre les glycoclusters et les lectines multivalentes. De plus, les 

analyses de spectroscopie de fluorescence vont nous permettre de prouver le principe de 

biocapteur. Des tests biologiques ont été menés en parallèle et permettent de déterminer 

des param¯tres thermodynamiques et dôavidité de nos ligands envers les lectines 
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(Isothermal Titration Calorimetry (ITC), Surface Plasmon Resonance (SPR), 

Hemaglutination Inhibition Assay  (HIA)). 

3-2-1. Diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light 

Scattering ; DLS) : 

Les méthodes de diffusion de la lumière sont largement utilisées pour la caractérisation de 

divers systèmes tels que les cristaux liquides, les particules en solution, lôanalyse des 

biomacromolécules (virus, protéines, etc.), la dispersion des microorganismes et les 

dispersions colloµdales. Ces techniques permettent dôapporter des informations sur la 

taille des particules et objets étudiées ainsi que sur les interactions entre molécules ou 

encore leur polydispersité.
159

  

a) Principe de la diffusion de la lumière : 

Lorsque la lumière interagit avec la matière, divers processus physiques peuvent avoir 

lieu. Par exemple, la matière peut absorber la lumière incidente entrainant ainsi le passage 

dans son état excité (qui se relaxera par des processus radiatifs ou non radiatifs). Le 

rayonnement lumineux incident peut également induire une polarisation de la matière, les 

charges oscillantes vont diffuser de la lumière dans plusieurs directions de lôespace, la 

magnitude de ces radiations dépendant de la polarisation de la particule par rapport au 

milieu dans lequel elle se situe.  
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Figure III - 1. Repr®sentation sch®matique dôun montage de diffusion de la lumière. 

Lôintensit® diffus®e I représente la quantité moyenne dans le temps du nombre de photons 

®mis par la macromol®cule. Elle sô®crit : 
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Avec l, la longueur dôonde du rayon incident, et q lôangle entre le rayon incident et le 

rayon diffusé. Elle varie avec le carré de la polarisabilité de la particule, et donc avec la 

sixième puissance de son diamètre, ce qui en fait une technique très sensible à la présence 

dôagrégats.  

Si la particule est petite devant la longueur dôonde de la lumi¯re incidente (R < 10nm), la 

lumière sera diffusée également dans toutes les directions (diffusion isotrope). Dans le cas 

ou la particule étudiée est grande devant la longueur dôonde incidente, lôintensit® de la 

lumière diffusée est dépendante de lôangle de diffusion. La diffusion statique de la 

lumi¯re mesure lôintensit® de la lumi¯re diffus®e en fonction de lôangle de diffusion, ce 

qui permet dôobtenir une masse molaire moyenne des particules ®tudi®es ainsi quôun 
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rayon de giration. Dans le cadre de nos études, les particules étudiées sont petites devant 

la longueur dôonde incidente. Nous nous intéresserons donc plus particulièrement à la 

diffusion dynamique de la lumière qui mesure les fluctuations de la diffusion de la 

lumière. 

b) La diffusion dynamique de la lumière : 

La diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light Scatterring en anglais, DLS) est 

une méthode de diffusion de la lumière qui permet de déterminer la taille des particules 

présentes dans un fluide. Dans un liquide, les particules sont soumises au mouvement 

Brownien, elles subissent des mouvements de rotation, translations, vibrations aléatoires 

autour dôune valeur centrale. Les mouvements Browniens dépendent des paramètres du 

milieu dans lequel se trouve la particule tels que la temp®rature, lôindice de r®fraction et la 

viscosité. La particule bougeant constamment dans le temps, la lumière diffusée de cette 

particule va elle aussi fluctuer en fonction du temps. La technique de DLS permet de 

mesurer les fluctuations de lôintensit® diffus®e par la particule en mouvement et 

déterminer la vitesse à laquelle la particule bouge dans le milieu. Les petites particules se 

déplaçant plus rapidement que les grosses, elles vont entraîner une fluctuation plus rapide 

de lôintensit® de diffusion que les particules de tailles plus élevées. (Figure III -2) 
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Figure III - 2. Représentation des fluctuations des particules en fonction du temps (Reproduit de 

documents Wyatt technology) 

En pratique, on mesure avec un corrélateur la fonction dôautocorrélation associée aux 

fluctuations dôintensit® diffus®e au cours du temps. 

 

Figure III - 3. Repr®sentation des fluctuations de lôintensit® lumineuse dans le temps et de la fonction 

dôautocorr®lation (Reproduit de documents Wyatt technology) 

Lôintensit® du signal est compar®e avec lui-même en un point particulier, à un temps t et 

un temps dt plus tard. La fonction dôautocorr®lation mat®rialise la perte de corr®lation du 

signal avec le temps. Si les particules sont grandes, le signal change lentement et la 

corrélation persiste longtemps. Dans le cas contraire où les particules sont petites et 

bougent rapidement, la corrélation est réduite plus rapidement. (Figure III -4) 
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Figure III - 4. Repr®sentation graphique de la fonction dôautocorr®lation en fonction de la taille des 

particules. 

La vitesse à laquelle les particules vont subir le mouvement brownien est définie par le 

coefficient de diffusion translationnel : D. Pour les particules monodispersées (une seule 

population) en suspension, la fonction dôautocorr®lation sôécrit comme une 

monoexponentielle :  

BqDAG +-= )²..2exp()( tt  

Où A est la constante de lôappareil, D le coefficient de diffusion (en cm
2
/s), B la ligne de 

base théoriquement égale à 1. A partir du coefficient de diffusion, la taille de la particule 

peut °tre d®termin®e dôaprès la relation de Stokes-Einstein : 

Ὀ
ὯὄὝ

φ“ὲὙὬ
 

Avec k la constante de Boltzmann, T la température, h la viscosité du solvant, et Rh le 

rayon hydrodynamique de la particule diffusante. 

Le rayon hydrodynamique correspond ¨ la taille dôune sph¯re qui bougerait de la m°me 

façon que la particule, dans le liquide, c'est-à-dire avec la même vitesse et le même 
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coefficient de diffusion. Dans le cas dôune solution polydisperse de particules (plusieurs 

populations de tailles diff®rentes), la fonction dôautocorr®lation est une somme 

dôexponentielles dont la résolution est complexe car elle représente un problème sans 

solution unique. Cette m®thode va utiliser une m®thode dôéchantillonnage pour 

décomposer en valeurs propres la fonction dôautocorr®lation avec un nombre de valeurs 

limité et déterminer le coefficient de diffusion (donc le rayon hydrodynamique, Rh) de 

chacune des espèces en solution. 

c) Analyse du signal : 

La DLS mesurant lôintensit® de la lumi¯re diffus®e en fonction du temps, le diagramme 

obtenu va repr®senter lôintensité relative de diffusion en fonction des tailles calculées. 

Cependant, lôanalyse des r®sultats n®cessite dô°tre prudent sur certains param¯tres. En 

effet, lôintensité de lumière diffusée étant proportionnelle, dôun facteur d
6
, à la taille de la 

particule, une particule de taille plus élevée va diffuser plus quôune particule plus petite. 

La distribution en intensit® nôest donc plus représentative de la proportion de chaque 

espèce de particules présentes en solution. Prenons lôexemple de deux particules pr®sentes 

en quantité égale dans la solution. Une particule ayant un Rh centré autour de 5nm, la 

seconde un Rh centré autour de 50nm. La distribution statistique en nombre devrait 

donner un graphique représentant 50% des particules autour de 5nm et 50% autour de 

50nm. Dans le cas ou lôon ®tudie la distribution des particules en fonction de lôintensit® 

diffusée, la distribution centr®e autour du rayon de 50nm diffusera plus, dôun facteur 

1 000 000, que la particule de 5nm. De la même façon, le volume occupé par une sphère 

est égal à 4/3p(d/2)
3
; ce qui signifie que la distribution des deux pics va être obtenue avec 

un ratio 1 :1000.  
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Figure III - 5. Représentation des distributions de la lumière dispersée en nombre, volume et intensité. 

Les études de DLS ont été réalisées sur un Dynapro Nano Star (Wyatt technology). La 

longueur dôonde du laser incident ®tant de 630nm, et lôangle de d®tection de 90°. Le 

logiciel fourni permet dôobtenir une distribution du Rh des particules en fonction du 

pourcentage relatif en masse ou bien du pourcentage dôintensit® diffus®e. Pour chaque 

mesure la fonction dôautocorr®lation a été analysée et les spectres ont été tracés en 

pourcentage de masse, ce qui nous semblait plus représentatif de la distribution des 

populations. 

3-2-2. Spectroscopie de fluorescence : 

Parmi les différentes techniques utilisées pour la détection des capteurs chimiques et 

biologiques, la spectroscopie de luminescence est lôune des plus utilisées du fait de ses 

nombreux avantages. En effet, cette technique est très sensible, ce qui permet une 

détection à de faibles concentrations, facile ¨ mettre en îuvre et il est possible de 

moduler les propriétés optiques des chromophores ainsi que les paramètres de détection 

pour lôoptimisation du capteur.  
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a) Origine de la luminescence : 

Une molécule absorbant un photon, passe de son état fondamental à son état excité. Le 

retour ¨ lô®tat fondamental peut sôeffectuer suivant un processus radiatif, côest-à-dire avec 

émission de fluorescence. Dôautres processus de relaxations, non radiatifs (vibrations, 

conversion internesé), interactions avec dôautres mol®cules ¨ lô®tat excit® (formation 

dôexcim¯re ou dôexciplexe, transfert dô®nergie,é) peuvent entrer en compétition avec 

lô®mission de fluorescence. (Figure III -6).  

 

Figure III - 6. Processus de désexcitations possibles pour une molécule excitée. (reproduit de la ref
72

) 

b) Caractéristiques de la fluorescence : 

Le diagramme de Jablonski-Perrin, permet de visualiser facilement les processus observés 

apr¯s lôabsorption dôun photon par une mol®cule. (Figure III -7, haut) 
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Figure III - 7. Diagramme de Jablonski-Perrin . Repr®sentation de spectres dôabsorption et dô®mission 

et du déplacement de Stokes 

Lô®mission qui accompagne la relaxation de lô®tat excité S1 à lô®tat fondamental S0, côest-

à-dire entre deux états singulet, est appelée fluorescence. 
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Le spectre dô®mission dôun fluorophore repr®sente lôintensit® de la lumi¯re ®mise en 

fonction de la longueur dôonde. Lôintensit® de fluorescence ®mise est proportionnelle, 

pour des faibles concentrations, à la quantité de photons absorbés par la molécule 

(absorbance), ainsi quôà sa capacité à émettre de la lumière (caractérisée par son 

rendement quantique). Divers paramètres peuvent caractériser une molécule fluorescente, 

tels que les rendements quantiques, les temps de demi-vie de luminescence ou encore les 

largeurs de bande dô®mission à mi-hauteur. Dans le cadre de notre étude, les molécules 

seront caract®ris®es par leur spectre dô®mission (longueurs dôonde dôexcitation et 

dô®mission) et leur d®placement de Stokes.  

c) Déplacement de Stokes :  

Le déplacement de Stokes représente la différence entre le maximum de la bande 

dôabsorption et le maximum de la bande dô®mission (Figure III -7, bas). Il est exprimé en 

nombre dôonde et donne principalement des indications sur la différence de polarité entre 

lô®tat fondamental et lô®tat excit®. Dans le cadre de lôutilisation dôune mol®cule 

fluorescente en tant que capteur chimique ou biologique, il est important dôoptimiser le 

déplacement de Stokes. En effet, plus une molécule possède un déplacement de Stokes 

élevé plus sa détection sera facile, notamment à des concentrations élevées où les 

problèmes de réabsorption seront affranchis.
72

  

3-2-3. Test dôinhibition de lôh®magglutination 

(Hemaglutination Inhibition Assay (HIA)) :  

Cette ®tude est bas®e sur lôobservation de lôagglutination, et donc de la précipitation, des 

érythrocytes en présence de lectines (de virus ou de bactéries). En effet, la surface des 
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érythrocytes est tapissée de r®sidus mannosidiques capables dôinteragir avec par exemple, 

des bactéries présentant des récepteurs de mannosides. Ce test bas® sur lôagglutination 

(précipitation) des érythrocytes par des lectines entraîne la formation dôune phase 

g®latineuse au fond du puits dôanalyse, visible ¨ lôîil nu. Des lectines solubles pouvant 

interagir avec les résidus mannosidiques des érythrocytes peuvent donc agglutiner ces 

derniers. Cependant, cette agglutination induite par la lectine, peut être inhibée par la 

présence de ligands multivalents solubles présentant des hydrates de carbone accessibles 

en périphérie. Ce test mesure la concentration minimale à laquelle a lieu lôinhibition de 

lôagglutination (Minimal Inhibition Concentration, MIC). Il est facile ¨ mettre en îuvre 

et permet de réaliser un « balayage » rapide des compos®s et dôobtenir une affinit® 

relative des glycoclusters.  

3-2-4. Titrage isotherme calorimétrique (Isothermal 

Calorimetry, ITC) 
160

 

Lors de lôinteraction dôun ligand (L) avec un r®cepteur (R) un complexe ligand/r®cepteur 

([L/R]) se forme suivant un équilibre dynamique : 

 

Lôaffinit® dôun ligand envers son récepteur (constante dôassociation Ka), côest-à-dire sa 

capacit® ¨ d®placer lô®quilibre vers la formation du complexe, va °tre régi par des 

paramètres thermodynamiques. En effet, des échanges de chaleur ont lieu entre lô®tat 

initial et lô®tat final de la réaction, un système ayant tendance à se déplacer vers des 

+

L R [L/R]

Ka

Kd
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énergies plus faibles ¨ lô®quilibre. Dôun point de vue thermodynamique, cette constante 

est fonction de lô®nergie libre dôinteraction DG° (Enthalpie de Gibbs) : 

ЎὋЈ ЎὌ ὝЎὛ 

Lôénergie libre de Gibbs est donc la composante du gain et de la perte simultanée 

dôenthalpie (DH) et dôentropie (TDS) provenant des différents événements qui ont lieu 

lors de la reconnaissance lectine/sucre. Ces paramètres thermodynamiques sont donc 

importants dans la compréhension des interactions lectine/sucre et pour la détermination 

de constante dôassociation. Parmi les techniques dô®tudes des interactions sucre/protéine, 

la microcalorimétrie par titrage isotherme (ITC) permet dôobtenir directement ces 

paramètres thermodynamiques. LôITC mesure la chaleur ®chang®e lors de lôajout dôun 

ligand à un récepteur, en fonction de la concentration en ligand ajoutée. Des ajouts 

successifs dôun ligand ¨ un récepteur ont lieu dans une enceinte adiabatique. La quantité 

de chaleur absorbée ou dégagée à chaque ajout est alors tracée en fonction de la 

concentration en ligands. Un profil isotherme est obtenu qui sera intégré pour obtenir la 

courbe dôaffinit®. La variation dôenthalpie au cours de la r®action (DH), la constante 

dôaffinit® (KA) et la stîchiom®trie de la réaction (n, nombre de sites liés par monomère de 

lectine pr®sente dans lôenceinte) sont directement déterminées. Lôentropie de la r®action 

sera calculée à partir de lô®quation de Gibbs. 

Cette m®thode est la seule qui permet dôobtenir directement ces param¯tres dôassociation. 

Elle permet lôacc¯s ¨ la constante dôaffinit® KA, ou de dissociation KD. Elle permet aussi 

dôexprimer les param¯tres thermodynamiques qui ont lieu lors de la reconnaissance. Ces 

param¯tres sont importants pour la compr®hension des m®canismes et lôoptimisation 
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architecturale des ligands. De plus, cette m®thode permet dôobtenir des param¯tres pour 

des ligands libres en solution et non immobilisés sur une surface. En revanche, les 

données obtenues sont la somme de tous les processus qui ont lieu lors de la rencontre du 

ligand avec le récepteur. Ces mesures font simplement ®tat dôune variation des param¯tres 

initiaux et ceux finaux. 

3-2-4. Résonance plasmonique de surface (Surface 

Plasmon Resonance, SPR) 

La spectroscopie de résonance plasmonique de surface (Surface Plasmon Resonnance en 

anglais, SPR) est une technique qui permet dô®tudier lôinteraction de deux ou plusieurs 

molécules ou des assemblages moléculaires en temps réel. Elle est souvent utilisée pour 

déterminer lôaffinit® dôune grande vari®t® de systèmes biologiques tels que les anticorps et 

est particulièrement utilis®e dans lô®tude et lôoptimisation des interactions structures-

activités entre un ligand et son récepteur. Cette technique est basée sur un phénomène 

sensible aux changements des propriét®s optiques dôun medium proche dôune surface 

métallique.  

De façon simplifiée, un ligand est immobilisé sur une surface métallique (la plupart du 

temps de lôor ou de lôargent), tandis que le récepteur complémentaire est amené à la 

surface par un flux continu dans une solution tampon. Une lumière incidente envoyée sur 

un prisme, crée une onde évanescente qui va pénétrer dans la cellule opposée au prisme 

(Figure III -8, A). Cette onde va interagir avec le champ magnétique (plasmon de surface) 

créé par les électrons de la surface métallique. La résonance entre les ondes a lieu à un 

angle sp®cifique dôincidence appel® angle SPR. A cet angle, lôintensit® de la lumi¯re 
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réfléchie atteint un minimum. Lôangle SPR est sensible ¨ lôindice de r®fraction de la 

couche proche de la surface métallique. Ainsi, lorsque lôanalyte est immobilis® sur la 

surface, une modification de lôindice de r®fraction a lieu entraînant une variation de 

lôangle SPR. Les modifications de lôindice de r®fraction sont enregistrées en fonction du 

temps (Figure III -8, B). Lôanalyse des donn®es permet dôobtenir des informations sur la 

quantit® dôanalyte li®e ¨ la surface, les constantes cin®tiques et les forces dôinteractions. 

 

Figure III - 8. Schéma du montage de la technique SPR (A), et sensogramme SPR représentant les 

®tapes dôassociation/dissociation.
161

 

3.3. Etudes des a uto -assemblage s lectine -sucre  en présence de 

ConA  

Les glycoclusters synthétisés ont été analysés par DLS et spectroscopie de fluorescence 

au sein du laboratoire CINaM. Toutes les analyses ITC, SPR et HIA ont été réalisées au 

travers dôune collaboration avec le laboratoire CERMAV de Grenoble (France), dans 

lô®quipe du Dr. Anne Imberty par le Dr. Aymeric Audfray. 

A) B)
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Dans un premier temps, les glycoclusters synthétisés ont été étudiés par DLS en présence 

de la lectine ConA, protéine modèle commerciale (de Sigma-Aldrich), afin dôétudier les 

interactions entre le glycocluster et la lectine, et montrer la formation de réseaux auto-

assemblés. Des analyses similaires ont ensuite été réalisées par spectroscopie de 

fluorescence dans le but de prouver lôutilisation possible de ces molécules en tant que 

biocapteur de lectines ou bactéries. Les glycoclusters ont été solubilisés dans une solution 

tampon HEPES (pH=7.5). La composition du tampon HEPES, les méthodes de 

solubilisation des composés ainsi que les proc®d®s dôajouts des compos®s lors des 

mesures sont décrits dans la partie expérimentale.  

3-3-1. Diffusion dynamique de la lumière (DLS) : 

La technique DLS a été utilisée dans un premier temps pour mettre en évidence les 

interactions entre les lectines et les glycoclusters synthétisés. Ces interactions se 

manifestent par la formation dôobjets, des auto-assemblages biologiques, impliquant les 

ligands multivalents glycosylés. Comme décrit précédemment, la DLS permet dôobserver 

la présence de populations en solution, monodisperses ou polydisperses, et de déterminer 

leur rayon hydrodynamique. Notre théorie est basée sur le fait que la protéine possède un 

rayon hydrodynamique caractéristique, identifié comme référence par analogie aux 

données structurales de la littérature. Lors de lôajout dôun ligand ayant une avidité pour la 

lectine, des assemblages macromoléculaires se forment de façon cinétique avec des 

rayons hydrodynamiques différents. La population correspondant à la lectine libre, 

disparaît donc lorsquôelle est totalement engag®e dans le r®seau lectine/glycocluster. Les 

premières analyses ont été réalisées sur différents glycoclusters en présence de la lectine 

modèle ConA. 
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La ConA a été solubilisée dans une solution tampon HEPES (pH= 7.5). Les mesures ont 

été effectuées à une concentration de ConA de 0.5 mg/mL. A cette concentration, la 

ConA t®tram®rique pr®sente un rayon hydrodynamique centr® autour dôun rayon 

hydrodynamique Rh = 3.8 nm. 

Dans un premier temps, une concentration minimale à laquelle la ConA est totalement 

consomm®e est d®termin®e par ajouts successifs dôune solution de glycocluster ¨ une 

solution de ConA. Les spectres de DLS ont été mesurés à différents intervalles de temps 

afin de déterminer une influence cin®tique de la formation de lôagrégat. Lôinterpr®tation 

des r®sultats est bas®e sur lô®tude de la fonction dôautocorr®lation ainsi que sur la 

distribution en pourcentage de masse des espèces en solution. 

a) Série des ligands alcynes a-D-mannosylés : 

Ligand alcyne tétravalent 35 : 

La fonction dôautocorr®lation montre une population monodisperse initiale de ConA avec 

un rayon hydrodynamique centré autour de Rh=3.8nm. Lors de lôajout de 35, la fonction 

dôautocorr®lation présente deux pentes contrairement à celle de ConA seule, 

correspondant ¨ la pr®sence dôune autre population probablement due au glycocluster. 

Après 2h dôincubation à température ambiante, on observe la formation dôesp¯ces de 

tailles plus élevées, cependant la population principalement présente semble correspondre 

à celle de ConA avec un Rh=3.8nm. (Figure III -9) 
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Figure III - 9. Fonction dôautocorr®lation de ConA (rouge) et de ConA + 35 (rose) ; Dispersion en % 

de masse 

Des solutions plus concentrées en glycocluster 35 ont été étudiées en présence de la 

lectine. A des concentrations de 0.2µM en 35, de nouvelles espèces de tailles plus élevées 

sont formées mais la population principale reste centrée autour de 4nm laissant penser à la 

présence de ConA tétramérique non complexée avec le glycocluster. A partir dôune 

concentration de 0,5µM en 35, la population correspondant à ConA semble disparaître 

après 2h dôincubation, pour former des populations de rayons plus élevés pouvant 

correspondre ¨ lôauto-assemblage glycocluster-protéines, probablement sous la forme 

dôun r®seau tridimensionnel, dû à la tétravalence de la lectine. (Figure III -10) 

Rh : 3.8nm
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Figure III - 10. Distribution en pourcentage de masse de la taille des populations dans le temps (ConA 

0.5mg/mL, 35 0.5µM) 

Ligand alcyne tétravalent 34 : 

De la même façon, plusieurs concentrations en glycocluster 34 ont été étudiées afin de 

déterminer une concentration ̈  laquelle lôagr®gation lectine/glycocluster a lieu. Pour des 

concentrations de 0.2µM et de 0.6µM de 34, la population principale est centrée autour 

dôun Rh de 3.6nm, montrant une évolution très faible voire nulle de la reconnaissance 

glycocluster/ConA même après 18h dôincubation. (Figure III -11) 

Rh : 3.8nm Rh : 5300nm
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Figure III - 11. Distribution en %de masse des populations à différentes concentrations de 34 après 

18h dôincubation 

Pour des concentrations supérieures (1.5, 5 et 10 µM), la population de ConA disparaît 

après quelques minutes dôincubation montrant la formation de populations de tailles 

élevées. (Figure III -12) 

 

Figure III - 12. Distribution en pourcentage de masse des populations à différentes concentrations de 

34 à t0. 

Rh= 3.8nm

ConA; Rh = 3.8nm
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b) Série des ligands triazole a-D-mannosylés : 

Comme pour la série alcyne, différentes concentrations en glycocluster ont été étudiées en 

pr®sence dôune solution de ConA ¨ 0.5mg/mL. 

Ligand triazole tétravalent 41:  

Pour des concentrations en 41 de lôordre de 0.5µM, la ConA ne semble pas agréger le 

pyrène pour former des espèces de rayon plus élevé. Le glycocluster 41 montre la 

formation dôun large r®seau avec ConA pour des concentrations de 1 et 2µM. (Figure III -

13) 

 

Figure III - 13. Distribution en pourcentage de masse des populations à différentes concentrations 

de41 

Ligands triazole divalent  39 (trans) et 40 (cis): 

Lôanalyse du d®riv® divalent 39, substitué en position « trans » montre que pour une 

concentration en glycocluster de 2.4ÕM, il nôy a pas de formation de r®seau entre le 

composé 39 et la ConA (Figure III -14, A). Pour une concentration de 4.8µM, de 

nouvelles populations de tailles plus élevées apparaissent, la population principale étant 

centrée autour du rayon hydrodynamique correspondant à la lectine. La disparition de la 
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population de ConA est observée pour une concentration en 39 de 10µM. (Figure III -14, 

B) 

 

Figure III - 14. Distribution en pourcentage de masse des populations à différentes concentrations A) 

39 à 2.4µM ; B) 39 à 4.6µM et 9µM 

Afin de comparer lôinfluence des isomères de position sur le cîur pyr¯ne vis-à-vis de la 

reconnaissance envers les lectines, nous avons étudié le composé 40 (divalent substitué en 

position « cis ») à des concentrations similaires à celles du 39 (substitué en position 

« trans »). Ainsi pour une concentration inférieure à 2.8µM (40), il nôy a pas de 
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reconnaissance lectine/sucre. En revanche, pour une concentration de 2.8µM, on observe 

la formation de nouvelles espèces de taille supérieure à celle de ConA (Figure III -15, A). 

Cependant, le ph®nom¯ne est lent, et la population principale apr¯s 9h dôincubation 

correspond à celle de la lectine. Pour observer la disparition de ConA, une concentration 

de 10µM est nécessaire. (Figure III -15, B) 

 

Figure III - 15. Distribution en pourcentage de masse des populations à différentes concentrations de 

40 

A.

B.
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Comparaison des ligands 39/40 : Dôapr¯s les r®sultats obtenus, le dérivé divalent « cis » 

(40) semble interagir avec la ConA à des concentrations plus faibles que le dérivé 

« trans » (39). Cependant la DLS ne nous permet pas de conclure sur lôorigine des petits 

agrégats formés aux faibles concentrations. La position « cis/trans » ne semble pas pour 

le moment avoir une influence significative sur la concentration critique de la 

reconnaissance protéine/ligand. 

c) Comparaison de lôavidité des ligands en fonction de lôespaceur entre le 

sucre et le pyrène : 

Comparaison des ligands alcyne et triazole tétravalents :  

Le glycocluster 41 possédant les fonctions triazoles entre le cîur principal pyr¯ne et les 

mannosides, semble nécessiter une concentration plus élevée pour pouvoir agréger 

complètement la lectine, en comparaison avec le composé possédant la fonction alcyne 

(35). En effet, la concentration en 35 pour observer la disparition de ConA est de 0.5µM, 

alors que dans le cas de 41, la concentration minimale pour agréger totalement ConA est 

de 1µM. Ceci peut être traduit par une meilleure avidité de ConA envers un anomère 

alcyne par rapport à un anomère triazole. Toutefois, les différences observées sont faibles, 

de sorte quôil semble raisonnable de conclure que la géométrie et les parties aglycones des 

deux ligands, ne jouent pas un rôle prépondérant dans ces cas particuliers. 

Comparaison des ligands alcyne et triazole divalents : 

Comme pour les glycoclusters tétravalents, les dérivés divalents de la série triazole 

nécessitent des concentrations supérieures (10µM) à celle de la série alcyne (2µM), pour 

pouvoir agréger complètement la ConA. Il semblerait donc que lôavidité envers la ConA 
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soit supérieure pour des glycoclusters possédant une fonction alcyne en position 

anomérique. Ces résultats sont interprétés de façon similaire aux ligands tétravalents de la 

section précédente. 

d) Etudes pr®liminaires de la cin®tique dôauto-assemblage 

protéine/ligand : 

Pour tous les glycoclusters étudiés, les mesures ont été enregistrées à différents intervalles 

de temps afin de d®terminer lôinfluence de la nature de lôespaceur, de la concentration en 

protéine et/ou en glycocluster, sur la cinétique de formation des agrégats. Lô®tude de la 

fonction dôautocorr®lation nous permet dôobserver lô®volution de la formation dôesp¯ces 

de tailles élevées. De même, lôhistogramme de pourcentage de masse en fonction du Rh 

nous apporte des informations sur la taille des espèces en solution. Pour des 

concentrations en glycoclusters où il a été déterminé que la ConA nôest pas totalement 

agrégée, aucune ®volution sur la taille des agr®gats nôest observ®e apr¯s 2 heures 

dôincubation. Pour des concentrations plus élevées, la cinétique est très rapide et 

généralement aucune ®volution nôest observ®e apr¯s 40 min de réaction. 

Etude des ligands alcyne et triazole tétravalents : 

Dans le cadre de lô®tude du composé tétravalent 41, deux concentrations sont étudiées. 

Pour une concentration de 2µM, la cinétique est très rapide, et la ConA disparaît dès les 

premi¯res minutes apr¯s lôajout de la solution de glycocluster ¨ la solution de lectine 

(Figure III -16, A). Pour une concentration de 1µM, la cinétique est plus lente, et la ConA 

disparaît entièrement seulement à partir de 20 min. (Figure III -16, B) 
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Figure III - 16. Distribution en pourcentage de masse des populations à différentes concentrations de 

41 

De même pour le composé 35, à une concentration de 0.9µM, la ConA est totalement 

agrégée après 20 min. Pour des concentrations similaires, lôespaceur anom®rique ne 

semble pas avoir dôinfluence sur la cin®tique. 

Etude des ligands alcyne et triazole divalents : 

Pour des concentrations de 34 comprises entre 10µM et 3µM, la réaction est instantanée 

et la disparition de ConA a lieu entre 0 et 2 min apr¯s lôaddition du glycocluster. En 

A.

B.
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comparant les dérivés triazole divalent « cis/trans », on observe que, pour des 

concentrations équivalentes en ligand le dérivé « cis » semble avoir une cinétique plus 

rapide (10 min) pour agréger la ConA alors que pour le dérivé « trans », la disparition de 

la ConA est observée ̈ partir de 30 min dôincubation. 

Les analyses DLS montrent la formation de populations de tailles élevées lorsque la 

ConA est mise en présence des glycoclusters. Ces observations permettent de conclure 

que la lectine interagit de façon agrégative avec les glycoclusters multivalents pour 

former des r®seaux tridimensionnels. Il a ®t® montr® quôune concentration minimale en 

glycocluster est nécessaire pour induire cette agrégation. De plus, la cinétique de réaction 

est dépendante des concentrations en lectine et en glycocluster. Enfin, la formation des 

agrégats peut être attribuée à une interaction entre le CRD de la lectine et le sucre. Ceci a 

pu être mis en évidence par lôajout de a-MeMan, à des concentrations relativement 

élevées, qui permet de désagréger en partie le système formé. Cependant, nous ne 

pouvons conclure sur le détail des m®canismes dôassociation (effet cluster, nombre de 

lectine par ligands, affinité, efficacité) par cette technique. Nous pouvons simplement 

conclure que pour ces ligands du pyrène, tétravalents ou divalents, entre les séries 

homopropargyliques ou du triazole, il y a en définitive une variation assez négligeable 

pour la concentration minimale dôauto-assemblage lectine-sucre et que les parties 

aglycones jouent un rôle mineur.  

3-3-2. Spectroscopie optique : 

Dans le cadre de notre étude, la spectroscopie optique est la technique utilisée pour la 

d®tection de lôinteraction glycocluster/prot®ine. Plus particuli¯rement lôaspect 
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« biocapteur » des glycoclusters sera confirmé par la spectroscopie dô®mission de 

fluorescence. Dans ce travail, nous allons ®tudier la modification du spectre dô®mission de 

fluorescence du cîur pyr¯ne, lorsque les glycoclusters sont mis en pr®sence des lectines 

(i.e. changement dôintensit® de fluorescence, disparition ou apparition de bande, ou 

déplacement des longueurs dôonde dô®mission). Les modifications des spectres 

dô®mission et lôinfluence de lôinteraction glycocluster/lectine sur les propri®t®s optiques 

seront discutées. Pour cela, il est nécessaire dans un premier temps, de caractériser et 

dô®tudier les propri®t®s optiques (absorption électronique et émission de fluorescence) des 

glycoclusters déprotégés seuls, dans les conditions des études biologiques. 

a) Etude des spectres dôabsorption des glycoclusters : 

Les spectres dôabsorption et dô®mission ont ®t® enregistrés ¨ partir dôune solution du 

composé déprotégé solubilisé dans la solution tampon HEPES (pH= 7.5) utilisée pour les 

mesures en présence de lectines. Les maxima des bandes dôabsorption et dô®mission ne 

sont pas modifiés suivant que le spectre a ®t® enregistr® dans lôeau pure ou bien dans la 

solution tampon. Les spectres présentés seront ceux enregistrés dans la solution tampon. 

Dépendamment de la solubilité de certains composés, il a été nécessaire de solubiliser 

pr®alablement le glycocluster dans une solution de DMSO (de lôordre de 10
-3
M), puis de 

diluer cette solution dans la solution tampon pour obtenir les concentrations désirées. La 

proportion de DMSO dans lôeau varie de 1 ¨ 5% suivant les concentrations finales. 

Etude des ligands de la série alcyne :  

Dans la série alcyne, les composés divalents et tétravalents ont été comparés. Les 

glycoclusters montrent un spectre dôabsorption structuré caractéristique des dérivés du 
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pyrène et notamment des dérivés éthynyliques. Les dérivés divalents possèdent trois 

bandes dôabsorption distinctes à 346, 363 et 384nm comme attendu pour les dérivés du 

pyrène.
162

 Lôabsorbance est d®plac®e vers le rouge (effet bathochrome) par rapport au 

spectre dôun pyrène disubstitué non éthynylique (351nm).
163

 Ce déplacement 

bathochrome est dû ¨ lôaugmentation de la conjugaison par lôintroduction des 

groupements éthynyles sur le pyrène.
133, 134, 136, 137, 148-150, 164-166

  

Si on compare les dérivés 33 et 34, qui ne diff¯rent que dôun méthylène (CH2) entre le 

cîur pyr¯ne et le mannoside, il nôy a pas de diff®rence notable entre les spectres 

dôabsorption ®lectronique (même maximum de la longueur dôonde dôabsorption). Cette 

observation est cohérente avec le fait que la partie mannose du glycocluster nôinfluence 

pas les propriétés électroniques du chromophore pyrène. Le spectre dôabsorption 

électronique du composé tétravalent 35 possède les mêmes structurations des bandes 

dôabsorption que les d®riv®s divalents (384, 401 et 425nm). Les maxima dôabsorption 

sont déplacés vers les plus basses énergies par rapport aux dérivés divalents. Cet effet est 

dû ¨ lôaugmentation du nombre de sites de délocalisation (de deux à quatre fonctions 

éthynyles) sur le chromophore pyrène.
164, 165

 (Figure III -17) 



Résultats et Discussions 

124 

 

 

Figure III - 17. Spectres dôabsorption ®lectronique normalis®e des glycoclusters de la s®rie alcyne 

Lors de la détermination des coefficients dôextinction molaire (e) de chaque composé 

dans lôeau, il a été observé que même à des concentrations très faibles, les e déterminés ne 

sont pas cohérents. Deux phénomènes sont observés lorsque la concentration varie. Tout 

dôabord, les e ne sont pas identiques et ne respectent pas la loi de Beer-Lambert, côest-à-

dire quôils varient en fonction de la concentration. De plus lôaspect g®n®ral du spectre 

dôabsorption est modifié ; lôintensit® relative des bandes est modifiée et ces dernières 

sô®largissent. Cette observation est illustrée dans le cas du composé 35 dans la figure ci-

dessous. (Figure III -18, A) 
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Figure III - 18. Spectre dôabsorption ®lectronique du glycocluster 35 (A) et du 34 (B) ¨ diff®rentes 

concentrations 

Cette figure montre les spectres dôabsorption de 35, à différentes concentrations (de 

0.5.10
-6
M à 10.10

-6
M). On remarque que la bande à plus haute énergie (402nm) est moins 

intense que celle à 425nm pour les faibles concentrations, alors que celle-ci augmente 

pour les concentrations croissantes. Ce comportement est caract®ristique dôun ph®nom¯ne 

de pré-association des dérivés polyaromatiques à des concentrations élevées ou en milieu 

aqueux.
167

 Le pyrène va former des agrégats par des interactions de « pi-stacking » afin 

de minimiser les interactions hydrophobes. Ainsi, une bande dôagr®gation est pr®sente ¨ 

toutes les concentrations et interfère avec le spectre, empêchant de déterminer un 

coefficient dôabsorption molaire.  

Dans le cas du dérivé divalent 34, ce phénomène est encore plus marqué, car il est 

possible dôobserver d¯s les plus faibles concentrations une bande à 415nm, dont 

lôintensit® est dépendante de la concentration (Figure III -18, B). Pour ce compos®, il nôa 

pas ®t® possible dôobtenir des spectres dôabsorption UV/visible exploitable (déviation de 

la ligne de base due à la précipitation), la solubilité du composé étant trop faible. Dans ce 
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cas, il a été nécessaire de solubiliser 34 dans une solution de DMSO, puis dôeffectuer des 

dilutions successives dans la solution tampon, pour les ®tudes dôinteractions avec les 

lectines. 

Ces ph®nom¯nes dôagr®gation peuvent sôexpliquer par des interactions hydrophobes dans 

lôeau. En effet, lorsque le pyr¯ne est solubilis® dans ce milieu, les parties aromatiques 

hydrophobes vont sôagréger et former des complexes pi pour minimiser les interactions 

avec lôeau, les sucres en p®riph®rie vont eux sôorienter de fa­on ¨ aider ¨ la solubilisation. 

Ce comportement peut être comparé à celui des micelles ou des bicouches lipidiques. 

Etude des ligands de la série triazole : 

Les spectres dôabsorption des composés de la série triazole présentent une bande 

dôabsorption principale non structurée (bande unique et large) (Figure III -19) par rapport 

aux ligands de la série précédente. Cette perte de la structure vibronique est due à 

lôaugmentation des vibrations des chromophores dans la série triazole, moins rigide que 

dans le cas du groupe éthynyle (influence directe du cycle triazole). 
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Figure III - 19. Spectres dôabsorption ®lectronique normalis®s des glycoclusters de la série triazole 

Les maxima dôabsorption des composés 39 et 40 sont identiques, ce qui indique que la 

substitution en position « cis » ou « trans » nôinfluence pas sur les propri®t®s optiques du 

glycocluster dans son état fondamental, comme observé dans la littérature.
164

 (Figure III -

19) En revanche, comme pr®c®demment, lôaugmentation du nombre de substituants (de 2 

¨ 4) d®place la longueur dôonde dôabsorption vers le rouge. Comme précédemment des 

ph®nom¯nes dôagrégation ¨ lô®tat fondamental sont observés. Dans cette série, le dérivé 

41 tétrasubstitué est préalablement solubilisé dans le DMSO. 

b) Comparaison des différentes séries de ligands :  

Etude des ligands divalents de la série alcyne et triazole :  

La substitution en position « cis » ou « trans » ne modifiant pas les propriétés optiques 

des ligands, nous allons comparer les ligands divalents substitués en position « trans ». 
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Dans un premier temps lôaspect g®n®ral des bandes est modifi® dôune s®rie ¨ lôautre. Les 

spectres des alcynes sont plus structurés que ceux des triazoles qui ne poss¯dent quôune 

large bande dôabsorption non structur®e.  

 

Figure III - 20. Comparaison des spectres dôabsorption ®lectronique des ligands divalents (A) et 

tétravalents (B) 

Le maximum de la bande dôabsorption est légèrement déplacé vers le rouge dans le cas du 

dérivé 34, ce qui traduit une conjugaison plus importante entre la fonction éthynyle et le 

pyrène, en comparaison avec la fonction triazole qui induit moins de conjugaison. (Figure 

III -20, A) 

La même observation est faite pour les dérivés tétravalents avec une variation des 

maxima beaucoup plus importante. (Figure III -20, B) 

c) Etude des spectres dô®mission de fluorescence des glycoclusters : 

Les spectres dô®mission de fluorescence ont ®t® enregistr®s comme précédemment dans 

une solution tampon aqueuse (pH= 7.5). Certains composés ont été préalablement 

solubilisés dans le DMSO pour des questions de solubilité comme discuté dans la section 

précédente. Aucune diff®rence due ¨ la longueur dôonde dôexcitation nôa ®t® observ®e sur 
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