Nouveaux Glycoclusters Fluorescents a Coeur
Pyrene :

Synthese et Interactions envers des lectines

Virginie Placide

Thése
présentée
au

Département de chimie

comme exigence partielle au grade de
Philosophae doctor (Ph.D)
Université Concordia

Montréal,Québec, Canada

Octobre 2011

© Virginie Placide 2011



CONCORDIA UNIVERSITY
SCHOOL OF GRADUATE STUDIES

This is to certify that the thesis prepared
By: Virginie Placide

Entitled: Nouveaux Glycoclusters Fluorescents a Coeur Pyréne:
Synthése et Interactions envers des lectines

and submitted in partial fulfillment of the requirements for the degree of

DOCTOR OF PHILOSOPHY (Chemistry)

complies with the regulations of the University and meets the accepted standards with respect to
originality and quality.

Signed by the final examining committee:

Chair

Dr. D. Salée
External Examiner

Dr. R. Giasson
External Examiner

Dr. S. Collins
External to Program

Dr. A. Champagne

Examiner
Dr. S. de Bentzmann

Examiner
Dr. J-L. Kraus

Thesis Co-Supervisor
Dr. C. Wilds

Thesis Co-Supervisor
Dr. R. Roy

Thesis Co-Supervisor
Dr. M. Gingras

Approved by

Dr. H. Muchall, Graduate Program Director

October 28, 2011

Dr. B. Lewis, Dean
Faculty of Arts and Science



Résumé:

Nouveaux gl ycocl ust pyrese: $yhtheseretdrdecaetions enveis c 1 ur
des lectines
Virginie Placide, Ph.D.

Concordia University, 2011

Lesinteractionssucreprotéine sont a la base de nombreux phénomeénes biologiques tels
gue | 6adh®si on de bact®ries sur l es surf a
doéi nt er act i ons mplavalentdsesgnthatiqués @omnie des glycopolymeres,

gl ycodendrim res, glycoclusters, etc.) fai
d®cenni es. Loobtention de telles mol ®cul es
thérapies qui pourrant palier notamment a la résistance aux antibiotiques. De plus, la

d®t ection de telles interactions par des
permettrait une am®lioration de |l a compr ®
contexte, que nousavons développé&ine nouvelle classe de composés glycosylés

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

fonctionnalité: Il 6i nhi bi ti on -swtre ipar tes eftets te noutivalentee ct i n
ai nsi éeatiorude ees idteractions grace a la spectroscopie de fluorescence.

Nous pr®sentons dans ce manuscrit, l a synt
mannosyl ®s ~ cliur pyr ne fluorescent. De

(ITC, SPR, HA) et physicochimique (DLS, spectroscopie de fluorescence) réalisées sur

des |l ectines doéint®r-*°t (ConA, LecB, Bc2l A)
Nous avons ainsi mis en évidence la possibilité de reconnaitre etteetedées
interactiors lectinesucre par la spectroscopie de fluorescence.

Mots clés: Glycoclusters, lectines, biocapteur, fluorescence, DLS, pyrene



Abstract :

New Fluorescent Glycoclusters with Pyrene core Synthesis and Interactions with

Lectins

Virginie Placide, Ph.D.

Concordia University, 2011

Carbohydrateproteins interactions are of main importarmeause thegre involved in
many biological phenomena suchlzcterial adhesion on host cells. A growing interest
was recenthshown concerning the development of sytitheultivalent macromolecules
(glycopolymers, glycodendrimers, glycoclusters, efoy the inhibition of such
interactions. Indeed, it could protessimehost cells from bacteria aggression. Moreover,
the detection of tbses interactions would allow a beter understandingof such
phenomena. The purpose of this work is to desigmenew fluorescent glycoclusters
which exhibit dual functionalitythe inhibition of carbohydratgrotein interactionsia a
multivalency effect; and detection of the interactigizsfluorescence spectscopy.

A new classof 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) andbiophystal analyses (DLS,
fluorescence)involving some lectins (ConA, LecB, Bc2lA), will be presented and
discussed. We have shown the possibifity detecing some carbohydratgrotein

interactionsusing fluorescence spectroscopy.

Keywords: Glycoclusterslectins, biosensors, fluorescence, DLS, pyrene
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Introduction bibliographigue

Chapitre |

1-1 Mise en contexte

Le développement de virudactéries ou encore de cancers résulte de nombreux
phénomeénes biologiques. Parmi caixles interactions entre les hydrates de carbone,

situés a la surface membranaire des cellules, et les protéines, présentes dans le milieu
biologique, sont responsablee s ph®nom nes dbéadh®si on cell
plupart de ces phénoménes font intervenir des interactions multivaleatesiltivalence
permet de modul er, de renforcer, ddbaugment
interactions entrdes ligands et les protéines par un phénomene naturel appéit «
dendritique ou effet cluster. Le développement de nouvelles molécules multivalentes
pour i nhi ber et mi mer | e sfaitd raodg 49 u sd ed Gnaodmhb
études. Ladétcti on de ces interactions par | 6int
permet également une amélioration de la compréhension et la biodétection de ces
ph®nom nes ai maquageqindieect des yrotéings responsables de ce

développement.

Le bu de ce projet réside dans la synthése de nouvelles molécules fluorescentes

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

di ff®rentes l ectines. Ces mia |d@sc telaters ferc
structurs / acti vi t ®, pour | a compr ®hension des g
déoadh®si on. De pl us, des ®tudes compl ®me n |

d®vel oppement possible dbébun nouveau type o

fluorescente et des ligands. Ce nouveau type de glycoclusters permettrait de détecter les

1
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interactions suckk ect i ne en vue de | 6appliques plus

gue des bactéries.

La présentation de ce travail sera divisée en plusieureqpalans une premiére partie

Il ntroducti ve, nous pr®senterons | 0i mportan
d®vel oppement doéoinfections. La nature et
projet, seront également présentdous aborderonsnsuite la notion de multivalence et

son importance dans les phénomeénes naturels, puis nous présenterons les différentes
architectures moléculaires multivalentes développées dans la littérature et leur utilisation
potentielle en tanan.quBnsnhiitba ,t elud st idldiasdaht® s
fluorescend en tant que biocaptesis er a di scut ®e et Il 1l ustr@®

pertinents sélectionnés dans la littérature.

Le second chapitre sera consacré a la description de la synthese des d¢lyeocless ~= c 1 ur
pyr ne ®tudi ®s | or s de <ce projet. La str

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

Enfin, les résultats des analyses biologiques réalisées sur les glycoclusters ses#® expo

Les techniqgues do®tudes seront dans un pre
des résultats obtenus en vue de dégager des conclusions quant a la capacité des systemes
développés a étre utilisés en tant que biocapteurooet relieronses réultats a la

structure desglycocluseean i nsi quoé”™ | 6affinit® de ces del
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1-2 Introduction a la glycobiologie

La membrane cellulaire est constituée de macromolécules de surface qui conférent aux
cellules leurs propétés (fonctions) biologiques particuliéres. Parmi ces macromolécules,

on retrouve principalement les protéines, les lipides, les acides nucléiques et les
polysaccharides. De par leur structure moléculaire tridimensionnelle, ces constituants
possedent des rgpriétés biologiques uniques. Parmi ces macromolécules, les

pol ysaccharides se situent ° |l a surface de

forme de glycoprot®i nes, de g(Figueebl)i pi des o

EXTE
MEMERANE SURFACE

PHOSPHOLIPID

Al

I
)Iﬂl’[\'\r Wb ; .GLYCOlSIPHW‘NG’OL\PlDS
l \ 5 Hl , l GLYCOPROTEIN

2\ HYDROPHILIC
REGIONS

INTERNAL
MEMBRANE SURFACE

GLYCOPROTEIN

/
HVDF\UPHOB{C

Figure I- 1: Présentation des glycoformes a la surface cellulaire (tirée de Bareindkes. Biol. Chem

1994 269, 20807).

Lesinteractiors entre les sucres de surface et les prot&oesresponsabkede réponses
biologiques variées qui dépendent des unités saccharidiques pgésente 6 e X t r ®mi t @
oligosaccharides(les épitopes) Les oligosaccharides des glycoprotéines et des

gl ycolipides sont bi osynt h®t i s®s S par

monosacchariques & savoir le N-Acetyl-D-glucosamine (GlcKc), le N-acetylD-
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galactosamine (GalNAc)p-galactose,D-glucose, D-mannose,L-fucose, D-xylose et

| a@ice sialique. (Figuré-2)

OH OH __OH OH __OH OH

HO (0] o (0] HO e}
HO HO HO HO

H OH AcHN
OHoH OH OH AcHN L

a-D-glucopyrannose a-D-galactopyrannose a-D-N-Acetylgalactosamine  a-D-N-Acetylglucosamine

OH

HO ©
m H(/)m'
OH OH
oHOH OoH
L-Fucose D-Xylose

Figure |- 2. Unités monosaccharides constituants principauges oligosaccharides.

La biosynth se de ces oligosaccharides soe
cellulaire et la structure des sucres présentés en surface sera modifiee a différents stades
de différentiation.La glycosylation, c'eskd i r echalné@remt des sucres pour la
formation des oligosaccharides, semble étre un facteur important en biologie. Une
glycosylation anormale, qui peut avoir lieu lors du développement de certaines maladies,
va entra " ner | 6apparit i sunfaceled madifieulesdoactions gl y c
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 peuveidn@ga jouer un role dans la
modulation des fonctions des protéines en modifiant les propriétés intrinseques des
prot ® nes auxquels ils sont l i ®s (stabildi

démontré que les hydrates de carbone (ou épitopes)dssnsubstrats de nombreux
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récepteurs des virus, des bactéries et des parasiiesi les glycoprotéines sont
impliquées notamment dans des processus de défense immunitaire, de réplication de
virus, doienheefi cdoatth®s®on cellulaire et d
ces processus, les interactions entre les oligosaccharides de surfaces et les protéines sont

| 6i niti ateur de r®ponses biologiqgues. Ces

avec ks sucres constituent une classe particuliére appelée fectine.

1-3 Introduction aux lectines 3

1-3-1. Caractéristiques des lectines :

a) Présentation des lectines

Les | ectines sont des prot ®i nes caract ®r
reconnaissance des sucres (CRD, CarbohydrategR&ion Domain) a partir duquel les

sucres vont étre reconnus et se lier de facon non covalente et réversible avec une faible
affinité. Dans les années 1880 les lectines ont été décrites pour la premiere fois comme

®t ant des pr ot ®ienlesérytbracptesbDare $es ahidéasglgsD, Boyd a

utilisé et défini pour la premiere fois le termdegtine» suite & ses travaux sur la
reconnaissance des groupes sanguins. Ddpuiéfinition a évoluéet les lectines

peuvent étre définies comme étatds protéines capables de recdtmeales sucres de
surface, sans modi fier l eur structure et
protéines sont donc a différencier de leurs analogues enzymatiques tels que les
glycosyltransférases ou bienlesaaticps sp®ci fi ques aux suUucCT €:¢
des |l ectines soO6est intensifi® depuis quoil

particulier dans de nombreux processus biologiques importants. Ainsi, il a été démontré
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gue les lectines peuvehtt r e ut i |l i s®es pour | a d®tecti on,
gl ycoconjugu®s (mol ®cul es poss®dant des su
des changements de glycosylation lors du développement de métastases. De plus, les
lectines sont impliquées dans le controle intracellulaire des glycoprotéines, dans

4

| 6adh®si on dbéagents infectieux, et”™ dans | e

b) Structures et classificatian

Pour pouvoir reconitae les sucres de sade, les lectines possédent au minimum un

CRD. La plupart des lectines sont constituées de deux ou de quatngéascontenant

un CRD, elles sont donc divalentes ou tétravalentes. Cet autoassemblage polyvalent
explique leur particularité a agglutinessl cellules par des mécanismes de reconnaissance
croisée. En plus de ce CRD, elles peuvent contenir un ou deux sites de reconnaissance
non spécifiqgue aux sucres. Parmi les différents monosaccharides trouvés dans la nature,
les lectines vont avoir une reaqmissance spécifique envers seulement quelque lans
mannose, galactod¢acetylgalactosamindy-a c et yl gl uc os ami n é\; l e f
acetylneuramic tous dans leur configuration D excepté pour le fucose dans sa
configuration L. Les lectines peuveétre classées en fonction de la nature du sucre
gudell es wvont reconnaitre. Par exempl e, I
résidus mannosides seront nommees lectines & mannose et les lectines reconnaissant les
galactoses terminaux seront appsléeg al ect i nes. Léaffinit® env
souvent faible avec une constante doéaffini
appartenant a la méme spécificité, eadire pouvant reconfi@e la méme partie

saccharidique, vont difféncier la configuration anomérique des saccharides et distinguer
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les anomérea etb, al ors que doéautres | ectines ne f

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

reconnaissancet | 6affinit®. I 1 a ®t ® montr® que |
aux |l ectines avec une meil |l eure affinitod
probabl ement d¥% -~ | a pr ®sence déune r ®dg

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

tri-ret t ®t rasaccharides, auxquels i1ils vont S
1000 fois sup®rieure “ | 6®quivalent monosa
parlafexi bi |l it ® des oligosaccharides. En pl us

les lectines peuvent étre également classées en fonction de leur structure (lectines
simples, en mosaique ou bien en assemblage moléculaire) et de leur origine (plantes,
animales, microorganismes). Dépendamment de leur origine, les lectines vont étre
impliquées dans plusieurs phénomenes biologiques. Le role des lectines issues de plantes,
m° me s el l es sont connues depuis de nomb
mai s i | semblerait quobelles jouent un r 1l e
parasites. Les lectines provenant de microorganismes tels que les virus ou les bactéries,
sont i mpliqu®es principal ement desrswled a m®c

cellules hotes. Les lectines de surface bactériennes tellds gak sont impliquées donc

dans | 6adh®sion de |l a bact®rie sur l a cel
| 6i nfection bact®rienne. (ded prééminairesnqailont s i 0 n
montr® que | 6infection par une bact®rie |
bact ® i es avec des sucres. De I a m°me fa-o

parunvirusseréalisgal 6 i nt er act i vemlesdedlules ldted. ect i ne a
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c) Utilisationdes lectines

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

|l ectines sont depui s guel ques ann®es I ar
développée dans différentegpdications en microbiologie ainsi que pour le traitement de
certains patients. Pendant pl usieurs ann®e
bas® sur | a sp®cificit® des |l ectines et | e
d e ragdiu@nation ou la précipitation des oligosaccharides. De plus, elles sont
utilisées pour la caractérisation des hydrates de carbone de surface présents a différents
stades du développement des cellules, ainsi que pour la caractérisation de
microorganismes qui possedent également des sucres spécifiques en surface. Une des
applications principales des lectines concerndes réactions de précipitatioret

ddoagglutination afin de stimuler | es | ymph

La plupart des applications nécessitent cependant ldificadion des lectines. Des

| ectines marqu®es par un groupement fluor e
enzymes sont employées notamment pour la détection et la caractérisation de
glycoconjugués présents par exemple a la surface des cellulesncowe afin de
comprendre | es m®cani smes de glycosyl ati on

les lectines sont utilisées pour la détermination des groupes sanguins.

De par | 6implication des | ectines sah@&nhs | es
ai nsi gue dans | 6initiation du d®vel oppem
apparai-t i mportant do®t udi er | es m®cani s me

lectines. Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons ptusigrartient aux
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lectines capables de reconnaitre les réesidnsMannosides, les lectines dites a mannose,
|l es |l ectines dbdéorigine bact®rienne, et une

Le paragraphe suivant décrit ainsi les différentes lextitediées dans ce manuscrit.

1-3-2. Description des lectines étudiées :

a) LaConcanavaliné : une lectine légumineuse

Parmi les lectines étudiéeda Concanavaline A (ConA), lectine légumineuse
commercialeservirade modele de référence aux cours de no®t ude s . D6un po
structural, la ConA appartient a la famille des lectines dites simples. Ces lectines sont
constitu®es doéoun-upet®s dombee mdsesesomel ®c u|
kDa. Cette classe contient les lectines issues degidainsi que les galectines, lectines
reconnaissant les résidus galaesst jouant un réle primordidans le développement de
nombreux cancers. Parmi les lectines simples, les lectines légumineuses sont les plus
étudiées et une centaine de lectines @@ identifiées. La ConA a été isolée pour la
premiére fois en 19%%ar James Summer qui a plus tard démontré son affinité envers les
résidusa-D-mannosides et-D-glucosides avec une meilleure affinité en général envers

la série dua-D-mannose. Les lectines légumineusasnent des liaisons avec les ions

Cdet | 6i on M®&uiadnt essgntieés pdumla reconnaissance de saccharides

ou ddédoligosaccharides d a AuBité® IDes modifitaonsa c t i f
importantes ont été obsé&ms dans la structure cristalline de la ConA apres démétallation

de la lectine résultant en une perte de sa capacité a se lier aux sucres ciblés. Cette
modi ficati on sembl e due pri fi danp &l sitemden t

reconnai ss@milciego m®@CaatAidestda ®pendant du p
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divalente entre les pH 4 et 6 et tétravalente a pH physiologique. Chaquen#éus une

masse de 26 KDa et contient un site de reconnaissqRimirel -3)

Figure |- 3 Structure de ConA tétramérique associée a un trimannoside.

b) Les lectines bactériennes

La plupart des bactéries produisent destines de type soluble ou assemblées a
| 6extr®mit® dbébappendices de surface de | a
Déautres peuvent °tre situ®es © |l a surface
Ces lectines de par leurs interacti@c les hydrates de carbone participeraient a des
m®c ani smes doi rsticeredsefaiend impliquées ta®s lesephénomenes

ddbadh®sion entre bact®ries ( bi(Fgirdl-km) ou en

10
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(a)

] -} %
: f<- (c) Fimbrial adhesins

(b) Soluble lectins

Toxins

Current Opinion in Structural Biclogy

Figure I- 4. Repr®sentation sch®matique du r'le des |l ecti

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons plus particulierement aux lectines

solubles issues des bactéfseudomonas aeruginoséBurkholderia cenocepacia

Lectines issues deseudomonas aaginosa:

Pseudomonas aeginosaest une bactéria gram négatfi opportuniste se trouvant dans

| 6eau, l es sols humi des, |l es plantes ou da
bactériee s t souvent responsabl estdadgereuteepour ie® n's n
personnesmmunodéficietes ou présentant des patholodesorisantle développement

d 6i nf ecomime das spatientatteints de mucoviscidoseChez ces patientsa l
colonisationdes voies aériennes pBr aeruginosaentrdn e une aggravatior
clinique powant aboutir deur décés® P. aeruginosaprésente une capacité naturelle a

résister aux antibiotiques, principalement lors de la formation de biofilms st3tles.

biofilm matrice geliformegstconstituée principalement de polysaccharides, de protéines

11
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et d o ADN, dans l aquel l e sont pi ®g®e s |l es
microorganismes constitue en partie une barriere physique pournktragén des

anti biotiques et est l e signe de | 0instal
acteurs moléculaires participant a la formation du biofilm chez cette espece bactérienne,

les lectines jouent sans aucun doute unfdei nsi , | 6®t ude de |l a con
dans ce mécanisme ainsi geedéveloppemented traitements alternatifs tels que des
agent saddhéRasnitoin pour pallier 7 |l a raret® des
| 6®mer gence désistantesudP.deriginosaeprésente un axe de recherche

important.

Parmi les facteurs derdlence retrouvés chd2. aeruginosadeux lectines solubles ont

ete isolées. La premiere est la lectine-lRALecA) qui montre une spécificité envers le
galactosé? La seconde PAIL (LecB) montre une forte spécificité pour lefucosemais

également pour le nannose, l®-galactose @ ®t ant | ui*Cespetiressone c onnu
Ssitu®es principal ement dans | e cytopl as me
pourraient étre également situées sur la surface de la batt®geplus, des études ont
montr ® ¢ pdaptide dégpté yer surface par diducose (dirigé contre LecB),

pourrait inhiber la formation du biofilm et disperser ce derlfie€es résultats
préliminaires, suggerent que la lectine LecB pourrait étre impliquée dans la formation de

biofilms.

La structure cristalline de LecB a été résolue en 2002 par Mitehall'® 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. (Figureb)

12
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Figure I- 5. Structure de PAII-L tétramérique associée aw@-b-méthylmannosé

Lectines issues de la bactémrkholderia cenocepacia Bc2IA :

Bc2IA est une lectine isolée de la bactérie oportenBtrkholderia cenocepacia
responsable des infections pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose. Les
bactéries issues du complexgurkholderia cepacia(Bcc) partagent les mémes
caractéristigues que celles @seudomonas aeruginosd sont rabuvées notamment

dans des environnements aquatiques et humires structure de Bc2IA a été résolue
récemment par Lameigneire et Imbelty’® Cette lectine dimérique montre uaéinité

strictement speécifigue envers les résidasb-mannosides avec une constante de

di ssociation de | 6ordre du micromol aire en
Bc2IA est associé a deux ions’Cqui participent & la reconnaissance envers le mannose.

(Figurel-6)

13
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Figure |- 6 Structure de Bc2IA dimérique associée aa-D-méthylmannose®

1-4 La notion de multivalence

1-4-1 Importance de la multivalence dans les processus biologiques
Méme si les interactions suepeotéine sont a la base de nombreux phénomeénes
biologiques, il a été démontré que les interactions monovalentes sont caractérisées par de
fai bl es c on =tdasséletvitéslihigdSAfin dei con®er ce probléme, ces
interactions sont naturellement renforcéésor s qu e pl usi eur s copi
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®ri pm®ni®s d&d rmelttuirmll es addp in
d®f i ni e comme ®tsatrutturalseépétitivenub méame dature,piéte@es
sur une particul e, prot ®i ne, mol ®cul e (etc
interactions ligandécepteu De la méme facon, une interaction multivalente peut étre
définie comme étant une interaction entre plusieurs ligands présents sur une particule

multivalente et plusieurs récepteurs présents sur une entité complémentaire, cette

14
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interaction devant étre opérative. Ainsi, les lectines présentées précédemment, sont un
exemple de multivalence. En effet, les lectines -mssemblées possedent généralement

au minimum deux sites de reconnaissance des hydrates de carbone leur permettant de se
lier simultanément pl usi eurs |l igands entrainant ain
copies de glycoprotéines ou glycolipides sont présentes a la surface des cellules pouvant
ainsi interagir avec les lectines assemblées de fagon multivalentes. De méme, la structure
des monosaccharides, du fait de la présence de plusieurs fonctions (potentiellement 5),
permet ddéobtenir des oligosaccharides hype
Lorsque les lectines multivalentes et les sucres de surface entrent en costact, le
interactions individuelles (monovalentes) sont renforcées efficacement pour aboutir a une
augmentation g®n®rale de | 6affinit®. Cet e
1984, et a été défini comme étant © e f f e t c | u 4 & éérobsgrVéyocsads i d e

| 6®t ude des i nteractions des r®cepteurs &
notamment a la surface des hépatocytes, envers les résidus terimiGaltb-GalNAc

dooligos@dccharides

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

Les interactions multivalentesigont lieu notamment lors de la reconnaissance des sucres

par les lectines, impliquent par définition la reconnaissand¢ ldgmnds ou épitopes. €.

les sucres) paN récepteursie.| es CRD des | ectines) .- Lors
r®cept @uwri,t ® aafufn l i gand envers son r ®cep
débassociation entre | e |igand et a)le r®cept

15
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Lors déinteractions polyval enildfinifalolséa t er me

constah e dobéassoci at i onNldandsetdrédepteurs.r acti on entr

! a ® ® montr® qubébun | igand polyvalent va
supérieure a celle de son équivalent monovalent. Cette propriété va dépendre des
différents mécamsimes mis en jeu lors de la reconnaissance polyvalente. En Mffet,

ligands peuvent interagir avé¢r ® cept eur s sui vant di ff ®rent .
(chélatant, <«rosslinking »). Ces reconnaissances peuvent étre favorisées ou
défavorisées. Lorsque | usi eur s r ®cepteurs interagissen
| i bre de cette interaction peut °tre sup®
| 6associati on monoval ente correspondante.
respectivemet comme étant positivement coopéraséffét synergique non coopératif

(effet additif) ou bien négativement coopératif (effet interférant). Afin de comprendre
tous ces ph®nom nes et de | ebsa é®ldéecdtparf i er |,

12> pour des interactions polyvalentes notamment lorsque le naxbee

Mammenet a
| i gands nobest pas r ®kedstl défimeconme étaot Henratio deL e f a
|l 6avidi t® de | 6interaction polyvalente et
repr ®sente en fait | 6am®l i oration en ter me
polyvalente et son homologue monovalent. Ueffet clistere e st observ® si

déune interaction poN)ligamld, esiNtfas, supériauresaalan t i ni

somme desNi nteractions monovalentes. Cependan

16
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peuvent avoir lieu dans les reconnaissances multisedeangendrant une augmentation
apparente de | daffinit® par rappdrQes = | 6i
mécanismes peuvent faire intervenir une reconnaissance multivalente par effiét addit

(A), par effet chélatant (B), un phénoméne deasslinking » (C), un renforcement du
nombre doé®pi t op e spemettars une transiationt des ligaods résulta(tD )

en une affinité apparente plus grande, ou encore une stabilisation st@figueel-7)

Pw L2

%0003

Figure 1- 7. Repr®sentation des diff®rents modes dbassoci

1-4-2. Description des paramétres influengant la multivalence :

a) Parametres thermodynamiques

Lébassoentarta omn | i gand et un r®cepteur est
par des param tres thermodynami ques. En ef

libre (0G) est définie comme étant égale a

Yo Ya WY YYD®

Equation 1

17
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De u x param tr &8 ,)etl 6k d¢ DS tsanp Boac (a( prendre en
consid®ration pour | a c¢ompNIl@dndswvatirencontrdre | 0 e
N récepteurs, plusieurs mécanismes de reconnaissance vont intervenir. Les différents
facteurs sont influencés par la premiére interaction qui va engendrer un changement de
configuration favorisant ou non, déun poi
événenent. En effet, considérons un récepteur divalent réagissant avec un ligand divalent.

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

di val ent . Cette interaction se tr aldntei sant
®t ant ®gale " deux fois | denthalpiel-de | 6i
8 , 0% | despaceur a exactement l a bonne t

premier événement a lieu indépendamment de la multivalence, la seeoodeaissance
se produit de I a m°me fa-on. D6éun point de
deux | igands agissaient ind®pendamment . Da
trop grand (Figuré-8, C), le deuxiéme récepteur doit se réater afin de pouvoir se lier
au | igand. Cette modification se traduit p

point de vue enthalpique.

18
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B.
I::. I::] N HPoly= N Hmono
Q
C.
(ag | =&

3 —rzs

Figure 1- 8. Repr®sentation des effets diatiocdivalentaes sur | 6e

n Hpoly < Nn Hmono

Le facteur entropique est ®gal ement pris e
plusieurs parametres dont les degrés de liberté. La taille des bras entre deux ligands et

|l eur nature ont donc une opie Adant éanpeemiéres u r I
interaction, ligands et récepteurs sont libres de mouvements rotationnels et translationnels
(Figurel-9). Lors de la premiére interaction, la perte entropique est importante, ligands et
récepteurs diminuent leur degré de libertés lEvénements de reconnaissance suivants
sont donc favori s®s, pui squdil s Ssubi ssen
i mportante. Dans | a pl upart des m®cani sn
r®sul tante est dirig®e pre la nperte peattogiques Btt pal
enthalpique qui favorsou non ces i nteractions. Loam®I i
dépend de plusieurs parameétres structuraux tels que la rigidité du squelette, la longueur

des espaceurs et le nombre de ligands ou épieppsriphérie.
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[:.‘\ ., I::.—,
Cae!

Figure-9Repr ®sent ati on des effets de chaines sur | dent

b) La rigidité du squelette

Méme si un squelette rigide semble défavoriser la présentation des sucres aux lectines,
gain entropiqueobtenuva pouvoir combler cette lacunEn effet, plusieurs études ont
montr® qudun squelette r i-grot@nes paraapmont augx e | e

analogues plus flexibles. Pietees al®®

ont synthétisé un ligand multivalent rigide
possédant des dérivés lactose en surface. Cet analogue a montré un effet cluster important
envers la galectin8 impliquée dans de nombreux cancers. De plus, ils ont montré une
sélectivié envers la galectir® plus importante que pour les galectinet-5. Royet al?*

ont ®gal ement montr® une am®l|lioration de

semirigides. Des résultats similaires ont été observés par Gimgras. a partir de

gl ycocluster® ° cifur benz ne.
c) Lalongueur deshahes:

Déun poi nt deesliganes flexiblesrdevpaierg étre moink efficaces que les
rigides a cause des pertes théorgjumportantesd 6entr opi e lierg s de
interaction. Cependant une longueur de bras optimisée pourrait permettre une meilleure

A

reconnaissanceDes études menées par Fah al®® on't montr® | 01 mpot
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| 6opti mi sation de | a |l ongueur des espaceut
longueur des spaceurs varie a été développée. Les auteurs ont observé que le dérivé
ayant la chine la plus longue posséde und@nvers des toxines bactériennes, fbis

plus grand que le ligand naturel. En revanche, le dérivé ayant une chaine plus courte ne
montreune amélioration que de 240 fois supérieure. Ces observations montreaingue d

le cas des interactions parcrosslinking»,| 6 i mp o r t Engeeer dab espdceurs

ainsi que leur réleemble moins intuitive.
d) Le nombre de ligandsu épitopes

Un nombe ®| ev® doé®pi t amrierisunenainéliorationasystéraatigpeade

|l 6affinit®. En effet, il a?@R®& quodrutnr & |iant de®
est atteint " partir doéun certain nombr e
encombrement stérique probable et une faifikponibilité des sucres vesvis des
r@cepteurs des | ectines. La densit® do®pit

les phénomenes de multivalence.

1-5.Introduction aux ligands  multivalents

Dans | a section pr ®c ®d portadnee, des nphém@ameénes vde n s C
reconnaissance hydrate de carbone/lectines qui ont lieu lors de divers processus
biologiques. Il a été montré que ces interactions sont contrélées par différents parameétres

qui peuvent étre modulés pour améliorer les affinitébales (valence, taille et nature

des | igandsé). Ai nsi , afin de mimer | a sur
adhésions et la compréhension de ces phénomeénes, les chimistes ont développé de

nouvelles macromolécules multivalentes. Ces ana®gwsynthétiques ou semi
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synthétiques des glycoprotéines et glycolipides, possédent a leur périphérie un certain
nombre doéhydrates de carbone ,dndstnhgueied!| es.
systemes de haute valence (possédant un nombre élevécHarghkas 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 particuli€ramt sur | 6i mport
| 6 ®c h af aaaftbla eles @rchitectures multivalentes pour la présentation des

épitopes aux lectines.

1-5-1. Systéemes de haute valence :

Plusieurs méthodes de synthese et différents glyconjugués soité déaos la littératre.

Parmi les dérivés de haute valence, on retrouve notamiesnhéoglycoprotéines et
néoglycolipides. Ces systemes semy nt h ®t i ques sont constit
synthétiques auxquels sont couplés des résidus protéiniques ou lipidiques. Deviets dé

sont particulierement utilisés dans le développement de vaccins antibactériens. Les
glycopolyméres constituent une autre classe de dérivés glycoconjugués de haute valence.

I 1's sont constitu®s ddbune chaine pté | y m®r i
répétitive) sur laquelle sont greffées des chaines pendantes de dérivés glycosylés
(oligosaccharide ou monosaccharide). lls peuvent étre développés avec des tailles et des

masses imposantes et des valences trés élevées.

Cependant, les systemes présemécédemment sont généralement polydisperses et leur
valence est souvent difficilement contrélable. Il est donc apparu nécessaire de développer

de nouvell es strat ®gi es afin doobtenir d e
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structure est bien défini®ar al |l | ement ~ | 6®mergence des

nouvelle classe de macromolécules globulaires, monodisperses et hyperbranchées est

apparue les dendrimeres. Ces macromolécules polyfonctionnelles peuvent étre obtenues
partir d &l unaltifonciionnel awoeirnduquel sont branekgde facon

iteratve des unit®s r®p®titives. Le concept do

répétitive de molécules branchées a été proposé par Vogtle en 1978 (nhommés alors

molécules en cascad®).Coest en 19 8% et dNewkoméf, aécavent a

indépendamment la synthése des dendrintéréSLes propriétés particuliéres de cette

nouvdle classe de composés hyperbranchés, dues a leur structure tridimensionnelle et a

l eur monodi spersit®, ont per mi s | 6®mer ger

domaines tels que la science des matériaux, les nanosciences, la catalyse et l&‘biologie

% En 1993 Ro¥ décrit pour la premiére fois ynthése de glycopeptides dendritiques,

basés sur la répétitiondeLy si ne d®cor ®s en p®riph®rie p

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

hydrates de carbone monovalentsexsues protéines et pour mimer le comportement des

oligosaccharides  naturels multivalents.  Appelées  glycodendrifiéresces

macromolécules sont largementudiées pour la compréhension des effets de

multivalence en biologié® *°
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Figure I- 10. Structure du glycodendrons mannosylé$

Des glycodendriméres analogues, décorés de huit witémannose (Figure-10, 1-1),
ont été étudiés envels bactérieE. coliK12.*° Les résultats ont montré que pour chaque
unit® saccharidique une”’ estméseivéer eompadna dou

| 6®qui val ent monosaccharidique.
a) Synthesales glycodendrimeres:

La synthése des glycodendriméresp mme cel |l e des dendrim res,
deux voies principales. Historiquement, la synthése des dendrimeres consiste a construire
|l a structure dendritique autour dodéun ciur
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du c¢ciTur, 4 (brancherems) soatnajoutés, couche par couche, de maniére
it ®rative jusquo  0§Cete synthése ldite disetgente,cnécessie d ® s
des étapes de protection/déprotection a chaque itération, pour obtenir le dendtidere d
g®n®r ati on sup®rieure. Le passage dobéune g
nombre supérieur de fonctions périphériques actives (hydrates de carbones dans le cas des
glycodendrimeéres). Cette voie de synthése présente cependant certainesHiméaéet,
chaque ®tape, i est n®cessaire doutil.
déoactivation/ couplage efficaces et opti mis
sur la génération inférieure. Une substitution incompléte renditbffia séparation des

sousproduits et donc le contrdle du nombre de fonctions périphériques. (Fglye

294 CoeurDendritique
8%

- ="
] ’
GlycodendrornGO GlycodendrorG1

SynthéseConvergente Ng{g;ﬁ
”5—2{ £

Synthése Divergente :

j n Glyﬁendrlmere
5 &y ol

"aj ° o'vfr\r

Gl G2

Dendron

Figure I- 11. Repr®sentation des deux voies de synth se pc

Afin de contrer les problemes de purification et de caractérisation des dendrimeres

synthétisés par la voie divergente, la synthese convergente a été décrite pour la premiere
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fois par Fréchet en 1990. Cette derniére consiste a synthétiser, dans un ferepsetes
dendrons p®ri ph®riques de |l a g®n®r ation d:
central multivalenf> **Cettevoe of fre | 6avantage de r®duir.
protection/déprotection a chaque étape de croissance du dendrimére. La purification est
€galement plus aisée puisque la structure finale difféere drastiguement des éléments de
d®part pl uest pkendrsorg)i.urbDe plus, dans | e c.

dendron volumineux, les impuretés obtenues different du produit attendu.
b) Structure deslgcodendriméres

Les glycodendrimeres rencontrés dans la littérature se distinguent par la stetdture
nature de | eur squel ette. l'l's peuvent C ot
aliphatique ou aromatique, autour duquel sont greffées les unités répétitives. La
p®r i ph®rie du dendrim re sera quant12" el |l e
A) . Le ciur dendritique peut °tre ®gal emen
La présence de différentes fonctions hydroxyles sur le sucre (potentiellement 5) permet
déobtenir un ciur pentaval ent T fremted i r d
structures pour aboutir au glycodendrimere. Le squelette dendritique pourra ensuite étre
composé de chaines aliphatiques terminées par des hydrates de carbones
(glycodendrim res ° ciur sacch=a2rB)Ehfingue et
glycodendrimere peut étre entierement constitué de sucres (glycodendriméres a base

déohydrates del-l12@.r bone) (Figure

26



Introduction bibliographigue

Figure I- 12. Représentation schématique des glycodendrimeéres.
c)Les glycodendri msr edafllggionit ant quobage

De par leur structure hyperbranchée, les dendriméres sont des candidats majeurs pour la
synth se de mol ®cul es glycosyl ®es poss®da
« cluster». Plusieurs dendriméres possédant de multiples fonatldés de surface sont
commercialisés poly(propylene)imine  (PPIl), poly(amido)amine (PAMAM),
polyglycerol, Boltorn (Figurel-13) . Ces dendrim res sosnt ut i

multivalens ou encore comme précursepour la synthése de glycodendriregr
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Figure |- 13. Dendrimeres commerciaux

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

Le premier glycodendrimére a base PAMAM a été décrit par Okada' en tant que

«sugar balk. Le couplage des sucres est réaliséel a f or mati on dodéune |
Cependant cette synthése étant peu efficace et consommatriceeensua 6 aut res ty

l iens entre | ' hydrate de carbone etal®™ e ci u
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ont publié les premiéres synthéses aisées et efficaces de différents PAMAM de basses
générations contenant plusieurs sucres par la formation de liens ¢hioGes
glycodendriméres contenant 32 unit@sD-mannose périphériques ont montré une
am®l i oration de I 6avidit® doéun facteur 40
ai nsi gudune <capacit® ° aggl ut i BEe2001l,s ®l ect
Cloninger décrit la synthese du plus gros glycodendrimere possédant 256 aiDiés

mannose en périphérféLes études biologiques montrent que pour les générations G1 et

G2 peu déoam®I|l i oration est obser v®ee en C C
correspondant. La générati@i3 per met dodéam®l i orer |l es prop
amélioration ne semble pas étre due a un effet cluster mais plutdt a un mécanisme
ch®l atant . Cbest " partir de | a g®n®rati ol
appard@re une activité @éellement intéressante due a un effet cluster. Cette différence est
expliqu®e par | o0influence de | a forme des
générations supérieures et qui permettrait une meilleure accessibilité des épibmts

mémef a- on, | es d®ri v®s des dendrim res PPI
do®t ud e s et al® onopédenté ta synthése de plusieurs générations permettant
déobtenir 4,8, 16, 32 et 64 d®ri v®s du ga
approfondies ont ®t® r ®ali s®es par ce grou
squelette dankes processus biologiques. lls ont ainsi modifié la longueur de chaine entre

l e ciur et | e sucre, en faisant vari®er 1| e

Les glycodendringres peuvent également étoeveloppés pawuhni ci1dé pol yva
commercial(pour quelques exemplesFigurel-15.Les ciurs aromati ques
et AB; son't souvent utili s®s et per mettent
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glycodendrimere. Des homo ethétggd ycodendr i m res ~ cjur aroa
fonctionnalisés par des unitésfucoses k-2, 1-3, 1-4, 1-5, |-6) et/ou des unités-D-

galactoses| (5) ont été étudiés envers les lectinesIRAet PA-IL.>° (Figurel-14)
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Figure I- 14. Structures de glycoclusters, ligands de PAL et PAIl -L.*°

Les études de turbidimétrie ont mantjue les glycoclusters tétravalertgl(1-6), ont la
capacit® déagglutiner sp®ci fiquement |l es
dissymétrique 1€5) présentant des unitésfucoses eta-D-galactoses est capable de

reconnaitre simultanément les ddagtines, PAIL et PA-IIL.
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1-5-2. Ligands de basse valence :

Comme montré précédemment dans ce manusSgition 14-2), les glycoconjugués de
hautes valences ne condui sent pas forc®men
protéines de maniereoopérative. Ces observations ont conduit au développement de
systemes de plus basses valences. Ces derniers perrs@tteft t e ni r de fa-on
ai s®e des structures monodi sperses, dont I
systemes de bassealences on rencontre généralement les glycodendrons ainsi que les
glycoclusters. Le glycoclustaera défini, dans ce manuscrit, comme étant un systéme de
basse valengg r ®s ent ant de multiples unit®s sacct
synthétiqe ou commerci al, sans rp®t i ti ons do
do®pitopess™pERr i pO®uiges ter mes, i peut
glycodendrimére de génération GO. La synthese rapide et aisée des structures branchées
de basse valence a permis | e d®vel oppement
une avidité renforcée par rapports aux dérivés monovalents correspondants. De plus, ces
systemes simples permettent de moduler facilement les parametres strucisrqus te

rigidité du squelette, la taille des espaceurs ainsi que la valence du glycocluster final. Ces
derniers sont g®n®r al ement synth®ti s®s aut

principales sont présentées dans la figet®.
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Squelette aliphatique

NH,
X HO OH
HO
OH
HZN/\(\’)/n\N/\(V)/\NHZ HO NH, N X7 x ws__O_Aum/
H n HO \/\NHz /
J/ X HO on HO
HoN
Type AB, TRIS Coeur Trivalent Coeur Trétravalent Coeur hexavalent

Squelette aromatique

X Y HO. COOH X X X:CEX
oo ot XX

X OH X
Type AB, Type AB; Coeur Trivalent X Coeur TrétravalentI
cl Br o
Cl Cl Br
cl cl Br
Cl Br Br
Coeur hexavalent
Calixarene
Figure I- 15, Diff®rents cifurs multivalents utilis®s dans
a) Lesglycoclustersconstrgia ut our doéun ciur ali phat
Le développement de systemes de basael ence a n®cessit® | dopti

et des architectures globales des glycoclusters pour obtenir des systemes multivalents
efficaces envers les lectines. Parmi les systtmes de basse valence rencontrés, les plus
courants sont ceux basésapart d6é6un ciur TRI S. Léun des p
décrit par Lee en 1973.Les dérivés du TRIS possédent des fonctions orthogonales
facilement substituables et permettent une croissance rapide des dendrons ou des clusters
du fait d e n sgystepe Preétrique @ traisObranches. En revanze

syst mes ont vite montr® une certaine | i mi
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la proximité des sucres périphériques éntat probablement une mauvaise disponibilité

,>* ont développé des

envers les lectindd Pour contrer ce probléme, Lindhoet a
glycoclustes TRI S poss®dant des l i ens all ong®s
synth se dobéune s®rie de g4aentdiéslpardetcabore mann

C6 du mannose a été décrit¢Figurel-16)
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Figure I- 16. Glycoclusters mannosylés en tamue ligand deE. coli®®

Ces glycodendriméres ont fai b b j e t doé®t ude sE. doli lalmeilpureq u e s e
inhibition a été observée pour le composé trivaledt (IC50 11uM), tandis que les

glycoclusters nonavalents8etl-99 n@nt montr ® awydaéd une f ai bl e

Les résultats prometteurs obtenus sw8 $ystemes trivalents orguscité un intérét
croissant envers ce type de glycoclusters
symétrie C3 ont été développés.dtial proposent une réaction convergentene pot»
ddoun glycoclustddune i v@detniton “paq.fddsre cor

analyses biologiques ont été réalisées et ont montré ypelédC30.6 UM envers ConA
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pour le dérivé trivalent, correspondant & une amélioraiosron dix fois supérieure par

rapport au dérivé monovalent.

Les dérivés du pentaérythritol ont montré également un grand intérét pour la synthése
rapide et efficace de glycoclustéfs >’ Lindhorst et al ont évalué la capacité de
glycodendriméres tétravalents man sy | ®s ~ i nhi ber®® (£ 6ol)d h®s i o
Les résultats ont montré que le compbgd est 250 fois plus efficace par rapport a la

référencea-D-méthylmannose avec undgte 12.6uM.
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HO HO' OH (o OH
O OH OH
O\

o)
HO OkoH <
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HO. -0 OH
HO_O. =N o
0, STOoH X \)\ H
f( b

OH
1-10 o HO

Figurel-17. Exempl es de glycocl v®ster ° ciur pentaerythri

Touaibiaet al ont développé des glycoclusters construits a partir de pentaérythritol et
dipentaérythitolvia une réaction de chimie clicRuAAc (Cu-catalyzed azidalkyne 1,3

dipolar cycloaddition®®(Figure1-17,1-11). |1l a ®t ® montr ® que | a
hydrophobe en position anomérique du mannose, joue un rble important dans les
ph®nom nes de reconnai ssance et E.dof 8utdh ®si on
a ces résultats une série de glycoclusteésé synthétisé®.Dans cette série, les auteurs

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

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

pour ®valuer | eur capacit® “ inhiber [ dadh
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E. coliK12. Les résultats montrent que le compb4®, possédant la partie hydrophobe
directement liée en position anomérique, anlai | | eur e capacit® ~ i nh
unKnde 0.45 nM, correspondant ~ une am®Il i or :
a-D-méthylmannose. La position du cycle aromatique semble jouer un rble important,

pui sque |-18au ad diffgredel-12que par | 6i nversion du

triple liaison, a urKp de 273 nM, montrant urevidité nettement moins importante.
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Figure I- 18. Repr®sentation de glycoclusters E. calif®u r pent

61

1° ont développé des glycoclusters flexibles a base de

Plus récemment, Gouiet a
pentaérythritol (-15). Les tests biologiques ont montré des résultatsweageants pour

| 6i nhi biti on Ed®l, dvécaudk,®e bndMn détdrminé par SPR. Ce
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gl ycodendrim re est actuell ement | 6un des

adhésion.
by Gl ycocl usters " c¢clTur aromatique

Les résultats précédts confirmant les observations de Shadfomoncernant la présence
déun vlB®rar omati gue pr ocinélamesuite ez pestigationse , or
vers le développement de systemes plus rigiteeaotamment, les réactions de couplage

organométallique?®’

Partc ul i rement , |l es ciurs aromatigues per me
moduler les propriétés du squelette par le nombre de substituants et les espaceurs entre le
ciur et Dedelssampasés peuvent étre obtenpmrir de diverses réactions

telles que les couplages de Glaser, de Sonogashira ou encore des réactions de
cyclotrimérisation. Ainsi, des dérivés divalentss(gar rod») et trivalents ont été

synthétiséd* ©3
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Figurel-19. Gl ycoclusters lactosyl ®s divValents et t®tray
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Dans cette série (Figutel9), le glycocluster trivalent {17) a la meilleure affinité envers
la galectine3, avec un Ig de 30.8uM, alors @ge le lactose monovalent a unsjQle

700pM 24

Dans le méme objectfi e s d®r i v®s pol ysoufr®s ~ cilur de
deux groupes. Gingrast al® ont synthétisé des dérivés persulfurés du benzéne qui
présentent la particularité de permettre probablement une alternhaot Bas> des bras

gl ycosyl ®s autour du cTur central. Cette

accessibilité des lectines donc une meilleure inhibition.
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Figurel1-20. Gl ycoclusters hexavalent®®™ ~ c¢fur aromatique
Les tests doéh®magglutination avec des ®ryt
| 6 ast @&p-masirpaek20) a un IGy de 89nM, ce qui correspond a une amélioration
de 3750 fois sup®bp-méhvmaaenosgar rapport ~ 10

De facon similaire, Rogt al,®* ont décrit la synthése de dérivés polysoutést our dod un

ciur aromati que. Dans ce cas, |l es at omes d
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un lien méthyléne. Les dérivés contenant 18 sucres périphériques ont ainsi pu étre

obtenus.
c) Glycoclustesac T ur p @ etpdixarene n

Du fait de leurstructure, les calixaréenes sont des motifs de base intéressants pour le
développement de glycoclusters de valence contrdlable et possédant une certaine rigidité
du squelette. Les calixarenes sont cycliques et ont des structures relativement rigides
permetantde moduler les propriétés des glycoclusters par la variation des espaceurs. De
plus les calixarénes peuvent posséder trois formes différentes a température ambiante.
On peut distinguer les structures en cdne, en cone partiektl]23alterné (Figure|-

21). Ces différentes conformations peuvent ainsi permettre une présentation différente des
épitopes envers les lectines et donc une meilleure discriminatioers des lectines de

nature différente. Ainsi Ungaret al®® ont décrit la synthése de divers glycocalixasete

ont montré que le dérivé tétravalent -a4J8rmé,1-22, poss de | 6une des

inhibitions envers PAL.
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Figure I- 21. Glycocalixarénes tétravalent$®
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Les porphyrines, macrocycliques aromatiques, sont des candidats intéressants dans le
développement de glycoclusters. Depuis la prem#@garition desglycoporphyrines

décrit par Maillardet al®” en 1980, | 6®vol ution des m®t h
| 6 0bt e pes deonieresdus des formeslpus s ol ubl es en mil i euxX
des glycoporphyrinesréside essentiellement dans leur utilisation en tant que
photosensibilisateur pour des applications en thérapie photodynamique. De plus elles

A

montrent un int®r°t croissant ®%n tant qubda

D6 aut rseds glycodgndriméres ate glycoclusters sont développés, mids ne
feront pas | iptorbdars te catlré destte thédabassection suivante sera
consacrée a la présentation des glycoconjugués multivalents développés dans le cadre

déune wutilisation potentielle en tant que
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1-6.Les systemes multivalents en tant que biocapteurs

L6®t ude des interactions sucre/ prot®i ne pe
reconnaissance qui ont lieu dans le développement de nombreuses maladies impliquant
notamment des virus et des bactéries. Ces interactions sont généralement étude&ses par d
méthodes de mesure calorimétrique, de résonance plasmonique ou encore
dodaggl PiLa détedtidn pan des méthodes de fluorescence est moins développée et

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

1-6-1. Biocapteurs : définition et principes®®"*

Par d®finition, un biocapteur est un syst
exterre r ®agi t en modi fiant ses propri ®t ®s ph
d®t ect abl e. 1 est constitu® doéun ®I ®ment

| 6anal yte doéint ®r °t. Sui vant l e tytore de d
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, |l a spectroscopie de fl uouvresfbeace es
colit et trés sensiblé. Un biocapteur fluce s c e n 't est g®n ®r al emen:
fluorophore et déun r ®cept eiaun, espgcaur. S@IO n t S
| 6i nfl uence de | a reconnaissance (interact
de fluorescence du fluorophore samto di f i ®e s, i ndi quant I 61 nt
peuvent se traduire par une modification
totale de la fluorescence, déplacemdat a bande d&é®mi ssi on, appa

®mi ssi oné) 0 u désicleangenems de preprigpéa telles que le temps de
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demivi e de fluorescence de | 6esp ce excit®e.
et le type de biocapteurs, divers processus photophysiques peuvent étre exploités pour la
détection. Ainsi, diers capteurs fluorescents mettent a profit les phénomeénes de transfert
do®nergie enfcemmeupaespepxeeapl e | e-ndutansf er
(PET, photete nduced electron transfer), l e; trans
Forster Resonance Energy Transfer) (etc.), ou bien encore des phénoménes denformatio
déexci m r eeges. bauplumarx dei ged techniques nécessite un marquage de

| 6anal yte avec une fluorophore comBobu®ment a

(@)}

bien une immobilisatiors u r une surface de’ oudemcorablingt e o1
compétiteur fluorescent complémentaire. Tous ces types de biocapteurs ont la

particularité de modifier le comportemenna&turel» du bioanalyte.

Dans | e cadre des ®t udes addes biocaptevasmécessite s s u
|l e marquage par un fluorophore ou en-core |

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

propriétés biologiques: ®*1' | apparait donc important de
syst mes qui soaffranchi ssent de ces probl
l i gand. Dans cette optique, certains grourg
par exemple, de | dinteraction d%onaultirgeasnd
®qui pes ®tudient | a variation du smsictre d

des bactéries pour par exemple des applications en imagerie biologique.

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

multivalents int®grant un syst me fluoresc
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est modiié lors de la reconnaissance avec la lectine. Ainsi, suivant ce principe, des
glyconanoparticules, glycopolyméres et glycoclusters ont été développés. Nous

pr®sentons dans | a suite de ce chapitre, |

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

a) Les ranoparticules

Les nanoparticules ont attir® | 6attention
applications biomédicales et des biocapt&UGet intérét grandissant réside dans leurs
propriétés optiques particulieres dépendantes de la taille et de la forme des nanaparticule
ainsi que les propriétés électrochimiques. Alors que les nanoparticules fonctionnalisées
par de | 6 ADN, des prot ®i nes eds dadele pept
développement des biocapteurs, les glyconanoparticules, nanoparticules fonctionnalisées

par des hydrates de carbone, sont apparues plus récefibenns | e cadre de |
interactions multivalentes sucre/protéine, les glyconanoparticules représentent de bons
mimétiques pour la compréhension des phénomeénes. En effet, leur structure souvent

gl obul aire, pr ®sentant un nombre ®l ev® dORG
comportement de la plupart des biomolécules. Ces nanoparticules sont souvent utilisées
en tant g uaddahg@&snito nd 6 apna u r de | 6i magerie ou
Diverses nanoparticules ont ainsi été développées pour le marquage et la détection de
bactéries telles quE. coli.®*®” Cependant, des glyconanoparticules ont également fait

| 6 o b ¢tueles palirble développement de biocapteurs par émission de fluorescence de
type interrupteur ©N-OFF». Ainsi, les propriétés optiques dejgantum dots (QD) a

ciur CdSe/ zZnS fonctionnal il€®pentépatiliséesposir gr ou
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prouve r | 6i nteraction et l a d®tection possi
Agglutinin) non labellisé&® Le dosage des QDd-4) par la lectine montre une

di minution de | 0intensit® do®mi ssion de f|
l ectine. Des tests de comp®titions ont ®t
monom®ri gque entra’ " ne une augmentation de |
QDs ont ensuite ®t ® utilis®s pour | e marqu
sites doéointeraction sp®cifigues pch®sents s
Ainsi, il a été montré que les QDs fonctionnalisés par des GICNAc se retrouvent a la téte

du spermatozoide alors que ceux décorés par des aritésannose se lient sur toute la

surface de ceugi.

Figure |- 22. Représentation de glyconanoparticules en tant que biocapteufs

Des nanoparticul es do6 oga-Dimammasésli{26) om aussiéeg®e s p
développées pour la détection de ConA eEdeoli par spectroscopie de fluorescefite.

Un systéme de type kurn-off » (extinction de fluorescence) a été mis en évidence, ou
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|l 6intensit® dbé®mi ssion de | a nanoAprasrti cul
incubation des nanoparticules en présenci.aeli, ces études montrent la formation de

cellules agglutinées hautement fluorescentes.

b) Les polymeres

Les polymeres conjugués sont largement utilisés en tant que capteurs chimiques ou
biologiques de ar leurs propriétés optiques remarquableSinsi on les retrouve pour la
détection de protéings® d 6 A BN de cellules cancéreusé ou encore pour des

applications en imageri&. *®

Du fait de | 06int®r°t grandissant pour | a d
interactions lectine/sucrdes polymeéres conjugués fonctionnalisés par des hydrates de
carbone ont été développés. Suite a la premiere synthése de glycopolymeéres dée Bunz

al.,”® Seebergeet al,’® ont utilisé un polymére systéme ptonjugué(polyphényle

éthylene) (PPE) fonctionnalisé par des résidub-mannose pour la détection de

bact ®r i es. Dans un pentend mlymeére etntgplectine CodA nt er
mar qu®e ° | 6 Al exa fluor594 (marqueur fluor
prouver la détection lors du dosage du polymére manndsg® par la lectine marquée.

La d®croi ssance dacetugolymere estsaingi cue aun phéiomeme e s ¢
de FRET entre le marqueur et le polymére, démontrant ainsi la reconnaissance. Le
glycopolymére fonctionnalisé avec des unité®-galactose (ne reconisaant pas la

ConA) a ®gal ement ®t® synth®tis® et ®t udi ®
fluorescence nobest pas -AexdHubriCeepolymeressontd e | 6

été ensuite étudiés en présence de la badiErali. Les auteuront montré que le
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polymére mannosd-£6) se lie a la bactérie avec émission de fluorescence de la bactérie
mar qu®e, tandis que | e mut ant a-D-@aanogerne mant

montre aucune fluorescence en présence du polymere. (FHB8ré.)
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Figure |- 23. Représentation de glycopolyméres pour la détection de bactéries.

Bunzet al, ont synthétisé différentes séries de glycopolyméres du PPE fonctionnalisés au

mannosel(27,1-28) pour | 6®tude de | Bi'fBnerserceadeon av
ConA, une diminution de la fluorescence est observée lode | 6agr ®gati on |
de carbone. Cette diminution de | 6intensit

agrége non éemissif. (Figute23, B et C)

En 2006, Liuet al, ont développé la synthese de glycopolyphénylene fonctionnalisés par
des unité®-D-mannose ed-D-gal act ose pour des ®tudes doi

E. coli.’®® Comme précédemment, aprés incubation de la bactérie en présence des
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glycopolyméres, une émission de fluorescence est observée sur la souche sauvage
prouvant | 6i nteraction entre l e glycopoly

spécifique) expmée paikt. coli.

"Nj)
N 1-30

OH P o)
HO, OH HO, OH

HO' HO

" 1O O-O0 " A O-OOH,
3 §J :5 NfS)

Figure I- 24. Exemples de glycopolymére¥? 104

Plus récemment, Haret al ont développé des polyméres de triphénylamine
fonctionnalisés par des unitésb-galactosed™ Les glycopolyméres ont été étuslién

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

pas |l es r ®si dus gal actosi des) aucun chang
revanche, en présence de PNA (lectine galactose spécifique), une extinction de la
fluorescence dépendant declancentration est observée. Des glycopolyméres a base de

fluoréne montrent des résultats similait®s.
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c) Les glycodendrimerest glycoclusters

Les ®tudes dointeractions sucre/lectine pa
et glycoclusters, font généralement intervenir un marquage de lectine, mais peuvent étre
également détectée sans modification de cette derniemsi, Ai a été montré que la
fluorescence intrinséque de la lectine (due au groupement tryptophane situé dans le CRD)
peut °tre modi fi®e |l ors de | 0interaction
présentent certaines limites (absorption dans la ZdWe position du groupement

tryptophane dans |l e CRB*'nature et taille

Parmi | e s gl ycodendrim res construits autour
principaux de fluorophores sontdécrit | es m®t al | ogl ycocl usters,
propri ® ®s do6AI E (Aggr®edes glyorlustermducédr Emi

organique fluorescent.
Métalloglycoclusters

Les métalloglycoclusters sont des glycodendriméres formés par assemblage
supramol ®cul aire autour dbébun ciur centr al
Zn(ll), etc.). Ces glycodendriméres, daitfde la présence du métal, possedent des
propriétés optiques et électroniques particulieres qui en font des candidats potentiels pour

une utilisation en tant que biocapteur

Seebergeet al, ont d®crit l a synth se dea gliywcgode
métallique par assemblage supramoléculaire. Un dérivé amidehgdr@xyquinoline a

servi de chélatant pour le métal, autour duquel ont été ajoutés les glycodendrons a base de

a7



Introduction bibliographigue

dérivé du TRIS. Les sucres (mannose, galactose et glucose) ont éthuiigtren
périphérievia des liaisons amides. Différents métaux ont été étudiés (zZn(ll), Al(ll),
Gd(rriry))y. Lors de | 6ajout 14838, uheadimhuiontde ne Cc
| 6i ntensit® do6®mi ssi on est 0 bigienra\pl@steurs Les
ph®nom nes tels gue | 6agglutination du cc

do®l ectron ou do®nerfi e entre | e m®tal et

PP
“ O H O : Zn; n=2
0 o o)
N OR Al e
. o NHE~ o : Al; n=3
N
N N/\)LNH \/\fr
o
o

Z O:Gd;n=3
O/\/[(H/\/OR R : Mannose ou galactose
n
1-32
Figurel-25. Exempl e de m®talloglycocluster® ° base do6un
Dautres ®tudes similaires ont ®t ® ef fect

avec un dérivé de bipyridine en tant que ligand du ni&df'Les glycoclusters dase

de ruthénium I(-34) pr ®s entent une intensit® do®mi
Ruthénium trisbipyridine (Ru(bipy) (I-33) non glycosylé. Les auteurs attribuent ces
changements de propriétés optiques a la présence des glycodendrons qui protegent le

c 1 ur Ru(IE3B) iemfgrmant un environnement hydrophobe autour du métal. Lors de

| 6ajout de | a prot®i ne sp®cifique ;tandix sucr
guden pr®sence de BSA (qui ne | ietdeas | e:

fluor escence "™Céte sé®dtiiié permst e prodver que la variation de
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fluorescence est bien due a rfaconnaissance avec la lectine. Les auteurs ont émis
| 6hypoth se que cette variation peut °tre

glycodendrons lors de la reconnaissance avec ConA.

Seebergeet al, ont immobilisé la ConA sur une surfac@Aprés incubation en présence

du gl ycocl ust er c olA34) etlazagd de la&urface, les puitskay@m i u m
contenus les glycoclusters mannosylés treort une émission de fluorescence sous
irradiation. Ces glycoclusters ont également été étudiés pour une utilisation par détection

de fluorescence enporte logiques'* pour la détection de lectirté!

1-35

Figurel1-26. Exempl e de glycocu'ters ~ ciur Ru(bipy)

Des glycoclusters contenant un complexe de ruthénium déparésles unitésa-D-

galactoses® (1-35) ont montré une affinité envers lalNA. L6 ®t ude des p
optiques en pr®sence de | a prot® ne montre
|l ors de | 6interaction glycocluster/ |l ectine
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augmentation de | 0hydraphodébire det ¢ @i nder m®
hydrophobe de la protéine. Ces interactions ont également été étudiées par anisotropie de

fluorescence.

Un complexe de rhénium possédant un glucose en périphé3®) & également été
étudié par spectroscopie dedtescence en présence de COffAUne augmentation de
| 6i ntensit® est ° nouveau oOoObserv®e | ors de

été étudiées poue Imarquage de la bactéEecoli en tant que biocapteur fluorescent.

HO— HO
0
H%%o

0.
S
N
o, | |

™
7, | N 2
Re™
OC/ \N
1-36 lz

L (o)

Figure I- 27. Complexe glycosylé monovalent au rhénium pour le marquage de coli.**®

Les glycoclusters et | 06AIE

Depuis que le groupe de Tamg d ®cr i t |l e ph®nom ne de | 06A
Emission)!%® 7 18es dérivéspr ®s ent ant des propri ®t ®s do
exploit®s dans di ff®rent s domai nes tels
chimiques et notamment les capteurs biologiditk 6 ® mi ssi on i nduite p
AIE, concerne par exemple les dérivés du phénylsilol et du phénylethylene qui ont la

particularit®sa@am°spéumionn , ®metssdbdi nduire u

agrégation. (Figuré-28)
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O
Si
Rotation libre Molécule Figée

Hexaphényisilol Tétraphényléthyléne, TPE Non-fluorescent Fluorescence

FigureI-288Mo | ®cul es poss®dant des propri ® ®s doéAIl E et

De fa-on simplifi ®e, en solution, |l es gro
molécule, sont en libre rotation autour des liaisons, entrainant aprés excitation et passage
dans | eur ®tat exci t ®viadasprocessus dewésaation nod ®t at
radiatifs. Ces systémes sont donc globalement peu ou pas fluorescents. Lors de

| 6agr ®gation des | igands, l es ph®nyl es son
Le retour ) | 6 ®t at fondament al fluggesagnce al or s
(processus radiatif). Certains groupes de recherche ont mis a profit ce phénomene pour la
d®t ection de |l ectines. Lors de | 0interacti
do Al E) et | a |l ecti ne, | e Clompperari tfiornm®c
fluorescence. Ceci peut étre observé pour des molécules multivalentes interagissant avec
des lectines également multivalentes. Ainsi, Taretkal, ont démontré que des dérivés

du phosphdf® (1-37) et du TPE (-38, 1-39)*?* 122 décorés en périphérie par des hydrates

de carbones peuvent i nteragirtr avec | es 1|e
donc | 6apparition dbébune ®mission de fluore
étudées @ pr ®sence de ConA. Lors de | dagr ®gat
augmentation rapide de |l a fluorescence est
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( N

o Ho on
= l 7 hor N 1-38
ol . o HO\\\\//&A o«
DL ” e
o o Mannose ou galactose H%o ° -39
o O
Ho{ﬁH LIY//\\\\OH 0\/\0/\/07
1-37 h
Figure1-29. Gl y c o ¢ | uphosghorset TPEX T2 r
Déautres ®tudes de comp®tition inhibitrice

Apres agrégation entre le glycocluster et la lectine, untipe est ajoutée au milieu,
provoquant la désagrégation du complexe et un retour a un systeme non luminescent.

(Figurel-30)

a3
>N’

(M)

o O
wFy o £Sx = 0

Lectlne Proteme 0
bo bo 0 o?o 0
> e =2
Complexe lectine/glycocluster Complexe désagrégé
Glycoclusters non fluorescents fluorescent non fluorescent

Figure I- 30. Repr®sentation sch®mat présanee dd lectinesh ®epmduit ne do A

de la ref 98)

De la méme facon, Haet al, ont développé des dérivés du TPE possédant en périphérie
des unitésa-D-mannose oa-D-lactose™® Les glycoclusters divalents et hexavalents ont
été étudiés en présee de différentes concentrations de ConA. Ainsi, en présence du
composé hexavalentl-41), ils observent une augmentation 11 fois supérieure a

| 6®mi ssi on sans ConA, contre seulledipent 3 f
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Figure I- 31. Glycoclusters a base de TPE pour la détection de typeusn -on » de ConA??

Toujours bas® sur | e ph®nom ne de | &Al E, d
42) ont été développés. Coatrement au systemetirn-on » présentés précédemment, le

groupe de Hatano a développé un systéme de typeneff »2* 1% Le glycocluster

étant peu soluble en solution agueuses composés atagrégés sont luminescents. Lors

de | 6ajout de |l a |l ectine (PNA), ' a | umi ne

glycocluster du fait de | 0interaction avec

O O OH_OH

S
OO |- S
(L S.\j \_\—Si—(—\_/Lac) on oH

3 3

1-42

Figure I- 32. Silolglycoclusters lactosylés pour la détection de typetarn -off » de lectines:**
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Autres glycoclusters

Des glycoclusters ° ciur porphyrine ont ®t
potentielles en thérapie photodynamique (PDT, PhotoDynamique Théf&5§)Des

études de fluorescence de ces dérivés en présence de ConA, ont montré une augmentation
de | 6 ®mMi ssi on de fluorescence enntpes ®s enc
porphyrinagr ®gesréb aaurt osol uti on aqueuse entra

| 6®mi ssion ®e fluorescence.

HO OH
-0
R: HOH/O&Q

O

Figure 1- 33. Exemple de glycopoprphyrine pour la détection de lectine$®

Dans ce cas, | or s de | 6 ajConAtperinad deldésagtégen e
ces porphyrines entrainant une augmentation de la fluorescenuoen (@n»). La
roversibilit® du ph®nom ne a ®t ® mise en

Les mémes observations ont été faites & partir de glycosaphyfrine

Le groupe de Bauerle a également développé des glycodendrimeres divalents et
t ®t raval ent saDbD-mamansoes ed Geutn idte®sc¥ Les proprigtésy t hi o p

optiques de ces glycodendriméres ont été étudiées en présence de ConA. Une diminution
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de |l i ntensit® de fluorescence est oOobser

glycodendrimére tétravalent.

HO—, OH
-0
R: HO@&A

1-44 1-45

Figure |- 34. Glycopolythiophénes pour la détection de ConA®

Dans ce chapitre introductif, nous avons
pr¢t ® ne dans |l es ph®nom nes biologiques ai
dans | e d®vel oppement dobéinfections. Face,

développement de nouvelles thérapies constitue un axe de recherche importatgs Une
strat ®gi es mise en Tuvre consiste en | 6in
cellulaires. Cette adhésion qui alislmdes ph®nom nes dobéinterac
entre | es |l ectines et |l es hydrat biteursde c a:
synthétiques®™ **C6est dans ce contexte que soins
développer de nouvelles molécules fluorescentes multivalentes qui possédent donc une
double fonctionnalité. En effet, ces molécules, intégrara ik un ligand multivalent
synt h®t i que pourraient permettre doéobtenir
gue | e Iigand naturel, et donc constituera
| a pr®sence doun ¢ riodepmeoeuled permdttiaivla détectoa det a u

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

systemes ainsi que les études biophysiques sont présentés dans les chapitres suivants.
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Chapitre |l

2-1. Introduction

Dans ce chapitre, nous allons aborder | a
interactions suckprotéine.Le but de ce projet est de développer une nouvelle classe de
glycoclusters fluorescents décorés en surface par des réakddsnannose. Le

comportement de ces glycoclusters en pr ®se

tests physicochimiques afinbd®v al uer | e ur que sohde iblogigue ete Nt a
quodi hnddadhr@si on. Les analyses et l es r ®su
suivant.

Les mol ®cul es ci bl ®es seront construites
pyréne, auquelesont couplés différents ligands glycosylés par catalyse organomeétallique.
Notre choix du fluorophore, sbest port® su
pour ses propriétés optiques intéressantes (rendement quantique de fluorescence éleve
dans &s solvants protiques), ainsi que sa stabilité. De plus, le pyrene peut étre facilement
fonctionnalis® ° diff®rentes positions per
glycoclusters di val ent e ou t ®t ravadntent e.
introduits les hydrates de carbone modifiés en position anomérique. Des espaceurs de
nature différente permettront de moduler les propriétés biophysiques des glycoclusters.

(Figurell -1)
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N - spaceur

Ciur pyr ne
fluorescent

: Hydrate de Carbone

Figure Il - 1. Représentation schénatique des glycoclusters ciblés.

Le choix des espaceur s, |l a val ence, l es va
carbone seront discutés. La stratégie de synthése et les réactions utilisées pour les
couplages seront ensuite abordées. Nous ligétais les mécanismes des réactions,
notamment lors de la modification des hydrates de carbone qui est régie par deux effets
principaux responsables de la sélectivité a la position anomérique. Enfin, nous décrirons

la synthése des architectures des complinaux désirés.

2-1-1. Stratégie de synthese

La construction des glycoclusters sb6organi
modi fi ®s ~ | a position anom®riqgue et du de@

obtenir la valencet les isomegsdésirés, ainsi qudes fonctions complémentairascelles

57



Svynthése des glycoclusters

présentes sur les hydrates de carb&wr cela, nous nous sommes tournés vers deux

stratégies de synthese.

~

Dans un premier temps, |l a synth se des ci
littérature et de tels systemes ont montrés des propriétés de fluorescence intéressantes
avecdes rendements quantiquee fluorescencélevés***" Nous nous sommes donc
tournés vers le développement de tels systemeés des réactions de couplage
organométallique carborerbone de type Sonogashira. Ainsi la fonction éthynylique sur

le pyrene peut étre obtenue selon deuxvoiesa) | e ¢ o u p lasognannake, r e c t
fonctionnalis® par un groupe alcyndé-2vrai,
Voie A); b)l e ¢ oupl aameEmanhésa, fandticmsalisées par un groupement

halogéné, sur un pyréene éthynyliq(ieégurell -2, Voie B)

Voie B | » \\>_
)
\ S A\N=
Voie A

n=2ou4
X = Halogéne

Voie C
N

.ANS

oL
o

Figure Il - 2. Stratégie générale de synthese.

Dbun autre c¢clt®, |l 6i ntroduction de fonctd.i

débautres types de m®t hoda-b-mgmnoglsées.pPamir | 6
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|l es di ff®rentes m®t hodes possibles, -notre
di pol aire catalys®e au cuivre pour | a form
a-D-mannose, fonctionnalisée par un groupement azotese, couplée au pyréne

polyéthynylique (Figurél -2, Voie C).**®

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

long de ce chapitre.

De plus, sur la position anomérique des sucres, difftt s t ypes dbéespac
introduits permettant de moduler les propriétés biophysiques des composés finaux. Ces
chdnes seront de di ff®rentes natures. Tout

type aromatique qui confere au systéme une certa@jitité et une augmentation de la

conjugaison sur | e clur pyr ne, i ndui sant
Cependant , |l a pr®sence dbébun d®ri v® ar omat.
finaux, rendant difficiles les tests bigja qu e s . Af i n déoam®Il i orer

glycoclustersdes chines linéaires courtes de diéthyléneglycol, ont été introduites en

position anomeérique.

2.2. Synthése des glycosides

2-2-1. Synthese des glycosides: concepts

Le point de d®part pour | 6®l aboration de s
de | 6hydrate de c aa-b-manmopylamnbse) afin dedettransforrer u d e
en un nouveau ligand plus efficace que le ligand naturel. Dans le cadogrel@tude, le

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

par | 6i ntroduction dbéune partie aglycone
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position anomérique sa configurationg ou b), sa longueur et saekibilité jouent un

réle important dans les phénomenes de reconnaissance. La variation ainsi que le controle
de | a configuration de |l a position anom®r.
rencontré dans la chimie des sucres et il est régi par effets: | 6ef fet anom®

| 6assistanc® anchi m®rique.
a) Effet anomérique

Léintroduction doéun groupement en positior
réaction de glycosylation si le subs#tu t est un sucre. Si l e g

hydrate de carbone, cbdest une r®action de

Léoeffet anom®rique favori seadamsslacs&ieDdegur at i
hydrates de carbone) doun e dnemériqueuCl.nles ®1 e ¢

stabilisation de la forma p e u t soexpliquer par ~ uhn reco

(@))

donati on, entre | e doubl et non | i ant de |
groupement de la position anomérique (lie®(Figurell -3). De plus, les interactions
dipbledi p*l e entre | e doublet non | iant de | 0
de la liaison polarisée sur le carbone anomérique sont également a prendre en compte.

Dans | e c as pgséionléduatarialendans la série D des hydrates de carbone),

faa)

l es dip!'les ®tant quasi ment parall | es, I
répulsion qui défavorise cette configuration (Figire, B). En revanche dans le cas de

| 6 a n anhes digbdles sont orientés dans des directions opposées.
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Effet Anomérique

0o 7
o A. 00 B. o
0
S R = ¥
0\ 8\

—3» Moment dipolaire

partiel Anomére o Anomeére

Figure Il - 3. I'llTustration de | 6effet anom®rique
b) For mati on d & un:adsistance arghinyédqoes i di qu e

Léintroduction doébune partie aglycone en po
réalisevia une réaction de glycosidation. Cette réaction fait intervenir un groupement
alcool (ROH) qui va étre introduit & la position anomérigieel a f or malieni on d 6
glycosidique. Lors de cette réaction, deux types de liens peuvent étre 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 méme direction, et un lietrah®si les deux

groupements sont dans des directions oppo

gui d®e par | 6ef f et anom®rique mais ®gal em
| 6activation de |l a fonction hydroxydne anon
|l iant de | 6oxyg ne endocycliqgue aide au de

ion carboxonium Kigure Il -4, étape). Si le carbone C2 possede un groupement dit
participant (type acyl e), l 6oxonium internm
anom®ri que, va subir | 6assistance anchi m®r
| 6i nter m®di ai r e oRgorell -4 atapelaCetRinternhédiaire blagque m

alors | dude Id&asiladubstidien nucléophile par le réactif-Q) se

61



Svynthése des glycoclusters

fera alors sur la face oppos@egure ll -4, étape3. Dans les séries de type glucose et
galactose (0 le C2 est substt uU® en ®quatoriale), l a pr ®s
entraine | a f oirananajordaire qdi@ancuit d un anomédie(Figure

Il -4, haut). Dans les séries de type mannose, ou le C2 est substitué en axial, la présence
déun groapeimeinp a mt entra’ " ne excl ustranée ment
conduisant a un anomeee (Figurell -4, bag. Dans cederniercas, la formation de ce

l i en est renforc®e par a lsdiae dolcela cordigu@ta®r i q u e
privilégiée ds dérivés mannosides.

Assistance Anchimérique

Type glucopyrannose
et galactopyrannose

0 +
Q Q o)

< Etape1 \ Etape2 Etape3 mOR
o]

O) 3 O 3 O Anomeére 3

=

Intermédiaire acetyloxonium  Formation de lien 1,2-trans
Type mannopyrannose

o o\
P 0 %00 A
00 Etape1 Etape2 - Etape3 (oxgie}
A

tﬂq‘) e + —_— —_— Em‘ Anomeére o
e} ‘\
\

R OR
OH HO”

Figure Il - 4. Assistance anchimérique lors de la glycosidation.

2-2-2. Synthése des dérivés O-mannosides :

Les lectines étudiees (ConA, Bc2lA, et LecB) recossent spécifiquement les résigus
D-mannopyranoside. Les dérivés mannosylés ont été synthétisés suivant une réaction de
glycoddation a partir du dérivé mannose pentaacéty)¢ (en pr ®sence dobéur

Lewis et déun al cool e m laepesitionsanomérigue. Le8 on v .
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produits obtenus ont éggurifiés par colonne chromatographigsier gel de silicesuivi

déune recristallisati on.

Le composél e s t obtenu dans | es conditioms stan:
mannopyranose est introdui dans un m®l ange dodoanhydri de
pr ®sence dbébune quantit® catalytiqullel).de dir
Le 1,2,3,4,6pentaacétate-mannopyranoselj est obtenu sous | a f
jaune aprés lavage aqueux basigGe composé sera utilisé comme intermédiaire de

départ pour la suite du projet.

HO OH Pyridine, Ac,0 AcO OAc
H O . AcO -Q
Fo 0°C a 25°C Aco
OH OAcC
99% 1

Schéma I+ 1. Synthése du composé 1

a) Série aromatique

Un d®r a-pD-Mandose posdédant a sa position anomérique une fonction aromatique

i od®e a ®t® synthaums® mA®ant iden |dd nSomaaga s
polyéthynylique du pyréne. Pour cela, le compdsétagit dans le dichlorométhane
(DCM) en présencele | 6aci de trifluorom®t hane sul fo
anom®ri que. L6inter m®di ai r e pafatodoph®nolrp@a g i t e
former le compos® désiré® La purification soéef fectue dans un p
chromatographie sur gel de silice, sui vi (

désiré sous la forme de cristaux blancs avec un rendemeéb®adSchémal -2)

63



Svynthése des glycoclusters

AcO

g e

A0 —
OAc TfOH, CH,Cl,

1 0°CaTA., 16h
75%

Schéma I+ 2. Synthése ducomposé2.
b) Série propargylique

Une stratégie similaire a été utilisée pour la synthese des dérivés alcynes du mannose qui
vont pouvoir étre utilisés dans des couplages de Sonogashira sur les dérivés
polyhalogéné du pyrene. Dans ce cas, le compbgEst solubilisé dans le DCM et la
position anom®riqgue est ;aEbt | v®=®| paacl | Pracp a
ou le nbutynol sont ajoutés lentementletmélange réactionneist agité a température

ambiante pendant 16h environ. Apres un lavage aqueux basique, le produit brut
réactionnel est purifié sur gel de silice puis par recristallisation et les composés désirés

sont obtenus sous | a®t%Schéredl-86une poudre bl

AcO O,gc OH
e =,

OAc BF3'OEt21 CH2C|2
1 0°CaT.A, 16h
85%

AcO_ OAc =
A .Q HO/\//
Aco S
OAc BF3-OEt2, CH2C|2

1 0°CaT.A., 16h
70%

Schéma I 3. Synthese des composés 3 et 4.
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c) Série azoture

Pour obtenir des d®riv®s du tr abmamioge sur
possédant une fonction azoture en bdetchéne de la position anomérique ont été
synthétisé. Ainsi, une fonction azidoéthane a été introduite pour pouvoir comparer le
systeme avec le dérivébutinyl (composéd). Un dérivé diéthyléne glycol a également

®t ® d®vel opp® p o ude lasdubileérsurédes prdprigiesnbiophyseues e

des glycoclusters finauk. 6 o bt ent i on de tels produits se
premier temps, | 6al cool aliphatigue poss ®
sui vant | 6 al c o mtroduit vianumee réactiora de) glycesgldtion comme

décrite précédemment en présence deH,. Dans le cas du dérivé obtenu a partir du

br omo®t hanol , | 6i nt &r° esPpliifid par eristatisatiorgdanswro s i d a

m®l ange dobéac®t at e do ®t;k.lLeproduit estobt@nu koasrla de p

forme doéaiguilles. Danéebth p®si puPEG| ®l apc
mais il est engag® dirEmdd#dent dans | 6®t ap
AcO_ OAc HO. AcO_  OA
O ¥ ~er 1y NaN3, DMF
eo ——" 2 .
OAc BF3OEt, CH,CI 80°C, 12h
1 0°ééT2A 1éh i e
A, 5
65% 90%
AcO__ OAc 0 AcO__ OAc ACOS OAc
) HO "~ 0 NaN; DMF | AcO
Ao —  » A%Q, 3 [0
OAc BF3OEt, CH,Cl, O 80°C, 12h g O~

1 0°CaT.A, 16h 7

60% 2 étapes

Schéma I+ 4. Synthése des composés 6 et 8
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Une fois la fonction introduite a la position anomérique, les halogénures obtenus sont
transformés en fonction azoture de facon quantitatigeune réaction de substitution
nucléophile 2 en préence dbdaz ot ur e) ddne unssohant aprotiqgeN a N
polaire (DMF) & 80°C. Le compo$&® est ainsi obtenu sous la forme de poudre blanche
avec un rendement sur deux étapeS@. Le composé®® est obtenu, sous la forme

doune huile transparente ave60un rendement

L6i ntroduct i ozoturelsur ld sacrefesi coofitnmée par spectroscopie- Infra

Rouge (I R) avec | 6appariti ohcardcténstgeedeeende d

groupement. (Figur# -5)

Figure 1l - 5. Spectres IR des composés 5 et 6
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Afin de comparer | 6efficacit-®visdes | Oy sutsi he § i
lectines, desligands monovalents dont la partie aglycone ressemble a celle des
glycoclusters pyrene ont également étadiés Ainsi, le composé&2 a été synthétisé a

partir du composé dans les conditions classique de chim@iek ». (Schémadl -5)

AcO__ OAc
A%’ﬁm
AcO. OAc _ cO
ﬁﬂ o=

A0 —_— Oy
Oy, CuSO45H,0, Asc.Sod =
6 THF/H,0 (1:1) 42
25°C, 24h

97%

Schéma I 5. Synthése du composé 42

2-3. Synth se du ciur pyr: ne fonctionna

2-3-1. Réaction de Sonogashira-généralités :
Les dérives aromatiques comportant une fonction alcyne terminale représentent des
précurseurs courant dans différents domaines comme la synthese de produits naturels et la
chimie des matériaux organiqué§Lé6 obt enti on de tels produit:
biais de couplages organométalliques catalysés au Pd entre un dérivé aromatique
halogéné et un alcyne terminal. Les premiéres méthodes ont été décrites en 1975 par
Heck*? et Cassdf>. 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 triethylamine. De la méme facon, Cassar emploie un dérivé phosphane
du pallaium dans le DMF, en présende méthanolate de sodium en tant que base
Cependant, ces réactions nécessitent de hautes températures (supérieures a 100°C). La

m° me ann®e Sonogashira et Hagi hara propos
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cuivre quiaccée re | a r®action et per met | obtent
températuré* | |  peut aussi °tre not® que | o6utili
réactiors secondaires, notamment dans des conditions oxydantes, ou des produits de type
Glaser (homocouplage alcyaécyne}*® peuvent étre obtenus. Le couplage de
Sonogashirddagihara, plus connu sous le nom de Sonogashira, catalysé au cuivre reste la
méthode la plus développée etlutis ®e pour |l e couplage doba

aromatiques halogén&¥.(Figurell -6)

ou ) catalyseur /ligand

Ri-x + H—=—R; - Ri—=—R,

Cu(l) cat/ base / solvant

X:ClLBr,,OTf  Ry:H,alkyl .+ Pd(PPhy),Cl, ou Pd(PPhs),
I, SIR
Ry : aryl ou alkyl RS cug : cul ou cuBr

Base :Et,NH, Et3NH, (iPr,)NEt

Figure Il - 6. Représentation schématique de la réaction de Sonogashira

Le m®cani sme de | a r®action de Sonogashira
parfaitement élucidé (Figurk-7). Il semble cependant que la réaction fasse intervenir
deux <cycles catalytigues. Loadditi qou o xyd:
possédant une fonction triflate, OTf) sur le catalyseur au palladium constitue la premiéere
etape. Cellei est favorisée si le groupement partant est un iodure ou un ion triflate et si

la liaison carbondnalogene est appauvrie en électron parlaprése doun gr oupe
®l ectroattracteur. LO®t ape suivante fait i
cuivre pourrait s0ins®rer sur | 6alcyne vr e

une amine. La transmétallation entre le complaxg@aladium et celui au cuivre suivie
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ddéune i s otran®/cisegd atd oun e ®l i mi nati on r ®ductri

composé désir&!

R——R,
PdoL, RX
T \
R=Pd—=—R; R—Pd—X
L L
cutx Cu——R,
RsNH* X
h— H—=——R,
— 2 i RsN
Cu*Xx

Figure Il - 7. Cycle catalytique postulé du coplage organométallique de Sonogashira, reproduit de la

ref: 12
Léutilisation de | 6ac®tyl ne ®tant d®I|icat
doutiliser une fonction al cyne prot ®g®e .

(TMSA) et le méthyl-3-butyn-2-ol sont utilisés en tant que fonction alcyne protégée.
L6obtention de | 6alcyne vrai est ai nsi r

d®silylation ou bien par ®limination dbéac®

2-3-2. Synthese des dériveés halogénés du pyréne :
Le couplage de Sonogashira fait intervenir un dérivé aromatique généralement halogéné

en pr®sence dobébun alcyne prot®g®. Pour intr
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essentiel dans un premier temps de fonctionnaliser le pyreeg@a at omes doéhal
(brome ou iode) Les résultats expérimentaont montré que les positions les plus
réactives du pyréne, visvis de la substitution électrophifé sont les positions 1,3,6,8.
Ainsi,ilestfac | e doy i ntroduire un brome menant a
I1-8) . De | a m°me fa-on, I est possible do

positions 1,6 et 1,8, méme si la sélectivité est plus délicate.

On peut ainsi obtenir deferivés bromés du pyréne, divalents ou tétravalents, qui vont

étre utilisés en tant que synthons de départ pour la suite des réactions. Les dérivés
halogénés du pyréne vont pouvoir alors subir des réactions de Sonogashira pour

| 6i ntroductiadmc ydhes .f cCredttieodfsoncti on une f oi
et déprotégée, peut a nouveau réagir suivant une réaction de Sonogashira sur un sucre
aromatique halogéné, ou bien suivant une réaction de chimlieke sur un sucre

possédant une foncti@zoture en position anomérique.

Apartirdu pyr ne, i est possible doéintroduire
des réactions de substitution électrophile aromatique en présence de djicale de
dibrome (Bp) . Ces r®act i onrér dgs ederimést dihalogénés cbd o bt e

tétrahalogénés du pyréne. (FiglireB)
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X

g R

1,8-dihalogénopyréne 1,6-dihalogénopyréne 1,3,6,8-tétrahalogénopyréne

X=1orBr

Figure Il - 8. Structures divalentes et tétravalentes du pyréne halogéné.

Les dérivés divalents peuvent étreis» (1,8) ou bien «rans» (1,6). On utilisera la

nomenclature is/trans» dans la suite du manuscrit.
a) Dérivés menant a la tétravalence du pyrene

D6un point de vue de |l a r®activit®, l es d
bromés visxvis de la r@ction de Sonogashira. Cependant les dérivés tétraiodés du
pyr ne ne sont pas d®crits dans | a-1litt®
tétrabromopyrén¢d) e st ai s®e et se r®alise avec dobex
obtenu par une réactiafe bromation sur le pyréne dans le nitrobenzéne en présence de

Br, & 120°C**" Le produit brut réactionnel est filtré a la fin de la réaction et le dérivé

d®sir® est obtenu apr s plusieurs | avages

pale. Schémdl -6)

Br, Br
6 Br, / Nitrobenzene 6
Q0 —— O
(= oo -
B Br

95% 9

Schéma I+ 6. Synthése du 1,3,6;8trabromopyréne.
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La synthese et la purification aisée du 1,316t r abr omopyr ne per me:
grande échelle. La faible solubilité de ce pilibdoe 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 littéraftrg™

Afin déobtenir un d®r i véRctiftvi@dtvis deHaaréaotignde ® d u
Sonogashira la synthese du 1,3;@&Baiodopyréne a été tentée. Dans un premier temps,
nous avons utilis® | es conditions standar.d
pr ®s ence doune quantactfs @KIO4 T daine m®&tnr imAd ea nd) &
acétique, eau et acide sulfurique) pour obtenir le dérivé tétrasubstitué. Les conditions
utilisées ont conduit a un mélange huileux noir non caractérisable dans les conditions
disponibles au laboratoiréH, '*C). D6 aut res conditi ons ont ®t®
aucune isolation de produit correspondant au dérivé désiré. Une autre voie de synthése a
eteé tentée. Cellei consistait en la transiodation du pyréne a partir du deérivé 1.,3,6,8
tétrabromopyrene. Le 1,3&tetrabromopyrene est mis en suspension dans le DMF en
présence de Kl et de Cul a 150°C. Apres trois jours, le produit obtenu est analysé par
spectrométrie de masse (ionisation par impact électronique, introductiore)dpeat

vérifier la composition dyroduit isolé. Le spectre de masse nous montre la présence de

tous les intermédiaires réactionnels et du produit souhdtgBr, PyBrl, PylsH,

PylBr,, PykLBr, Pyl,. Le mélange obtenu est a nouveau soumis aux mémes conditions de
réaction pendant troisemaines supplémentaires. Le brut réactionnel est analysé comme

pr ®c ®demment par spectrom®trie de masse et
produit majoritaire présent correspond au 1,3tétgiodopyrene. Cependant, on observe

toujourslapréesnce doéi nter m®di aires r®actionnel s.
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été soumis a une réaction de Sonogashira sur le2pyopl-2,3,4,6tétraO-acétyl-a-D-

mannopyranosidecomposel) , mais | es r®sultat

cette voie de synthese a été abandonnée.

b) Dérivés menant a la divalence du pyrene:

s de coupl

Afin de modifier la valence des glycoclusters finaux, les dérivés divalents du pyréne ont

aussi été synthétise€omme décrit dans le paragraphe précédent, on peut obtenir le

dérivé 1,6 ou l1l&lihalogénopyrene sous la forme iodée ou bromée. Les dérivés

dihalogénés du pyréne sont décrits sous la forme iodé et bromé. Lors de la réaction

dohal og®natiwaousl basbot meidt&mns»M&t’ange ¢

Synthése des isoméres du diiodopyréne
Léiodation du pyr ne sbébeffectue

selon | es

en présence de/KIOg, dans un madétmuegeau ed acae sultleque a

40°C™ Dans ces conditions, on obtient un mélangears/cis» avec un ratio 32

déterminé patH RMN. Le brut réactionnel est purifié par recristallisation dans le toluéne

a chaud mia ne permet pas de séparer les deux isomé&ekéefnab) .

Déapr s

l itt®ratur e, i est p 0 s scis>h ¢t ale «rahs»navdes s er

températures de réaction plus élevées.
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I, KIO;

AcOH, H,0/H,S0,
90°C puis 40°C, 12h

23%

Svynthése des glycoclusters

1,8-diiodopyréne 1,6-diiodopyréne

trans-diiodopyréne cis-diiodopyréne

10 Ratio : 60/40 1

Schéma I+ 7. Synthése des dérivés 1,8 et idiodopyréne.

Le rendement obtenu pour cette réaction est faible, mais les réactions de Sonogashira

r ®al i s®es sur ce

a v eanaldgue bromé (Figute-7) ,

Synthése et séparation des isomeres

m®l| ange nbdayant pas

| 6opti mi sation de | a

du dibromopyréne

Le dibromopyréne est obtenu par réaction du dibrome sur le pyréene dans des conditions

stfTchi om®t ri qu edrachiorure der cBrbamen enetantdgee solvinte

produit obtenu sous forme de poudre

grise est un mélacigirans» du dibromopyréne

(Figurell -8). Des recristallisations successives ont été réalisées afin de séparer les deux

isomeres. Différents solvants de

recristallisation
per met
sol ubl e, i s e

retrouve

recristallisation ont été testés, finalement une

d a n s ristalksatianodéng Te reyelohexane v i

d 6obt ¢rans»rpur.l Le cooh@®séisub&titué; ercig» étant plus

dans | e fadskhpar at

plusieurs recristallisations suceeges. Ainsi, une multitude de solvants et de conditions

de recristallisation fractionnées oéie essayéest i |

«Cis» du «trans».

a ®t ® possible
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Br; 2 eq

CCl,, T.A,, 16h

52% 1,8-dibromopyréne
trans-dibromopyréne

12 Ratio : 70/30

Schéma I+ 8. Synthesedes dérivés 1,8 et 1;6ibromopyrene.

Les dérivés dihalogénés (iodés ou bromeés), ont été caractérisés par RMN du proton. La

Svynthése des glycoclusters

1,6-dibromopyréne

cis-dibromopyréne

13

différence de symétrie entre les dérivésse et «trans» permet de bien caractériser les

protons aromatiques de ces deux mulés et de les différencier dans le mélange. Ainsi,

le dérivé «rans» va étre caractérisé par la présence de quatre doublets intégrants pour

deux protons chacun dans la zone aromatique, alors que le compase sera

caractérisé par un singulet intégrant pour deux protons et correspondant auxg§@ions

Hio. L6 ®t ude 'HRBIN des goeluits obtensis aprés recristallisatipermis de

caractériser le ratie cis/trans» des dérivés obtenus.

Une fois lesdérivés halogénés du pyrene obtenus, ils peuvent étre couplés directement

aux d®ra-neasnose éthyhylique) pour obtenir le glycocluster désiré ou bien

r®agir avec un d®ri v® de

2-3-3. Synthese du pyrene éthynylique :

Les dérivés éthynyliques du pyréne ont donc été obtenus a partir des dérivés halogénés

(composé® a 13) par des réactions de Sonogashira en présence de fonction acétylene

| 6ac®t yl

" ne

qgui

protégée. La synthése de ces dérivés étant largemteidiée dans la littérature,
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notamment pour des applications en chimie des composés optoélectroniques, nous nous

sommes bsés sur les conditions standaelcouplagé>? 149

Nous avons donc choisi un catalyseur B{RRPh), en présencale Cul. 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 nombreaulistsuants finaux.
a) Dérivés menant a la divalence pyrene:

Dans le cas des dérivés divalents du pyrene, la fonction alcyne est introduite a partir du
méthyl3-butyn-2-ol en tant que fonction protégée. Ce dernier est soumis a la réaction de
Sonogashira eantilisant les dérivés dihalogénés du pyréene (mélanges»xet «trans»,

iodé ou bromé)en présence de Pd(®Ph), et de Cul comme catalyseur et la
diisopropylamine en tant que bas&Les dérivésl4 et 15 sont ainsiobtenus avec des
rendements d&3% a partir du substrat de départ bromé etb@éo - partir de
(Schémall -9). De facon surprenante, les rendements de la réaction de Sonogashira sont
plus élevés dans le cas des dérives du dibromopyrene que pour riess diu

diiodopyrene.
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OH
OH
0 X OH IIl
oG a !
Ty - P N o
O‘ PdCI,(PPh;), Cul, PPh, O‘ N

X (iPr),NEt, THF O‘

X=B 60 °C, 16h ||

=Broul

X=Br, 93% 14 15

X=1,57% OH

Schéma I+ 9. Synthése des dérivés 14 et 15.

Les dérivés «rans» (14) et «cis» (15) des pyrénes diéthynyliques sont séparés a cette
étape. Le dérivé trans» précipitant lors de la trituration dans le chloroforme, le filtrat

est obtenu avec un mélangeig/trans» enrichi en «cis» qui peut étre aisément purifié

par colonne chromatographique. Une fois les composés séparés, la fonction alcyne vraie
surlepyr ne est obtenue apr s d®protection en

toluéne au reflux>® (Schémadl -10)

%
@
W

HO.

NaOH, Tol ‘O NaOH, Tol

‘O < al oluene + \\ ‘O al oluene - \
O - >0 O ot 90

16 14 15 17

Schéma I+ 10. Synthése des composés 16 et 17.

On obtient ainsi les dérivéks et 17 sous forme de poudsdrunes et qui pourront étre
utilisés pour les réactions suivantes de couplage. Encore une fois, les comgiesést «
«trans» sont caractérisés par RMN du proton grace aux signaux caraqté@sstibtenus

db a la symétrie des composés. De plus, la déprotection est confirmée également, par

1
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RMN du protonen observant la disparition des signaux des groupes méthylesli8l
ppm et | 6appar it B.@nppndadreespoadtia g n gplr ot on de | 6

(Déplacements chimiques correspondant au comptra@se 16).*>°

b) Dérivés menant a lgtravalence dipyrene:

Comme pour les dérivés divalents, teéthyl-3-butyn2-ol est utilisé en tant que
groupement protecteur. Dans les mémes conditions de réaction en présence du 1,3,6,8
tétrabromopyréne, on obtient le compas&lésiré (Schémt -11). Dans le cas du pyrene
tétrasubstitué, la RMN du proton est encore une fois simplifiée par la symétrie du produi
obtenu, ce qui enttae la présence seulement de deux signaux dans la plage des
aromatiqgues sous |l a forme de singul et doi
tétrasubstitution des dérivés du pyréne pendant la réaction a été suivie tout ou long des

synthéses par RMN du proton.

K
FZ

.
BT pdcCI,(PPh,), Cul, PPh,
(iPr),NEt, THF
60 °C, 16h
9 93%

Schéma I+ 11. Synthése du composé 18.

La déprotection du compod®, 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 | a f or me ddune poudr e n
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caractérisable. Différentes conditions de températures et de concentrations ont été testées
afinddam®l| i orer |l es rendements et | a purific
obtenue. Il est a noter que lors des tentatives de couplage des dérivés glycosylés sur cette
poudre noire, |l es compos ®s d®sir®&Enendont
(TMSA) a alors ®t® utilis® en tant que fon
sur le 1,368 ®t r abromopyr ne sbest effectu®e da

litératuré®*etaper mis doéobteni 19 | avecodbiekcaktends

sous | a forme doéune poudre déadget ¢ faf edc®tj
aisément en présence ded; dans | e m®t hanol et a per mi
1,3,6,8tétreacétlylene (200 d®si r ® quantitativement, sous

(Schémdl -12).*®

Br

‘Q = SiMe, MeSi

B -

r Br -
PACl,(PPh,), Cul, PPh,

Triethylamine, Toluene

80 °C, 16h
88%

K,CO; MeOH [ ‘O

Quant. | |

Y
(9
0,

7

Br

Schéma I+ 12. Synthése des composés 19 et 20.

2-4. Synthese des glycoclusters:

Une fois | es pr®curseurs en mai n, ciurs p:
réaliser les réactions de couplage pour obtenir les glycoclusters correspondants. Comme
décrit en début de chapitre, deux classes deio@éacbnt 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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synthése des glycoclusteria le couplage de @ogashira. Cellei peut étre réalisée a
partir des ciurs polyhal og®n®s r ®agi ssant
position anomérique (composget4) ou bien ° partir des ciur

4-iodophényl-2,3,4,6tétra-O-acétyl-a-D-mannopyranoside).

2-3-1. Réactions de Sonogashira a partir des a-D-mannosides
ethynyliques :

a) A partir de la-D-mannosidgropargylé

Dans un premier temps, le compda été soumis a la réaction de Sonogashira sur le
mélange «is/trans» des dérivés diiodo et dibromopyren0( 11, 12, 1B dans les

conditions décrites précédemment pour le couplage du triméthylsylilacétylene. Comme
dans le cas des dérivié4 et 15, des tentatives de séparation des deux isomeres glycosylés

ont été réalisée . Di ff®rentes techniqgues de purific
pas permis de s®parer |l es i som res. Pl usi e
sur gel de silice ont été testés, ainsi que plusieurs solvants de recristallisation mais le
mélange «is/trans» (2221) n & a p u Sthémde-13p Beg analy@es HPLC ont

permis de caractériser ce mélange et de confirmer les ratios obtenus par RMN du proton.
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AcO OAc

OAc Phc
Ne) AcOAcO OAc
X % AcO Oho AcQ
.. (o) b
O Ai\%?)&h‘ o ‘OOAC A4 O0Ac
(@)
+
N

/
0. z
‘O PdCI,(PPhy),, Cul, PPh; @‘ X

diisopropylamine, THF

X (0] N
60 °C, 16h 21

X X=1,56% AcO
X=1o0u Br X=Br, 58% OAc

Schéma I+ 13. Synthése des composés 21 et 22.

La purification par colonne chromatographi
fractions en «is» et d 6 a uttamse. £ependant,cméme aprés plusieurs colonnes
chromatographiques, i ler tataferaentpea deux@sbn®@rep Des s i b |
analyses de différentes fractions par HPLC'HtRMN ont été réalisées et elles ont

confirm®es | 6enrichisserfeOnt des fractions
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Figure Il - 9. : Comparaison des spectres RMNH et HPLC des composés 21 et 22. HPLQColonne:

Chromatorex C18HE 1065 (25 cm);Phase mobile: MeCN/HO-80/20)

La synthése des glycoclusters divalents obtenus pas réaction de Sonogashira sur un
mélange <«is/trans» de déparhous permettait de nous affranchir des nombreuses étapes

de recristallisation fractionnées pour séparer les isomeres du dibromopyréene. Cependant,

| a s®paration né®tant pas r®alisable apr s
synthese des glyconojugués a partir des dérivescig8» et «trans» purs du
dibromopyrene correspondant. Les réactions de Sonogashira ont été réapsésdu
1,6-dibromopyrene pur. Pour cela, plusieurs conditions ont été testées afin de déterminer

les conditions dedvants et de catalyseurs optimums pour obtenir le produit désiré.

Ainsi, les couplages ont été réalisés en présence dg(PBG). et Cul, dans un mélange
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diisopropylamine/THF et le dériv&l « trans» a été obtenu aprés purification sur gel de

silice avec un rendement d&%. (Schémdl -14)

AcOAcO
AcO

AcO o,gc
A%%&A
Z
(e} z
/>
PdCI,(PPhg), Cul, PPh;
diisopropylamine, THF

60 °C, 16h
73% 21 O,

Schéma I+ 14. Synthése du composé 21.

De la méme facon, des couplages ont été effectués sur le tédr&lBomopyrenedj. Le
glycocluster43 obtenua partir du sucre8 n & pu étreq Ls6lé dans des rendements
faiblesMal gr ® pl usi eurs tentatives detconpeseé mi s at

d®sir® nda pu ° t(Scremddid enu de nouveau.

AcO OAc
AcOACQ OAc

OAc o

O OAc

Br:
B :
O‘ ' PdCl;(PPh3), Cul, PPhy

diisopropylamine, THF
60 °C, 16h

20% AcO. ,O 0 AcO

OAc
AcO 43

AcO
AcO

Schéma I+ 15. Schéma de synthése du composé 43
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b) A partir de la-D-mannosidéutynyl:

Les couplages de Sonogashira r ®al ia®®s
mannoside butynyl3) ont conduit aux glycocluster83 et 24 avec des rendements

respectifs d88% et de66%. (Schémadl -16)

AcO<AcO
AcO 2
Br (}-\CO

S
PdCIy(PPh;), Cul, PPhg N I
diisopropylamine, THF O, (6]

60 °C, 16h 23 Ohc
»
AcO -/gc 88% OAc—~0Ac

)
&
&,
W
/

Br T\
Br

-
¥

PdCIy(PPhj3), Cul, PPhg
diisopropylamine, THF
60 °C, 16h O,

66% OAc

Schéma I+ 16. Synthése des composés 23 et 24.

De la méme facon, le dérivé tétrasubstiRe a été obtenu sans difficulté avec les
conditions de couplage de Sonogashira développées pour les analogues di28lents (

24). (Schémadl -17)
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AcOLlcO
AcO

Br
BrBr
AcO OAc
AcO -0, Br 9
9—\00
o\/\\\ PdCIz(PPh3)2’ Cul, PPh;

diisopropylamine, THF
3 60 °C, 16h

48%

OAc
OACOAC

Schéma I+ 17. Synthése du composé 25

2-3-2. Réaction de Sonogashira a partir des dérivés
ethynyliques du pyréene :
Des glycoclusters prot®g®s ont ®t ® obtenus
dérivé a-D-mannoside 4), comportant un grouppara-iodé du phénol, et les dérivés
éthynyliques du pyrenel6 et 17). Les composés glycosylésvdlents (trans» 26 et
«cis» 27) ont été produits avec des rendements respectif§Oée et de 55%. Les
composés glycosylés ont donc réagi dans des conditions de réaction similaires a celles

utilisées precédemment (Schémhzl8).
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AcO__ OAc
-O
A%%@Q'

SESs

PdCI,(PPh;), Cul, PPhy
diisopropylamine, THF

60 °C, 16h
60%

.
f

Y

00

| | 17
PdCI,(PPhs), Cul, PPh3
diisopropylamine, THF
60 °C, 16h
55%

Schéma I 18. Synthése des composés 26 et 27

Svynthése des glycoclusters

W,
/
¢ )
O
V4

27

Le composé8 a été obtenu a partir du compd@avec un rendement di% aprés

purification. (Schémd -19)

PdCI,(PPh;), Cul, PPh;
diisopropylamine, THF

2 60 °C, 16h
43%

Schéma I+ 19. Synthése du composé 28
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2-3-3. R®action de Achimie clicko Cu
a) CuAAc, «CuCatalyzed azidalkyne 1,2dipolar cycloaddition»:
Généralités
La seconde strat®gie de synth se upiseda | 6 ®I
réaction dite de ghimie click». Le terme «himie click» a été introduit en 2001 par
Sharplest? pour d®signer | es r®actions faciles

i nsensi bl es 7 | Gaotxégwligableselan®des conditiofsedauces.e t ®t

Cette seconde strat®gie de synth se pour |
des dérivés 1,2;8iazoles 1,4disubstitués. Les propriétés physicochimiques de cet
hétérocycle en font une cible deotk pour son utilisation dans le développement de
nouveaux pharmacophores et pour le développement de nouveaux médic¢ahtemts.
effet, les triazoles possedent unebdi® chimique élevée vigvis des réactions
dooxydation et de r®duction. De plus, ils
pH physiologique confirmant | eur utilisa
at ome dobéazot ele gbrnetda farn@atio® de@aisons fiydrogenes et pourrait
étre utilisé pour améliorer les interactions supramoléculaires avec les cibles biologiques
via des liaisons hydrogéré® Toutes ces propriétés font des triazoles des composés de
choix pour leur développement en chimie thérapeutique. Leurs propriétés biologiques ont
déja été evaluées et ces composes ont démontré des comportements intéressasts vis

de certaies bactéries Gram Négatives ainsi que contre le VIH.

Une des m®t hodes de choix pour l a synth s

cycloaddition 1,adipolaire de Huisgen, une des premieres réactionsotémie click».
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Cependant, cette réactiondant intervenir un alcyne terminal avec une fonction azoture
poss de une barri re dbéactivation tr s ®I €
rendements méme a haute température. De plus, ce type de réactitre emtranélange

de régioisoméresedtriazole 1,4 et 1,5 disubstitu®8En 2002, Meldakt al**® ainsi que

1® ont décrit de facon indépendante la réaction de cycloaddition de

Sharplesset a
Huisgen catalysée au cuivre (CuAAc, Cu-Catalyzed azidalkyne 1,3dipolar
cycloadditone) , per mettant | 6obtent i ondisdbdtiugd. s e ul
Cette r®action fait intervenir | e Cu(l) en
r ®gi osp®cifique | e d®i v® 1,4 disubstitu®
10" par rapport & la version de cyclisation thermifUeEn plus de ses prdgtés de
pharmacophore potentiel, cette réaction nous a attirés pour sa régioselectivité et son
efficacité. En effet, la synthese de glycodendriméeres et de glycoclusters multivalents
nécessite des réactions a haut rendemeunt assurer une purificationys aisée. Les
composeés finaux obtenus seront étudiés lors des tests biolgglgque obtention de

maniere régiosélective et reproductible est donc nécessaiférentes meéthodes de

cyclisation 1,2dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre ont été étsigitdecrites dans

la |Iitt®ratur e. Une des m®t hodes principal
en tant gue <catalyseur. Cette r®act-ion nd
l uti dine, triethyl amineé)peueantraeesrt IsCemxsy dd tei

Cu(l) en Cu(ll). Ce dernier devient alors inactif dans le cycle catalytique. Afin de
sdaffranchir des probl mes -prddaits xtypeal Glaserp n et
Fokinet al™® ont introduit | o6ascorbate de sodi ul

combinaison avec un sel de cuivre tel que C4EBHO est devenue une des méthodes de
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choix pour la réaction de ¢himie click» (Figurell -10). Le sel de Cu(l) étant généré

situpar | daci & ascorbique.
CuS0,45H,0 2
Ascorbate de Sodium NEAN '
R—= + Nj- > N-R
H,O, THF R4 5

Figure Il - 10. Représentationschématique de la réaction de ghimie click »
b) Synt h se des gl ya-Dmadnnoscazielthane:™ partir

Les réactions de chimieckick » sur des dérivés éthynyliques divalents ou tétravalents du
pyr ne ont ®t® effectu®es. Les conditions
des conditionsle la Figurdl -10. Les meilleurs résultats des couplagest présentésur

les Schéma 11-20 et I1-21, avec des rendements acceptables pour les composés
disubstitué9 (64%) et30 (61%) et un rendement modeste pour le dérivé tétrasubstitué

31 (43%).
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AcO
AcO
AGO. OAc

e T

N ,
CuS0,.5H,0, Asc.Sod O‘ | N,N\/\
DMF/H,0 (o}
AcO_ OAc 50°C, 24h ™ Oé?xc
-O o
OAc
A‘i\%& 64% ‘O . OAc
6 O\/\N3 O‘ \ N'N
I —
/IIN o 30
N—N
Ll o S o.

AG OAc
CuS0,.5H,0, Asc.Sod o) C OAc
O OAc
DMF/H,0 AcO
50°C, 24h AcT
61% gc

Schéma I+ 20: Synthése des composés 29, 30

AcO
OA
OAc
AcQO
AcO —OAC
AcO, _%AC o0
" (
oS
N X
AcO OAc O‘ =
¥e)
A0 l -
O\/\
6 Ns  cuso,.5H,0, Asc.Sod N0
DMF/H,0 OAc
) A
50°C, 24h OOA OAO ¢
C (o
43% S
o
0
AcO

o

Schéma I+ 21. Synthése du composé 31.
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Afin doam®liorer |l a solubilit® en milieux
les utiliser dansles tests biologiques, un dérivé possédant uriaelngydrophile de type
diéthyleneglycol a été développ82). Cependantles rendements sont faibles et les

conditions sont a optimiser. (Schéma2?2)

go
d

s

N X
AcO_ OAc 2
1) N AcO OAc
A5 2 N | ‘O

C » N \N.‘N OAc

Oty O J

© CuS0,.5H,0, Asc.Sod N0~ Ldonc

8
DMF/H,0
50°C, 24h

18% 32

Schéma I+ 22. Synthése du composé 32

2-3-3. Réaction de déprotection :

Les glycoconjugués sont obtenus sous leur forme active (OH libre) aprés déprotection des
fonctions hydroxyl es. Cette r®actpléobe sboeff
compos® ac®tyl ® est d®prot®g® en pr ®sence
réaction complétée, le pH de la solution est ajustée a pH=7 par ajout de résine Amberlite
acide H. Le solvant est évaporé sous pression réduite pour obtenodaipfinal désiré

sous la forme de poudre jaune. La déprotection compléte des fonctions acétates est
confirm®e par spectroscopie |R. A | 6ai de ¢
disparition de la bande caractéristique des vibrations C=0 & 1740eadm | dappar i t
ddune bande | ar ge c'eorespo®dant aud forctions hytixyl@s0 0 0 ¢
De méme, les dérivés monovalents utilisés dans les tests biologiques ont également été
déprotéges dans les mémes conditidnsl( M-2). (Schémadl -23)
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HO_  OH

O\/\N’N\\
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\/\\\
M-1 M-2

HOHO
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‘O l l A
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36 OH
OH
o
‘O OH o
Sep s
I {
37 On
-
O i
o}
O\
HO
OH
OH ™o
HO
HO OH
HO,
~0
02
N
Ny N,
O W
’
N\/\o
39 oH
OH
-
OH ™~oH
N\
| N
’
N\j
Z N o]
1
N—N
40 -
© OH
o J HO OH
HO—2 OH d
HO
HG OH

Schéma I+ 23. Glycoclusters déprotégés
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2.4. Conclusion du chapitre

Nous avons présentéa synthése rapide de nouvelles familles de glycoclusters
fluorescents ° cliur pyr ne, divalents et
réside dans la dualité ligand/biocapteur. En effet, la présence de plusieurs unités
mannosi des sarascent, permetl une utilifation de ces composés en tant
qgudoinhibiteur doéoadh®si on, mai s ®gal ement e

fluorescent, sera utilisé pour la détection des interactions ligand/lectine.

La synth se sbéewutn crigianipsye nautpoury faddcti o
plateforme centrale autour de laquelle trois types de familles de glycoclusters ont pu étre
construitesvia des espaceurs de type phényle, alcynyle et triazole. Ces familles ont été
obtenues, aprés optimigat des conditions, a partir de deux types de réactions catalysées

par des métaux (couplage de Sonogashira et chirmlEke) relativement faciles a
mettre en Tuvre. De s r @a-mdannopyrasosedrt pegniisyaa o s i d
pr ®al ablieg, udhd@o t®a n a-pD-mMannosk Possédaft sles dhainek variees

en position anomérique. Cette diversité structurale permet de moduler les propriétés
optiques et bi ol ogiques des gl yceactilitdst er s,
envers diveses lectines. Ces synthéses rapides pourraient étre appliquées a plusieurs
types doéohydrates de carbone (fucose, gal ac
cibles des études biologiques. Toutes les structures des glycoclusters ont été camctérisé

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 Il |

3.1. Introduction

Ce chapitre sera consacrélaa présentation des résultats obtenus lord d@®v al uat i o
biologique des composéynthétisé au cours dee travail.Le but de ces investigations

est de déteni ner |l a capacit ® & iatéragim avecl desslectipdsy ¢ o c |
d idtérét par des mécanismes de reconnaissance hydrate de carbone/ptaeiérides
permettrontde détermined 6 a c t il Widité @es ditférents ligands développés

inhiber etagrégerles lectines De plus des étudegsar spectroscopie de fluorescence,
contibueronta la miseen évidencelel 6 ut i poterstialléde cesmglycoclusteen tant

gue sondegbiologiques. Dans ce contexte, les glycoclustent été etudigen présence de

la lectine ConA en tant que modépeiisenversdeux autes lectines bactériennes (B2l

et LecB), impliguées dans certaines infectionstamment lamucoviscidoseDans un

premier tempspn rappellera le principe de différentes méthodes biophysiques utilisées au

cours de nos analysdssrésultats seront ensuite présentés et discutes.

3.2. Difféerentes technigue s d 6 ®t u gdoairs les interactions

lectine -sucre

Des analyses physiathimiques spectroscopiques ou biophysiquest été realiséesur
les glycoclusters afid 6 o b s @dercarastérisegt de mieux comprendre la formation de
réseaux ou agregaemntre les glycoclusterst les lectines multivalenteDe plus, les
analyses de spectroscopie de fluorescence vont nous perdeefireuver le principe de
biocapteur Des tests lmlogiques ont été menés en parallétepermettent ddéterminer

des param tres t h eidité del non Agemidsg eneess lee tectindsd a
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(Isothermal Titration Calametry (ITC), Surface Plasmon ResonancéPR),

Hemaglutination Inhibition AssayHIA)).

3-2-1. Diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Light
Scattering ; DLS) :

Les méthodes de diffusion de la lumiére sont largement utilisées pour la caractédisation

divers systemes tels que les cristdux qui de s, |l es partsedesal es e
biomacromolécules (virusprotéines etc), la dispersion des microorganismes et les

di spersions <coll opdal es. Ces techniques p
taille des particule®t objetsétudiées ainsi que sur les interactions emmdécules ou

encore leur polydispersit&?

a) Principe de la diffusion de la lumiére
Lorsque lalumiére interagit avec lamatiere divers processus physiqupsuvent avoir
lieu. Par exemple d matiere peutbsorbeta lumiere incident@ntrainant ainsi le passage
dans son état excité (qui se relaxera par des processus samliation radiats). Le
rayonnement lumineux incident petdalemeninduire une polarisation de la matiere, les
charges oscillantegont diffuser de la lumiére das pl usi eur s pate,laect i o1
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 Ill - 1. Repr®sentati on sch®nsibnidglaleaméed un mont age

L6i nt ens i epRsedte l& duantt®moyehrand le temps du nombre de photons

®mi s par | a macromol ®cul e. El'l e sO0®crit
| _p2a251+cos"2qg
- 4
/ c 2 =
Avec | , |l a |l ongueur déomde®adyg!l e ayp ombiderd etdecied & mty |

rayon diffusé. Elle varie avec le carré de la polarisabilité de la particule, et donc avec la
sixieme puissance de son diametre, ce qui en fait une technique trés sensible a la présence

d &grégats

Si la particule est petite devantlaloegur do6onde de [(Rx10nmmyte r e i

lumiere sera diffusée également dans toutes les dire€tidhssion isotrope)Dans le cas

ou la particule étudiée est grande devadtlongueur dbéonde incident
lumiere diffusée est g¢endant e de | 6angle de diffusio
l umi re mesure | 6intensit® de |l a |l umi re d
qgui per met doobtenir une masse mol aire mo
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rayon degiration Dans le cadre de nos études, les particules étudiées sont petitas deva
|l a | ongueur d oéus naisntéresseconsibre pluseparticNierement a la
diffusion dynamique de la lumiérqui mesure les fluctuations de la diffusion de la

lumiere.

b) La diffusion dynamique de la lumiére
La diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Light ScatterenganglaisDLS) est
une méthode de diffusion de la lumiére qui permet de déterminer la taille des particules
présents dans un fluideDans un liquide, les particules sont soumises au mouvement
Brownien, elles subissent des mouvements de rotation, translations, vibrations aléatoire
aut our doune Les moueementBroveniens degpéndent des paramétres du
milieu dans lequel seduve la particuletelgue | a temp®rature, | 61 ni
viscosité.La particule bouggnt constamment dans le temps, la lumiere diffusée de cette
particule va elle aussi fluctuen fonction dutemps.La technique deDLS permet de
mesurer & s fluctuati ons de l i ntensit® diff usc
déterminela vitesse a laquelle la particule bouge dans le milieapetitesparticulesse
déplacanplus rapidement que les grosselesvont entréner une fluctuation plus rage

del 6 i n tdediffasion g®e les particulel tailles plus éleveée@-igurelll -2)
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intensite intensite
A grandes particules 4 petites particules
AT ﬂ\f " " Moot
e AN TR AL
\ y 1-.___:'} \i IRVARY, \ ..,»_kﬁlt_,t[z‘g,‘m\ﬁﬁrv «ﬂ.H, L'*rf "*#J Ao
temps temps
Figure Il - 2. Représentation des fluctuations des particules en fonction du temgReproduit de

documents Wyatt technology)

En pratique, on mesure avec aarrélateurl a f onct i éation dsécee® &ug c o r r

fluctuations doéintensit® diffus®e au cour s

. I+o =
=
=
=
= R
5 )
= = ] e mmmm-- - A
)
-]
0 T 2
0 2 4

Delay time T (msec)

Figure 11l - 3. Repr®sentation des fluctuati oetdelafactibn6i nt ens

ddaut oc o(Rep®dud de daxuments Wyatt technology)

Léintensit® dueawdlgmémé enearspoint pastioupea & @ tentpet

untempsa plustardLa f oncti on doéautocorr ® anduwon mat
signal avec le temps. Si les particules sont grandes, le signal change lentement et la

corrélation persiste longtemps. Dans le cas contraire ou les particniepetites et

bougent rapidement, la corrélation est réduite plus rapideiregurelll -4)
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coefficlent de coefficient de
corrélation corrélation
Grosses particules ] Petites particules
temps temps
Figure Il - 4. Repr®sentation graphiqgue de | a fonction doc:
particules.

La vitesse a laquelle les particules venbir le mouvement browniesst définie par le
coefficient de difusiontrandationnel: D. Pour les particules monodispersées (une seule
popul ati on) en suspensi on, &critacomrheo mret i on

monoexponentielle
G(f) = Aexp(-2D.g?t) + B

OuAest | a const Bletoeffictr deldiffusipipracnt/s)j B Igligne de
base théoriquement égale aAlpartir du coefficient de diffusion, la taille de lanticule

peut °tr e apés taelationderS®leEidstein:

~

QO Y
¢ £V

]

Avec k la constantede Bolzmann,T la températureh la viscosité du solvant, &, le

rayon hydrodynamique de la particule diffusante.

Le rayon hydrodynamique correspond ~ | a t a
facon que la particuledans le liquide, c'esi-dire avec la méme vitesse et le méme
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coefficient de diffusionDans | e cas doune solution polyd
popul ati ons de tailles di ff®r entes), | a
d 6 e x pon e n tlairésobldtien st compleixe car elle représente un probleme sans
solution unique.Cet t e m®t hode vV a u Echdntillchreagepouwr n e m®
décomposee n val eurs propres |l a fonction dbaut c
limité et déterminerle codficient de diffusion (donc le rayon hydrodynamique, Rh) de

chacune des espéecessatution

c) Analyse du signal
La DLS mesurant | 6intensit® de leldagrammemi r e
obt enu va intengité @atieende diffusiohnéfonction des tailles calculées.
Cependantl 6anal yse des r®sultats n®cessite do°
effet, | iftensité de lumiéreifflusée étanproportionnelle ud facteur § ala taille de la
particule, une particule de tailleysl élevée va diffesp | u sune pautibule plus petite.
La distribution en epréséentative detla®propoétiensde chdgoen ¢ p
especale particuleprésenteen s ol uti on. Prenons | desxempl e
en quantité égale dara solution. Une particule ayant &y centré autour de 5nm, la
seconde urR, centré autour de 50nm. La distribution stagisé en nombre devrait
donner ungraphique représentant 50% des particules autour de 5nm et 50% autour de
50nm. Dans | e cas ou | 6on ®tudie |l a distri
diffusée,l a di stri bution centr ®e autour du ray
1000 000, que la particule de 5nm. De la méme facon, le volume occupé par une sphére
est égal & 4f%d/2)%; ce qui signifie que la distribution des deux pics va étre obtenue avec

un ratio 1:1000.
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Figure Il - 5. Représentationdes distributions de la lumiére dispersée en nombre, volume et intensité.

Les études de DLS ont étéaliséessur unDynapro Nano StafWyatt technology. La

|l ongueur déoonde du | aser i nci dent90°. ®e¢ ant d
logiciel four n i per met doobt e Rides partitcides ehifandtionidonut i or
pourcentage relatif en masse ou bien du p
mesure | a fonct iacdée andlyséeuet lescspactre® bnh été soece
pourcentag de masse, ce qui nous semblait plus représentatif de la distribution des

populations.

3-2-2. Spectroscopie de fluorescence :

Parmi lesdifférentes techniques utilisées pour la détection des capteurs chimiques et
biologiques, la spectroscopie tleminescences s une ded plus utilisées du fait de ses
nombreux avantage€n effet, cette technique est tres sensilde qui permet une

détection a de faibles concentratipns f aci | e ~ mettre en T uvr
moduler les ppriétés optique des chromophores ainsi que les parametres de détection

pour | 6optimisation du capteur.
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a) Origine de la luminescence

Une molécule absorbant un photon, passe de son état fondamental & son étdteexcité.
retour ° | 6®t at fondaéament ak opes sadsetaectitie at u
émission de fluorescenc® 6 a 8 pracessus deelaxatiors, non radiatifs (vibrations,
conversion interneseée), Il nteractions avec

ddéexci m r e otansfertdde®rcea rpd ieex,eénjrer gnecompe&tition avec

(@)

| 6®mi ssi on dFgurdlll-@.or escence.

Emissionde
Phosphorescence fluorescence _
Conversion
T I Interne
Passage /
Inter-systém Transfert de chargt

/ intramoléculaire

Molécule f
—_ " Transfert

l ™~

Formation
d éxciméreéxciplex

Transfert

Figure Ill - 6. Processus de désexcitations possibles pour une molécule egcii@produit de la ref’?)

b) Caractéristiques de la fluorescence

Le diagramme de JablongRerrin, permet deisualiser facilement les processus observés

apr s | 6absorption dGg@igurelllphlaaon par une mol
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B - IC
SZ A“v R
S
S
3 T,
)
$
4 S
IC 4‘“ > ISC
S e y § . AN ISC
D,
(111 3
| ABSORPTION | FLUORESCENCE | (PHOSPHORESCENCE |
S A v g
H v Y S
5 ¢ y ¢S

Déplacement de Stokes
Dn= Nabs Nem

1,2 4 ~112

I max;abs l max;em

Densité Optique Normalisée
Intensité Normalisée (u.a.)

0,0

T T T 0,0
300 400 | (nm) 500 600

ABSORPTION (FLUORESCENCE |

Figure Ill - 7. Diagramme de JablonskiPerrin. Re pr ®s ent ati on de spectres doal

et du déplacement de Stokes

LO®mi ssi on qurelaxaa c 0 0 mexcileB, 800 @t at fHodament a

a-dire entre deux états singulest appelée fluorescence.
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Le spectre do®mi ssion doéoun fluorophore re
fonction de |.aldliongumesurt ®daendd uorescence
pour des faibles concentrationd la quantité de photons absorbgar la molécule
(absor banca 3a,capaité naniettregeu l& lumiere (caractérisée par son
rendement quantiqueivers parameétres peuvent caractériser une molécule fluorescente,

tels que les rendements quantigukes temps de dervie de luminescence ou encore les
largeursd e b an de anidt@aueurs Bansolercadre de notre étude, les molécules
seront caract ®ri s®es par sldwmde padterxe i daé

do®mi ssion) et | eur d®pl acement de Stokes.

c) Déplacement de Stokes
Le déplacement de Stokes représente la éiffée entre le maximum de la bande

d

(@}

absorption et | e maXHgunallm7, bag. |l esaeximénede d o6 ®
nombre déonde et dindicatiens gurla différenpeade polaréénentre d e s

| 6 ®t at f ondamentDars €etcadtd O®t alte dxXwitti® i sati
fluorescente en tant que capteur chimique
déplacement de Stokes. En effet, plus une molécule poasédéplacement de Stokes

élevé plus sa détection sera facile, notaemh a des concentrations élevéas les

problémes de réabsorptiseront affranchié®

3-2-3. Test doi nhi bition de
(Hemaglutination Inhibition Assay (HIA)) :

Cette ®tude est b asgguenatonet doric deold méeipitonades on de

érythrocytesen présence de lectinede(virus oude bactéries). En effet, la surface des
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érythrocytesest tapissed e r ®si dus mannosi di gpaeexemplegpabl e
des bactéries présentant des réceptdarsnannosidesCe t e st abgutn®ons ur | ¢
(précipitation) des érythrocytespar deslectinesentrdne | a f or mat i on d ¢
g®l atineuse au fond du uphes lectinesdsolablesapouyante |, Vi
interagir avec les résidus mannosidiques égshrocytespeuvent donagglutinerces
derniers.Cependnt, cette agglutinationnduite par la lectinepeut étre inhibée par la

présence de ligands multivalents solubles présentant des hydrates de eadessiles

en périphérieCe test mesure la concentration minimale a laquellei eu | 6i nhi bi t
| agglutination(Minimal Inhibition ConcentrationMIC). Il estf aci | e ©~ mettr e
et permet de réaliser unbalayage>» r api de des compos®s et d ¢

relative des glycoclusters.

3-2-4. Titrage isotherme  calorimétrique  (Ilsothermal
Calorimetry, ITC) **°

lorsde | 6interaction dbéun |l igand (L) avec un

([L/R]) se forme suivant un équilibre dynamique

Ka
€C + @~ > Qo
L R

o [L/R]

Léaffinit® doumcepteurgamdct anv er KhY) 8 acdbdresshat i on

capacit® - d®pl acer | 6®qui |l i breeégipaardes | a f
parametres therntlynamiquesEn effet,des échanges de aleuro n t l i eu entre
I ni ti al ede la Iréacion,aunh sydstéme ayhnt tendance a se déplasedeser
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énergies plus faibles | 6 ® gDubiulni bproei nt de v ucette tohseamteno d y n ¢

est fonction de | @O&NEnthgpieee Gibby) r e doi nt er act
ya Yo "Wy

L énergielibre de Gibbs est donc la composante du gain et de la pentdtanée

d énthalpie(DH) e t entlopie (TDS) provenant des différenvénementsjui ont lieu

lors de la reconnaissance lectine/suc@es parametres thermodynamiques sont donc

importants dans la compréhension des interactions lectine/sugoeirda détermination

de constant Padimasseci ateictim.i g u esucrelppo@ineu des d

la microcalorimétrie par titge i sot her me (1'TC) per maet ddédob

parametres thermodynamiqueasé | TC mesur e | a sc hchd elud a j®x hta I

ligand & unrécepteur en fonction de la concentration en ligand ajout@es ajouts

successifsdl u n | i gréceptbuont liew dans une enceinte adiabatique. La quantité

de chaleur absorbée ou dégagée a chaque ajout est alors @radéaction de la

concentration en ligand&ln profil isotherme est obtenu qui sera intégré pour obtenir la

cour be d@afvarniiat€i.on doéent hal[PH),éa canstante our s

doaf tKhetilas ®1 ¢ h i dera®édaction€nnombrede sites liés par monomeére de

|l ecti ne pr ®s e)sovnedirattanmest ddtebnaemd.c el e et r opi e de

seracalculée apartid e | 6 ®lg Gilbbs i o n

Cette m®t hode est | a seule qui per met dbéob
Ell e per matcon dtaxzrt e, dudGea disbociatioltp. &lle Kermet aussi
déexprimer | es param tres thermodynamiqgues
param tres sont i mportants pour | ationc o mpr ®
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architecturale des | igands. De pl us, cette
des ligands libres en solution et non immobilisés sur une surface. En revanche, les
données obtenues sont la somme de toysrteessusjui ont lieu lors de laancontre du

ligand avec le récepteul.e s mesures font simplement ®tat

initiaux et ceux finaux.

3-2-4. Résonance plasmonique de surface (Surface
Plasmon Resonance, SPR)

La spectroscopie degsonance plasmonique de surfagarfacePlasmonResonnancen

anglais SPR e s t une technigue qui per met do®t udi
molécules oulesassemblages moléculaires en temps €. est souventtilisée pour

déterminet 6 af fi ni t ® d o6 un emeghiobhgiques tele que les@tt@etd e sy s
est particulieremenut i | i s ®e atanbk 6d @Rt imeaastonsstractures
activitésentre unligand et sonrécepteur Cette technique est basée sur un phénomene
sensible aux changementssgwoprié®s o pt i gnedusmiprddame doédune s

métallique.

De facon simplifiéeun ligand est immobilisé sur une surface métallique (la plupart du
temps de | 6or o u d eéceptdumamglémentajre esamenéadd s qu e
surface par un flux comtu dansune solution tampariJne lumiere incidente envoyée sur

un prisme, crée une onde évanescente qui va pénétrer dans la cellule opposée au prisme
(Figurelll -8, A). Cette onde va interagir avec le champ magnéfiglasmon de surface)

créé par les électrons de la surface métalligLeerésorance entre les ondes a lieu a un

angle sp®cifique doincidence appel ® angl e
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réfléchie atteint un minimumL 6 angl e SPR est sensi blae ~ [
couche proche de la surface métalligde. n s i , | orsque | 6anal yte
surface, une modi ficati on @ant une vamaton dee de
| 6angllLee sSAPo.di fi cati ons deenregitiéest factondlie r ®f 1
temps(Figurelll -8, B). Léanal yse des donn®es per met d
guantit® idRbeanallyat esurface, | es constantes ¢
A B0y s 4TE D)

Ow@wWRo
A i qo i

Polarized Reflected
light Prism light
£ =
/ \\\ < V. //
T L

\ /¢~ Optical
ight ) & 4 }
\ letection /
\fme <Uy 4
) Sensorgram '—i

Resonance signal (kRU)

Intensity

Angle ) ' Time

Nature Reviews | Drug Discovery

Nature Reviews | Drug Discovery

Figure 1ll - 8. Sckéma du montagede la techniqgue SPR (A), et sensogramme SPR représentant les

®t apes doassoc.i@tion/dissociation

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 CINaMoutes &s analyses ITC, SPR et HIA ont été réalises
t r a v ane sollabdodation avec le laboratoi@ERMAV de Grenoble (Francedans

| 6 ®qui pe du [Pparle DrAAymeeic Auditdye r t y
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Dans un premier temps, leg/gbclusters synthétisés ont été étudiés par DLS en présence

de la lectine ConA, protéine modéemmerciale (de Sigmaldrich), a f i étudier ées
interactions entre le glycocluster et la lectine, et montrer la formatioésgauxauto

assemblés Des analses similaires ont ensuite été réalisées gpectroscopie de
fluorescencedans le butdg r ouver | péssitilei de tes maléicuben tant que

biocapteur de lectines ou bactériess glycoclusters ont éblubilisés dans une solution

tampon HEPES (pH=7.5). La composition du tampon HEPESes méthodes de
solubilisation des composési n s i gue | es proc®d®s dobaj ou

mesures sont décsitlans la partie expérimentale.

3-3-1. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) :
La technique DS a été utilisée dans un premi@mps pour mettre en évidence les
interactiors entre les lectines teles glycoclusters synthétisés. Ces interactigns
manifesta t par | a f or ma tassemblagg@sbbiologigaes,smpliqgaaetdes a ut C
ligands multialents glycosyléSCommedécrit précédemmentg DLS permetd 6 o bser ver
la présencele populations en solution, monodisperses ou polydispartisds, déterminer
leur rayonhydrodynamiqueNotre théorie est basée sarfdit que laprotéinepossédein
rayon hydrodynamiquecaractéristique identifié comme référence par analogie aux
données structurales de la littératurersd e | 6 anjligandayantl uine avidité pour la
lecting des assemblage macromoléculaire se format de fagon cinétique avec des
rayors hydrodynamiquedglifférents. La population correspondant a la lectine libre,
dispardt doncl or squdel |l e est tot al eimefglycacluseenLgsa g ®e d
premiéres analyses ont été réalisées sur différents glycoclusters en présencetide la lec
modele ConA.
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La ConA a été solubilisée dans une solution tantpBRES(pH= 7.5). Les mesures ont
ete effectuées a une concentration de ConA de 0.5 mg/mL. A cette concentration, la
ConA t®tram®rique pr ®sent e un r a yagon hydr

hydrodynamique R= 3.8nm.

Dans un premietemps,une concentration minimale a laquelle la ConA est totalement
consomm®e est d®t er mi n®e par ajouts succe
solution de ConALesspectreslie DLSont été mesurég différents intervalles deemps

afin dedétermineune i nfl uence ci n®tagréggate Ldé nt ar po ®tr
des r®sultat®tede Oas®a ¢ uatoo himsioquesudld aut o cC ¢

distribution en pourcentage de masse des espéces en solution.

a) Série des ligandaslcynesa-p-mannosylés

Ligand alcynetétravalent35:

La f onct i olationanéndreliune populatior®monodispeirséale de ConA avec

un rayonhydrodynamiqueenteé autour ddRy=3 . 8 n m. L or s35dadondtiahaj ou't
d 6 a u t lationo préseédte deux pentes contrairement a celle de ConA seule,
correspondant N | a pr @oEblanent diduglyceclustent r e p
Aprés 2hd 6 i n c uabtentpérature abmante on observe |l a format
tailles plus élevéescependania population principalement présente semble spordre

acelle de ConA avec unyR3.8nm (Figurelll -9)
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a0

1.20 |
1.18 * R,: 3.8nm
1.16 i,
5 1.14
=
© 10
L 112
o]
3
5 1.10 S Y™ T T hoee moees
< Radius{nm)
=
S 1.08 )
a ConA-0.5mg/mL ConA + 35-0.1e-8M_t= 20min
2
£ 1.06
1.04
1.02
1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4 1,0E+5 1,0E+6 1,0E+7
Time (us)
ConA-0.5mg/mL ConA + 35-0.1e-6M_t= 20min

Figure Ill - 9. Fonctond 6 aut ocorr ® ati on de ConA ;Dispersiogen)% et de

de masse
Des solutions plus concentrées en glycoclu8teont étéétudiées en présence de la

lectine A des concentrations @e2uM en35, de nouvelles especeds tailles plus éleées

sont formées mais la population principale reste centrée autour de 4nm |péstsen la

(@}

présence de ConAéttameériqgue non complexée avec le glycocluster. par t i r d
concentration de BuM en 35, la population correspondant a Cors&mble dispaiitre
aprés2h d 6 i n c u poart forroen des populations de ragoplus élevés pouvant
corr espo n eassemdfe glycdrlastetprotéines probablementsous la forme

d 6 un tidgneresonnel, da latétravalence de la lectir{€igurelll -10)
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70
60

50 e teem

40

% Mass

30 R,:3.8nm R, : 5300nm
20
10
o B . PN . B .
0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4 1,0E+5
Radius(nm)
ConA-0.5mg/mL ConA + 35-0.47e-6M_t0 ConA + 35-0.47e-6M_t= 120min

Figure 11l - 10. Distribution en pourcentage de masse de la taille des populations dans le temps (ConA

0.5mg/mL, 35 0.5uM)

Ligand alcyne tétravalent 34

De la mémefacon plusieurs concentrations en glycoclusdront été étudiées afin de
déterminerune concentration | aquel |l e | 6agr ®g at.iPounded ect i n
concentrations de 0.2uM et de 0.6.dé 34, la population pringale est centrée autour

d 6 u pde B6nmM, montrant une évolution trés faibt@re nulle de la reconnaissance

glycocluger/ConA méme aprés 1&8h6 i n c u(bigurelil 41
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Intensity Aufocomelation

10,00 100,00 1,0E+3
Radius(nm)

ConA 0.5 mg/mL + 34- 0.2e-6M_t= 18h

ConA 0.5 mg/mL +34- 0.6e-6M_t2= 18h

Figure 11l - 11 Distribution en %de masse des populations a différentes concentrations de 34 apres

18h doéincubati on

Pour desconcentrations supérieur€k.5, 5 et 10 uM, la populationde ConA disparé

apres quelques minutas 6 i n ¢ untoatriant & rformation de populations talles

élevéa. (Figurelll -12)

60
50
40

ConA Rh =3.8nm

% Mass
w
o

20

ConA 0.5 mg/mL
ConA 0.5 mg/mL + 34- 5e-6M_t0
ConA 0.5 mg/mL + 34- 1.4e-6M_t= 5min

10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4 1,0E+5
Radius(nm)

ConA 0.5 mg/mL + 34- 1e-5M_t0
ConA 0.5 mg/mL + 34- 2.8e-6M_t0

Figure Ill - 12 Distribution en pourcentagede masse des populations a différentes concentrations de

34 at0.
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b) Série des ligandsiazolea-p-mannosylés
Comme pour la série alcyne, différentes concentrations en glycocluster ont étésétndié

pr ®sence doébune solution de ConA © O0.5mg/ mL

Ligand triazoletétravalent41:
Pourdes concentrations etll d e ordredde 0.5uMla ConA ne semble pamgrégerle
pyréne pour former desespécesde rayon plus élevé Le glycocluster41l montre la

formati on doéun nrApaurgdes con@satmiss uel at 2pMoFigarelll -

13
100
20
30
70
60
g 50
=
40
30
20
10
[‘)},’IU 1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4 1,0E+5
Radius(nm)
ConA 0.5mg/mL ConA 0.5mg/mL + 41-2e-6M_t= 20min
ConA 0.5mg/mL + 41-1e-6M_t= 20min ConA 0.5mg/mL + 41-0.5e-6M_t= 20min
Figure Ill - 13. Distribution en pourcentage de masse des populations a différentes concentrations
de4l

Ligandstriazoledivalent 39 (trans) et 40 (cis)

Léanal yse du 39 ®ibsiitué @mpodition «atrens>nnbontre que pour une
concentration en glycocluster de 2. 40M, [
composé39 et la ConA (Figure Ill -14, A). Pour une concentration de 4.8uM, de
nouvelles populations de tadiglus éevées apparaissent, la population principale étant
centrée autour du rayon hydrodynamique correspondant a la lectine. La disparition de la
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population de ConA est obseesgour une concentration &9 de 10uM.(Figurelll -14,

50
40
30 { e
* |
8 ! 5 == 2 =
= e
= - tash tzmn
20
10
(o] . v L 1 v v 0 e —_—————
0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3
Radius(nm)
ConA 0.5mg/mL ConA 0.5mg/mL + 39- 2.4e-6M_t= 150min
B 90
80
70
60
12}
& 50
=
S a0
30
20
10
0
0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4 1,0E+5
Radius(nm)
— conA0.5mg mL ConA 0.5mg/mL + 39- 9e-6M_t= 20min ConA 0.5mg/mL +39- 4.6e-6M_t= 20min

Figure Ill - 14. Distribution en pourcentagede masse des populations a différentes concentrations A)

39 a 2.4uM; B) 39 a 4.6uM et 9uM

Afin de ¢ omp des sameresae poditismwend e c 1 wNvisdelar ne

reconnaissance envedes lectines, nous avons étude&composeétO (divalent substitué en
position « cis») a des concentrations similaires a celles3du(substitué en position

«trans»). Ainsi pour une concentration inférieure a 2.8uMO0), il noéy

a

Y
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reconnaissance lectine/sucre. En revanche, pour une concentration de 2.8uM, on observe

la formation denouvelles especete taille supérieure a celle de Co(fAgurelll -15,A).
Cependantl e ph®nom ne &est l ent |, et | aatignopul at
correspond &elle dela lectine.Pour observer la disparition de Caru#xne concentration

de 10uM est nécessait@igurelll -15,B)

50

" 40
g 30
ES
20
10
0 + .
0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3
Radius(nm)
ConA 0.5mg/mL ConA 0.5mg/mL+ 40-1.4e-6M-t= 210min ConA 0.5mg/mL+ 40-2.8e-6M-t= Sh
B . 50
40
g 30
By
20
10
o} ' . T
0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4
Radius(nm)
ConA 0.5mg/mL ConA 0.5mg/mL+ 40-11.4e-6M-t= 15min ConA 0.5mg/mL+ 40-5.5e-6M-t= 4h30

Figure Il - 15. Distribution en pourcentage de masse des populations a différentesncentrations de

40
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Comparaisordes ligand3940: D6 apr s | es le®érivéldivadentsis»o bt e nu

(40) semble interagir avec la ConA a des concentrations plus faibles que le dérivé

e}

«trans» (39). Cependant la DLS ne nous perpeas de conclure sur |
agrégats formés aux faibles concentratiduas position« cis/trans» ne semble pas pour

le moment avoirune influence significative sur la concentration critique de la
reconnaissangerotéindligand.

c) Comparaison dé idité des ligands en fonctiahe | 6 eentpedec e u r

sucre et le pgne:

Comparaison defigandsalcyne et triazolgétravalens:

Le glycocluster4l possédantdsfonctiors triazolese nt re | e ciur pgrinci g
mannogles, semble nécedsr une concentration plus élevgeour pouvoir agréger
completement ldectine,en comparaison avde composé possédalat fonction alcyne

(35). En effet, b concentration eB5 pour observela disparition de ConA est de 0.5uM,

alors que dans le cas dg, la concentration minimale pour agréger totalement ConA est

de 1uM. Ceci peut étre traduit par une meilleunadété de ConA envers un anomere

alcyne par rapport a un anomere triazdleutefois, les différences observées sont faibles,

de sor t élemisobnable descentlure que la géométrie et les parties aglycones des

deux ligands, ne jouent pas un rdle prépondérant dans ces cas particuliers.

Comparaison defigandsalcyne et triazolalivalents:
Comme pour les glycoclusters tétravalents, désivés divalentsde la série triazole
nécessitat des concentrations supérieu(@duM) a celle de la série alcyrf@guM), pour

pouvoir agréger complétement la ConAsémbleraitd o n ¢ yidit& enverd B ConA
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soit supérieurepour des glycoclusters padant une fonction alcyne en position
anomériqueCes résultats sont interprétés de facon similaire aux ligands tétravalents de la
section précédente.

d Etudes pr®liminaires dassemblaga cir

protéinéligand:

Pour tous les glycoclusters dtés, les mesures ont été enregestré différents intervalles
de temps afin de do®t edmi hérr dddaconedntratioa enc e de
protéineet/ou englycocluster sur la cinétiqgue de formation degrégats L 6 ®t ude de
fonctiond 6aut ocorr ® ati on nous permet dbéobser v
de tailles élevéesDe mémel 6 hi st ogr amme de pourcenmntage d
nous apporte des informationsur la taille des espéces en solutidhour des
concentrationgn glycoclusters wil a été déterminé quea Con A ndest pas
agrégée.aucune ®volution sur la taille des a
d 6 i nc uBaoart de® concentrations plus élevées, la cinétique est trés rapide et

généralementaucn e ®v ol ut i on n émingeréactibrs er v®e apr s

Etude des ligands alcyne et triazole tétravalents

Dans | e ¢ adraampdsé tétradaledtludeex cotaentrations sont étudiées.

Pour une concentration de 2uM, la cinétique est tres radidie, GonA dispard dés les

premi res minutes apr s | 6aj solutton diblectiné a s ol
(Figurelll -16,A). Pour une concentration de 1uM, la cinétique est plus lente, et la ConA

disparat entieremenseulemena partir de 20nin. (Figurelll -16, B)
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Figure Ill - 16. Distribution en pourcentage de masse des populations a différentes concentrations de

41

ConA 0.5mg/mL +41-1e-6M_t0
ConA 0.5mg/mL + 41-2e-6M_t= 20min

De méme pour le composth, a une concentration de 0.9uM, la ConA est totalement

agrégée apres 2Mi n . Pour des

semble pas avoir doéinf

Etude des ligands alcyne et triazalievalents:

concentrat.

uence

ons

sur |l a ci

Pour des concentratieme 34 comprisesentre 10uM et 3uMIla réaction est insttamée

et la dsparition de ConAa lieu entre 0 et 2Zni n

apr

s | Ooslasebti Bn i
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comparant les dérivés triaeoldivalent «cis/trans», on observe quepour des
concentrations équivalentes en ligand le dériviés» semble avoir une cinétique plus
rapide (LO min) pouragrégeda ConA alors que poue dérivé«trans», la disparition de

la ConAestobservée partir de 30 min doéincubation.

Les analyses DLS montrent la formation de populations de st&lvée lorsque la

ConA est mise en présence des glycoclusters. Ces observations permettent de conclure
gue la lectine interagit de facon agrégative avec les glycoclusters multivalents pour
former des r®seaux tridi mensi onmienaeen | | a
glycocluster est nécessaire pour indaette agrégatiarDe plus, la cinétique de réaction

est dépendaatdes concentrationsn lectine et en glycoclusteEnfin, la formation des
agrégatgeut étre attribuéa une interaction entre le CRI2 th lectine et le sucre. Cegi

pu étre mis en évidence a r | 6 a-MeMan, a dee concentrations relativement
élevées,qui permet de désagrégen partiele systemeformé Cependanthous ne
pouvons conclure sur le détail des®c ani s me s (@ffetachuster, nomdre deo n
lectine par ligands, affinitéefficacitd par cette techniqueNous pouvons simplement
conclure que pour ces ligands du pyréetéravalents ou divalententre les séries
homopropargyliques ou du triazole, il y a en définitivee wariation assez négligeable
pour | a concent r aassentbiage Mectinsicma aet que @ padidso

aglycones jouent un réle mineur.

3-3-2. Spectroscopie optique :
Dans le cadre de notre étude,slgectroscopie optique est la technique @tdigpour la

d®t ecti on de | 6i nteraction g | y clobcal supsetcetr /
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« biocapteur> des glycoclusterssera confirmé par la spectroscopi® @ mi s si on d
fluorescenceDans ce travaill, nos al | ons ®t udi er | aissionddei f i c a
fluorescence du ciur pyr ne, |l orsque | es g
(,e. changemend 6 i nt ensi t® de fluorescence, di spa
déplacementd e s | ongueurs d & es nrdodificattbs®aess|gestreso n ) .
do®mi ssi on et | 6i nfluence de | 6interaction
seront discutéesPour cela, il est nécessaire dans un pretaieps,de caractériser et

dé®t udi er | es apsorptiprélectBhidiie et @pidn idegfluoeescence) des

glycoclusters déprotégésuls,dans les conditiondes études biologiques

a) Etude des spectresd a b s alesglycoctusters
Les s p alustrptienst dd 6 ®mi s nregistréso n p a tt i®r dodune s«
composéléprot@é solubilisé dansa solution tampotEPES(pH= 7.5)utilisée pour les
mesures en présence de lectieg s maxi ma des bandes dbdabso
sont pasnodifiéssuivant que le specte@®t ® enr egi str ® dans | 6eal
solutiontampon. Les spectres présentés seront ceux enrsgiatré la solution tampon.
Dépendamment dia solubilité de certains composésaibté nécessaire de solubiliser
pr®al abl ement le glycocluster dipuisdeme sol
diluer cette solutiordans la solution tampon pour obtenir les concentrations désirées. La

proportion de DMSO dans | 6eau Virmes e de 1

Etude desibands de la sérialcyne:
Dans la sériealcyne les composés divalentst tétravalents ont été comparés. Les

glycoclusters montrg u n s p eabsorptienstrdcturé caractéristique des dérivés du
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pyréne et notamment des dérivébynyliques.Les dérivés divalents possédent trois
bandes d Adstmndesar3p6t 363eii384nm comme attendu pour les dérivés du
pyréne'® L 6 ab s or b an ceeerseles rougegff@tpbathoch®mepar rapportau

spectre d én pyréme disubstitué non éthynylique (351nm)'®® Ce déplacement
bathochromm est di ~ | 6augmentati on de | a conjugali

groupements éthyngssur le pyréng33: 134 136,137, 1450, 164166

Si on compare les dérivéd3 et34, q U i ne di f fméthyenet (Chijantee led 6 u n
ciur pyr neide,t ille mbaynnas pas de diff ®r enc
doabsor pt i o(ménBinaxiounr de tdi @ nu g u @ended @sodption) Cette
observation est cohérente avec le fait que la partienosandu glycoclusten @fiuence

pas les propriétés électroniques du chromophore pyrere. s p eabgompton d 0
électroniquedu composététravalent35 posseddes mémesstructurationsdes bandes
déabsorption que (384481 etdtZBim). L ® s dia walestnmiontd O
sontdéplacé versles plus basses énergigar rapport aux dérives divalen@et effet est

da - | 6augment at i osde délocalisatiomtber deux d quatréonctioms

éthynyles sur le chromophore pymeX** **>(Figurelll -17)
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Figure lll-17. Spectres dbéabsorption ®l ectronique nor mal.

Lors de ladéterminationd e s ¢ o e fektinatian maolaires(e) dkdéchaque composé

dans |aétéabservé qud méme a des concentrations trés faiblesiéEsminés ne

sont pas cohérents. Deux phénoménes sont observés lorsque la concentration varie. Tout

d 6 a b o enmk,sont pasdentiques et ne respectent pas la loi de Reenbert,c 6 €-s t

d re quodils varient en fonction de |l a conc
d @bsorptionest modifie; 161 nt ensi t ® desdstaniodifiée eted desnierésa n

s 0 ®I1 a rQgettesnlsservation est illustrée dans le cas du conffimdans & figure ct

dessous(Figurelll -18, A)
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Figure 11l - 18. Spectre dbabsorption ®l ectronique du glyco

concentrations

Cette figur e moabsorptiendel38 s diffepmescontentsations qde

0.5.10°M & 10.10°M). On remarque que la bande & plus h@utergie(402nm) estmoins

intenseque celle a 425nm pour les faibles concentratiales que cellei augmente

pour les concentrations croissant€s.comportementestcar@t i st i que doéun pl
de préassociation des dérivés polyaromatigjaedes concentrations élegémi en milieu

aqueux®’ Le pyréne va former demgrégatgar des interactions depi-stacking» afin

de minimiser les interactions hydrophobesnsi, une bande@a gr ®g at i on e st |
toutes les concentrations et interfere avec le spectre, empéchant de déterminer un

coefficient doédabsorption mol aire.

Dans le cas du dérivé divaleBt, ce phénomeéene est encore plus marqué, car il est
possi bl e d 6 o Iplssefaibles rconcentrations| uaes bande a 415nm, dont
| 6i nt edépgendant de la concentratigiigurelll -18, B). Pour ce compos
pas ®t ® possi bl edabsorptio)é/ nsible explagtable(dypation de e s

la lignede base due a [aécipitation, la solubilité du composé étant trop faible. Dans ce
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cas, ila été nécessaire de solubilis¥dans une solutiodeD MS O, pui s doef f e
dilutions successived ans | a solution tampon, ecdesur | e
lectines.

Ces ph®nom nes dbébagr ®gation peuvent sbéexpl
| 6eau. En effet, | or s gaeenilidy ¢es panias aroneatiqees t S0
hydr op h o bagrégeret formér des 6omplexes pi pour nmmser les interactions

avec | 6eau, |l es sucres en p®riph®rie vont

Ce comportement peut étre comparehides micelles ou des bicouches lipidiques.

Etude des ligands de la sérigazole:

Les spectresd 6 a b s odep tommosés de la série triazole présentent une bande
d &bsorptiorprincipalenonstructurégbande unique et largéfrigurelll -19) par rapport

aux ligands de la série précédenteéette perte de la structure vibronique est due a

| 6 a u g oreded vibrations des chromophores dans la série triazole, moins rigide que

dans le cas du groupe étim(influence directe du cycle triaz)l

126



Résultats et Discussions
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Figurelll-19. Spectres dbéabsor pt i omglyc®&lusgecstde lasérietriazele nor mal i

Les maxina d @sorptiondes composé’9 et 40 sont identiquesce qui indique que la
substitution en positionccis» ou«trans»n 6i nf l uence pas sur | es
glycoclusterdans son ét fondamentalcomme observé dans la littératufé (Figurelll -
19En revanche, ¢ o mmgnernatio® dudnere chesobstifiside @ a

4) d®pl ace |ddbsdrptonvgrs le tougeChroneepE@demment des
p h ®n o m agrégationd 61 6 ®t at sdéntobsdreés ®ans eette série, le dérivé

41 tétrasubstitu@st préalablement solubilisé dans le DMSO.

b) Comparaison des différentes séudesigands

Etude des ligandslivalents de la série alcyne et triazote
La substitution en positior cis» ou «trans» ne modifiant pas les propriétés optiques

des ligandsnous allons comparer les ligands divalents substitués en pesitams ».
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Dans un premier temps | daspect g®n®r al des
spectreglesalcynessont plus structurés que ceux des triazgled i ne poss dent

| arge bande doéoabsorption non structur ®e.
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Figure 1l - 20. Comparai son des spectres dbdbabsorption ®I e

tétravalents (B)

Le maxi mum de | a BFEgereaentéplat@avers le noyge dars fe cas dut
dérivé 34, ce quitraduit une conjugaison plus importante entre la fonatibgnyle et le
pyréne, en comparaison avec la fonction triazolargluit moins de conjugaisofFigure

Il -20,A)

La méme observation estitiea pour les dérivés tétravalents aveme variation des

maxima beaucoup plus importanggigurelll -20, B)

c) Et ude d e s misspredefluarescencak® ggcoclusters
Les spectres do®mi ssi on gcemme précédenenent damsc e 0 n
une solution tampon aqueugpH= 7.5) Certains composés ont été préalablement
solubilisés dans le DMSO pour des questions de solubilité comme discuté dans la section

préecédenteAucune di ff®rence due ° |l a | oreguweur d
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