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INTRODUCTION GENERALE






La valence d’une particule est définie comme le nombre de sous-unités distinctes
pouvant interagir avec d’autres systémes. Ces particules peuvent étre des molécules
organiques de petite taille, des oligosaccharides, des protéines et méme des cellules, des virus,
des bactéries. La question de la valence peut se poser pour tous les systémes en interaction par
des liaisons non-covalentes. Par exemple, les lézards utilisent un réseau complexe de
centaines de seta (poils microscopiques) de kératine pour adhérer aux surfaces, leur conférant
cette aisance sur les parois verticales.' I a été démontré que chacun des seta ne peut interagir
avec la surface qu’avec des forces d’adhésion relativement faibles. Selon 1’adage /e tout est
plus grand que la somme des parties, ce sont bien les multiples interactions entre ces
filaments et la paroi qui autorisent les 1ézards a défier la gravité.

Dans le monde biologique, les interactions multivalentes participent a des processus
essentiels tels que la fécondation d’un ovule, I’appariement de brins d’ADN, Ila
communication inter- et intracellulaire et 1’adhésion de pathogeénes bactériens ou viraux sur
des cellules hdtes. L’ubiquité des interactions multivalentes dans le cycle de vie d’un
organisme souligne leur importance capitale.

Parmi toutes les biomolécules impliquées dans une reconnaissance moléculaire, les
glucides apparaissent de plus en plus leur role complexe dans de nombreux éveénements de
reconnaissance et de communication. Ils peuvent interagir de manicre réversible avec les
protéines de reconnaissance des sucres appelées lectines. Ces protéines ne possedent pas
d’activité catalytique et sont trés souvent composées de plusieurs monomeres protéiques
formant ainsi un récepteur multivalent. Les lectines utilisent leur caractére multivalent pour
interagir avec des oligosaccharides naturels présentés a la surface de protéines ou de
membranes cellulaires. A la maniére du lézard, les multiples contacts que les lectines
établissent avec une membrane glycosylée permettent une adhésion efficace. Ce phénomene
d’adhésion est notamment impliqué dans les premicres étapes de 1’infection d’un hote par une
bactérie ou un virus.

La compréhension de I’impact de la multivalence sur la reconnaissance
biomoléculaire passe, comme pour les interactions monovalentes, par [’identification
fondamentale de I’origine de I’affinité d’un ligand multivalent pour un récepteur multivalent
puis par une réflexion sur cette interaction dans le contexte de systémes biologiques
complexes.

Dans cette démarche, la synthése chimique de structures multivalentes glycosylées
connait un véritable essor et a constitu¢ un préalable a de nombreuses avancées significatives
quant a notre compréhension de la reconnaissance multivalente. Des efforts synthétiques ont
notamment permis d’améliorer nos connaissances fondamentales et mécanistiques de ces
interactions et ont mis en lumiére le potentiel de telles structures dans une approche
thérapeutique.

Plusieurs classes d’architectures poly-glycosylées de natures trés variées ont montré
une influence des caractéristiques géométriques dans D’interaction multivalente ligand-
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récepteur. En comparaison, relativement peu de travaux ont étudié¢ 1’impact de variations
controlées de la topologie de structures multivalentes de petite taille sur I’interaction avec une
lectine multivalente.

Notre travail repose donc sur la synthése de structures multivalentes glycosylées
appelées glycoclusters et sur I’étude de leur interaction avec des lectines multivalentes telles
que la lectine PA-IL issue de la bactérie opportuniste Pseudomonas aeruginosa. Cette lectine
présente un intérét thérapeutique important puisqu’elle est impliquée dans plusieurs processus
pathogenes de cette bactérie responsable d’infections nosocomiales séveres et d’une grande
partie de la mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose.

Dans un premier chapitre, le contexte et les bases fondamentales des interactions
multivalentes seront présentées. Partant des éléments constitutifs d’une interaction
monovalente entre un sucre et une protéine, le role des sucres et des lectines sera abordé. Sur
ces bases, les phénomenes de multivalence pourront étre appréhendés et les aspects théoriques
de ces interactions seront discutés. Enfin, des exemples d’architectures multivalentes
glycosylées et leurs interactions étudiées par les différentes techniques d’analyses
biochimiques pourront étre décrits.

Le travail de synthése chimique de glycoclusters sera présenté dans un deuxiéme
chapitre. Les stratégies de synthése mises en ceuvre seront justifiées et conduiront a
I’optimisation des <étapes-clés de glycosylation et de couplage. Plusieurs noyaux
multifonctionnels seront choisis pour servir de plateforme d’ancrage et constitueront autant
d’éléments structurant la présentation des motifs saccharidiques (topologie). L application de
ces stratégies a la synthése de glycoclusters présentant des épitopes osidiques avec des
topologies, des valences et des flexibilités variées formera le coeur de ce travail de synthese.

Dans une troisieme partie, I’évaluation biochimique systématique de tous les
glycoclusters synthétiques sera menée sur plusieurs lectines possédant elles-mémes des
géométries différentes. L’influence des caractéristiques géométriques des glycoclusters sur les
interactions multivalentes sera évaluée par plusieurs techniques d’analyses biochimiques en
considérant plus particulierement les aspects thermodynamiques de cette association. Les
concepts de rigidité et d’entropie seront également abordés par 1’analyse d’interactions et par
modélisation moléculaire. Enfin, 1’étude fondamentale sera complétée par une premicre
utilisation de ces ligands dans un dispositif de détection de lectines et dans une approche
thérapeutique.



1 CONTEXTE ET BASES FONDAMENTALES






1.1 Les interactions protéines — sucres

1.1.1 Les sucres

1.1.1.1 Structure chimique

Acides nucléiques, lipides, acides aminés et sucres sont les constituants des principales
molécules du vivant. Les sucres (glucides) ont été décrits historiquement comme des hydrates
de carbone. De formule brute générale de type C,(H,0O),, la structure des sucres doit étre une
chaine carbonée polyhydroxylée contenant une insaturation. Dans leur forme linéaire, les
sucres peuvent étre des polyhydroxy-aldéhydes (aldoses), des polyhydroxy-cétones (cétoses)
ou encore des cycloalcanes polyhydroxylés (cyclitols). Dans chaque groupe, la longueur de la
chaine carbonée principale ainsi que sa fonctionnalisation et la stéréochimie de chaque atome
de carbone définissent toutes les différentes structures monosaccharidiques. Ainsi, pour un
aldohexose possédant quatre carbones asymétriques, il est possible de déduire 2°
stéréoisomeres. Comme chaque diastéréoisomere possede son énantiomere, le nombre de
possibilités est réduit a 8 paires diastéréomériques (Figure 1). L attribution de la stéréochimie
de tous ces diastéréoisoméres fut entreprise par Emil Fischer en 1891.%”

CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO
OH HO OH HO OH HO OH HO
OH OH HO H HO OH OH HO HO
OH OH OH OH HO HO HO HO
OH OH OH OH OH OH OH OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-Allose D-Altrose  D-Glucose D-Mannose D-Gulose D-Idose D-Galactose D-Talose

Figure 1 : Aldohexoses linéaires en projection de Fischer

Le caractere asymétrique des atomes de carbone portant les groupements hydroxyles
conduit a une grande variété de stéréoisomeres. A cela s’ajoute la possibilité de 1’attaque d’un
oxygeéne sur la fonction aldéhyde P

pour conduire a un hémiacctal = = T = @O

cyclique. Cette réaction peut on T

conduire, selon ’hydroxyle mis en o 2

jeu, a des cycles de 5 atomes o )
(forme furanose) ou 6 atomes . oHﬂ\fg M
(forme pyranose). Lors de cette / \ " O/ \

cyclisation, 1’attaque peut avoir lieu
sur chacune des deux faces

diastéréotopiques du carbonyle Q Q ﬁ/<—>< ﬁ/Q

HO HO HO HO

(Schéma 1) permettant d’ Obtenir a-pyranose B-pyranose a-furanose PB-furanose
. Schéma 1 : Equilibre dynamique des formes cycliques du p-Galactose
deux anomeres (o ou ) selon la

stéréochimie du carbone de I’hémiacétal (carbone anomere).



Cette cyclisation est rendue favorable par son mécanisme intramoléculaire et la forme
cyclique des sucres sera tres largement majoritaire en solution. Bien sir, les cinq formes
(linéaire, oo et B pyranose, o et B furanose) restent en équilibre et la composition d’une
solution d’un monosaccharide dépendra fortement de la nature du sucre et des conditions de
I’expérience (température, cations).

1.1.1.2 L’effet anomere

La configuration o ou B est soumise a ce que R.U. Lemieux nomma en 1959 « ’effet
anomére » (ou Edward-Lemieux effect).”” Historiquement, cet effet repose sur 1’observation
qu’'un alcoxyde axial en position C1 d’un cycle pyranose est plus stable que son isomere
équatorial. L’effet anomere constitue la principale différence de comportement
conformationnel entre les cycloalcanes et les sucres (Schéma 2a). Cette préférence pour la
configuration axiale en présence d’hétéroatomes varie en fonction de la nature du substituant
et du solvant’ mais reste en compétition avec les contraintes stériques lides a la
fonctionnalisation axiale.

b

a) i )
Y-C-X-R = PN
OMe H déf. . Me Me - O @)
- défavorable \O /\o - —_— ‘ l\é/l
H

H Me
H )( OMe
Me Me
H ’ H MeO ’ H
MO\OMS - W/H favorable "" ’."
~ H
OMe

OMe

Schéma 2 : L'effet anomeére en fonction du substrat

Avec I’observation de ce phénoméne sur des formes acycliques, I’effet anomere est
maintenant souvent considéré comme un cas particulier de la préférence pour les
conformations synclinales (gauche) par-rapport aux conformations antipériplanaires (anti)
dans un systéme X-C-Y-C ou X et Y sont des hétéroatomes possédant un doublet d’¢lectrons
libres (Schéma 2b).

Deux approches sont disponibles pour
expliquer cette préférence axiale de la 2 ’_j

0o 0o)
substitution malgré 1I’encombrement stérique lié¢ a WO\R T m;
0\\R

cette configuration. Dans la premicre, la

préférence axiale est expliquée par la possibilité b) y Y
d’une interaction orbitalaire favorable entre un @@ I OQ
. . : Qe Q
doublet non-liant de 1’oxygeéne endocyclique et m/c\ - w
I’orbitale anti-liante o* de la liaison axiale. i Géjl\
R

Comme le montre le Schéma 3a, cette interaction
. . Schéma 3 : Rationalisations de I'effet 2 ére

n,est plus pOSSIble pour une Conﬁguratlon B du chema ationalisations de 1'eifet anomere

carbone anomere. La seconde explication invoque une répulsion électrostatique des dipdles

lorsque le substituant est en position équatoriale (Schéma 3b).
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1.1.1.3 Conformations

Les formes cycliques existent sous plusieurs conformations. Dans le cas des
pyranoses, les conformations privilégiées sont de type « chaise » avec deux conformations
possibles : *C; ou 'Cy4 selon la position relative des atomes C-1 et C-4. La forme *C; est
prédominante pour les sucres de configuration D car le carbone 6 est alors en position
équatoriale. La préférence énergétique pour une substitution équatoriale peut étre expliquée
par la minimisation des interactions 1,3-diaxiales et I’éventuelle présence de dipoles ou de
liaisons hydrogene.

L’inversion de cycle entre une conformation
*C; et 'C4 est possible mais doit surmonter une
barriere ¢énergétique (Figure 2). Lors de cette
conversion, le cycle pyranose passe par un grand
nombre de conformations intermédiaires (cycle de
Cremer-Pople’) dont certains cas remarquables
peuvent étre notés : demi-chaise (half-chair), bateau-
crois¢  (skew-boat) ou Dbateau (boat). Ces

Figure 2 : Représentation simplifiée de X
I'interconversion de I'a-p-galactose conformations sont, pour les pentoses ou les hexoses,

défavorisées a cause d’interactions diaxiales et de la présence de substituants en conformation
éclipsés.

Les formes furanoses peuvent étre décrites selon deux familles de conformations : les
conformations enveloppes (E) et twist (T). Les formes furanoses sont connues pour étre en
général moins stables du point de vue thermodynamique mais la plus grande flexibilité du
cycle a 5 atomes confére des propriétés intéressantes.'’ Ces conformations ne possédent pas
de symétrie (10 enveloppes et 10 twist). L’interconversion des formes furanoses passe par des
pseudorotations.'' Ces variations permettent de concevoir une roue de pseudorotation autour
de laquelle les 20 conformations peuvent étre décrites.'* Un furanose existe, en solution, sous
deux conformations prédominantes en équilibre (nord et sud), opposées sur la roue de
pseudorotation.” Ainsi, 1’étude conformationnelle des formes furanoses s’avére bien plus
délicate méme si la démarche demeure similaire.

1.1.1.4 Oligosaccharides

Considérant la richesse structurelle des monosaccharides, 1’association de
monosaccharides en di-, tri-, oligo- ou polysaccharides laisse entrevoir la diversité potentielle
de tels assemblages. Par rapport a d’autres biomolécules majeures du vivant telles que les
nucléotides ou les acides aminés, les glucides montrent une diversité potentielle lide a
I’oligomérisation accrue. En effet, lorsque deux monosaccharides sont connectés pour former
un disaccharide, la liaison glycosidique peut se situer entre la position anomere du sucre
donneur et les positions 2, 3, 4 ou 6 du sucre accepteur dans le cas d’hexopyranoses (2, 3, 5



ou 6 pour les hexofuranoses). De plus, les deux diastéréoisomeéres a et B peuvent €tre crécs
lors de cette condensation et a mesure que la chaine croit (oligosaccharide) des ramifications
peuvent apparaitre. Ainsi,

Hexanucléotides Hexapeptides Hexasaccharides
le calcul entrepris par R.
Laine" (Figure 3) met en @ o
X . WO
évidence le trés grand o LN o
O/
nombre de  structures o oo 6 6
. 7\ R
possibles pour un <o 76
4 bases nucléiques 20 acides aminés 6 D-hexoses

hexasaccharide constitué a
partir d’une banque de 6
hexoses.

4% = 4096 structures 6.4x107 structures  1.05x10'2 structures

Figure 3 : Comparaison de la diversité structurelle de biomolécules

Parmi tous les monosaccharides existant, seul six

sont trés présents dans les systémes biologiques. Par  Monosaccharide Abondance (%)
1 . h d , t t 96 (y d Abandance des monosaccharides
exemple, six monosaccharides représenten o des s?scres DN Ac s
retrouvés dans les glycanes de mammiféres (Tableau 1). D-Gal 24.8
D-Man 18.9
. ey . NeuAc* 8.3
En plus de cette diversité configurationnelle, la 7" o
formation de disaccharides puis d’oligosaccharides apporte  p-Ganac 13
. .y . .. . DGl 25
une diversité conformationnelle trés importante.'® En effet, si Do 03
la plupart des monosaccharides peuvent étre considérés D-xyl 0.1
.. ;L. . . g L-IdoA 0.1
comme rigides, la création de liens glycosidiques peut . s
induire une flexibilité¢ autour de deux ou trois liaisons — Abendancedesmotifsicrmina
, . . . . NeunAc? 26.1
(Schéma 4). En fonction de la rotation de ces liaisons de 7" s
OH nombreux conformeres p-D-Gal 23.0
OH : a-D-Man 8.2
" "o peuvent potentiellement B.D-GIeNAG a0
HO exister. Des effets  oD-Gal 23
{éod] . o-D-GalNAc 23
() ¥ stéréoélectroniques [-D-GalNAC 35
° induisent des différences  «D-Gle 0.8
o 5y . Other 33
HO o d’énergies  entre  CES ey ieriamdgioay.
HO c o 3\ g g . anc )
dlfferents conformeres. Tableau 1 : Al.)(mddme des
OMe monosaccharides dans les
YH Ail’lSi, pour un oligosaccharides de mammiféeres

oligosaccharide donné, certaines conformations de faibles
énergies seront plus peuplées en solution.

Schéma 4 : Angles de torsion pour un
disaccharide aMan-(1-6)-GlcOMe

1.1.1.5 Structure, Métabolisme et Reconnaissance

Pour les protéines et les acides nucléiques, 1’apparition de méthodes efficaces de
synthése et de caractérisation a permis un essor rapide des domaines de la protéomique et de
la génomique. A I’inverse, les difficultés d’ordre pratique liées a la synthese chimique
d’oligosaccharides, a 1’analyse structurale d’oligosaccharides inconnus ou, plus généralement,
a la complexité des processus chimiques et biologiques en jeu ont freiné 1’essor du domaine
des glucides (glycomique).
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Malgré leur omniprésence, les sucres ont donc d’abord été assimilés a de « simples »
biopolymeres (glycocalyx, cellulose, chitine) possédant surtout un role structural par la
participation aux membranes cellulaires et par la protection des protéines. La fonction
métabolique est le second rdéle bien connu des glucides. Ils constituent I’apport énergétique
principal des cellules (glycogeéne, amidon). Cependant ces roles ne pouvaient difficilement
nécessiter une telle diversité et complexité. Si I’information biologique a longtemps été
uniquement attribuée aux acides nucléiques et aux protéines, 1’extraordinaire supériorité des
glucides quant a la densité d’informations devait impliquer des processus ¢laborés de
reconnaissance biologique.'’

Les avancées spectaculaires de la génomique (séquencage du génome humain) ont
souligné D’extraordinaire importance des modifications post-traductionnelles telles que la
glycosylation des protéines. Cette glycosylation est une modification post-traductionnelle
séquentielle majeure et n’est pas soumise a un contrdle transcriptionnel direct. Cela rend
I’analyse de leur fonction encore plus complexe.'® Pour un oligosaccharide les éléments de
structure et de conformation évoqués précédemment peuvent étre considérés comme autant
d’informations potentiellement « lisibles » par des récepteurs biologiques. Avec la mise en
¢vidence de cette fonction informationnelle, des concepts tels la glycomique ou encore le
« sugar code » sont apparus.

Des interactions entre oligosaccharides et récepteurs ont été identifiées dans de
nombreux processus biologiques.'® Parmi ces derniers, I’adhésion de pathogénes, la régulation
de Dactivité¢ de glycoprotéines, la communication intra et intercellulaire, la réponse
immunitaire ou encore la médiation d’interactions cellule-cellule illustrent la diversité des
roles biologiques des glucides.

1.1.2 Bases fondamentales des interactions sucre — récepteur

La structure et la conformation des sucres constituent donc une « information
stéréochimique » possédant une haute densité de stockage. Un point crucial émanant de ce
constat est la nécessit¢ d’un systeme de «lecture » de cette information. Cette lecture
s’effectue par le biais de diverses interactions moléculaires entre le sucre et le site de liaison
d’un récepteur protéique.

1.1.2.1 Les liaisons hydrogeéne

L’idée d’une « valence secondaire » de I’hydrogene apparait dés 1910 mais il faut
attendre 1935 pour que L. Pauling décrive la « liaison hydrogene ».2° 11 considérera dés le
début que la nature de cette liaison est purement électrostatique.

En effet, la vision « classique » de la liaison hydrogéne correspond aux interactions
directionnelles observées entre les molécules d’H,O. Si I’on considére une formule générale
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X—H""A (pour H,O : HO—H""OH,), la différence d’électronégativité entre les atomes X et H
induit une forte polarisation de la liaison covalente (pour H,O : charge atomique partielle
d’environ +0,4 sur H et -0,8 sur O). Si atome A est également électronégatif, le couple
s’orientera pour que le dipdle local X—H R
s’aligne avec la charge négative partielle Eneror
présente sur A. La distance intermoléculaire est
alors réduite et devient inférieure a la somme
des rayons de van der Walls des atomes
d’oxygéne et d’hydrogéne (Figure 4)*'

stabilizing © destabilizing

A - . g 2127
Méme si plusieurs études ont

montré des situations plus complexes, ce
raisonnement permet d’expliquer de facon ) ) o S

. . Figure 4 : Représentation schématique du potentiel énergétique
convenable une grande partle des liaisons d'une liaison hydrogéne en fonction de la distance

N , . interatomique.

hydrogéne (X = O, N; A = 0O, N, S). L’énergie
d’une telle interaction peut étre considérée comme intermédiaire entre une interaction de van
der Walls et une liaison covalente.”® Ce fait est crucial dans le monde biologique car il permet

l 1.0 kcal mof ™
~ region of main population

une association et une dissociation rapide a température ambiante. De plus, les liaisons
hydrogene jouent un réle majeur dans le contrdle d’assemblages supramoléculaires car elles
sont suffisamment fortes et directionnelles.

La présence de plusieurs groupements hydroxyles sur les sucres permet la création
de réseaux de liaisons hydrogene : '
lors de 1’association avec un
230 La présence de
doublets non-liants sur 1’atome
d’oxygeéne rend le groupement
hydroxyle a la fois accepteur et
donneur de liaisons hydrogene.

récepteur.

Ceci peut conduire a des liaisons
hydrogene coopératives.
L’établissement de la premicre
liaison accentue la polarité de la
liaison covalente et donc

Figure 5 : Réseau de liaisons hydrogéne lors de I'interaction entre le
favorise 1’établissement d’une sialyllactose et Maackia amurensis leukoagglutinine (MAL)

seconde liaison hydrogene. La majorité des contacts a donc lieu entre les groupements OH du
sucre et les fonctions OH, C=0O et NH des acides aminés (Asp, Asn, Glu, Gln, Arg, Ser, His,
Tyr et Lys).3 ! Le squelette peptidique peut également établir des liaisons hydrogene. Notons
également la possibilité de liaisons hydrogéne multiples sur un méme atome. L’aspect
directionnel de la liaison hydrogene est un des éléments cruciaux d’une reconnaissance
spécifique lie a la stéréochimie du sucre. Pour conclure, les liaisons hydrogene possédent
toutes les caractéristiques énergétiques et géométriques favorables a la création d’un réseau
d’interactions spécifiques d’une structure saccharidique donnée et ainsi, étre un des piliers de
la lecture de I’'information stéréochimique des sucres (Figure 5).3
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1.1.2.2 Interactions hydrophobes

Pour expliquer les phénoménes « d’huile dans I’eau » Frank et Evans™ invoquérent le
réarrangement de molécules d’eau autour des molécules hydrophobes. Kauzmann parla quant
a lui de « liaisons hydrophobes » pour expliquer I’interaction de groupes apolaires dans les
protéines.”* Les premiéres observations grandement dépendantes de la température, ont mis en
évidence une origine entropique mais le profil thermodynamique peut varier avec la
température. Autour de 100°C le phénomene devient quasi-exclusivement enthalpique.35

A température ambiante, [’eau établit

un vaste réseau de liaisons hydrogene x e@%w@» o vater
(chaque molécule participe a environ 4 Lo B g@»?‘&,
liaisons). Lorsqu’une molécule apolaire @) +

perturbe ce milieu, les molécules d’eau se  solute 0o G@})‘*@" o
réorganisent autour de cette molécule s . 9‘% o
(formation d’une « cavité ») en s’orientant

L. Figure 6 : Représentation de 1'organisation de molécules d'eau
pour conserver un nombre de liaison autour d'un soluté apolaire en fonction de la température

hydrogéne quasi-identique (Figure 6)>°.

Si I’on consideére une interaction entre un ligand et une protéine, il est tout a fait
courant de trouver des groupements hydrophobes sur le ligand et des régions hydrophobes a
proximité du site de liaison de la protéine. L’interaction entre ces deux entités devra passer
par la «désolvatation » des groupements hydrophobes qui conduira a une libération de
molécules d’eau trés favorable du point de vue entropique et neutre du point de vue
enthalpique. Ensuite, des contacts de van der Walls peuvent avoir lieu entre les motifs

hydrophobes (stacking).

L’application de ces interactions aux sucres peut sembler insolite considérant le nombre
de  groupements  hydrophiles  qui
composent les sucres. Cependant, lorsque
des groupements hydroxyles sont en
position équatoriale, les hydrogeénes
axiaux portés par les carbones du cycle
peuvent former des surfaces

~

hydrophobes. Ainsi, deux faces a et f3
sont définies pour les monosaccharides.
La face a correspond a la face du cycle
pour laquelle la numérotation des atomes
tourne dans le sens des aiguilles d’une

Figure 7 : Structure cristallographique du complexe maltose-MBP
(pdb code : 1ANF) montre.

Selon la fonctionnalisation du cycle pyranose, il est donc possible de former des contacts
hydrophobes avec I’une ou I’autre des faces o ou p.**° Par exemple, le galactose qui posséde
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un hydroxyle axial en position 4 pourra établir des contacts hydrophobes avec sa face 3. Le
glucose possede tous ses hydroxyles en positions équatoriales et présentera donc deux faces
hydrophobe a et B accessibles. De plus, la présence de résidus méthyle dans de nombreux
sucres (fucose, GlcNAc, NeuAc) permet également d’établir des contacts hydrophobes. De
nombreux exemples d’interactions entre une face d’un sucre et un résidu aromatique (ex :
Trp) ont été mis en évidence.”” Par exemple, I’interaction entre le maltose et MBP (maltose-
binding protein) est caractéristique de l’interaction de résidus aromatiques avec un sucre
(Figure 7).

De plus, la participation des hydrogenes portés par les carbones du cycle induit une
différence d’énergie selon la stéréochimie du sucre.”?’ Récemment, la nature enthalpique
d’une telle interaction a été montrée.>” Cela dit, une nature enthalpique de ’interaction serait
contraire a la vision «classique » de [D’interaction hydrophobe. L’explication de ces
observations est toujours en discussion entre une « interaction hydrophobe insolite»* et de
multiples « interactions hydrogéne C—Hrt faibles ». ***'** Ces interactions constituent donc
un outil de spécificité trés important en coopération avec les liaisons hydrogéne.*’

1.1.2.3 Interactions ioniques

Outre les monosaccharides neutres, il
existe plusieurs classes de sucres chargés
(acides sialiques, acides glucuroniques,
aminosucres, thiosucres) ou modifiés par
I’introduction d’un groupement chargé
(sucres phosphorylés ou sucres sulfatés).”
Les sucres chargés sont d’une importance
capitale dans de nombreux processus
biologiques. La présence de groupes chargés
permet souvent 1’établissement de nouvelles
liaisons avec les protéines. Ces liaisons entre
sucre chargé et acide aminé Chargé sont Figure 8 : Structure cristallographique du complexe acide sialique /
ioniques et dépendent dOHC fortement d’une CAYV-2 fiber head (canine adenovirus) (pdb code : 2WBY)

composante ¢électrostatique (loi de Coulomb et répulsion de Pauli). Ainsi, des interactions

entre le groupement carboxylate d’un acide sialique et un résidu arginine sont possibles
(Figure 8)** sans étre systématiques. En effet, le groupement carboxylate de I’acide sialique
dans le site d’une hémagglutinine du virus influenza ne forme pas ce type de liaisons mais des
liaisons hydrogénes fortes avec un résidu sérine ou un amide de la chaine peptidique.*®*
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1.1.2.4 Chélation d’'un métal

Certains récepteurs de sucres sont capables de lier un métal chargé. Cependant, deux
situations sont a distinguer. Les ions métalliques (Ca®", Mn*", Mg2+) peuvent étre complexés
par la protéine dans un but structurant mais sans interagir avec le sucre. Ainsi, pour des
lectines de légumes, un ion Ca®’ et un ion Mn”" sont coordinés par la protéine mais
n’interagissent pas avec le sucre. Ils sont cependant nécessaires pour maintenir 1’intégrité
structurelle permettant I’ interaction.*

L’autre cas est la partlclpatlon du métal dans I’interaction avec le sucre. Le calcium est
‘ le métal le plus souvent impliqué dans ce
type d’interactions. Il se trouve
généralement coordiné par des acides
aminés chargés ou polarisés négativement
qui participent €galement a 1’interaction
avec le sucre (Figure 9).*" Le sucre établit
des contacts avec le métal par
I’intermédiaire de deux hydroxyles. Ainsi,
le métal peut jouer un réle dans la
reconnaissance spécifique du sucre via la
stéréochimie relative (cis et trans) des
deux hydroxyles vicinaux. Certaines

Figure 9 : Structure cristallographique d'un oliomannoside avec . , . , .
DC-SIGN (pdb code : 2IT5) lectines bactériennes possédant deux ions

calcium impliqués dans une reconnaissance de haute affinité pour son ligand ont été
identifi¢es.**

1.1.2.5 Roles des molécules d’eau

Les molécules d’eau ont ceci de particulier qu’elles participent a 1’interaction de
maniere discréte mais essentielle a la reconnaissance et a ’affinité du ligand pour son
récepteur. Des molécules d’eau peuvent étre impliquées dans le réseau de liaisons hydrogene
en tant qu’intermédiaires entre le ligand et le récepteur. Elles peuvent former un
« pont hydrogéne » qui permet d’établir une liaison non-covalente de plus grande distance.
Les liaisons hydrogene a travers une molécule d’eau sont possible grace a la capacité de 1’eau
d’étre & la fois donneur et accepteur de liaisons hydrogéne.’' 11 a été montré que les forces
d’une liaison hydrogeéne directe ou par I’intermédiaire d’une molécule d’eau sont
sensiblement identiques mais plus fortes qu’une liaison hydrogéne H,O - H,0.° Le second
r6le crucial des molécules d’eau est la solvatation/désolvatation des molécules. En effet,
lorsque le récepteur et le ligand ne sont pas en interaction, ils sont dans un état solvaté. Des
molécules d’eau occupent le site de liaison du récepteur et d’autres entourent le ligand. La
désolvatation de ces molécules d’eau est nécessaire pour établir I’interaction. De maniére
similaire au raisonnement invoqué pour 1’effet hydrophobe, cette désolvatation peut étre tres
favorable du point de vue entropique et étre une force motrice importante de I’interaction.*’
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1.1.3 De P’agglutinine a la lectine

Ayant identifié la nature de I’information et la maniére dont elle peut étre lue, il est
important de s’interroger sur les acteurs de cette lecture. Les exemples illustrant les
interactions fondamentales participant a cette reconnaissance indiquent que des récepteurs
protéiques possedent les caractéristiques requises. Reste a s’interroger sur la nature de ces
protéines.

Les prémices de la découverte des lectines datent de la fin du 19°™ siécle.”® A cette
époque, plusieurs études révelent la capacité de certains extraits végétaux a agglutiner des
érythrocytes (globules rouges). Ces protéines furent donc d’abord nommées hémagglutinines
ou phytoagglutinines. Méme si les premieres observations du potentiel agglutinant découlent
de I’isolation partielle de la ricine (Ricinus communis), I’isolation de la Concanavalin A
(Canavalia ensiformis) pure par James B. Sumner en 1919 fut la premiére
extraction/purification d’une hémagglutinine.”® Le terme lectine apparait en 1954 et provient
du latin /egere qui signifie « choisir, discriminer ». La lectine est définie alors comme une
protéine d’origine non-immune pouvant agglutiner des cellules par [D’intermédiaire
d’interactions avec des glucides.”’ Cette définition a toutefois été discutée car la nécessité
d’un potentiel agglutinant exclut les lectines qui ne seraient pas au moins divalente
(diméres avec 1 site de reconnaissance sur chaque monomére).'” La lectine est donc définie
comme une protéine d’origine non-immune capable de lier des structures saccharidiques de
maniere réversible et ne possédant pas d’activité enzymatique.

Si les lectines sont d’abord utilisées comme outils pour étudier des glycoconjugués, la
découverte de lectines chez tous les organismes vivants (végétaux, animaux, insectes,
bactéries, virus) a attisé des recherches quant a leur réles propres. Dés lors, les lectines ont pu
montrer leur haut degré de variabilité que ce soit en termes de structures, de localisation ou de
roles biologiques.

Les lectines de 1égumes posseédent une grande homologie de structure et de séquences.
En effet, ces lectines sont généralement composées de 2 ou 4 monomeres de 25-30 kDa. Elles
possédent deux ions métalliques (Ca®" et Mn") qui « structurent » la lectine™ et permettent
son interaction avec des sucres. Historiquement connu comme le « lectin-fold », les sous-
unités de la protéine sont composées de feuillets 3 antiparalleles formant un « sandwich 3 ».
Avec I’avénement de la « glycomique » et la découverte de lectines dans d’autres organismes,
les recherches se sont intensifiées sur les lectines bactériennes, virales et animales. L’essor de
ces domaines fut important mais le rdle des lectines de plantes n’est toujours pas clairement
¢tabli. En plus d’un role de défense contre des parasites, champignons ou prédateurs, il nous
faut rajouter que nombre de lectines végétales sont suspectées de participer a la symbiose
légumineuse-rhizobium (fixation de I’azote).>*>*

Avec la découverte de I’omniprésence des lectines et de leur diversité structurelle, la
classification de ces protéines est devenue plus complexe. Une premicre classification peut
toutefois étre établie.”® Dans la classe des « lectines simples », nous trouvons les lectines de
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plantes (sandwich [ — «lectin-fold ») et les galectines (S-type, structure tertiaire
ressemblante au « lectin-fold » mais de séquences différentes). Les structures plus complexes
(C-type, I-type, P-type, ABs toxin) peuvent posséder plusieurs domaines (lectines
transmembranaires par exemple) et sont appelées « mosaiques » ou « multidomaines ». Enfin,
des lectines participant a des assemblages macromoléculaires ont été identifiées dans des pili
(adhésines fimbriales) ou des flagelles de bactéries.

Une classification basée sur la structure tridimensionnelle pourrait étre plus adaptée
mais se heurte 4 un nombre important de structures tertiaires et quaternaires.’® En effet, de
nouveaux « folds » sont réguliérement découverts®’ et il est clair que ce seul critére ne suffit
pas pour comprendre le role biologique de ces protéines. La classification des lectines se
fonde donc plutdt sur I’homologie du domaine de liaison aux sucres (CRD : Carbohydrate-
recognition domain). Cependant, les familles telles que les lectines de type C ou les galectines
montrent que I’homologie du CRD n’implique pas forcément a des fonctions similaires.

Origine / Famille Lectines Spécificité Processus impliqué

Bactéries

Escherichia coli

Adhésine fimbriale FimH Man Adhésion aux surfaces®®™>

Pseudomonas aeruginosa

Solubles PA-IL Gal Adhésion®®'| Formation de biofilm®, Cytotoxicité®
PA-IIL Fuc Adhésion™®', Formation de biofilm*
. Flagellin . 65 .
Flagellaires (FIiC) Mucine (MUC1) Adhésion
Vibrio cholerae Toxine ABs Cholera Toxin GMI1 ganglioside ~ Adhésion puis translocation de ’unité enzymatique A%
Virus
Influenza Hémagglutinine HA1-16 NeuAc Adhésion sur cellule héte et fusion des membranes®”’
Plantes
Légumes (L-type) Canavalia ensiformis  ConA Man/Glc Interaction avec d’autres glycoprotéines *
Erythrina cristagalli  ECA GalNAc/Gal Inconnu®
Céréales Triticum vulgare WGA GleNAc, NeuAc Défense contre champignons’® et insectes”"
Animales
C-type
Sélectines™”  L-selectine (leucocytaire) sLe* Amplification réponse immunitaire
E-selectine (endothéliale) sLe* Adhésion des leucocytes et rolling tardif
P-selectine (plaquettaire) sLe* Adhésion des leucocytes et rolling précoce
Reconnaissance glycoprotéines d’adhésion
DC-SIGN Man intercellulaire ICAM2 et ICAM 3, pathogéne,

interactions avec lymphocytes T'*
Immunité  innée, activation du  complément,

Collectines MBP : mannose-binding protein phagocytose™

I-type T Interactions cellules-cellules (systéme immunitaire) :
(Ig-like) CD22 - Siglec 2 NeuAc régulation du signal des récepteur des cellules B (BCR) 7
[ R Reconnaissance d’enzymes et transport jusqu’au
P-type Récepeurs a Man-6-P lysosome.77
Modulation de I’endocytose de récepteurs et des
S-type

(Galectine)™ Galectin 1 B-galactosides interactions pathogéne-hote,” régulation du cycle
cellulaire : apoptose™

Tableau 2 : Exemples de lectines
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Le spectre des processus biologiques dans lesquels sont impliquées les lectines est a la
mesure de la diversité des structures saccharidiques. Si les lectines bactériennes et virales ont
surtout été identifiées comme des acteurs de I’adhésion de pathogeénes a 1’organisme ciblé, les
lectines animales sont impliquées dans de nombreux processus d’adhésion, de migration et de
communication inter- et intracellulaire (Tableau 2). Il est intéressant de noter que nombre de
ces fonctions dépendent d’un role de régulation et de modulation.

La grande diversité des roles biologiques des lectines et le faible nombre de briques
monosaccharidiques reconnues peuvent paraitre paradoxaux et soulever la question de
I’origine de la spécificité de ces rdles biologiques. Cela dit, si la spécificité¢ des lectines a
d’abord été étudiée vis-a-vis de monosaccharides, les études portant sur des oligosaccharides
plus complexes ont montré qu’une lectine peut avoir une spécificité relativement moyenne
pour un monosaccharide (par exemple qui peut lier du mannose et du glucose) mais posséder
une spécificité vis-a-vis d’un oligosaccharide grandement améliorée.” Ceci est en parfaite
adéquation avec 1I’idée du « sugar code » car I’augmentation de la complexité d’une structure
(augmentation de la quantité¢ d’information) conduit a une lecture plus précise donc plus
spécifique de I’information.

Figure 10 : Différentes architectures pour des lectines multimériques : Pentamére B de la toxine du choléra en complexe avec
’oligosaccharide GM1 (gauche, pdb : 2CHB)*, Galectine-2 humaine en complexe avec du lactose (centre, pdb : 1HLC)®,
Hémagglutinine d'Influenza H1 de 1934 en complexe avec un pentasaccharide sialylé (droite, PDB : IRVX)®

La structure quaternaire des lectines est trés souvent remarquable. Ces protéines sont
généralement multimériques et peuvent présenter une multitude de géométries. Le pentamere
d’unités B de la toxine du choléra (Figure 10, gauche) et le trimeére d’hémagglutinine H1 du
virus influenza (Figure 10, droite) ont la particularité de présenter tous leur sites de liaisons
sur un méme plan. Ceci est tout a fait intéressant si I’on met en relation cette présentation des
sites de liaison avec la fonction d’adhésion a des membranes de ces lectines. Nous pouvons
également noter la structure tertiaire typique des galectines illustrée par la structure de la
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galectine 2 (Figure 10, centre). Ainsi la disposition des sites de liaisons d’une lectine
multimérique est un facteur crucial de I'interaction avec des glucides de surfaces ou des
glycoconjugués solubles. Les lectines ont souvent des affinités faibles pour leurs ligands et
cette multivalence des lectines est largement invoquée pour expliquer une meilleure affinité in

vivo.>

1.1.4 Galectines — Galectine-1 Humaine

Les galectines, autrefois appelées S-type a cause de la présence de nombreuses
cystéines, sont des lectines spécifiques de [-galactosides. L’appartenance a cette famille est
basée sur I’homologie du domaine de reconnaissance (CRD).* Les acides aminés impliqués
dans cette reconnaissance appartiennent a 4 feuillets B adjacents. Ces bases structurales de la
reconnaissance se trouvent conservées chez les différentes galectines. Comprises entre 14 et
25 kDa, ces lectines sont généralement solubles. En 2008, 14 galectines issues de mammiferes
étaient identifiées. Toutes ces galectines sont divisées en 3 groupes (Figure 11).”

Le premier groupe dénommé Proto est composé des galectines qui ne possedent qu’un
CRD. Souvent, ces monomeres peuvent

L Type "Proto"  Type "Tandem" Type "Chimérique"
former des homodimeéres non-covalents.

Le second groupe, Tandem, comprend /\‘ S a ¥ o /,\—
lui des galectines qui possedent deux e -~ ‘;. 2 £,
CRD (homologues mais non-identiques). ;_, T o’ 4 \

Ces deux CRD sont connectés par un - \\a - - N
peptide court. Le dernier groupe, < O - > I
Chimérique, ne comprend que la Ga-1,-2,5,-7,- Gal-4, -6, -8, -9, -12 Gal-3

. . , 10,-11,-13,-14
galectine-3 qui est composée d’'un CRD

. . Figure 11 : Classification des galectines
et d’'un domaine N-terminal ressemblant
au collageéne. Il a ét€¢ montré, in vitro, que cette galectine chimérique peut former un
pentameére non-covalent en présence de structures glucidiques multivalentes.® Les galectines

les plus étudiées sont les galectine-1,* galectine-3*’ et galectine-7.%

La spécificité des galectines pour des oligosaccharides galactosylés ou lactosylés peut
varier mais, d’une manicre générale, les galectines se lient avec des oligolactosamines ou des
oligogalactosamines. La géométrie de leur CRD (sillon perpendiculaire aux feuillets f3)
permet d’accommoder des oligosaccharides de taille importante.

Depuis leur découverte, les galectines ont montré une myriade de fonctions
biologiques in vitro. Les données sur la maniére dont les galectines interagissent in vivo
restent floues.*® La présence de galectines dans le cytoplasme et sur la membrane oblige a
discerner les interactions intra et extracellulaires.*

Parmi les processus intracellulaires, le mieux identifié est la participation des
galectines a la régulation du cycle cellulaire. Certaines galectines (galectine-1, galectine-3)
peuvent se lier a des protéines de transduction du signal par des liens disulfures et favoriser ou

19



inhiber ’apoptose.”® La régulation du cycle cellulaire par d’autres mécanismes a également
6té observée.”! Par son interaction avec les glycoprotéines des cellules T du systéme
immunitaire, la galectine-1 peut induire I’apoptose de ces cellules T. Ce phénomene est
suspecté d’€tre a la base de la résistance des cellules cancéreuse vis-a-vis des acteurs de
I’immunité innée et acquise. Ainsi, des cellules tumorales modifiées pour sous-exprimer la
galectine-1 ont induit une réponse immunitaire (cellule T) accrue et efficace contre ces
cellules tumorales.’*

Des études in vivo sur des modeles de cancer humain et murin (cancer du sein et du
poumon, glioblastome) par des modifications quant a I’expression des galectines ont conduit a
. S e . ¢ 93
des augmentations de la survie et a des réductions du développement de métastases.

Si des inconnues persistent sur la maniére dont les galectines sont secrétées’, leur
présence sur la membrane cellulaire n’est plus discutée. La galectine-1 a été identifiée comme
un régulateur de I’adhésion cellulaire (positif et négatif).”> Pour appréhender correctement les
interactions des galectines lorsqu’elles sont présentées a la surface d’une cellule, il est
important de garder a D’esprit que ces dernicres sont « ancrées» dans la matrice de
glycoprotéines et de glycolipides présente a la surface des cellules.” Ces ligands occupent les
sites de liaisons de la lectine et ces glycoconjugués peuvent étre appelés « cis-ligands » par
opposition aux « trans-ligands » qui proviendraient d’une autre cellule ou d’un glycoconjugué
soluble. Ainsi s’établit une compétition entre les ligands cis et les ligands trans. Ce concept
fascinant (« cis-ligand masking »), notamment appliqué aux Siglecs (lectines I-types)’®, a été
extrapolé pour expliquer le role des galectines dans la modulation des interactions et dans la
régulation des récepteurs transmembranaires.””° D’autre part, considérant que le
regroupement des récepteurs pour former des réseaux peut conduire a une transduction de
signal, il apparait que ce subtil équilibre constitue une maniere pour la cellule de connaitre
1’état de glycosylation et la quantité de récepteurs transmembranaires et d’influer sur le cycle
cellulaire en conséquence (receptor turnover).”’

1.1.5 Les lectines de Pseudomonas aeruginosa
1.1.5.1 Pseudomonas aeruginosa : une bactérie opportuniste

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste a coloration gram-négative
présente dans de nombreux milieux naturels tels que les sols, les eaux ou les végétaux. Le
terme « opportuniste » souligne la relative innocuité du pathogéne pour les personnes en
bonne santé. Par contre, il serait erroné de penser que ce type de pathogéne ne présente pas de
risques en termes de santé publique. En effet, si P. aeruginosa peut étre présente dans
I’appareil respiratoire, sur la peau, dans [’oreille interne ou dans le systeéme digestif
d’individus sains, elle est également une source majeure d’infections séveres chez les patients
affaiblis (grands brilés), immunodéprimés ou atteints de mucoviscidose.” Ce pathogéne est
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également trés connu des services hospitaliers ou il représente 10 % des infections
nosocomiales en France (aprés Escherichia Coli et Staphyloccocus aureus).”

Localisation Pathologies Occurrence
Appareil respiratoire  Pneumonie aigiie Fréquente (hopitaux, réanimation)
Infections chroniques Fréquente (mucoviscidose)
Sang Bactériémie et septicémie Fréquente
Conduit urinaire Infection aigiie Peu fréquente
Infection chronique Fréquente
Oreille "Otite des piscines" Fréquente
Peau Dermatite Peu fréquente
Infection de plaies Peu fréquente
ou chez les grands brilés Fréquente
Tableau 3 : Principales pathologies causées par Pseudomonas aeruginosa

Les infections provoquées par P. aeruginosa deviennent un probléme de santé
publique. Cette bactérie peut conduire a des infections aigiies ou chroniques graves (Tableau
3) et des souches de plus en plus nombreuses montrent une impressionnante capacité a résister
aux antibiotiques. Cette résistance est le fruit d’une coopération entre une résistance naturelle
ou innée et une résistance acquise.'” En effet, cette bactérie posséde intrinséquement des
armes pour se défendre. Ses principales défenses innées sont I’expression de B-lactamases
détruisant les antibiotiques de type P-lactamine mais également de pompes d’efflux qui
peuvent exporter les antibiotiques au travers de la membrane.'”' La résistance acquise
provient en grande partie de mutations ou d’acquisition de genes. Citons par exemple
I’acquisition de genes pour I’expression de [-lactamases spécifiques ou d’enzymes modifiant
les aminoglycosides et la surexpression de pompes d’efflux.'”’ L’importante capacité
d’adaptation de cette bactérie aux antibiotiques fut expliquée grice au séquencage de son
génome qui révéla I’'un des génomes les plus complexes chez les procaryotes (5570 génes
codants).'” L’adaptabilité de cette bactérie vis-a-vis de ’antibiothérapie conduit & envisager
d’autres approches. Si peu de nouveaux antibiotiques visant ce pathogeéne (gram-négatif) sont
en cours de développement, des alternatives innovantes sont a envisager.

1.1.5.2 Stratégie d’infection bactérienne

Dans I’optique de lutter efficacement contre ce P. aeruginosa, il est important de
comprendre la stratégie d’infection de la bactérie. La premicre étape d’une infection
bactérienne (Figure 12, A) est I’adhésion du pathogene a un tissu cellulaire de I’hdte. Ensuite,
les bactéries forment des micro-colonies (B) par I’intermédiaire d’une prolifération
bactérienne régulée par le « quorum sensing ». Le quorum sensing (ou détection du quorum)
permet aux bactéries de « communiquer » entre elles en utilisant des molécules organiques
appelées auto-inducteurs telles que les lactones acylées de 1’homosérine (AHL).'” Cette
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communication permet une régulation de D’expression de certains geénes de maniere
coordonnée en fonction de la densité de bactéries.

Le regroupement de

~~ mucines o . Bactérie
= glycoconjugueés Chimiotactisme Planctonique

bactéries en micro-colonies Motilité flagellaire .
peut ensuite conduire a la S . S
formation de colonies plus e \
importantes appelées Formationdu ~ “&h¢ - ‘
«biofilms »  (Figure 12, i, C | L
€).' La particularité des & IEmanse e
biofilms est la création, par y Bt wik
les bactéries, d’une matrice B
extracellulaire  d’alginates

qui les protége contre les
défenses  naturelles ou
médicamenteuses de 1’hote.
Le biofilm ne doit pas étre considéré comme un amas statique de bactérie puisque la
communication inter-bactérienne continue par l’intermédiaire de canaux. De plus, des
bactéries peuvent étre « relarguées » hors du biofilm pour former d’autres colonies et/ou
passer dans la circulation sanguine (choc septique). Si nous nous arrétons un instant sur ce
processus, il apparait qu’une des faiblesses de 1’antibiothérapie classique est que « I’attaque »
du pathogene a souvent lieu une fois que les bactéries ont atteint un niveau d’organisation qui
leur permet de se défendre efficacement. Dées lors, il serait intéressant d’agir sur les bactéries
de manié¢re plus précoce. Si I’adhésion du pathogeéne constitue une étape cruciale dans
I’infection de tissus sains, 1’inhibition de cette adhésion apparait donc comme une approche
thérapeutique tout a fait pertinente. Cette approche antiadhésive permettrait également de
s’affranchir d’une pression de sélection trop importante dans le contexte des phénomenes de
résistance aux antibiotiques.

Figure 12 : Processus de formation d'un biofilm

1.1.5.3 L’arsenal adhésif de Pseudomonas aeruginosa

Plusieurs lectines participant a I’étape d’adhésion de P. aeruginosa aux tissus hotes
ont été identifiées.'” En effet, comme pour d’autres bactéries, les pili et le flagelle de P.
aeruginosa disposent d’adhésines. Dans son arsenal d’adhésion et de virulence, P. aeruginosa
exprime également deux lectines solubles PA-IL (LecA) et PA-IIL (LecB). La lectine PA-IL
fut découverte grice au pouvoir hémagglutinant d’extraits de culture bactérienne.'®® La
seconde lectine soluble de cette bactérie (PA-IIL) fut découverte par le méme groupe107
montre une forte affinité pour le L-Fucose.

et

Ces deux lectines solubles PA-IL et PA-IIL montrent des constantes de dissociation
(Kp) pour leur monosaccharides de référence (D-Gal et L-Fuc) de 29 uM'® (dialyse a
I’équilibre) et de 2,9 puM'? (microcalorimétrie) respectivement. La présence d’autres résidus
saccharidiques (oligosaccharides) ou de groupements aromatiques peut fortement améliorer
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110 La tres forte affinité  Camohydrate specificity of PA-IL and PA-IIL

PA-IL PA-TIL

cette affinité (Tableau 4).

du L-Fucose pour PA-IIL n’est pas courante mnibiwr Potency _Inhibitor Potency
. . A . Phenyl-B-Gal 57.1 Lacto-N-fuco 5
parmi les lectines méme si de plus en plus de (L ponbassaciiniin
lectines bactériennes de hautes affinités sont ‘0t -ooicimibion 55 subibevise 2
) . 11 , . R aGall-3oGal-0-Me :l-‘..-' Iu,mt . 28
identifiées. L’affinit¢ de PA-IIL a pu étre uca-oMe Lf  Sfscosylacioss it
. i ; . . pGal-0-Me 2.2 L-Fucose Lo*
expliquée par la résolution de la structure tri- «Gai-sGa 18 L-Galactose 041
. . . D-Galactose Lo* Lewis x 0.17
dimensionnelle (rayons X) de la lectine en ucuisca 08  Sialyl Lewisx 0.13
1 48 11z D-GalNAc 0.5 D-Arabinose 0.08
présence de fucose.”™ Cette structure a révélé un ;) o, i hree i
mode de reconnaissance alors unique parmi les 2o S N =t
interactions sucre-lectine. La présence de deux Tableau 4 : Affinité relative de glucides pour les lectines
solubles PA-IL et PA-IIL, “ et * : références

ions calcium participant a la liaison au fucose

par I'intermédiaire de trois de ses groupements hydroxyles permet la constitution d’un réseau
d’interactions tres efficace. Des calculs in silico et des mesures de microcalorimétrie ont pu
attribuer la haute affinité de cette lectine a une délocalisation de charges et a une entropie tres
favorables.''? Méme si le mécanisme de sécrétion n’est pas connu, ces deux lectines solubles
(donc majoritairement localisées dans le cytosol) ont été retrouvées dans la matrice

extracellulaire comme participant a différents processus d’adhésion et de formation du
biofilm. 6164113

1.1.5.4 La lectine PA-IL (LecA)

Contrairement a PA-IIL, la lectine PA-IL ne complexe qu’un atome de calcium dans
son site de liaison. Cette lectine est un homo-tétramere dont chaque monomere est constitué
d’une chaine peptidique de 121 acides aminés (12,76 kDa). Sa structure fut résolue au
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laboratoire et montra pour chaque monomere un repliement de type « sandwich 3 ».
de liaison de chaque monomere se situe sur un sommet du sandwich . Deux hydroxyles du
sucre sont impliqués dans la coordination de I’atome de calcium et une molécule d’eau
participe au réseau de liaisons hydrogéne en formant un pont (Figure 13). Il est également
possible de constater que la spécificité pour le galactose provient principalement des

interactions des hydroxyles 2, 3 et 4 du sucre avec la protéine et le calcium.

Ce site de liaison montre une grande spécificité pour les galactosides et peut
accommoder des oligosaccharides si la liaison avec le galactose terminal (non-réducteur) est
de configuration o. Cette lectine se lie de manicre efficace avec les oligosaccharides
présentant des épitopes du type : aGall-2BGal, aGall-3pGal ou aGall-4BGal. Une étude
récente a montré par cristallographie, microcalorimétrie et modélisation que 1’antigene
globotriaosyl-céramide (glycolipide) est certainement un ligand naturel de cette lectine sur les
cellules épithéliales humaines.'*'"> Par contre, pour un galactoside modifié en position
anomere par un groupement phényle, la configuration 3 n’induit aucune contrainte stérique et
peut méme établir des contacts hydrophobes trés favorables (Tableau 4).

23



Figure 13 : Structure tridimensionnelle de PA-IL/p-Gal : Homotétramére (gauche), monomére (centre), détail de l'interaction
(droite). Calcium : sphére rouge, eau : sphére bleue. Coordination du calcium : tirets rouges, liaisons hydrogéne PA-IL/Gal : tirets
bleus, interactions avec eau : tirets gris (pdb code : 10KO)

Si cette lectine soluble est principalement localisée dans le cytosol bactérien, sa
présence extracellulaire a été démontrée. Bien que les possibles rdles intracellulaires de cette
lectine n’aient pas été identifiés, I’implication de PA-IL dans certains processus
extracellulaires a été observée. L’expression de cette lectine (et de PA-IIL) est régulée par le
quorum sensing.''® La virulence de cette lectine a été démontrée par sa cytotoxicité in vitro
pour les cellules épithéliales de 1’appareil respiratoire (diminution de la croissance
cellulaire).”® De plus, PA-IL une toxicité sur des cellules épithéliales de I’intestin.''” Cette
étude a également établi que PA-IL peut agir de concert avec 1’exotoxine A pour provoquer
une détérioration des tissus intestinaux et des expériences in vivo ont conduit au déces des

souris étudiées.'!’

Diggle ef al.®* ont montré que, sans étre essentielle, la présence de PA-IL favorise la
formation d’un biofilm. La nature multivalente de cette lectine pourrait jouer un role
important par sa capacité a se lier aux glycolipides de la membrane de plusieurs bactéries. La
présence de lectine hors de la bactérie peut également indiquer une participation aux
processus d’adhésion.’’ Rebiére-Huét er al.''® ont montré que de simples monosaccharides
étaient capables d’inhiber 1’adhésion de P. aeruginosa a la fibronectine (protéine glycosylée
impliquée dans 1’adhésion de cellules) et que PA-IL interagissait naturellement avec cette

glycoprotéine.

Méme si les fonctions de PA-IL et le mécanisme par lequel elle agit ne sont pas
entiérement compris, ces observations établissent que PA-IL peut étre considéré comme un
facteur de virulence et un marqueur du quorum sensing de la bactérie P. aeruginosa.

Plusieurs études illustrent que les lectines issues d’organismes pathogeénes constituent
des cibles pour des approches thérapeutiques innovantes. La preuve de ce concept appliqué a
P. aeruginosa a été apportée récemment par une étude in vivo sur un modele murin.'”” Ce
travail consiste en une série d’analyse in vitro puis in vivo. D’abord, les auteurs ont confirmé
la toxicité accrue de la souche bactérienne sauvage vis-a-vis de cellules épithéliales de
poumons humains par rapport aux souches n’exprimant pas PA-IL. Cette cytotoxicité in vitro
peut étre réduite significativement en ajoutant les ligands monosaccharidiques de cette lectine
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soluble (GalNAc et a-GalOMe). Des résultats similaires sont obtenus en utilisant la lectine
purifiée. Lors des essais in vivo, un inoculum bactérien est instillé dans les poumons de souris.
La mortalité et la perméabilité de la barriere capillaire alvéolaire sont alors suivies. Les
résultats montrent une mortalité totale apres 4 jours dans le cas d’une instillation de la bactérie
seule. Avec I’ajout de monosaccharides spécifiques de PA-IL, la survie remonte a 30% au
bout de 4 jours et reste stable (Figure 14 gauche). L’¢étude de la perméabilité de la barriere
capillaire alvéolaire utilise une protéine marquée (‘*’I-albumine) et permet d’observer la
détérioration de I’épithélium. L’instillation de souches n’exprimant pas PA-IL (PAO1::LecA)
ou PA-IIL (PAOI1::LecB) conduit a une moindre détérioration de cette barriere (Figure 14,
droite).
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Figure 14 : Effet de I'ajout de monosaccharide a I'inoculum bactérien sur la mortalité des souris (gauche). Test de perméabilité de la
barriére capillaire alvéolaire aprés instillation de P. aeruginosa PAO1, des mutants n’exprimant pas PA-IL (LecA) ou PA-IIL (LecB)
ou des souches recomplémentées avec le géne de la lectine : droite, barre bleue foncée = contrdle

Méme si la pathogénicité de P. aeruginosa est multifactorielle, cette étude in vivo
souligne le fait que PA-IL est un facteur de virulence crucial. De plus, la survie d’une partie
des souris lorsque 1’inoculum bactérien est co-instillé avec un ligand monosaccharidique de
PA-IL confirme que cette lectine constitue une cible thérapeutique prometteuse. A cela, il est
important d’ajouter que ces ¢tudes ont été mendes en utilisant des ligands possédant une
affinité relativement faible pour la lectine. Des ligands de plus haute affinité permettraient
d’infirmer ou de confirmer le potentiel de cette approche thérapeutique.

1.1.6 Approche antiadhésive — Multivalence

1.1.6.1 Définitions

En chimie, le terme valence (d’un atome) se référe au nombre de liaisons chimiques
que cet atome peut former avec d’autres atomes. Appliqué aux interactions entre ligand et
récepteur, ce terme définit le nombre de sites de liaison que le récepteur peut impliquer dans
I’interaction. Une lectine sera dite trivalente si elle posséde trois sites de liaison a des osides.
Du point de vue du ligand, la valence correspond alors au nombre de motifs reconnus
(épitopes) que le ligand utilise dans une interaction avec un récepteur. Notons qu’il faut
distinguer le terme multimérique du terme multivalent puisque I’idée de « multimere » ne se
réfere qu’au nombre de monomeéres associés pour former la structure quaternaire. Si chaque
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monomere posseéde deux sites de liaison, un trimére possédera six sites de liaison et sera donc
120
hexavalent.

Une interaction multivalente est définie comme
une interaction entre un récepteur multivalent et un
ligand multivalent. Considérons un récepteur protéique
(lectine) possédant trois sites de liaisons identiques,
indépendants mais connectés (Figure 15, gauche, vert).
Si un ligand présentant trois épitopes (oligosaccharides)

(- K
RN >> CQ—

affinité sera trés supérieure a 1’affinité observée dans le o .
. . . . Figure 15 : Représentation schématique d'une
cas d’interactions monovalentes (Figure 15, droite). interaction trivalente par-rapport a trois

interactions monovalentes (vert : récepteur, bleu
: ligand)

connectés (Figure 15, gauche, bleu) peut accommoder
ses €pitopes dans les sites de liaison du récepteur, son

A la fin des années 1980, plusieurs équipes ont
étudié Iinteraction de lectines multivalentes avec des protéines glycosylées.'*!'** Observant
des augmentations d’affinité trés importantes lorsque plusieurs sucres étaient présentés par ces
glycoprotéines, 1’idée que la multivalence des lectines permettait d’augmenter 1’affinité in
vivo devient populaire. Cette idée permet d’expliquer que les lectines participent a des
interactions fortes in vivo alors qu’elles montrent de faibles affinités pour les
monosaccharides (de I’ordre du mM). En effet, il est tout a fait raisonnable de considérer les
sucres présents a la surface de cellules (glycoprotéines, glycolipides) comme autant de
structures multivalentes présentant des sucres. En 1995, Lee ef al.’*** nommérent cet effet
« Glycoside Cluster Effect» que 1’on pourrait traduire littéralement par: «effet du
regroupement de glycosides ». Cet effet refléte que de nombreuses interactions multivalentes
ont été observées comme étant plus fortes que ce qui pouvait étre attendu sur la base d’une
augmentation de la concentration locale.

1.1.6.2 Modulation de l'interaction - Etats métastables

Lors d’une interaction ligand-récepteur monovalente, les lectines interagissent selon le
modele « clé-serrure » proposé par E. Fischer en 1894 pour les enzymes.'? Dés lors, le ligand
@_ _— c ‘\ peut étre soit en interaction, soit

[ libre selon un sc‘he'ma « on/‘off » (1

ou 0). En considérant maintenant

une interaction multivalente, la

\0 présence de multiples sites de
{% * liaison et de multiples ligands
~ - *** induit la possibilité de modes de
LA A A A % 4 4 P

liaisons multiples. Ainsi, cette

[ [0 [of [ [ O O [ [ . : .
) ) ) ] multivalence pourrait produire un
Figure 16 : Représentation d'une interaction monovalente (haut). . . . i
Représentation d’une interaction multivalente (bas) nombre 51gn1ﬁcat1f d’états

métastables (Figure 16). Si a chacune des interactions monovalentes est attribué¢ un état selon
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le modele « on/off » ou 1/0, il devient ais¢ de considérer ces différents états comme porteurs
d’une information. Cette métaphore qui relie la complexité d’un systéeme a une information
biologique permet d’illustrer que la multivalence peut créer une gamme de réponses plus large
qu’une interaction simple « on/off ».

Ce constat peut étre crucial en ce qui concerne la fonction biologique de telles
interactions. S’il semble trivial qu’un organisme biologique évolué nécessite des réponses
(gG-antibody-coated y Fedomanotiga  plus €laborées qu’un systeme « on/off », la multivalence peut

bacterium
A ‘ ~ r . A
v 0, étre source de réponses graduelles. Bien slr, ces
/////f’/f//’ .(//"

\\\{( V4

F. receptor
/e P

considérations ne s’appliquent pas qu’au strict domaine des
interactions lectine-sucre et la phagocytose de bactéries par
I’intermédiaire d’anticorps IgG illustre ce propos (Figure
17)."* Lorsqu’une bactérie est détectée et « recouverte »
d’IgG, un macrophage est capable de se lier au domaine Fc
N, des IgG. L’interaction entre un IgG et le macrophage ne
conduit pas a la phagocytose mais si de multiples contacts
> - s’établissent, la bactérie est « ingérée ». Ce concept de

Figure 17 : Phagocytose d'une bactérie : 7 ‘ . ) .
par Vintermédiaire d'interactions 1o . odulation de la réponse peut tout a fait s’appliquer aux
macrophage différents processus dans lesquels sont impliquées les
lectines (adhésion, communication, ...). Si 'interaction peut étre modulée en fonction des
caractéristiques des interactants, la multivalence pourrait alors également étre une source de

sélectivité.

macrophage

LYY,

V’?f/’/// /A\
1

@

1.1.6.3 Sélectivité secondaire - Sélectivité multivalente

L’une des questions fondamentale que pose 1’étude des lectines est celle de la
sélectivité de la fonction biologique. Les lectines partagent toutes un faible nombre de motifs
élémentaires reconnus (s€lectivité primaire). La reconnaissance de motifs plus complexes
(oligosaccharides) peut expliquer la spécificité d’une lectine pour certains glycoconjugués
solubles ou membranaires. Cela dit, la richesse structurale qu’apporte la multivalence ne
devrait pas étre négligée.

Considérons deux lectines divalentes possédant exactement la méme spécificité (pour
un oligosaccharide) mais dont les structures quaternaires, par exemple la distance entre les
deux sites de liaisons, sont différentes (Figure 18, orange et vert: lectines). Imaginons
maintenant une surface présentant les oligosaccharides reconnus par ces lectines mais
possédant différentes densités d’épitopes et différentes caractéristiques de présentation de ces
oligosaccharide (Figure 18, bleu : oligosaccharides).
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Figure 18 : Représentation d'une sélectivité d’un récepteur divalent en fonction de 1'état de fonctionnalisation (glycosylation) d'une
membrane biologiaue

Il semble raisonnable d’anticiper que ces deux lectines auront des affinités différentes
pour ces deux surfaces. Et, s’il y a différence d’affinité, il y a sélectivité. Cette sélectivité
provient exclusivement de la géométrie des complexes ligand-récepteur multivalents.'?’
Appliqué a des milieux biologiques évolués, ce raisonnement implique qu’une lectine
multivalente pourrait se lier préférentiellement a un type de cellule (ou glycoconjugué) en
fonction de la densité des épitopes présentés par cette cellule (ou ce glycoconjugué). Ce
raisonnement simplifi¢ ne prend pas en compte certains parametres tels que la flexibilité des
membranes et la possibilité, pour des glycoconjugués présents sur cette membrane, de se
regrouper. Cela ne modifie pas 1’idée fondamentale de ce raisonnement : Pour une lectine
multivalente, le site de liaison est déterminant de la spécificité pour un glucide
(oligosaccharide) et la structure quaternaire (géométrie/topologie) peut déterminer la
sélectivité pour I’assemblage de structures glucidiques (géométrie/topologie).

1.1.6.4 Multivalence dans une approche thérapeutique

L’implication de lectines bactériennes ou virales dans des processus cruciaux de
I’infection (adhésion) en fait des cibles thérapeutiques potentielles. Les premieres preuves de
la viabilité du concept datent de la fin des années 1980 lorsque Aronson ef al.'* ont montré
que la co-administration de a-ManOMe peut prévenir la colonisation par E. coli dans un
modele murin d’infection urinaire.

Le concept de traitement antiadhésif est trés attractif pour deux raisons principales.
Premiérement, il implique I’inhibition d’un processus précoce de 1’infection. Ensuite, dans le
contexte de I’augmentation de la résistance des pathogénes aux antibiotiques, il induit une
pression de sélection plus faible. En effet, de plus en plus de souches bactériennes deviennent
résistantes (ou multi-résistantes) a notre arsenal de molécules bactéricides. Cette évolution
rapide est un des enjeux essentiels de nos sociétés.'”'*° La surconsommation d’antibiotiques
a large spectre conduit en effet a une pression de sélection accrue sur les bactéries présentes
dans notre organisme (pathogenes ou non). A cette résistance, s’ajoute la faible innovation de
I’industrie pharmaceutique dans le développement de nouveaux agents antimicrobiens. Dans
ce contexte, I’idée d’une thérapie antiadhésive séduit puisque 1’inhibition de 1’adhésion du
pathogeéne ne tue pas ce dernier. Il est donc admis que ce type d’approche induirait une

28



pression de sélection moindre et que l’apparition de pathogenes résistants a de telles
131

molécules antiadhésives serait moins rapide qu’avec une antibiothérapie classique.

Des lors, il peut sembler surprenant que les lectines soient sous-représentées dans les
cibles thérapeutiques de I’industrie pharmaceutique par rapport aux enzymes par exemple.
Méme si le caracteére récent des découvertes cruciales quant a I’activité biologique des lectines
peut en partie expliquer le développement tardif d’approches thérapeutiques, d’autres raisons
existent. Tout d’abord, dans le contexte d’une recherche thérapeutique qui vise a inhiber
(antagoniste) ou a favoriser (agoniste) un processus biologique, les pharmacologistes
considerent la spécificité d’une molécule pour la cible identifiée comme un parametre crucial
de la balance bénéfice/risque qui détermine D’efficacité du médicament. En effet, il est
souhaitable que cette molécule n’agisse que sur la cible identifiée et uniquement selon le
mécanisme souhaité. Dans le cas d’une enzyme, la reconnaissance est maximale (préférence
thermodynamique) pour 1’état de transition de la réaction qu’elle catalyse. Ainsi, chaque
enzyme possede potentiellement une structure idéale a « imiter » lorsque 1’on veut obtenir un
inhibiteur sélectif puissant.

Les lectines reconnaissent toutes des briques moléculaires dans leur état fondamental
qui sont largement partagées par d’autres biomolécules. De plus, certains sites de
reconnaissance (CRD) présentent une grande homologie. Ces constats apparaissent alors
comme autant d’obstacles au développement de molécules sélectives. Lorsque des essais ont
été menés pour établir la preuve de I'efficacité des ligands de lectines dans I’inhibition de
I’adhésion de pathogenes, certains problemes ont été soulevés. Tout d’abord, les premiers
tests ont été menés en utilisant des mono- ou oligosaccharides monovalents. La faible affinité
de ces composés pour les lectines ont conduit a I'utilisation de quantités importantes de
molécules. Ensuite, la faible sélectivité vis-a-vis de la cible alliée a des quantités importantes
de saccharides peut conduire a une toxicité de la molécule.'?* '

Si la lectine est considérée comme une simple protéine qui se lie & des mono- ou
oligosaccharides, les critéres pharmacologiques d’affinités et de spécificité vont étre difficiles
a satisfaire. Ajouter une vision multivalente a cette démarche pourrait donc étre grandement
favorable. Si I’optimisation des interactions dans le site de liaison reste primordiale, s’écarter
du site de liaison, pour observer les phénomenes liés a la multivalence, est également
essentiel.

Pour inclure la multivalence dans notre compréhension des phénomenes biologiques et
dans le développement d’approches thérapeutiques innovantes, deux pré-requis sont
nécessaires. Dans cette premiére partie, le contexte des interactions sucres-lectines et
I’importance de la multivalence dans ces processus ont été présentés. Il est maintenant
important d’essayer de comprendre les aspects fondamentaux qui régissent les interactions
multivalentes.
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1.2 Bases fondamentales de l1a multivalence

1.2.1 Caractéristiques d’une interaction monovalente

1.2.1.1 Aspects thermodynamiques

Pour appréhender les interactions monovalentes, considérons 1’équilibre d’association
entre un ligand (L : sucre) et un récepteur (R : lectine). Ces deux entités monovalentes
peuvent s’associer pour former un complexe [LR].

[LR]
[L][R]

[L] + [R] = [LR] K, = (q. 1)

La formation du complexe peut étre décrite par sa constante d’association K, (M™) ou
de dissociation K; = 1/K, (M). Ces constantes sont des caractéristiques de 1’état du milieu a
I’équilibre et indiquent donc dans quelle proportion deux espéces en présence seront sous
forme associée ou libre a 1’équilibre (Equation 1).

Les deux principes de la thermodynamique permettent de connaitre les caractéristiques
énergétiques de cet équilibre (1 principe : conservation de 1’énergie) mais également le sens
de ces échanges d’énergie (2nd principe : AS,nivers = 0). La constante d’association d’un tel
équilibre peut donc étre reliée aux caractéristiques €nergétiques telles que les changements
d’énergie libre AG,,,,,, d’enthalpie AH,,,,, et d’entropie AS,,,n, par la loi de Van’t
Hoff (équations 2, 3 et 4) :

AGpmono = —RT In(K,) (éq.2)
AGmono = AHmono — TASmono (éq.3)
_ AHmono ASmono ;
In(K,) = . (éq.4)

L’énergie libre de Gibbs décrit précisément 1I’état du milieu a I’équilibre puisque ses
composantes enthalpiques et entropiques permettent de connaitre a la fois la quantité
d’énergie en jeu mais également le sens de cet échange.

A pression constante, le changement d’enthalpie d’un systéme lors d’un processus est
une caractéristique de la chaleur absorbée ou émise par le systéme pour atteindre 1’équilibre.
Pour la formation d’un complexe non-covalent, cette enthalpie provient de 1’énergie
stabilisatrice des différentes composantes de 1’interaction (liaisons hydrogenes, ioniques,
interaction hydrophobes, ...).

Le changement de I’entropie d’un systéme correspond a un changement dans le
désordre du systeme. Ce désordre est a mettre en relation avec une dispersion de 1’énergie et
un changement dans le nombre d’états microscopiques des molécules qui composent ce
systéme. Si cette notion reste parfois délicate a appréhender, la dilution de molécules dans un
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volume plus grand, ’augmentation des degrés de libertés d’une molécule ou I’accroissement
du nombre d’états métastables d’un systeme conduisent a une augmentation favorable de
I’entropie.

De manicre globale, lorsque qu’un ligand (sucre) et un récepteur (lectine) sont en
présence, ils interagissent pour atteindre 1’équilibre (minimisation de AG) en minimisant
I’enthalpie AH et en maximisant I’entropie AS.

1.2.1.2 Aspects cinétiques

L’équilibre entre formes libres (ligand et récepteur) et forme associée (complexe
ligand-récepteur) peut également étre considéré en termes de cinétique de réaction.

va
L1+ [R] =L v f @

Lorsque la réaction atteint I’équilibre, les vitesses des deux composantes de la
réaction (association et dissociation) deviennent égales : v, = v;. Le complexe [LR] est alors
formé et dissocié avec des vitesses similaires et la composition du milieu n’évolue plus. Ceci
souligne, que méme a 1’équilibre, le systetme reste dynamique et que des concentrations
constantes ne signifient pas 1’absence de réactions de formation et de dissociation du
complexe. De plus, I’égalité¢ des vitesses de réaction a 1’équilibre implique, en reprenant
I’équation 1, que :

ka [LR]

k,[L][R] = k4[LR]  donc Ya = Om K, (q.6)

Ainsi, les constantes de vitesse d’association et de dissociation k, et k; peuvent étre
mises en relation avec la constant d’association K.

1.2.2 D’une interaction monovalente a une interaction multivalente

Une interaction multivalente a été définie, dans la section précédente comme une
interaction entre un ligand multivalent et un récepteur multivalent. Les bases fondamentales
d’une telle interaction deviennent alors beaucoup plus complexes que celles régissant les
interactions monovalentes. Avant de détailler les différentes théories proposées pour expliquer
I’association d’espéces multivalentes, il est nécessaire de définir les différents mécanismes
d’association par lesquels un effet cluster glycosidique est trés souvent observe.
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1.2.2.1 Associations intramoléculaires

Si les concepts fondamentaux dirigeant une interaction monovalente peuvent étre
complexes, le fait que deux espéces monovalentes (ligand et récepteur) forment un complexe
unique (ligand + récepteur) conduit a une expression simple de 1’équilibre d’association. Dans
le cas de ligands et récepteurs multivalents, les associations ligand-récepteur peuvent former
un grand nombre de complexes différents et ainsi compliquer considérablement 1’expression
des multiples équilibres entre ces complexes.

De plus, différents mécanismes d’associations sont envisageables selon la nature des
ligands et récepteurs monovalents (architecture, valence, densité, ...).134 Considérant un
milieu biologique complexe, le passage par tel ou tel mécanisme peut conduire a différents
processus.**!*> Ainsi, cette capacité des interactions multivalentes a obéir a plusieurs
mécanismes d’association enrichit encore davantage le spectre des processus biologiques dans
lesquels sont impliquées ces interactions.

@ D’une maniere générale, un ligand et un
récepteur divalents peuvent interagir de deux
facons. Les mécanismes pour lesquels la
multivalence des ligands et récepteurs induit une
interaction intramoléculaire sont les mieux
connus. Parmi ces derniers, I’association chélate
(Figure 19a)'*° est le mécanisme le plus étudié et
celui qui donne lieu aux augmentations d’affinités
les plus importantes. Cette association correspond
au phénomene connu sous le nom d’ «effet
chélate »."*® Elle est essentielle pour comprendre
les effets de multivalence et fera 1’objet d’une
analyse plus détaillée par la suite. Sous ’action
d’un ligand multivalent, le regroupement de
récepteur (Figure 19b) est une variation de 1’effet
chélate. Ce regroupement est possible grace a la
diffusion bidimensionnelle des récepteurs ancrés

Figure 19 : Mécanismes d'interactions multivalentes dans des membranes biOlOgiqUCS (bicouche
fluide). Toutefois, la distinction avec une association chélate « simple » est importante
puisque ce mécanisme est souvent source d’un processus de transduction du signal.'®!3714?
Une seconde variation de 1’association chélate est la présence sur un monomere de récepteur

%8:(

(b)

(c)

Q@%ﬂ
|

(d)
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(lectine par exemple) d’un second site de liaison (Figure 19c) : association au sous-site. Ce
site secondaire présente souvent des affinités, ou méme des spécificités, différentes. Si les
bases fondamentales de ces trois mécanismes seront appréhendées de manicre similaire, leur
différences peuvent tout de méme conduire a des interactions aux profils thermodynamiques
et cinétiques particuliers.
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1.2.2.2 Associations intermoléculaires

Un ligand et un récepteur divalents peuvent interagir en impliquant uniquement des
interactions intermoléculaires. Une premiére intuition pourrait laisser penser que ces
interactions ne devraient pas différer de leurs composantes monovalentes. Or, il est
maintenant bien admis qu’un effet de multivalence important peut également étre observé
lorsque les composantes de 1’interaction sont de nature intermoléculaire. Par exemple, si un
ligand multivalent se trouve en présence d’un récepteur mais qu’il ne peut pas atteindre
plusieurs sites de liaison, la simple réassociation statistique peut conduire a une augmentation
d’affinité globale non-négligeable (Figure 19d).

7 . \ ‘ ‘ . . 1 . 124
Les processus agrégatifs relevent également de mécanismes intermoléculaires.

141 , . , i , . ,
Brewer et al.”™" ont proposé la formation de réseaux réticulés lorsque des ligands et récepteurs
multivalents sont mis en présence. Si I’on considére un ligand divalent (sucre) en interaction
avec un récepteur divalent (lectine), un % M H
>~ C
réseau réticulé linéaire peut étre formé T
. . , V@ -~ ligand divalent Réticulation
(Figure 20). Pour de faibles degrés de e de type 1
= lectine divalente
réticulation, ces réseaux sont souvent
solubles et restent flexibles. Des cristaux + ‘—}'
provenant d’une solution de galectine-1 et AN [\
‘ . Réticulation
de type 2

d’un ligand glucidique divalent ont &té
obtenus et ont confirmé la formation des
réseaux réticulés lindaires et flexibles (type
).142

Si une valence supérieure est
considérée pour un des partenaires, la
formation de réseaux réticulés reste possible mais gagne en complexité (Figure 20). Le ligand
glucidique devenant tétravalent, des réseaux a deux ou trois dimensions sont envisageables
(réticulation de type 2). Ces réseaux sont fréquemment insolubles et conduisent donc a une
précipitation irréversible. Malgré cela, la diffraction de rayons X sur des -cristaux
d’agglutinine de soja (SBA) ont confirmé la formation de tels réseaux.'*’

Figure 20 : Formation de réseaux réticulés

Méme si cela ne semble pas étre toujours nécessaire, ces phénomenes d’agrégation ou
de réticulation sont suspectés d’étre stabilisés par des interactions protéines-protéines. La
formation de tels réseaux a €té démontrée comme jouant un role majeur dans des processus
biologiques impliquant, par exemple, la galectine-1. En effet, Baum et al.'**'* ont montré
que la galectine-1 est capable de former des réseaux réticulés avec des glycoprotéines
(CD45/CD3) présentes a la surface des cellules T. Ces réseaux se sont révélés tres homogenes
considérant le haut degré de glycosylation des surfaces cellulaires. De plus, les auteurs ont
montré que cette ségrégation des glycoprotéines transmembranaires, dont certaines possédent
un domaine cytoplasmique avec une activité tyrosine phosphatase, pourrait permettre la
transduction d’un signal d’apoptose.
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Dam et al.'*

ont montré que I’affinité d’une mucine porcine modifiée (glycoprotéine)
pour une lectine de soja (SBA : spécifique du GalNAc) était supérieure d’un facteur 10° par
rapport au GalNAc monovalent. Pour expliquer cette amélioration les auteurs ont invoqué un
modele d’association et de glissement (binding and sliding) emprunté a la biochimie de
’ADN.""'* 1 "application de ce concept aux interactions entre lectine et glycoprotéine par

149
.

Dam et a permet d’expliquer I’augmentation considérable de ’affinité globale, par une

diminution de la vitesse de dissociation (Figure 21).

Une étude approfondie de ces phénomenes intermoléculaires a permis a Brewer et
al. P’ de  proposer une explication
thermodynamique. Les auteurs ont invoqué la
différence d’évolution des profils enthalpiques

— et entropiques lors de I’association de lectines

Y sur une structure glycosylée multivalente.
Dy ﬂ ’ L’enthalpie  globale résulterait donc de
? ’ association alors que I’entropie globale ne

I’additivité des gains enthalpiques de chaque
A IANEINE NI AR NANETATRIANNARAEEY  serait pas proportionnelle au nombre

Figure 21 : Mécanisme d'association et de glissement d’associations. Au fur et a mesure de la
saturation des sites glycosylés, les auteurs ont observé une diminution des constantes
d’association microscopiques. Cette diminution peut étre considérée comme une coopérativité
apparente de plus en plus négative et peut étre expliquée par la diminution de la valence
fonctionnelle de la glycoprotéine au cours des associations successives (Figure 22).

Le concept de coopérativité a trés souvent été source de confusions dans la littérature
et une clarification de cette idée semble justifice.
Avant d’aborder ce concept, il est important de e c
préciser que [’analyse et D'interprétation de la
thermodynamique des phénomeénes purement
intermoléculaires peuvent s’avérer tres délicates
car des especes insolubles sont potentiellement + c K,
formées. En effet, si les complexes
intermoléculaires formés deviennent insolubles,
deux problemes fondamentaux se posent.

K,

Premiérement, la précipitation irréversible d’un ' + c K;

complexe influencera de manicre significative les 0

équilibres entre especes solubles selon la loi ‘

d’action de masse. Deuxiémement, certains - ) q
3

principes et équations thermodynamiques ne sont " 2 c
applicables qu’a des processus réversibles. Si un
équilibre forme des espéces pouvant, par un
processus irréversible, conduire a des especes

- 69

Figure 22 : Diminution de la valence fonctionnelle d'une
structure multivalente glycosylée au cours d'associations
insolubles, cette étape de précipitation pourrait étre avec des lectines
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sous controle cinétique et donc, ne pas étre caractérisée par 1’équation de I’énergie libre de
a1 1524153
Gibbs.

1.2.2.3 Coopérativité

Une association est dite coopérative lorsque I’association d’un ligand dans un site de
liaison influence I’affinité d’un second site du récepteur pour un second ligand. Il peut donc,
s’agir de I’interaction de plusieurs ligands monovalents avec un récepteur multivalent. De
multiples associations sur un récepteur multivalent peuvent donc montrer une coopérativité
(1) positive (synergique) si la premieére interaction augmente I’affinité des suivantes, (2)
négative si I’affinité devient plus faible ou (3) nulle (additive) lorsque les affinités des sites de
liaisons pour leur ligand restent constantes au cours des différentes associations. L’exemple
de coopérativité positive le mieux connu est 1’association allostérique de molécules d’oxygene
a ’hémoglobine. Pouvant lier jusqu’a quatre molécule d’oxygene, 1’affinité de I’hémoglobine
pour I’oxygeéne augmente au fur et a mesure que les quatre sites de liaisons recoivent leur
ligand (oxygene).

La distinction entre coopérativité et multivalence est essentielle puisque la
coopérativité décrit la dépendance des sites de liaison alors que la multivalence décrit
I’augmentation de I’affinité globale pour un récepteur multivalent possédant des sites de
liaison indépendants. D’ailleurs, de trés nombreux exemples d’effet de multivalence montrant
une forte augmentation de ’affinité globale ont ét¢é identifiés comme non coopératifs. Hunter
et Anderson ont trés récemment posé les bases d’une distinction claire entre deux types de
coopérativité.">* Historiquement, le terme coopérativité correspond au phénoméne observé
dans le cas de I’hémoglobine : une coopérativité¢ allostérique. Les origines de cette
coopérativité allostérique (favorable ou non) peuvent étre multiples et correspondent souvent
a des changements conformationnels, des changements dans la polarisation du récepteur ou
simplement, a I’apparition de contraintes stériques suite a 1’association d’un premier ligand.

Considérons un récepteur multivalent R (lectine par exemple) et un ligand monovalent

L (monosaccharide). L association d’un ligand sur le récepteur conduira a la formation d’un
complexe RL (Figure 23). Une seconde association conduira quant a elle au complexe RL,.
Ainsi i associations conduiront au

L L
b b & & complexe RL; et ce, jusqu’au complexe
Immj mj \.gz L RL, correspond & I’occupation de tous
R RL RL, les sites de liaison de R. Bien siir, chacun
L de ces équilibres pourra étre décrit par

R = Récepteur multivalent | y . .
L = Ligand monovalent L 9 une constante d equlllbre Ki. Pour
& & (& & ® $ & (& considérer une éventuelle coopérativité
— lg: —— allostérique, deux approches sont
RL,, RL, possibles. La premiére consiste a

. 5y e
Figure 23 : Association d'un ligand monovalent sur un récepteur exprimer les constantes d equlhbre cn
multivalent prenant en compte la dégénérescence des
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intermédiaires. Ce concept qui sera développé plus en détails par la suite est essentiel

puisqu’il prend en considération le nombre d’associations possibles pour former un complexe.

.. I °1: A s 154
Ainsi, les constantes d’équilibre peuvent étre exprimées selon'>* :

_ [RL]
2K = g a=5 .7
1k, = IRl K, o
2 27 [1][RL]

Les facteurs statistiques de dégénérescence (2 et 1/2) apparaissent dans
I’expression des constantes d’équilibre et le paramétre d’interaction o permet de décrire la
coopérativité de la seconde association. En effet, si o > 1 cette association sera positivement
coopérative ; si o < 1, elle sera négativement coopérative et si o = 1, ’association sera non
coopérative.

La seconde approche'> est semblable dans le principe mais permet une expression
plus générale.

[LI+[RL] = [RL] K; = Kipger(m — i + 1) /i

. ¢q. 8
% Kigr _ i(m=D) (¢q-8)

L] +[RL;] = [RL] Ki  (+1)(m-i+1)

[L] + [RLp—1] = [RLyp]

Dans cette approche, les constantes d’équilibres K; peuvent étre exprimées pour
chacune des associations (équation 7, gauche). Il est primordial de remarquer que dans ce cas,
les constantes d’équilibre K; ont les méme dimensions (M™). Si 1’on considére une association
purement statistique (non coopérative), chacune de ses associations possede la méme
constante d’équilibre K., pondérée par les facteurs statistiques de dégénérescence. Ainsi,
pour des associations non coopératives, le ratio K(;,1y/K; doit €tre égal au quotient décrit dans
I’équation 8. Si ce ratio est supérieur a ce quotient statistique, 1’association sera positivement
coopérative et si ce ratio est inférieur, elle sera négativement coopérative.

Ces modeles de coopérativité allostérique ne sont valables que lorsqu’un récepteur
multivalent interagit avec plusieurs ligands monovalents. Si les ligands sont multivalents et
que donc, certaines associations deviennent intramoléculaires, la dimension des différentes
constantes d’équilibre ne sera plus constante et ces modeles ne seront plus valables.

La coopérativité apparente dans de nombreuses interactions multivalentes n’est pas
conditionnée par I’interdépendance des sites de liaison. Dans le cas d’assemblages
multivalents dont les sites de liaison sont indépendants, la coopérativité apparente provient de
la différence entre les interactions intermoléculaires et intramoléculaires. Dans le but d’éviter
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les confusions, ces effets de multivalence sont trés souvent considérés comme n’étant pas des
phénomeénes de coopérativité. Or, si les deux phénomenes relévent de processus tres différents
a I’échelle microscopiques, ils peuvent conduire a des comportements macroscopiques
similaires. Ainsi, pour établir une différenciation simple entre ces deux phénoméenes, Hunter
et Anderson ont propos¢ de nommer la coopérativité apparente dus a la multivalence

« coopérativité chélate ». 1>

1.2.3 Théories des interactions intramoléculaires

La multivalence des ligands et récepteurs complique significativement notre
compréhension des interactions biomoléculaires. Cela dit, cette complexité peut étre
considérée comme une richesse et permettre de nombreuses variations dans la manie¢re dont
les biomolécules interagissent. Si des interactions intermoléculaires entre molécules
multivalentes peuvent participer a des améliorations d’affinité significatives, les effets de
multivalence les plus impressionnants proviennent d’interactions intramoléculaires (chélates).
De nombreuses interprétations ont été¢ proposées pour expliquer ces effets mais des zones
d’ombre persistent. Les explications les mieux acceptées ont longtemps été basées sur
I’additivité des composantes thermodynamiques. D’autres théories issues de la chimie de
coordination ou des réactions organiques de cyclisation ont été proposées plus récemment.
Les discussions de ces différentes théories sont rares dans la littérature et, méme si ces
théories ne se contredisent pas forcement, des concepts bien différents ont été apportés par
chacune d’entre elles. Cette section sera donc 1’objet d’une classification et d’une discussion
de ces théories.

1.2.3.1 Thermodynamique des interactions multivalentes
1.2.3.1.1 Champ d’application de ces modeles

D’une manic¢re générale, les théories présentées ci-aprés requierent plusieurs
hypotheses : (1) les sites de liaisons d’un récepteur multivalent sont indépendants et les liens
entre épitopes ne participent pas directement a I’affinité ; (2) les sites de liaisons possedent les
méme caractéristiques intrinséques d’associations (affinité pour un ligand monovalent,
spécificité) et (3) un seul ligand multivalent peu se lier a un seul récepteur multivalent, les
processus agrégatifs sont exclus. *°

S’il est connu que certaines de ses hypothéses sont difficiles a confirmer
expérimentalement (il est toujours possible d’observer un processus agrégatif sous certaines
conditions), la restriction aux associations chélate est indispensable pour la construction d’un
modele simple.

37



1.2.3.1.2 Additivité des composantes thermodynamiques

En 1998, Whitesides er al.'*®
ont publi¢é wune revue sur les
interactions multivalentes dans les
systtmes biologiques. Ce travail
majeur est, aujourd’hui, encore tres

" ln ng ln utilis¢  pour la  richesse des
informations et concepts qu’il

contient. En outre, Whitesides et al.

Figure 24 : Interaction chélate n-valente entre un récepteur n-valent (vert) , . C e o1 . .
et un ligand n-valent (bleu et noir) ont défini et précisé 1’application de

plusieurs concepts aux interactions multivalentes. Partant, d’une interaction chélate n-valente
(Figure 24), les auteurs ont défini des termes permettant de caractériser I’interaction. Tout
d’abord, I’énergie libre de I’association globale AG™U!Y a été mise en relation avec une
énergie libre moyenne AG,’,’%‘},ti ramenée au nombre d’interactions (valence) selon 1’équation

9.

AGIUIH = pAGIH (éq.9)
Kt = (Kioy™" (éq. 10)

Selon les auteurs, la constante d’association globale K™t peut donc étre reliée a une

constante d’association moyenne 1‘(,‘,1“(‘,131,ti par I’équation 10. Traditionnellement, cette constante

Krrlnulti

d’association globale est appellée «avidité » de I’interaction. Cette distinction avec

Paffinité d’une interaction monovalente K™mono

permet d’illustrer que D’avidité d’une
interaction multivalente est souvent bien supérieure a I’affinité des interactions monovalentes

qui la compose.

Whitesides e al.’?® ont remarqué que dans la littérature, de nombreuses confusions
existaient entre coopérativité allostérique et effet de multivalence. Leur définition de la
coopérativité globale a est basée sur les équations 11 a 14.

AGrI;%l}l/ti = qAG™Mono AGrrlnulti = anAGmoeno (6gs. 11 et 12)
. log (Kmulti) ]
Krrlnultl = (Kmonoyan o= W (égs. 13 et 14)

Il est intéressant de noter que cette définition de la coopérativité differe grandement de
celles présentées précédemment. Ces relations entre constante d’association de 1’interaction

globale K> °lY et constante d’association des interactions monovalentes K mon° peuvent étre
confuses puisque dans certains cas, elles s’aveérent erronées a cause de différences dans les
dimensions de ces constantes d’association. La grande précaution qui doit étre respectée
lorsque des raisonnements sont construits sur de telles constantes (cohérence des dimensions)
a été soulignée dés 1981 par Jencks'®’ et plus récemment par Gilson et Zhou.'*®
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Face a ces difficultés pour appréhender le concept de coopérativité dans les
interactions multivalentes, Whitesides et al.'*® ont défini un paramétre qui est toujours trés
utilisé. Ce parametre permet d’exprimer 1’amélioration de I’affinité d’un ligand multivalent
par rapport a une référence monovalente et ce, méme sans connaitre le nombre d’interactions
qui composent l’association multivalente. Ce facteur d’amélioration fut nommé [ et
correspond au quotient décrit par 1’équation 15.

_ Kﬁnulti

B = wmoms (éq. 15)

Pour caractériser la thermodynamique d’une telle interaction multivalente, Whitesides

et al.®® ont utilisé les relations classiques de la thermodynamique des interactions en

équilibre. Dés lors, I’énergie libre de Gibbs associée a une interaction multivalente AGIU!t

peut étre exprimée par ses composantes enthalpiques AHPYWY et entropiques ASMUIY

(équation 16).
AGTIanIti — AHTrlnulti _ TASYIPUIti (éq. 16)

Dans le cas d’une interaction n-valente, dont les sites de liaison du récepteur sont
indépendants, ’enthalpie pourra étre égale a la somme de chaque composante monovalente
dans le cas ou la présentation des motifs reconnus est optimale (équation 17).

AHUIE = pAf™OnO (éq.17)

Par contre, si la distance entre les épitopes du ligand multivalent est insuffisante, ou, si
les liaisons entre les épitopes ne permettent pas une présentation optimale dans les sites de
liaison du récepteur multivalent, 1’enthalpie pourra é&tre inférieure a la somme des
composantes monovalentes. Ainsi, plus les liaisons entre les différents épitopes sont rigides,
plus la probabilité que des petits défauts lors de 1’établissement du réseau d’interaction dans le

site de liaison conduisent a une enthalpie diminuée sera importante.

Pour Whitesides er al.’?’, I’entropie globale d’une interaction multivalente est un
parametre crucial pour comprendre ces interactions et peut étre exprimé selon ses

composantes translationnelle ASTHYL | rotationnelle AS,T}‘OZEL', conformationnelle AS,TC“OISI: et
de solvaltation AS,TS“OI{:, selon 1’équation 18.
ASPU = ASTans + ASqiol + ASuions + ASISoL  (a.18)

La composante translationnelle provient de la capacité d’une molécule a se déplacer
dans I’espace selon trois degrés de libertés (axes). Elle est reliée a la masse molaire des
molécules et a leur concentration.

La composante rotationnelle correspond, quant a elle, a la rotation d’une molécule
dans I’espace. Ainsi, lorsque deux molécules s’associent pour former un complexe, trois
degrés de liberté translationnels et trois degré de libertés rotationnels sont perdus.
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Le terme lié a I’entropie de conformation représente la restriction du nombre de
conformations possibles pour les ligands et récepteurs lors de I’association multivalente.

Donc, selon Whitesides et al.126, lors d’une interaction trivalente, le premier
évenement d’association (intermoléculaire) possede des caractéristiques entropiques
ASIUIY et ASIWIY similaires & celles d’une interaction monovalente. L’association du
deuxiéme, puis, du troisieme épitope se fait alors de maniére intramoléculaire. Ces
associations intramoléculaires n’auraient alors pas de colts entropiques de translation et de
rotation supplémentaires. Par contre, la flexibilité des connexions entre épitopes conduirait a
un colit entropique conformationnel défavorable. Si le colit entropique de cette restriction
conformationnelle est inférieur a la somme des colits de translation et de rotation, 1’entropie
de I’interaction intramoléculaire sera plus favorable (moins défavorable) que son équivalent
intermoléculaire. Cet argument est invoqué pour expliquer que, si la géométrie des ligands et
récepteurs le permet, 1’association chélate (intramoléculaire) sera préférée par rapport a la
formation d’agrégats (interaction intermoléculaire).

Ces concepts ont €té illustrés par les mémes auteurs lors d’une étude des interactions
multivalentes d’un modele trivalent composé d’un trimere de vancomycine et d’un trimere de
tripeptide (Lys-Ala-Ala).'” Cette interaction trimére-trimére a montré une constante de
dissociation de ’ordre de 107" M ce qui en fait une des interactions les plus fortes observées
pour des molécules organiques de faible taille.

3 +3 - 3 (-

3 AGmOIlO — 3 AHmOIlO — 3 TASITIOHO

L -
+ @ ——
-

AGEY = 3 AH™ORO — 3 TAS™ONO 4 2 TASTONC . — TAS cons

tri

Figure 25 : Comparaison des interactions monovalentes et trivalentes pour le modéle de Whitesides

La comparaison des interactions monovalentes et trivalentes a permis d’établir que
I’énergie libre d’une telle interaction trivalente est égale a la somme des composantes
monovalentes (3AG™°"°) auquel est retiré le colit entropique translationnel et rotationnel des
deux événements intramoléculaires. Le colit entropique lié a la conformation est également
ajouté a I’expression de cette énergie libre globale (Figure 25).
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Dans ce modele, ’amélioration de I’affinité est donc expliquée par deux concepts.
L’additivit¢ des composantes enthalpiques et [’additivité partielle des composantes
entropiques (pondérées par la diminution des cofits translationnels et rotationnels et
I’augmentation des colits conformationnels).

Pour affiner leur vision de cette interaction, Whitesides et al. ont également proposé
un modele permettant d’estimer de maniere quantitative la perte entropique liée a la restriction
conformationnelle.'®® Basé sur des cartes d’énergie potentielle, ce modele a été critiqué par
Ercolani.'®

Cette expression de la thermodynamique des interactions multivalente a quelques
inconvénients. Tout d’abord, elle pourrait laisser penser que I’amélioration de 1’affinité vient
principalement des termes translationnels et rotationnels. Cependant, il faut préciser que si les
— 3 AHmOIlO — 3 TASIHOI‘IO)’
’amélioration de I’affinité (f = KUt /K™ON0) gerajt déja trés importante. La diminution du
terme ASHO5% 1 ,or peut donc conduire a une augmentation supplémentaire de 1’affinité. De
plus, si I’approche de Whitesides er al.’”’

concepts essentiels, I’expression de 1’énergie libre multivalente comme la somme pondérée
157

multi

composantes de I’interaction était purement additives (AGy,;

permet de se familiariser avec de nombreux

des énergie libre qui la constitue (AGUH = anAG ™) peut étre source de confusions.

1.2.3.1.3 Non-additivité des composantes thermodynamiques

L’additivité a souvent été appelée la 4™ loi de la thermodynamique puisqu’elle a
permis, en chimie, de prédire la formation de liaisons covalentes avec une grande fiabilité. Le
passage, en biochimie, a des relation non covalentes ne semble pas pouvoir étre appréhendé
de maniére similaire.'® Ceci est di au fait que si deux entités A et B participent & un
processus, 1’additivité des énergies libres (AG = AG4 + AGp), des enthalpies ou des entropies
n’est correcte qui si les deux entités A et B participent a ce processus de maniere parfaitement
indépendante. Ainsi, Dill a souligné que lors de processus biochimiques complexes, une réelle
indépendance est difficilement envisageable.'® Si I’enthalpie peut étre, de maniére
relativement rigoureuse, décomposée en ses différentes composantes (liaisons hydrogenes,
¢lectrostatiques, solvatation, ...), les composantes de [’entropie ne peuvent pas éEtre
considérées comme indépendantes.

Ainsi, Jencks a soulevé deés 1981 le probléme de I’additivité des paramétres
thermodynamiques d’une interaction.'”’ En considérant un systéme divalent ou deux entités
connectées sont reconnues par un récepteur divalent, Jencks a invoqué qu’une égalité entre
I’énergie libre globale et la somme des énergies libres des deux associations n’a pas de sens et
il a donc proposé d’introduire un terme correspondant a une énergie libre de connexion
AGonnection (€quation 19). Cette énergie représente le changement causé par la connexion
entre les deux épitopes dans la probabilité d’interaction.'**
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AGmulti = 2AG™MO"° + AGconnexion (éq' 19)

divalent

De maniere similaire a Whitesides, Jencks a attribué en grande partie ce terme
énergétique a des changements entropiques de translation et de rotation. Néanmoins, Jencks a
souligné que les considérations théoriques quant aux entropies de translation et de rotation
sont basées sur des modeles de particules en phase gazeuse. Le passage a des solutions
aqueuses complique considérablement leur expression puisque les interactions avec l’eau
peuvent réduire la capacité des molécules a se mouvoir (translation et rotation). De plus,
I’apparition d’un terme de solvatation lié, par exemple, a la désolvatation de molécules d’eau
organisées (entropiquement tres favorable) peut compenser fortement les termes
translationnels et rotationnels.

Les deux modeles de Whitesides et de Jencks sont proches dans I’interprétation de
I’origine de I’effet chélate mais ils difféerent fondamentalement dans 1’expression des énergies
libres d’association et de leurs composantes. Ces deux modeles ont €té mis a 1’épreuve par
I’expérimentation. Dans plusieurs cas, la pré-organisation des €pitopes pour réduire le colt
entropique de la restriction conformationnelle a bien montré une augmentation de 1’affinité
mais cette augmentation fut d’origine enthalpique principalement.'** De plus, il est important
de noter que certains auteurs ont observé une origine enthalpique a I’amélioration de I’affinité
lors d’une association chélate.'®'** Cela dit, Jencks a suggéré que 'interprétation de ’origine
d’une amélioration est délicate si ’on se base uniquement sur les parameétres
thermodynamiques globaux de I’interaction. En effet, la présence de plusieurs événements
d’association et I’observation fréquente d’un phénomene de compensation enthalpie/entropie
rend difficile la détermination de I’origine enthalpique ou entropique d’un phénomeéne.

1.2.3.1.4 Dégénérescence et entropie de Boltzmann

Les deux modeles présentés jusqu’a maintenant ont [’avantage de permettre
d’appréhender les composantes de I’interaction de manicre concrete. Ils ont permis de définir
plusieurs éléments important tels que le facteur d’amélioration B et de comprendre les
problémes fondamentaux que pose le passage d’une interaction monovalente a une interaction
multivalente.

En 2003, Bundle et al.">® ont étendu le modéle de Jencks pour proposer un modéle
thermodynamique qui prend en compte la dégénérescence des intermédiaires. Ce modele
considére deux composantes d’énergie libre AGpier€t AGina qui correspondent aux
composantes provenant d’interaction inter- et intramoléculaires respectivement. En outre, les
auteurs ont pris en compte 1’ensemble des especes présentes en solution pondérées par leur
probabilité¢ w; et leur dégénérescence ();. Le facteur de probabilité permet de considérer la
contribution pondérée de toutes les espeéces intermédiaires. Par ailleurs le facteur de
dégénérescence a été introduit car dans le cas d’interactions entre ligand glycosylé multivalent
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et lectine multivalente, tous les sites de liaisons sont identiques et tous les épitopes sont
identiques. L’ajout d’un facteur statistique qui représente les différentes possibilités
d’association pour former un intermédiaire est donc nécessaire puisque Jencks a travaillg,
quant a lui, sur des ligands et récepteurs divalents hétérogenes. La dégénérescence d’un
intermédiaire peut étre déterminée en fonction de la topologie de I’interaction et donc de la
structure des ligands et récepteurs.

Ce modele considere la nature statistique de 1’interaction comme étant primordiale. 11
commence en considérant la formation d’un complexe chélate multivalent composé de i
interactions. Un complexe RL(7) mettant en jeu i interactions est composés de tous les
complexes microscopiques rl(7) possibles. En solution, il est donc possible de considérer tous
les intermédiaires pouvant exister a partir des complexes ne montrant qu’un épitope dans un
seul site actif (i = 1) a ceux ou tous les sites actifs sont occupés (imax). L’équation de Jencks
peut alors étre appliquée a I’énergie libre d’un complexe microscopique rl(7). Le facteur de
dégénérescence (); représente alors le fait qu’un complexe RL(i) n’est pas une molécule
individuelle puisque plusieurs modes d’associations rl(i) peuvent étre envisagées pour former
un complexe de i associations. L’énergie libre de Gibbs de la formation d’un tel complexe
RL(7) peut étre exprimée par 1’équation 20.

AG; = AGipter + (i — DAGipera — RT InQ; (éq. 20)

Or, les différents complexes RL(i) montrant par exemple 2 ou 5 sites de liaisons
occupés auront des probabilités d’existences différentes. Cette probabilité w; peut étre relice a
I’énergie de chaque complexe par une loi de distribution de Boltzmann (équation 21). Ainsi,
la contribution de chaque espece RL(7) est pondérée par sa probabilité w;.

e(—AG;/RT)

Wi = Z%maxe(—AGi/RT) (€q. 21)

1=0

Pour prendre en compte les aspects statistiques de I’interaction, il serait incorrect

d’utiliser I’expression de la constante d’association globale Kulti

qui a été utilisée jusqu’a
présent. Bundle ez al.”*® ont donc défini une constante d’association globale K,,;4;¢¢ prenant

en compte les différents intermédiaires et leurs différents composants :

Kavidite
R+L =  RL(1)+ RL(2)+ .. +RL(D)

_ Z[RL(’:)] _ [Rassocié] _ [R]O_[R] ‘
Kaviaiee = o = Ty R (5q-22)

Cette constante d’association globale peut étre déclinée sous plusieurs formes qui
rendent possible sa détermination expérimentale (équation 22). La relation thermodynamique
entre K,yiqite €t AGapigire permet, apres quelques transformations mathématiques complexes
d’obtenir I’expression de 1’énergie libre globale AG,,;4it¢ selon I’équation 23.
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AGgyigits = AGinger + AGingra X wi(i — 1) + RT X wiln(w; /Q;) (¢q.23)

Toutes les contributions enthalpiques sont contenues dans les 1¢ et 2°™ termes. Les
améliorations liées 4 la multivalence sont contenues, quant a elles, dans les 2°™ et 3™
termes : 1’existence d’interactions intramoléculaires supplémentaires et un facteur statistique
de l’interaction. Le troisieme terme est donc purement entropique et une entropie d’avidité
AS viqire @ €té exprimée a partir de ce terme.

ASavigie = —R Y™ wiln(w;) + R X.™%* In(Q;) (€q. 24)

L’aspect statistique de ce modele est basée en grande partie sur les travaux de
Chakrabarti e al.'® ' sur I’expression des entropies de Boltzmann, de Gibbs et de Shannon.
Cette entropie d’avidité représente le désordre dans la distribution des différents complexes
microscopiques.

Ce modele considere I'importance d’un facteur statistique dans [’entropie des
interactions multivalentes. Cette entropie d’avidité permet alors d’expliquer le faible colt
conformationnel observé dans certaines interactions multivalentes.'”* Ce modéle a été
appliqué a des tests d’inhibitions par compétition*® et repris par Badji¢ er al.'®’ pour
interpréter un systéme trivalent.

1.2.3.1.5 Molarité microscopique - Concentration effective

L’effet chélate a été initialement observé sur des complexes métalliques il y a presque
60 ans." ' A cette époque, plusieurs explications furent proposées'® """ et I’influence d’une
« concentration effective » induite par un processus intramoléculaire a été considérée.'’*!"!
Le concept de concentration effective est également appliqué a la compréhension des
mécanismes de cyclisation intramoléculaire.'”"""”* Son application aux interactions
multivalentes est plus récente avec par exemple, I’étude de D’interaction d’un dimere de
guanosine monophosphate cyclique avec un canal cyclic-nucleotide-gated (CNG).!” Plus
récemment, le concept de concentration effective fut proposé par Gargano er al.'’* pour
analyser I’interaction multivalente entre un glycopolymeére et une toxine de type ABs (Shiga-
Like toxin).

Selon cette idée de concentration effective, Huskens et Reinhoudt'” ont étudié

I’interaction entre des structures multivalentes présentant plusieurs résidus adamantanes et des
récepteurs de types cyclodextrines (en solution ou sur surface par monocouches auto-
assemblées).

La notion de molarité¢ effective (EM) provient de la chimie des réactions
intramoléculaires'”* et a été utilisée pour décrire le ratio des constantes de vitesses intra- et
intermoléculaires. Le concept de concentration effective (Cep) est similaire mais a été appliqué
dans le cas d’interactions réversibles pour décrire le ratio des constantes d’équilibre intra- et
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intermoléculaires. La concentration effective correspond donc a la probabilité de rencontre de

deux entités connectées par un espaceur.

Si une interaction entre un ligand et un récepteur divalents est considérée, la premicre
étape de 1’association est nécessairement une étape intermoléculaire. Ensuite, la seconde étape

S

inter

Csol

Figure 26 : Représentation schématique du concept de
concentration effective (C.)

pourra soit étre une étape intramoléculaire
(association chélate), soit une autre étape
intermoléculaire avec un second ligand
divalent. Or, la premiére association ligand-
récepteur peut augmenter considérablement
la proximité du second épitope et ainsi,
augmenter la  concentration  locale
(concentration effective) de ligand autour du
second site de liaison encore inoccupé
(Figure 26). En fonction des caractéristiques
du lien entre les deux épitopes, la
concentration locale (C,;) d’une sphere de
volume V) autour du récepteur peut étre
supérieure a la concentration globale de la
solution (Cso). Si Copr >> Cypy, la seconde

association sera préférentiellement intramoléculaire. A I'inverse, si Cey << Cyq, 1’association
intermoléculaire sera favorisée. La concentration effective a proximité du site de liaison peut
donc étre inférieure a la concentration de la solution si les parametres topologiques du ligand
divalent ne permettent pas au second épitope d’atteindre le second site de liaison de manicre

intramoléculaire.

Selon ce mode¢le, la constante d’association d’un complexe n-valent ou la premicre
interaction est intermoléculaire puis les suivantes sont intramoléculaires peut étre exprimée

selon'’® :

i -1
K% = b Kine™ Copp™

Le facteur b représente les

permutations possible pour former le complexe et K;,;
représente la constante d’association intrinseque de

chaque site de liaison.

L’application de ce concept aux interactions
en solution a pu é&tre extrapolé aux interactions
multivalentes de surface (Figure 27).""" Ce deuxiéme

Solution
(éq. 25)
différentes
Surface OUOUOUQ
08 :
[ & h) 0,
(AL TTRTHRTIRAI 20.—.020
Side view Top view

cas est plus compliqué puisque I’espace que peut
potentiellement occuper le second épitope correspond
maintenant a une demi-sphere. De plus, la densité de
fonctionnalisation de la surface avec des récepteurs doit
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Figure 27 : Comparaison du concept de
concentration effective en solution et sur une
surface



étre connue ou estimée. Le modele développé pour les interactions de surface reste donc basé
sur le méme principe mais prend en compte ces parametres supplémentaires.

L’expression de la constante d’affinité par la concentration effective possede plusieurs
avantages. Lorsque le récepteur multivalent est composé de » sites de liaison indépendants, il
est correct de considérer que leur caractéristiques intrinseques d’interaction sont égales. Deés
lors, la concentration effective induite par le ligand multivalent peut tre calculée. L approche
inverse semble encore plus intéressante puisque si les caractéristiques topologiques du ligand
(taille de I’espaceur, rigidité,...) sont connues, il est envisageable d’estimer la concentration
effective et donc I’affinité de ce ligand multivalent pour un récepteur multivalent donné.

Empruntée de nouveau a la chimie des cyclisations intramoléculaires, la concentration
effective est exprimée selon :

3
1 3

_ 1 2 .
Ceff T Ny ((anoz)) (¢a. 26)

N, représente le nombre d’Avogadro et ry est la racine des carrés moyens (root-
mean-square) de la distance entre le second épitope et le site de liaison. Cette expression
montre que si la distance ry est connue, 1’estimation de la concentration effective reste
relativement simple. Le probleme de la détermination de ry reste par contre entier. En effet,
plusieurs modeles existent pour estimer une telle distance. Huskens et Reinhoudt estimerent
cette distance selon une loi simple des statistiques de la marche aléatoire : 7y = avn ; ou n
correspond au nombre de segments (liaisons) qui compose la chaine et a correspond a la
longueur de ses segments. La détermination de ce paramétre r, reste donc délicate puisque la

technique utilisée est décrite par Huskens et Reinhoudt'”” comme « rudimentaire ».

Dans leur revue sur I’énergie libre et I’entropie des interactions non-covalentes, Gilson
158 . . . . . .
et Zhou °" ont repris ce concept de concentration effective pour une interaction divalente en le
transformant en un terme purement probabiliste selon :

Ki_5 = Kq1Kgop1(15) et AGi_, = AG; + AG,-kgT In[Vpy,(15)]

Ainsi, la probabilité pour que la distance entre I’épitope et le site de liaison soit égale a
celle qui existe lorsque les deux sont en interaction (distance minimum) est décrite par la
densité de probabilité p; (1). Ce terme est équivalent a la concentration effective et peut
également servir a exprimer 1’énergie libre AG;_, ou kg est la constante de Boltzmann et V°
est le volume standard (1663 A’ = 1/C°). Lors du calcul de cette probabilité, Zhou'”*'"” a
montré qu'un espaceur possédant une flexibilité intermédiaire (peptide par exemple) pouvait
étre modélis€¢ comme des chaines de type ver (worm-like chains: WLC). Ce concept,
emprunté aux polymeéres, permet de calculer plus précisemment cette probabilité a partir de
paramétres structuraux de la chaine.'®*"'®!

Pour finir, ce modele basé sur la concentration effective a également 1’avantage d’étre
parfaitement cohérent avec la dépendance des interactions multivalentes a la concentration
des especes. En effet, la concentration des ligands et récepteurs n’influence que la
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concentration globale C,, tandis que C. reste inchangée. Dés lors, il apparait qu’une
interaction en milieu trés dilué pourra favoriser une interaction intramoléculaire alors qu’un
milieu concentré favorisera une interaction intermoléculaire. Ces effets sont bien connus des
expérimentateurs et ils seront abordés un peu plus loin.

1.2.3.2 Aspects cinétiques

Les différentes théories présentées jusqu’ici ont souvent des fondements communs
méme si leur expression peut étre trés différente. Les théories de la multivalence sont trés
souvent basées sur une thermodynamique macroscopique alliée a des arguments entropiques
microscopiques probabilistes.'™ La différence avec les interactions monovalentes provient du
caractere intramoléculaire des interactions qui composent la formation d’un complexe chélate.

Considérant 1’association entre ligands et récepteurs multivalents comme réversible si
I’association a lieu par chélate (intramoléculaire), le phénomene doit pouvoir étre représenté
par ses aspects cinétiques.

~
intermoléculaire
—
—_—

iniermoléculaire intermoléculaire C
—ee —
¢ | C

Figure 28 : Association divalente et deux associations monovalentes

intramoléculaire

La comparaison de 1’association séquentielle d’un systéme divalent avec celle d’un
systeme monovalent (Figure 28) permet de mieux appréhender I’idée intuitive qu’un ligand
multivalent aura une cinétique de dissociation moins rapide. Dans les deux situations, la
premicre interaction est intermoléculaire et les cinétiques sont, aux facteurs statistiques pres,
similaires. Dans le systtme monovalent, la deuxiéme association est ¢galement
intermoléculaire et donc, équivalente a la premicre association. Par contre, dans le systéme
divalent, la deuxiéme association est intramoléculaire et I’augmentation de la concentration
effective conduit & une augmentation significative de la vitesse de formation du complexe
divalent final. Rappelons que le concept de molarité effective représente le ratio des
constantes de vitesses d’une étape intramoléculaire par rapport a son équivalent
intermoléculaire.

De plus, la dissociation du complexe divalent doit passer par la méme étape
« intramoléculaire » et la réassociation statistique peut également étre grandement favorisée
par la concentration effective. Ainsi, aux facteurs statistiques pres, la vitesse de formation
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d’un complexe divalent serait égale a la vitesse de formation d’un complexe monovalent mais
sa vitesse de dissociation serait bien inférieure. Les modeles théoriques étudiés sont donc
cohérents avec le profil cinétique bien connu des interactions multivalentes (dissociation
lente).

1.2.3.3 Universalité de ces concepts - Comparaison interaction monovalente

Les théories présentées ci-dessus n’ont pas vocation a expliquer la réalité physico-
chimique de ces interactions. Elles sont construites a partir de parameétres thermodynamiques
et cinétiques classiques et ne cherchent qu’a décrire les observations des «effets» de
multivalence et a introduire des concepts utiles dans un approche prédictive. Il n’existe pas de
lois spécifiques d’une interaction multivalente et la réalité physico-chimique de toutes les
interactions non-covalentes est basée sur les mémes fondamentaux. Des lors, les concepts
décrits dans cette section doivent posséder un caractére universel.

Agrandissement

f=

Figure 29 : Interaction multivalente et multiples interactions fondamentales

Considérons une interaction par association chélate entre une structure glucidique
multivalente (Figure 29, gauche bleu) et une lectine multivalente (Figure 29, gauche jaune et
vert). L’interaction globale est donc constituée de plusieurs interactions sucre/site de liaison.
Si une des interactions qui compose 1’association multivalente est agrandie, il semble
raisonnable de considérer que cette association monovalente découle de plusieurs interactions
« fondamentales » entre des groupements fonctionnels des deux participants (Figure 29,
droite). Il a été discuté que I’interaction d’un sucre dans le site de liaison d’une lectine est
dirigé par 1’établissement d’un réseau de liaisons hydrogene, par des interactions hydrophobes
et par d’autres contacts de types électrostatiques ou de van der Walls. Bien sur, toutes ces
interactions ne sont pas €équivalentes et leur nature bien différente puisque plus fondamentale.
Mais, ne peut-on pas considérer le sucre comme constitué de différents épitopes qui se lient a
différents « sites de liaisons » ? Cette métaphore n’a pas pour but de confondre les deux
situations ou d’essayer d’appliquer le traitement fondamental d’une interaction monovalente
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aux modeles multivalents mais permet d’observer que les concepts issus des théories de la
multivalence ne sont pas dénués d’un certain caractere universel. En effet, s’il semble tres
difficile d’imaginer I’association d’un sucre dans un site actif comme étant séquentielle, les
concepts de concentration effective, d’entropie translationnelle, rotationnelle et
conformationnelle ainsi que la prise en compte de la dégénérescence du systeme ne semblent
pas philosophiquement incompatibles avec les multiples interactions fondamentales lors d’une
association monovalente. Un ligand saccharidique au sein d’un site de liaison pourrait alors
étre considérer comme une structure multivalente hétérogene permettant une présentation
parfaitement optimisée de plusieurs « épitopes fondamentaux ».

La compréhension de toutes les bases fondamentales d’une interaction monovalente
entre un sucre et un site protéique demeure indubitablement imparfaite. Le passage a un
systeme multivalent comparable, mais dont chaque groupement reconnu est constitué¢ d’un
systtme complexe, semble donc logiquement encore plus délicat. Cela dit, les théories
proposées dans la littérature et la comparaison présentée ci-dessus laissent a penser que ces
interactions multivalentes doivent pouvoir étre comprises selon des outils fondamentaux
similaires aux interactions monovalentes. Ce constat n’amene pas de nouvelle compréhension
ou de nouvelle approche fondamentale mais il va dans le sens d’une démystification de ces
interactions. Toutes ces théories sont de réelles avancées dans cette direction. Dans un futur
proche, peut-étre arréterons-nous d’utiliser des termes parfois flous tels que : « effet chélate »
ou « effet multivalent ».

1.3 Ligands multivalents de lectines
1.3.1 Mimes de structures multivalentes naturelles

Les glucides sont des constituants tres importants des membranes et surfaces
cellulaires. Des structures saccharidiques complexes sont attachées a des protéines et a la
bicouche lipidique. Ces architectures sont de tailles, de formes et de degrés de
fonctionnalisation trés variés. La répartition de ces structures (glycoprotéines, protéoglycanes
et glycolipides) sur la surface d’une cellule peut étre plutét homogene comme elle peut étre
trés irréguliére (regroupements en microdomaines)."”> Cette matrice présentant une grande
diversité de glucides est appelée glycocalyx.'"™ L’implication de ces structures dans de
nombreux processus a déja été soulignée et I’importance des phénomenes de multivalence
dans I’interaction de ces architectures n’est plus a démontrer.

Les mesures de I’interaction entre un récepteur et son ligand glucidique élémentaire
montrent des affinités généralement faibles. Les interactions naturelles entre les structures
glucidiques et les récepteurs ne peuvent étre globalement appréhendées qu’en termes
d’interactions multivalentes.'® Dés lors, le motif reconnu (ligand) naturel d’un récepteur n’est
plus seulement constitué des structures élémentaires telles que des mono-, di- ou
oligosaccharides.'?” Considérer I’interaction comme multivalente revient en effet, a s’éloigner
du motif glucidique élémentaire pour appréhender I’ensemble de la structure. En plus de
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I’épitope, le ligand naturel d’un tel récepteur est caractérisé par les structures qui présentent
ses sucres, par I’architecture qui sert de plateforme d’ancrage et, surtout par la géométrie de
I’ensemble.

Sur une membrane ;) *¢¢ b) o)
cellulaire, les glucides sont l.l=
présentés par des protéines -
(glycoprotéine ou protéoglycanes)

’:NeuAc

: Gal

ou sont directement ancrés dans la ;2:‘:‘:
bicouche lipidique (glycolipides). ®:Man
Ainsi, la multivalence des sucres e
provient de trois types de ool

structures. Des oligosaccharides @ @ @

ramifiés peuvent présenter *9¢ L ¢ -

plusieurs  motifs  glucidiques § gi (&i_ o 3 g" 1 E ; Moo
terminaux  identiques  (Figure = T ([reetome
303)_111 Une protéine peut étre Mimétiques de structures multivalentes naturelles

glycosyle’e par plusieurs Figure 30 : Structure glucidiques multivalentes naturelles et équivalents

! . synthétiques
oligosaccharides et donc,

présenter des sucres terminaux avec une géométrie dépendante de la nature de
I’oligosaccharide et de 1’arrangement des sites de glycosylation de la protéine (Figure 30b).
Enfin, des glycolipides sont ancrés directement dans la bicouche lipidique et conduisent donc
a une présentation multivalente d’épitopes glucidiques lorsque plusieurs glycolipides sont
ancrés dans la membrane de maniére dense (Figure 30c). Lorsque seuls quelques
monosaccharides sont reconnus par un récepteur, il est admis que le reste du squelette
glucidique d’un oligosaccharide posseéde un rdle structurant trés important pour une
présentation efficace des motifs terminaux.

Les architectures multivalentes naturelles sont capables d’interagir avec des lectines
solubles, membranaires ou attachées a la surface d’autres cellules. Pour inhiber un processus
lié aux lectines ou plus généralement, pour étudier les interactions multivalentes, la démarche
consiste donc a synthétiser des structures multivalentes solubles mimant ces glycoconjugués
naturels. Or, la structure compléte des glycoconjugués naturels (épitope, squelette glucidique,
protéine ou membrane, ...) est difficile & déterminer et le caractére dynamique des bicouches
lipidiques ne simplifie pas la situation. Par exemple, pour la trés grande majorité des
glycoprotéines du monde eucaryote (environ 50 % des protéines sont glycosylées) la structure
des glucides n’est pas connue au niveau moléculaire.'™ La grande diversité de ces
glycoconjugués naturels est, en revanche, bien connue.

Partant de ces constats, plusieurs classes de structures multivalentes glycosylées ont
été étudiées. La diversité des structures synthétiques proposées est a la mesure de la diversité
des architectures glucidiques naturelles. Pour améliorer notre compréhension des interactions
multivalentes, 1’étude de composés synthétiques présentant des caractéristiques de valence, de
densité et de topologie variées est toujours nécessaire (Figure 31).'3*!8¢
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Figure 31 : Différentes catégories de ligands glycosylés multivalents synthétiques

Les études quant a I’interaction de différentes architectures avec des lectines montrent
que la valence, la densité et la topologie influencent significativement les caractéristiques de
I’interaction (affinité¢ et mécanisme). Par exemple, les structures de haute valence sont
généralement celles qui permettent d’obtenir les plus grandes avidités. Ceci peut s’expliquer
par une plus grande adaptabilité de ce type d’architecture (haute valence, structure statistique)
pour la géométrie des sites de liaisons d’une lectine donnée. A I'inverse les structures
présentant une valence et une taille plus faible conduisent souvent a une avidité moins grande.
Par contre, dans 1’optique d’une approche thérapeutique, elles ont I’énorme avantage d’étre
constituées d’une structure moléculaire unique bien caractérisée. Ce paramétre est primordial
si I’on souhaite approfondir I’étude de I’influence de la géométrie d’un ligand multivalent..

L’observation des différentes classes de ligands multivalents glycosylés souligne
également I’importance de 1’architecture centrale (cceur) de la molécule. Ce «cceur »
multifonctionnalisé est a I’origine de la présentation multivalente des épitopes glucidiques. En
effet, les motifs glucidiques reconnus sont le plus souvent connectés a un espaceur, lui-méme
1ié de maniére covalente avec le cceur de I’architecture.

1.3.2 Stratégies de syntheses

La structure moléculaire des ligands multivalents synthétiques montre deux étapes
primordiales. L’élaboration d’un motif osidique (mono-, di- ou oligo-saccharide) avec un bras
espaceur puis le couplage de cet ensemble épitope-espaceur au cceur de la molécule
constituent la stratégie générale de synthése de ce type de composé (Figure 32). Bien sir,
I’emploi de cceurs multi-fonctionnels adaptés sera également un enjeu important.
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Figure 32 : Exemple de stratégie de synthése d'un ligand multivalent

1.3.2.1 Glycosylation

Si les premiceres réactions de glycosylation (Michael, Fischer puis Koenigs-Knorr)
datent de la fin du 19°™ siécle, la synthése chimique d’oligosaccharides complexes reste un
défi majeur™’ qui se heurte a plusieurs obstacles.'® D’abord, les oligosaccharides présentent
souvent des structures ramifiées. Le couplage entre unités saccharidiques (glycosylation)
conduit a la formation d’un centre asymétrique ; cette étape doit donc étre stéréosélective.
Enfin, ces deux constats contraignent les glycochimistes a établir une stratégie de
protection/déprotection sélectives.

Une réaction de glycosylation peut étre décrite comme la connexion entre la position
anomere d’un sucre (donneur de glycoside) et le groupement d’un autre sucre ou de toute
autre molécule (accepteur de glycoside). Schématiquement, cette connexion peut étre réalisée
par trois stratégies principales.'™’

La premicre correspond a la glycosylation historique de Fischer-Helferich qui consiste
a condenser le donneur de glycoside sous sa forme hémiacétal avec un hydroxyle par
activation en milieu acide. Cette réaction libére de I’eau et se trouve donc équilibrée. De fait,
la configuration a est généralement préférée par effet anomere.

La deuxiéme est une O-alkylation de la position anomere en milieu basique. Si une
base peut déprotoner I’hémiacétal d’un donneur de glycoside, I’anion formé pourra déplacer
un groupement partant sur une autre molécule pour former une nouvelle liaison covalente.
Cette réaction est souvent stéréosélective du fait de la plus grande « nucléophilicité » des
atomes d’oxygenes équatoriaux.

Enfin, I’approche la plus développée est 1’attaque nucléophile irréversible d’un
accepteur de glycoside sur la position anomere dun donneur de glycoside activé. Cette
méthode est basée sur la glycosylation de Koenigs-Knorr qui utilisérent un halogénure de
glycoside et des alcools simples en présence de sels d’argent (Ag,CO; et Ag,0).
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La plupart des réactions de glycosylations modernes sont basées sur une variante de
cette méthode qui consiste a activer un sucre possédant un groupe partant en position anomere
puis a permettre 1’attaque nucléophile d’un accepteur de glycoside sur la position anomere
maintenant trés électrophile. Toutefois, concernant la stéréosélectivité de ces réactions deux
situations principales doivent étre distinguées en fonction de la nature du groupement
protecteur de I’hydroxyle en position 2 (Schéma 5).
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Schéma 5 : Mécanisme général des réactions de glycosylation

Dans les deux cas, 1’activation d’un sucre fonctionnalisé par un groupe partant (LG) en
position anomere est requise. Cette activation nécessite 1'utilisation d’un promoteur (P), qui,
apres réaction avec le groupe partant, permet la coupure de la liaison exocyclique.

En I’absence d’un groupement participant (Schéma 5a), cette rupture hétérolytique
conduit a 1’établissement d’un équilibre entre la forme carbocation anomeére et un ion
oxocarbénium. Ces tautomeres montrent un carbone anomere tres €lectrophile et 1’attaque
d’un nucléophile devient favorable. L’attaque nucléophile peut conduire potentiellement aux
deux configurations a et B mais I’effet anomere et le principe de I’attaque axiale aux
oxoniums favorise la formation de glycosides de configuration a. Notons cependant que les
stéréosélectivités sont souvent dépendantes de la nature de 1’accepteur et, si certains
accepteurs permettent de bonnes sélectivités, le passage a des alcools primaires conduit
généralement 4 de moins bonnes stéréosélectivités.'™

Si un groupe capable de réagir avec les especes €lectrophiles (par exemple un ester : -
OCOR) est présent en position 2 (Schéma 5b), il peut participer a 1’étape de dissociation et
ajouter ainsi une espece a 1’équilibre entre espéces cationiques. La participation du carbonyle
d’un ester conduit & un ion acyloxonium, en équilibre avec les formes carbocation et
oxocarbénium. La forme acyloxonium est majoritaire et 1’attaque d’une espeéce nucléophile
devra avoir lieu en trans par-rapport a la position 2. Cette voie permet donc d’obtenir la
configuration 1,2-frans (P si ’hydroxyle en 2 est équatoriale). La forme acyloxonium peut
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¢galement conduire a I’attaque d’un nucléophile sur I’acétal chargé pour former un dérivé 1,2-
orthoester souvent trés majoritaire en conditions basiques. En conditions légerement acides, le
1,2-orthoester évolue vers le 1,2-trans glycoside.

0 0 0 Par cette méthode, les deux
Ro-Sam_-OAc Ro% Ro% oR . o
X S configurations a et  sont accessibles. Pour
Acétate de glycoside Halogénure de glycoside Phosphite de glycoside\ , .
(BF;#OEt,) X-ClBr(a0T ot | OR rendre ces réactions plus efficaces en termes
or F (SnCl,/AgCIO,
de rendement et de stéréosélectivité, de

(o] o (o] r.r .7
Ro/‘“:ﬁ RoSeam\ SR oS\ O« -° nombreux groupes partants ont été étudiés
NH

b it rommeacanel 0% (Figure 33).1% Notons que I’activation
rr,-c,:m?acé,,-:ﬂmfc's (o (o directe d’un acétate anomere par un acide de
ctrons) Lewis est possible méme si elle est souvent
RO{F’/&‘ | Ro>\//°) W s o, Mmoins efficace qu’avec de meilleurs groupes
o e Nanthate degiyconte 1 partants. Les donneurs de glycosides les

Pentényle e glycoside (OMPO ) (OMIST. CuoTh:) plus utilisés sont les trichloroacétimidates
Figure 33 : Donneurs de glycosylé populaires de Schmidt.' Citons ¢galement ['utilisation

Pl et I'utilisation de glycals, par

192-193

de thioglycosides activés par le N-iodosuccinimide (NIS)
ouverture d’un époxyde ou d’un iodonium ponté, par Danishefsky et Gin.

Le contrdle de I’efficacité de la glycosylation (stéréosélectivité et rendement) n’est pas
I’unique obstacle a la synthése d’oligosaccharides complexes. La nécessité d’une stratégie
¢laborée de groupements ProtecteUrs  wyuouy protostion
orthogonaux n’est pas négligeable. De "

!_O@R f~0-CPhy =Tr  (TsOH)

nombreux  groupements fonctionnels f-O— 2 =Al (BUOK. Ir,Pd, or A
. R=H=Bn (Pd/C or Pd nanoparticles) gy
peuvent étre utilis€s pour protéger une  R-OCHs=Pus (TFAeroDa) fo-4-R
i i 188 ) R j ngn, (Dng) &

fonction hydroxyle (Figure 34).™" Mais [=0F = 0% e =, TS } b
des ¢étapes de protection/déprotection o

ceta ster
nombreuses sont coliteuses en temps et en MeO 0

—a

o S g R o

réactifs. = e .

A= CHg, GClyCH,-, Ph, CIPh

. X i CHg, CgHs . or . (CHa)gC-= Piv ] (NaOMe)
Face a ces difficultés, les  crocss } reaaencory poivag tuomesr
. . . . iourea or Nal 3]
lycochimistes et lycobiologistes _ CHICOCHgy =Lev  (NHaNHy)

Amine Protection

¢tudient également la possibilité d’utiliser o, (P =2
. . N.
les enzymes ou les micro-organismes o’ ] o<(PO = Phn ()
43 : : 55 cngco- = e (MsOH, MeOH)

pour synthétiser des oligosaccharides B o cTioe o)
complexes sans utiliser de groupements Ay (NalhHs or Ac20IOVAR)
prOteCteurS' L’utilisation de Figure 34 : Exemples de groupements protecteurs (réactif pour

glycosyltransférases, de glycosidases ou déprotection)

méme de sulfotransférases dans la synthése d’oligosaccharides complexes a montré des
résultats intéressants.'**'*° La synthése d’oligosaccharides complexes basée sur la machinerie
cellulaire de micro-organismes modifi¢s, développée notamment par E. Samain, constitue un
exemple impressionnant de 1efficacité de certains systémes biologiques.'****’
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1.3.2.2 Le concept de « Click Chemistry »

Le couplage de sondes saccharidiques sur des structures multifonctionnelles qui
représentent le ceeur d’un ligand multivalent peut étre réalisé par plusieurs méthodes. Si toute
réaction permettant le couplage de deux entités est théoriquement applicable a ces syntheses,
des réactions fiables et rapides ont popularisé le concept de « Click Chemistry » proposé en
2001 par B. Sharpless.'”® Parfois confondu avec la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire, la
« click-chemistry » regroupe en fait plusieurs réactions chimiques qui partagent des
caractéristiques communes. Dans le contexte d’une difficulté grandissante dans la recherche
de nouvelles molécules possédant un intérét thérapeutique, Sharpless a suggéré « que les
recherches devraient étre concentrées sur les molécules synthétisables aisément ».'* La
création de liaisons C—C intermoléculaires étant parfois délicate, Sharpless proposa de
regrouper sous le concept de « click chemistry » les réactions qui permettent la création de
liaison C—X—C (X : hétéroatome) par des processus efficaces, fiables, sélectifs et applicables
facilement sur différentes échelles. Ainsi, pour qu’une réaction puisse €tre en accord avec
I’'idée de «click-chemistry », elle doit étre réalisable en présence de plusieurs autres
groupements fonctionnels ; elle doit conduire a de trés bons rendements de maniere
stéréospécifique ; elle doit générer le minimum de sous-produits et étre en accord avec I’idée
d’économie d’atome. Ces réactions doivent également étre mises en ceuvre facilement
(insensibles a 1’air et a 1’eau) et requérir des produits de départ et des réactifs aisément
accessibles. Enfin, la purification du produit de réaction devra étre simple et, dans 1’idéal,

éviter la
X] X chromatographie.'**"'%
catalyseur X St 1/ Epoxidation, aziridination
X=0N R! R 2/ Ouverture nucléophile Les réactions
R? .. .
WS H chimiques peuvent remplir
— A i
RN . R Ssge \Réaction thiol-éne la plupart de ces conditions
e . si elles possédent une force
= <l o—
O—N=—R? : :
L \ /k>\RZ [C ‘ycloaddition 1,3-dipolaire] motrice thermOdynamlque
R \
trés favorable
s © R (contrairement a la création
,)/N/ 2 . .
oz =N N=N rYYToE de nombreuses liaisons
1 —_— .
R Cu(D) R1/§/N\R {Cu-catalysed Azide Alkyne cycloaddition C_C sous Contrf)le

Schéma 6 : Exemples de réactions "click"

cinétique). Les exemples les
plus classiques des réactions qui obéissent a ces conditions concernent la fonctionnalisation
d’alcénes ou d’alcynes (Schéma 6)."7%%2°! Ainsi, I’époxydation d’un alcéne suivie par
I’ouverture de 1’époxyde par un nucléophile ou I’aziridination d’un alcéne par une amine
fonctionnalisée peuvent étre considérées comme des réactions en accord avec le concept de
« click-chemistry ». De la méme manicre, la réaction radicalaire activée par photochimie entre
un thiol et un alcéne (réaction thiol-éne) commence a étre trés utilisée dans le contexte de la
« click-chemistry ».2°* Enfin, les réactions de cycloaddition sur un alcéne ou un alcyne ont
connu un réel essor et la cycloaddition 1,3-dipolaire entre un alcyne et un azide catalysée au
cuivre (CuAAC) est, de loin, la réaction de « click-chemistry » qui a rencontré le plus grand

succes.?”
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1.3.2.2.1 Cycloaddition 1,3-dipolaire : un cas de « Cyclo-Addiction »203

La cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture et un alcyne pour former un
hétérocycle de type triazole a été étudiée par Huisgen dans la seconde moitié du 20°™

204206 1 o5 groupements fonctionnels azotures et alcynes sont relativement faciles a

siecle.
introduire dans une molécule organique. Méme s’ils sont parmi les fonctions organiques
possédant les plus hautes énergies, ces especes montrent une stabilité impressionnante qui
peut étre expliquée par des arguments cinétiques.'”” En effet, la décomposition d’un azoture
pour libérer de I’azote est un processus thermodynamiquement trés favorable mais

cinétiquement limité par des énergies d’activation élevées.

R! R!
R1——‘ A 5 4 5
— 4 —
+ /N; /\N 3+ N;\ \Nl ~ 50:50
R2 P \N/ 3 \N/

\RZ

[

2

e
N/

1,5-régioisomére 1,4-régioisomére
Schéma 7 : Cycloaddition 1,3-dipolaire thermique entre un azide et un alcyne selon Huisgen

Initialement, cette cycloaddition nécessite une activation thermique importante et
conduit aux deux régioisomeres 1,5 et 1,4 en quantités sensiblement similaires (Schéma 7).
Cette absence de sélectivité est expliquée par le fait que 1’énergie d’activation nécessaire
provient en grande partie de la distorsion de I’azoture (18.1 kcal/mol sur les 29.9 kcal/mol de
I’énergie d’activation globale pour 1’acétylé:ne).207 Cette barriere énergétique (stabilité
cinétique) sera sensiblement identique pour les deux états de transitions conduisants aux deux
régioisomeres.

Cette barricre cinétique et ce probleme de régiosélectivité étaient incompatibles avec
le concept de click chemistry. La découverte indépendante par Meldal**’?® et Sharpless®”
que les sels cuivreux Cu(I) accélerent la cycloaddition et la rendent régiosélective permit a
cette réaction de devenir parfaitement en accord avec la click chemistry. Par cette catalyse, le
seul régioisomere 1,4 est formé et la cinétique de la réaction peut étre améliorée par un facteur
10,

Si le concept de la click chemistry fut initialement développé pour la synthése de
molécules a visée thérapeutique,'” = Iefficacité et adaptabilité de la réaction de CuAAC lui
a ouvert de nombreux autres domaines tels que la chimie supramoléculaire des dendrimeres et

©n201,210-211 . .
des polymeres™ ou encore la chimie des sucres et des structures glycosylées

. 212214
multivalentes .
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1.3.2.2.2 Considérations mécanistiques

Si la version non-catalysée invoque un mécanisme de cyclisation concerté, la
découverte de I’efficacité de la catalyse par le cuivre a souligné la nécessité de proposer un
cycle catalytique séquentiel permettant d’expliquer la régiosélectivité et la grande adaptabilité
de cette cyclisation aux conditions de pH, de température et de solvants.*"’

Le premier mécanisme proposé par Sharpless, Fokin, Finn ef al. invoque un cycle
catalytique séquentiel sur la base de calculs par DFT*"” (Density Functional Theory) (Schéma
8).2” Ce mécanisme passe par la formation bien connue d’un alcynure cuivreux (étape A). Si
la possibilité d’un mécanisme concerté (voie B directe) a été envisagée initialement, les
calculs de DFT éliminérent rapidement cette possibilité.?'” Par contre, le passage par un
mécanisme séquentiel (voie B-1 puis B-2) avec complexation de 1’azoture et formation d’un
intermédiaire cyclique permet d’obtenir une diminution de la barriére d’activation de 1’ordre
de 11 kcal/mol par-rapport a la version sans catalyseur.

La complexité du mécanisme supposé est devenue encore plus grande lorsque des
mesures cinétiques montrérent une cinétique d’ordre 2 vis-a-vis du catalyseur cuivreux.?'®2"?
Des espéces avec deux ions cuivreux furent alors proposées sans changer fondamentalement
les étapes élémentaires du cycle catalytique.

R Cu(l)Lp.s
“ e
Y\CuLn,, o \
| « B3 Ny R
N N
\ -7
Ny Npe e o
A
B2 ;
{ Bdirecte [Cu(L]*
R'—=——=cuL,, ‘_}.3.'_1._
a .
N
7
N L
"o Rl—=——CuL,4

Schéma 8 : Mécanisme de CuAAC proposé par Sharpless ef al.

Le passage supposé par des especes di-cuivrées est €galement invoqué dans le
mécanisme proposé par Meldal er al.?”” Par I’étude des structures entre alcynes et sels
cuivreux de la base de données cristallographiques de Cambridge, Meldal a souligné que la
grande majorité des complexes identifiés montrent plus d’un atome de cuivre.”’ Il est par
ailleurs connu que les sels cuivreux existent le plus souvent sous forme de clusters. Par
exemple, une solution d’iodure cuivreux (Cul) est composée (spectrométric de masse)
majoritairement du complexe Cusls . Plusieurs études ont alors estimé que 1’alcyne et
I’azoture n’avaient pas forcément besoin d’étre coordinés au méme atome de cuivre. Ces
éléments ont incité Meldal a proposer un mécanisme qui prend en compte 1’existence
d’alcynures di-cuivrées (similaire a la version récente du mécanisme de Fokin/Sharpless) mais
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qui, en plus, considérent que 1’azoture est coordiné a un troisiéme atome de cuivre (Schéma
9).

Schéma 9 : Mécanismes récents proposés pour la CuAAC

Il est important de souligner ici, que les mécanismes décrits dans la littérature sont
tous des mécanismes proposés pour expliquer certaines observations. Aucun d’entre eux n’a
encore ¢té¢ prouvé par 1’isolement des intermédiaires et d’autres études sont nécessaires pour
établir le mécanisme réel de cette réaction de cycloaddition catalysée par le cuivre.

1.3.2.2.3 Catalyseurs, ligands et limitations

La réaction de CuAAC montre une telle efficacité qu’elle peut étre réalisée sous de
trés nombreuses conditions opératoires et avec quasiment toutes les sources de Cu(l). Lors de
sa découverte, la réaction de CuAAC fut menée en utilisant deux systémes catalytiques
distincts. Le premier, développé par Meldal met en jeu un halogénure cuivreux en présence
d’une base organique de type amine tertiaire (typiquement : Cul ou CuBr en présence de
DIPEA ou de triéthylamine). Le second systeme développé par Sharpless permet la réduction
in situ de sels cuivriques (CuSO4) en présence d’ascorbate de sodium conférant une grande
efficacité en milieu aqueux.

Si ces deux systemes sont les plus fréquemment utilisés, une quantité¢ impressionnante
d’autres sources de cuivre (I) ont été testées avec succes.”””*'® Citons, par exemple, la
catalyse par des oxydes cuivreux’'’, Iutilisation de cuivre métallique Cu(0) en présence de
sels cuivriques ou supporté sur alumine’®, I'utilisation de complexes triphénylphosphine
([PPh3]5CuBr) ou encore [I’utilisation de complexes trés solubles en milieu
organique ([Cu(CH3CN)4OTf]). Du point de vue des solvants compatibles, la liste est
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également trés conséquente et le fait que ces réactions puissent étre menées en solvants
organiques anhydres, en milieu aqueux pur, en milieu biphasique et méme en milieu
physiologique selon le choix du catalyseur laisse entrevoir la robustesse de cette réaction.

Ph L’utilisation de ligands du cuivre permet
N‘/@ souvent d’accélérer encore la cinétique de la
QN“ % N réaction et surtout, de protéger le cuivre (I) contre
N/\\/N . Py . N . e
®imH);  ]’oxydation. L’augmentation de la cinétique de
“"2 N% réaction en présence de ligands du cuivre(I) est
également expliquée par I’influence de ces
Phénylénediamine derniers sur les équilibres entre les formes
C[ agrégées de cuivre (par exemple Cuwls ). Les
ligands les plus « populaires » ont été¢ développés
PMEDTA | . 231079 )
W N— par Sharpless et Fokin (TBTA et BimHj) et

\ sont ¢élégamment basés sur des motifs triazoles
Figure 35: Exemple de ligands du cuivre pour la réaction  (F1gUre 35). L’utilisation de ligand plus simples
de CuAnC tel que la phényléne diamine s’est également

montrée efficace en milieu aqueux avec le systme catalytique de Sharpless.””> Notons
¢galement que des ligands de métaux tels que la PMEDTA sont fréquemment utilisés dans la
chimie CuAAC des polyméres.””” Dans certains cas délicats, Iefficacité de la catalyse au

cuivre a donc pu étre exacerbée en utilisant des ligands du cuivre appropriés.

Malheureusement, aucune réaction de syntheése organique ne saurait étre idéale et
montrer une efficacité optimale dans toutes les conditions. Si la réaction de CuAAC
impressionne encore par sa fiabilité, le nombre d’études publiées sur son application a montré
plusieurs exemples de réactions parasites.

La réaction qui s’oppose le plus souvent a la réaction de CuAAC est I’homocouplage
d’alcynes. En effet, il est bien connu que les sels cuivreux peuvent conduire au couplage
d’alcynes vrais en présence d’une base et d’un oxydant selon la réaction dite de Glaser.”'®***
Un couplage oxydant entre les positions 5 du triazole formé peut également avoir lieu sous
certaines conditions. Enfin, comme 1’indique le mécanisme proposé par Meldal (Schéma 9),
une fois le cycle triazole formé le cuivre doit étre substitu¢ par un électrophile pour former le
triazole final. Cet électrophile est normalement un proton mais, en présence d’électrophiles
compétitifs, un autre triazole peut étre formé (E = I', R-X, ...).207’225

1.3.2.2.4 Régiosélectivité inverse : RUAAC

La synthese régiosélective du régioisomere (1,5) est possible par 1’utilisation de
bromure d’alcynemagnésium sans catalyseur mais ce composé limite la compatibilité de cette
réaction avec d’autres groupements fonctionnels.

En 2005, Jia et Fokin ont montré que le régioisomere 1,5 du 1,2,3-triazole peut étre
préparé par une cycloaddition entre alcyne et azoture catalysée par des sels de ruthénium
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(RUAAC).**” L’étude de différents catalyseurs par ’équipe de Fokin permit d’établir qu’un
complexe cyclopentadienyle du chlorure de ruthénium (II) permet de réaliser cette
cycloaddition & température ambiante avec de trés bons rendements (Schéma 10).%*®

N\
\
B
[Cp*RuCl]4 /
_ DMF N
t. a., 15 min
90 %
Schéma 10 : Cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par le ruthénium (II)

1.3.2.2.5 Tension de cycle et cycloaddition 1,3-dipolaire

Une réaction est dite bio-orthogonale si elle peut avoir lieu spécifiquement en présence
de toutes les fonctions chimiques présentes dans les milieux biologiques complexes.”*’ Dans
le contexte de la click chemistry et de la glycobiologie, le développement de réactions bio-
orthogonales permet de fonctionnaliser des biomolécules de manicre spécifique. Ces réactions
permettent d’étudier, avec une grande précision, les biomolécules dans leur état naturel.

Les azotures ont été largement utilisés dans des couplages de type Staudinger et des
réactions de CuUAAC.>" Cela dit, pour réaliser des réactions de CuAAC in vivo ou méme en
présence de cellules in vitro, la question de la toxicité du catalyseur de cette réaction doit étre
posée. Les espéces cuivriques (Cu®") ne sont pas toxiques et font méme partie des oligo-
éléments essentiels en entrant, par exemple, dans la composition de plusieurs
métalloenzymes. Par contre, les espéces cuivreuses (Cu') nécessaires a la catalyse de la
réaction de CuAAC peuvent étre toxiques pour de nombreuses cellules. Si le Cu(l) est
rapidement oxyd¢ en Cu(Il), son utilisation en quantités importantes pour des réactions in
vitro ou in vivo a montré une toxicité significative.*”’

Pour contourner ce probleme, Bertozzi et al. se sont basés sur I’observation de Krebs

- et Wittig?' qu’un cyclooctyne réagit trés
©/ ° rapidement avec un azoture sans catalyseur.
En partant de ce concept, Bertozzi et al. ont

A__com développé un premier cyclooctyne (Figure

HOE DIFO 36, gauche). Ce composé a apporté la preuve

que la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire

Figure 36 : Exemples de cyclooctynes pour une cycloaddition peUt étre réalisée en I’absence de cuivre entre
I.3-dipolaire sans cuivre ce cyclooctyne biotinylé et des glycanes de

surface cellulaire fonctionnalisés par des groupements azotures.”’” La réactivité de ces
composés vis-a-vis de la cycloaddition avec un azoture provient de la tension de cycle relative

a la présence d’un alcyne cyclique. Houk ez al. ont montré que plus la taille du cycle était
réduite, plus la barriére d’activation serait faible et donc, plus la réactivité serait grande.”****
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D’autres cyclooctynes optimisés pour une cinétique rapide en conditions
physiologiques ont été¢ développés. Les plus efficaces sont le difluorocyclooctyne (DIFO)
concu par Bertozzi®> ainsi que le dibenzocyclooctyne (Figure 36) développé par Boons.***
Chacun de ces cyclooctynes peut étre fonctionnalisé par des sondes fluorescentes pour des
expériences d’imageries.

\

Grace a cette réaction de click chemistry sans cuivre, 1’équipe de C. Bertozzi a
proposé différentes applications d’imagerie de glycanes in vivo. Par exemple, le traitement
d’embryons de poissons zebres (Danio rerio) par un galactoside modifiés (N-azidoacétyl :
NAz) conduit & sa métabolisation et donc, a son incorporation dans des oligosaccharides de
membranes cellulaires (Schéma 11).237

0]
e G U FO

o] 3
Embryo s — N
A0 AciGalNAz _ (Gl
d Development @
& metabolic ¢
labeling

—
Copper-free ¢
click chemistry

Schéma 11 : Métabolisation de sucres modifiés et couplage par click chemistry sans cuivre dans un organisme vivant

Une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire bioorthogonale entre les oligosaccharides
modifiés présents sur les surfaces cellulaires et le DIFO fonctionnalisé par différentes sondes
fluorescentes (Alexa Fluor 488, 647, ..) peut avoir lieu in vivo. Ensuite, la localisation des
cellules qui ont métabolisé le sucre peut étre déterminée par des expériences de mesure de la
fluorescence a différents stades de développement de I’embryon.

D’autres études sur des organismes plus simples ou sur des mammiferes (souris)
illustrent le potentiel de cette approche.”**>*

1.3.2.2.6 Activation micro-ondes

L’utilisation d’une activation par micro-ondes pour accélérer une réaction organique a
6té décrite pour la premiére fois en 1989 par Gedye er al.**' Depuis I’activation de réactions
par micro-ondes n’a cessé de se développer et ['utilisation de fours a micro-ondes
domestiques a ¢été supplantée par le développement de systemes dédiés a la syntheése
organique. Il a été observé que des réactions nécessitant parfois plusieurs jours d’un chauffage
« classique » pour atteindre un avancement satisfaisant pouvaient sous une irradiation micro-
ondes étre réalisées sur des durées beaucoup plus courtes (heures voire minutes).

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques d’une fréquence comprise entre
0,3 et 300 GHz. Pour éviter toute interférence, tous les appareils domestiques ou dédiés a la
synthése fournissent une fréquence de 2,45 GHz. L’énergie d’un photon a cette fréquence
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(0,0016 eV) est trop faible pour casser une liaison chimique covalente ou méme une liaison

non-covalente de type liaison hydrogéne.**>%

Soumis a une irradiation micro-ondes, un milieu réactionnel (réactifs et/ou solvants)
voit sa température augmenter par deux

Solvant tand  Solvant tan 0 phénomenes : la polarisation des dipdles
Ethyléne glycol 1,350  DMF 0,161  (molécules polarisées) et la conduction
DMSO 0,825  eau 0,123 ionique (molécules chargées). En effet,
méthanol 0,659 acétonitrile 0,062  sous I’effet d’un champ
nitrobenzéne 0,589  acétate d'éthyle 0,059  électromagnétique, les dipdles (ou ions)
butan-1-ol 0,571 acétone 0,054  s’alignent. Comme ce champ
butan-2-ol 0,447 tétrahydrofurane 0,047  électromagnétique oscille, les molécules
1,2-dichlorobenzeéne 0,280 dichlorométhane 0,042 tentent de suivre le changement
NMP 0,275 toluéne 0,040  d’orientation et de 1’énergie est perdue
acide acétique 0,174 hexane 0,020  sous forme de chaleur.** La capacité d’un

Tableau 5 : Exemples de tangentes des pertes de solvants (2,45 GHz, matériel ou d’une substance a convertir

20°6) I’énergie du champ électromagnétique en

chaleur est déterminée par sa fangente de [’angle des pertes diélectriques (tan o : loss

tangent). Une tangente des pertes élevée correspond a une absorption importante et donc, a un

chauffage efficace. Les différents solvants ont des coefficients « tan J » différents (Tableau

5)**2. Notons, que 1’ajout de réactifs ou catalyseurs polarisés ou chargés augmente la capacité
du milieu a absorber les micro-ondes.

Les explications quant a 1’efficacité de I’irradiation par micro-ondes par-rapport a un
chauffage traditionnel (bain d’huile, de sable, plaque chauffante,...) sont toujours débattues
dans la communauté scientifique. Deux principales hypothéses s’affrontent. La premicre
considere que 1I’amélioration lie a I’irradiation par micro-ondes est due exclusivement a des
effets thermiques. La seconde ajoute, quant a elle, des effets micro-ondes non-thermiques.

Les phénomeénes thermiques spécifiques aux micro-ondes qui résultent de la nature du
chauffage par irradiation sont bien acceptés et ne sont plus discutés. Parmi ces derniers, des
phénomenes tels que le « surchauffage » de solvants a pression atmosphérique (analogue au
phénomene de surfusion), le chauffage sélectif de réactifs ou catalyseurs trés absorbants dans
un milieu apolaire ou encore 1’élimination des effets de paroi causés par un gradient de
température inversé sont des arguments trés souvent invoqués.***

Le chauffage traditionnel d’un milieu réactionnel par une source externe (par exemple
avec un bain d’huile) est dirigé par la conduction. Dans le transfert d’énergie a un milieu,
cette approche est relativement lente et conduit a un gradient de température dans lequel la
température maximale est celle des parois du réacteur (Figure 37, droite).”** A I’inverse,
I’irradiation par micro-ondes d’un milieu contenu dans un réacteur transparent a cette
fréquence (verres boro-silicates) produit un chauffage interne trés efficace. L’énergie est
transférée aux molécules directement et cela conduit & un gradient de température inversé

(Figure 37, gauche).**?
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L’existence d’effets de micro-ondes non-
thermiques (ou athermiques) est par contre largement
controversé.”****  L’argument principal de cette
hypothése est I’interaction athermique du champ
électromagnétique avec certaines molécules du milieu
réactionnel. Cette interaction conduirait, selon certains
auteurs, a des effets de «pré-orientation» des
molécules polaires qui modifieraient les composantes
de I’énergie d’activation de la réaction.**

Récemment, Oliver Kappe a montré que les
imprécisions liées a la mesure de la température lors

Figure 37 : Différence des profils de température
entre un chauffage par micro-ondes (gauche) et un

d’un chauffage traditionnel pouvaient induire des — chauffage traditionnel par bain d'huile (droite)

erreurs quant a 1’observation de différences entre chauffage traditionnel et chauffage par
micro-ondes.”** Ce constat supporte I’idée que 1’efficacité de I’irradiation par micro-ondes
serait purement d’origine thermique.

Que I’existence d’effets non-thermiques soit avérée ou non, I’efficacité de I’irradiation
par micro-ondes par-rapport au chauffage traditionnel a été clairement établie. Des centaines
d’exemples montrent une augmentation impressionnante de la cinétique globale pour des
réactions trés diverses.”* Les réactions de click chemistry et notamment la réaction de
CuAAC sont maintenant trés souvent réalisées sous irradiations micro-ondes avec une grande
efficacité.**’

1.3.3 Synthéses et étude biochimiques de ligands multivalents

Dans la littérature, de trés nombreux ligands multivalents ont été préparés et il nous
serait impossible de présenter une description exhaustive de ces synthéses et de leur intérét.
Différents types de structures ont été particulierement étudiés et seuls quelques exemples
représentatifs d’accomplissements significatifs dans ce domaine seront présentés.

1.3.3.1 Glycopolymeéres

Face a I’'importance des polysaccharides dans la nature, les polymeres synthétiques
glycosylés sont des molécules tres attractives dans le domaine des interactions biochimiques
mais également dans le domaine des matériaux.

Le développement de la métathese et notamment des catalyseurs de Grubbs a engendré
une nouvelle technique de polymérisation appelée Ring-Opening Metathesis Polymerization
(ROMP). Cette technique a été utilisée par Kiessling et al.****2% dans la synthese de
glycopolymeres présentant une grande densité de sucres. L’ouverture par métathése d’un
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bicycle insaturé conduit a une polymérisation. L’alcéne terminal restant peut étre
fonctionnalisé par un fluorophore pour former un glycopolymere fluorescent (Schéma 12).

PCy;
cly, | wPh PR Ph

cv |u “H
o PCy;
DTAB, DCE, eau Fonctionnalisation
HN ’ ’ HN Fl I HN
A 2 par un Fluorophore
OH OH OH

HO o P HO \g"%/o HO \go%/o
HO OH HO OH =10, 25, 50 HO OH p =10, 25, 50

Schéma 12 : Synthése de glycopolyméres par ROMP

La taille de ces polymeres (donc le nombre de motifs saccharidiques) peut étre
contrdlée en variant le ratio monomeére/catalyseur. Cela dit, la distribution d’un polymeére
reste statistique. Ces polyméres ont été ensuite utilisés par Kiessling ef al."**'*® pour étudier
I’agrégation de récepteurs membranaires sur une surface et son implication dans les
phénomenes de transduction du signal.
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Figure 38 : Exemples de monoméres saccharidiques destinés a la polymérisation

D’autres techniques traditionnelles de polymérisation ont été utilisées en partant
d’une multitude de monomeéres différents (Figure 38).”° Toutes ces polymérisations

Ho o conduisent a de longues chaines linaires avec une
Hogé% grande densité de sucres. Ces chalnes s’organisent
e généralement selon un modele de pelote statistique.
%(—/ %(—/
Hydrophile Hydrophobe Une autre approche consiste en la synthese de
J mono- ou oligosaccharides fonctionnalisés par une

chaine polymérique hydrophobe. Ressemblant a des

KV glycolipides naturels, ces molécules peuvent alors
é//“ ®=Gal s’auto-assembler  pour  former divers  objet
%yv supramoléculaires tels que des micelles ou des
liposomes (Figure 39).2122 Une fois ces structures

Figure 30 : Glycosides amphiphiles polymériques  SUpramoléculaires formées, ces objets peuvent étre

et auto-assemblage considérés comme des architectures multivalentes
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méme si leur caractére dynamique peut compliquer I’étude de leur interaction. Ces structures
peuvent étre treés stables et ont été particulicrement étudiées dans le contexte de
I’encapsulation et la vectorisation de principes actifs.

1.3.3.2 Glycodendrimeéres

Les dendrimeres sont des structures synthétiques qui peuvent étre vues comme des
branches d’arbres (dendrons). Ces structures possédent un cceur multifonctionnel dont
I’extrémité de chaque branche est composée d’une fonction réactive. De ces fonctions partent

d’autres  ramifications  qui

définissent une nouvelle
« génération »  d’unité¢  de
répétitions.
Il est possible de
définir trois familles de
(b) (

glycodendrimeres selon le role

©) de l'unité glucidique dans la

Figure 40 : Familles de glycodendriméres selon Stoddart. (a) Surface glycosylée, (b)  gtruycture globale (Figure
Ceeur glycosylé et (c) Unités de répétitions glycosylées 253 .

40). Les dendrimeéres de
génération ¢€levée (supérieure a G3) peuvent atteindre des masses molaires trés importantes
mais avoir une structure unique bien définie. La topologie de telles structures sera
généralement sphérique.

(a)

De mani¢ére analogue aux glycopolymeres, les applications biologiques des
glycodendrimeres ont été trés étudides ces
derniéres années.”>* Plusieurs motifs ont été

/ N\ (A
7NN 7NN

oy (o ! utilisés comme éléments constitutifs des

) ramifications et certains sont devenus

oM G NH, disponibles commercialement. Par exemple,

’!"NNHY\/NwN/\)tN/V-’{/ NN, UDE des structures les plus utilisées est basée

- i " N sur le motif poly(amidoamine) et est
NH, .

PAMAM ° ”q PPl couramment appelée PAMAM (Starbust®).

My Un second motif courant est constitué de

Figure 41 : Structure des motifs de répétition des dendrimeres poly(propyléne imine : PPI) (Flgure 41) Un

PAMANM et PPI exemple élégant de I’utilisation de PAMAM

est la syntheése de glycodendrimeres hétérofonctionnalisés par Cloninger et al.® utilisant des
structures PAMAM (jusqu’a une génération de 6 : 256 fonctions en surface). Les auteurs ont
pu coupler différents sucres (mannose, glucose et galactose) sur la méme structure. Pour ce
faire, ils ont utilisé un couplage entre des sucres possédant une fonction isothiocyanate et les
fonctions amines terminales du dendrimére PAMAM. Une fonctionnalisation séquentielle et
une analyse par spectrométrie de masse a chaque étape a permis de déterminer précisément le
nombre de chaque motif saccharidique sur la structure.
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Lors de la synthése de glycodendrimeres de grande taille, la fonctionnalisation de tous
les groupements terminaux réactifs est une opération délicate. Dans cette approche, la réaction
de couplage doit étre particulierement efficace. La réaction de CuAAC peut répondre a ces
impératifs et est maintenant tres utilisée dans la synthese de telles architectures. Par exemple,
Picters et al.*® ont préparé différents dendrons fonctionnalisés par des groupements alcyne
(Schéma 13).

HN
% ///H/ NK/O /
g o ulgj//
o
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f“"éo T WSR
HO O M
veo 0//) o Glycodendron
o H _
° Wny@"w"“\/ s nonavalent
o. (”) Ascorbate de sodium
o 0/\/?IN DMF, eau
HN %x o nW 80°C, 20 min
d o o 97 %
N
N NH

Schéma 13 : Synthése de glycodendron par CuAAC sous irradiation micro-ondes

Le couplage avec un dérivé du galactose portant un groupement azoture est réalisé par
réaction de CuAAC en utilisant le systéme catalytique de Sharpless et une irradiation par
micro-ondes (WW). Cette réaction, tres rapide, conduit au glycodendron qui présente neuf
motifs glucidiques avec un excellent rendement.

René Roy étudia la synthese de dendriméres hétérofonctionnalisés en utilisant des
motifs de répétition relativement proches.”>’ En utilisant la réaction de CuAAC, il parvint a
synthétiser des dendrimeres contenant a la fois des résidus galactose et des résidus fucose
(Jusqu’a 8 Gal et 8 Fuc). Ces synthéses entrent dans le contexte de 1’inhibition des deux
lectines solubles PA-IL et PA-IIL. Les résultats de turbidimétrie montrent que ces composés
hétérofonctionnalisés sont capables d’agréger les 2 lectines simultanément. Ces mémes
auteurs ont également développé plusieurs dendrimeres mannosylés dans 1’optique d’inhiber
1’adhésion de la lectine fimbriale de type 1 de E. coli.>®

1.3.3.3 Glyconanoparticules

Si de nombreux objets pourraient étre décrits en tant que nanoparticules sur le seul
critetre de leur dimension, le terme glyconanoparticule se restreint le plus souvant aux
particules métalliques de taille nanométrique. Par leurs applications potentielles en
électronique, optique et biologie, les nanoparticules ont été a 1’origine de recherches intenses
durant ces 20 derniéres années. La possibilit¢ de fonctionnaliser ces nanoparticules
inorganiques par des molécules organiques élargit encore le spectre des applications
potentielles.
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De nombreuses biomolécules (ADN, peptides, ...) ont été¢ immobilisées de fagon
covalente sur des nanoparticules mais la préparation de glyconanoparticules (GNP) est plutot
récente.” Trois principales classes de GNP ont été étudiées : les nanoparticules d’or et
d’argent, les boites quantiques semi-conductrices et les nanoparticules magnétiques.” Dans
le contexte des interactions entre sucres et protéines, les GNP d’or sont les plus étudiées.

Les nanoparticules d’or sont les plus stables et elles sont trés souvent formées par la
méthode de Brust qui consiste en la réduction d’un chlorure d’or soluble (AuCly ) par NaBH4
en présence d’un thiol dans un systéme biphasique.

Récemment le groupe de S.

HO.
on Hoq\\%:i Penadés a décrit la synthése de plusieurs
oH on 2 GNP d’or mannosylées et mesuré leur
o\ — \—\—¥ capacité d’inhibition de I’interaction entre
I D le récepteur DC-SIGN et la protéine

HO

/ s Au 120 du VIH2® La protéine gpl20 est
ep u . a protéine gp es
O\AN)J\N%VOM'Si 1 16 4 d

NN ) ) glycosylée et présente es

Figure 42 : Glyconanoparticule d'or fonctionnalisée par un oligomannosides ramifiés de type

dimannoside et un glucoside Mang(GICNAC)z. Elle joue un 10le

prépondérant dans [’adhésion du virus sur les cellules dendritique et I’inhibition de
I’interaction DC-SIGN/gp120 a montré un intérét thérapeutique potentiel.

Les GNP préparées par Penadés et al’® présentent des résidus tronqués de
mannosides naturels et la densité de fonctionnalisation de la nanoparticule d’or est régulée par
I’ajout d’un dérivé du glucose. Les résidus aMan(1—2)aMan montrent la meilleure inhibition
de I’interaction (SPR) et la densité de fonctionnalisation ne semble pas jouer un réle essentiel.

1.3.3.4 Glycoclusters

Les glycoclusters sont des structures multivalentes ne présentant pas d’unités de
répétition a I’inverse des glycodendrimeres. Les sucres sont directement connectés au ceeur de
la molécule par I’intermédiaire d’un bras espaceur. Ainsi, n’importe quelle molécule
multifonctionnelle pourrait constituer le coeur d’une telle architecture. Les glycoclusters sont
les ligands multivalents de sucres qui permettent d’obtenir une présentation des épitopes la
mieux définie. Le grand nombre de coeurs pouvant servir de plateforme d’ancrage est source
d’'une trés grande diversité dans la topologie finale des architectures multivalentes
glycosylées.

Une fois encore, seuls quelques exemples représentatifs de la diversité structurale de
ces architectures peuvent étre présentés. Plusieurs revues récentes illustrent parfaitement la
. ., . . . 186.261-2
diversité de ces structures et leurs applications potentielles. 3620126
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La synthese de glycoclusters peut étre basée sur des architectures des plus simples aux
plus complexes. Des géométries intéressantes pourront étre obtenues dans les deux cas. Par

exemple, Touaibia er al.**® ont

préparé des glycoclusters 0

//

\

7 \ . oAc °
tétravalents a partir d’un cceur o
A a ° A,:so
formellement composé d’un g
atome de carbone. Le couplage
par CuAAC de deux mannosides on HW &%
différents sur un coeur ’H‘Sﬁ;@é"
pentaérythritol a conduit a deux A " f 1 cuso, Q .
[ N scorbate de sodium hy \
glycoclusters dont 1la seule N e de om0
ey . . o o 2/ MeONa, MeOH, t. a. o 0
différence est I’introduction d’un ;ﬁ ;ﬁ
o o o 0
s N,
groupement  aromatique  en (( X K(
N ~N

position anomere (Schéma 14). éroj Sﬁ /@;

L’évaluation de leurs Hoon
interactions avec 1’adhésine "°°"

FimH de E. coli par inhibition de
I’hémagglutination (HIA) a

Na

j@

OH

Schéma 14 : Synthése de glycoclusters mannosylés par CuAAC

montré une amélioration par un facteur d’environ 100 par rapport au mannose. **2’ Cette
gamme d’amélioration est cohérente avec les valeurs souvent mesurées pour ce type de petites

structures de faible valence.

Au laboratoire, M. Sleiman a développé des glycoastérisques en collaboration avec M.
Gingras.268 Ces structures sont basées sur un cceur hexavalent hexa(thiophényl)benzéne
composé de plusieurs résidus aromatiques sulfurés. Cette architecture possede des
caractéristiques ¢€lectroniques, photochimiques et d’oxydoréduction intéressantes pour des
applications potentielles de détection. De plus la conformation de ces structures est bien
définie et les branches glycosylées sont orientées au dessus et en dessous du plan formé par le
benzeéne central de maniére alternée. La fonctionnalisation de ce cceur multivalent a été

réalisée avec différents sucres (a-Gal, 3-Glc, a-Man) (Schéma 15).
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Schéma 15 : Synthése de glycoastérisques mannosylées par Sleiman ez al.
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L’interaction de ces glycoastérisques avec une lectine modele telle que la ConA a été
évaluée par inhibition de I’hémagglutination et par DLS (Dynamic Light Scattering). Le
dérivé mannosylé (Schéma 15) a montré une amélioration de I'ICsy (vs. méthyl a-
mannopyranoside) supérieure a 22 000. Cette importante amélioration a été expliquée grace a
la tres forte capacité de ces glycoclusters a induire une agrégation des lectines (mesurée par
DLS). Des expériences de DLS en présence d’un compétiteur (a-ManOMe) ont permis
d’étudier la réversibilité et 1I’'importance de 1’ordre d’introduction des ligands dans un
processus d’interaction agrégatif. Les résultats indiquent que cette trés forte amélioration est
due a un processus agrégatif sous controle cinétique tres efficace.

Si les caractéristiques du couple glycoastéristique/ConA conduisent a des processus
intermoléculaires (agrégatifs) treés efficaces, des améliorations encore plus impressionnantes
peuvent étre atteintes par des associations intramoléculaires (chélates).

La conception d’un ligand multivalent de lectine qui a rencontré le plus grand succes
est certainement la synthése du dérivé décavalent STARFISH par Bundle er al.*® Son
interaction avec la toxine Shiga-like d’E. coli (SLT-I) a conduit & une inhibition de
I’interaction naturelle de SLT-I avec le globotrioside 3 (Gbs;) sur support solide.
L’amélioration observée (ICsg) par rapport au trisaccharide monovalent est supérieure a un
facteur 10°. La structure du STARFISH est basée sur un cceur glucose duquel partent cing
bras espaceurs d’une longueur d’environ 30 A (Figure 43). A ces bras sont ensuite connectés
deux trisaccharides espacés par environ 10 A.

Figure 43 : Interaction entre SLT-I et le glycocluster STARFISH, haut : structure du ligand, bas gauche : vue stéréochimique des
deux pentaméres de sous-unités B de SLT-I liés par le ligand STARFISH et bas droite : vue de ’interaction entre STARFISH et un
seul pentamére
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La conception de ce ligand est basée sur la structure de la toxine SLT-I. Cette toxine
appartient a la famille des toxines ABs (A : enzyme et Bs: lectine pentamérique). Chaque
monomere B présente 3 sites de liaison mais un de ces sites est situé proche du centre du
pentamere et montre une affinité inférieure aux deux autres. Lors de sa conception, I’idée était
donc que les deux trisaccharides de chaque branche de STARFISH pourraient occuper les 2
sites principaux de chaque monomere.

La structure cristallographique du complexe entre STARFISH et la SLT-I révele un
mode d’association différent de I’hypotheése de départ puisque tous les trisaccharides occupent
le site de liaison n°2 des sous-unités B de la toxine. Le second trisaccharide de chaque
branche reste donc libre et peut s’associer au site de liaison n°2 d’un autre pentamere (Figure
43, bas gauche). Méme si la structure des bras et du cceur du ligand multivalent a di étre
modélisée a cause d’une flexibilité trop importante (Figure 43, bas droite), le ligand
STARFISH a montré une association chélate avec les cinq sous-unités B et le recrutement

d’un second pentamére pour former une complexe 1:2.

Dans la synthése de glycoclusters, des structures multifonctionnelles bien connues de
la chimie supramoléculaire ont souvent été utilisées. Parmi ces dernicres, les cyclodextrines et
les calixarénes sont des exemples particulierement bien représentés.

Des cyclodextrines de différentes tailles ont souvent été utilisée pour la synthése de
glycoclusters méme si la B-cyclodextrine est la plus utilisée.””® La stratégie la plus courante
est la fonctionnalisation totale ou partielle d’une des faces de la cyclodextrine par substitution
nucléophile de la position 6

OH __OH

% des sucres de la
HO: 0.
> }N cyclodextrine.””! Cela dit, la
o _ AcO OAc _ // _ . . .
M & N fonctionnalisation de la face
AcO: 0, = , ..
b one = o opposée (des positions 2 et/ou
o o D omueed e o
1/ (EtO);PCul ﬁ ¢ oalement
S DME, 90°C, uW . 3) ‘ es égaleme
2/ MeOH, Et;N \ envisageable. En 2007,

on _on Santoyo-Gonzalez et al*”
/ [ o] \ Ho& [ ] \ ont utilisé les deux faces
\\_0,,&"} “““““ ol \ b ““““““ 04/ d’une B-cyclodextrine pour la

1/ (Et0);PC . . e
4 %)E;m)’s;’oogl’ W 4 /2//% préparation de  différents
K\\ o~ glycoclusters (Gal et Lac). La

conjugaison des sucres aux

Schéma 16 : Synthése de glycoclusters sur la base d'une B-cyclodextrine sept fonctions de la B_
cyclodextrine a pu étre menée efficacement en utilisant la réaction de CuAAC (Schéma 16).
Ces composés ont ensuite été ¢valués comme promoteurs d’une réponse immunitaire sur des
modeles cellulaires monocytes/macrophages (U-937).

Des calix[n]arénes ont également été utilisés dans la synthése de glycoclusters.
Comme pour les cyclodextrines ces structures ont plusieurs avantages. Les calixarénes
possedent des tailles de cycle variables et peuvent permettre 1’inclusion de molécules bio-
actives dans une optique de vectorisation. Ensuite, la fonctionnalisation peut également avoir
lieu sur les deux anneaux (supérieur et inférieur) du cycle du calixaréne. Enfin, les calixarénes
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peuvent prendre plusieurs conformations par rotation d’un des motifs aromatiques. Les
équipes de Dondoni et d’Ungaro ont synthétisé plusieurs glycoclusters basés sur des cceurs
calixarénes.*®>*"*27

Ungaro et Gabius®’’ ont récemment étudié le comportement de glycoclusters basés sur
des calixarenes de plusieurs tailles et de plusieurs conformations. Les calix[4]arenes
tétravalents en conformation cone et 1,3-alternée présentent quatre galactosides et la
conformation du cceur détermine la géométrie du glycocluster final (Figure 44). Dans ces
exemples, les sucres sont trés proches du cceur et ’influence de la conformation est, dans ce
cas la, trés exacerbée.

Les auteurs ont préparé une o M oH on oH
H H HO

bibliotheque de glycoclusters par wo on %W Ho#ﬁ::o ° - %mﬂo { ;H
formation de liens thio-urée entre des .4 ONH " )N:S o (o \i° . J/
sucres (Gal et Lac) et des e O Tl T 95 i o
calix[n]Jarénes ou n = 4, 6 ou 8. Ces rf// \\,M\f 6
glycoclusters furent évalués en tant que /(o Jo I /t 0 oL M
ligands multivalents d’une agglutinine j\ HN s( ) HN

OH O OH
de Viscum album et de plusieurs Ho oH Hoék
galectines humaines (Gal-1, gal-3 et He HO—" OH
ga]_4) par tests ELLA et par des Conformation Céne Conformation 1,3-alternée

mesures de fluorescence de 1’adhésion Figure 44 : Glycoclusters galactosylés basés sur des calix[4]arénes cone et
1,3-alterné

de lectines marquées sur des cellules

(Ilymphoblastoides B) en présence de ligands. Les résultats montrent que les calixarénes

galactosylés de grande taille (n = 6 et n = 8) inhibent efficacement I’adhésion de la VAA sur

une surface d’asialofétuine. Selon la géométrie des calix[4]arénes galactosylés, une

amélioration de 1’ICs, est observée.

Paulson er al.*”® ont récemment proposé une approche tout & fait originale de

I’interaction multivalente avec les récepteurs CD22 (Siglec-2) des lymphocytes B qui illustre
la diversité des structures pouvant servir de plateformes d’ancrage dans la conception de
ligands multivalents.

Considérant une IgM monoclonale comme le coeur d’une architecture décavalente, la
fonctionnalisation de ce «cceur » peut €tre envisagée de manieére non-covalente. Si une
molécule synthétique difonctionnelle présente 1’antigéne reconnu par 1’IgM et une autre partie
reconnue par la lectine ciblée (CD22), elle peut s’associer a 1’IgM pour former un complexe
décavalent (Figure 45). La taille importante d’un tel « coeur » protéique permet d’obtenir un
ligand multivalent de taille adaptée aux interactions multivalentes de membranes
(regroupement de récepteurs membranaires par exemple) tout en conservant une valence et
une géométrie controlée. Les interactions de ce ligand IgM/sucre-antigéne avec CD22 furent
évaluées in vitro avec la lectine seule et également sur des lymphocytes B présentant CD22 a
leur surface. L’association de ce ligand avec CD22 a la surface des lymphocytes B a été
démontrée alors que d’autres ligands (de plus hautes valences et sans géométrie définie)
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n’avaient pas permis d’association a cause de 1’occupation des sites de liaison des CD22 par
. .2
des ligands cis.*™

Ligand de CD22 Antigéne Nitrophénol
(BPC-Neudcal—6Gal f1 — 4GleNAe)

4 &

BPCNeuAc-NP complex with CD22

—

CD22 on:

- ELISA well

- Magnetic beads
: - Bcells :
Anti-NP IgM CD22-IlgM complex

Figure 45 : Assemblage entre un ligand difonctionnel et une IgM puis interaction de I'assemblage avec des
récepteurs CD 22 (Siglec-2)

1.4 Analyse des interactions multivalentes

L’évaluation des interactions entre glycoclusters et lectines n’est pas triviale. Dans
I’idéal, la détermination d’une constante de dissociation Kp permet de caractériser
correctement une association, indépendamment des conditions expérimentales.
L’indépendance de Kp par rapport aux conditions de concentration et a la nature du tampon
nécessite ’hypotheése que le coefficient d’activité y de chaque espece soit égal a 1 (i.e. pas
d’interactions entre ces especes). En solution diluée, cette hypothése est raisonnable mais
I’utilisation d’expériences en phase solide ou en milieu hétérogene ne satisfait pas cette
hypothese. Des lors, le Kp mesuré est bien souvent fortement dépendant des conditions
opératoires.'**

Nombre de techniques permettent uniquement de déterminer un potentiel d’inhibition
(ICsp). Un ICsq représente la concentration en inhibiteur nécessaire pour inhiber 50 % d’un
processus dans des conditions données. Les déterminations d’ICsy dans le contexte
d’interactions multivalentes se réalisent trés fréquemment par des expériences de compétition
ou le ligand multivalent d’intérét est un compétiteur par rapport a un substrat monovalent ou a

72



une surface glycosylée. Ces approches sont tres pratiques puisqu’elles permettent de comparer
facilement les capacités de ligands a inhiber un processus donné. Par contre, les mesures par
compétition sont, par nature, trés dépendantes de la technique utilisée et des conditions
expérimentales.'*®

Chaque technique expérimentale met en jeu des processus différents et surtout, mesure
des caractéristiques différentes du ligand. Pour interpréter des résultats et appréhender les
interactions au niveau moléculaire il est essentiel de comprendre ces processus et de
considérer les principes opératoires en détail pour éviter la sur-interprétation des résultats.

De trés nombreuses techniques ont été utilisées pour caractériser les interactions entre
glucides et lectines. Seules les quatre principales techniques que nous avons mises en ceuvre
sont présentées.

1.4.1 Inhibition de ’hémagglutination : HIA

Depuis la découverte des lectines, I’inhibition de I’hémagglutination constitue une des
premicres techniques utilisées pour déterminer si une protéine multivalente est capable de se
lier a des sucres. Cette méthode est basée sur le fait que la surface des globules rouges est
couverte de sucres par I’intermédiaire de glycoprotéines et de glycolipides. Ainsi, la plupart
des lectines sont capables d’interagir avec les globules rouges.

Si une solution de globules rouges est placée dans un puits a fond conique, la
sédimentation naturelle conduit a

@ : Puit non-hémagglutinés : sédimentation normale

: Puit hémagglutine : Formation d’'un réseau dérythrocytes

un « dépot » de globules rouges au
fond du puits (Figure 46). L ajout
d’une lectine multivalente permet

® @ @ @ @ @ @ @ @ @ ®@® la formation d’un réseau entre les
e ® @@ ®@®® @® erythrocytes et les lectines. Ces

Dilutions de lectine en cascade (1/2) interactions intermoléculaires

A) 1 2 3 4 5| 6 7 8 9

>

By ,» 35 4 s 6 (7) s s 1w u 1 formentune suspension gélatineuse

®®®®® @ ®® ® @ ® @ | homogene; ceci correspond au
® ® ® 000 e e @ phénoméne  d’hémagglutination.
— : Apres avoir  déterminé la
Dilutions de ligand en cascade (1/2) en présence de lectine . L. .
) o ) o concentration minimale de lectine
Figure 46 : Expérience d'inhibition de I'hémagglutination, (A) Détermination

de la concentration en lectine qui permet 1'hémagglutination, (B) Inhibition de nécessaire pour observer une
I'hémagglutination par des concentrations décroissantes de ligand

=

®

hémagglutination (Figure 46, A), il
est possible de mesurer le potentiel d’inhibition de 1’hémagglutination d’un ligand de la
lectine. Si un ligand occupe les sites de liaison de la lectine, 1’interaction de la lectine avec les
globules rouges sera diminuée. Des dilutions en cascade d’un ligand en présence d’une
concentration constante de lectine et de globules rouges permettent de déterminer la
concentration minimale en ligand (MIC) pour inhiber le phénomene d’hémagglutination.
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Le mode opératoire (dilutions) induit une erreur relativement importante puisqu’un
facteur 2 existe généralement entre deux puits ajacents. De plus, les globules rouges se
dégradent relativement vite et ils peuvent étre sensibles a des concentrations importantes de
ligands et/ou lectines. Des contrdles positifs et négatifs doivent donc étre systématiquement
réalisés.

Ces expériences permettent une observation fiable de 1’inhibition d’un processus. Par
contre, la valeur de la MIC est fortement dépendante des conditions opératoires et ne peuvent
étre considérées comme des caractéristiques intrinseques du ligand. Les expériences
d’hémagglutination permettent donc uniquement une comparaison entre les MIC de différents
ligands vis-a-vis d’une méme lectine et dans des conditions opératoires similaires.

1.4.2 Enzyme-Linked Lectin Assay : ELLA

La mesure utilisant une lectine liée a une enzyme (ELLA*"®) est une variante de la
technique ELISA."****" Schématiquement, cette expérience mesure la quantité de lectine
accrochée a une surface glycosylée par 'intermédiaire d’une réaction catalysée par une
enzyme (peroxydase ou phosphatase) liée a la lectine. La liaison entre la lectine et I’enzyme
est créée grace a une interaction non-covalente entre une lectine biotinylée et un conjugué
streptavidine-enzyme.

Ces expériences nécessitent également la détermination préalable de la concentration
en lectine qui donne la meilleure réponse. Typiquement, une expérience par compétition se
réalise en quatre temps. Tout d’abord, un polymere glycosylé (sucre — PAA) est immobilisé
(adsorption) dans les puits d’une plaque 96-puits.

Ensuite, le ligand multivalent est dilué en cascade et la lectine biotinylée est ajoutée.
Apreés incubation et lavage, seule une partie de lectine reste liée a la surface de
glycopolymere. Cette proportion varie bien stir avec la concentration de ligand. Dans un
troisieme temps, un conjugué streptavidine-peroxydase est li€¢ a la lectine biotinylée restante.

Enfin, I’ajout d’un substrat de cette enzyme (ortho-phenylénediamine : OPD) est
ajouté et la coloration lide a la conversion de ce substrat en 2,3-diaminophénazine®' par la
peroxydase en présence d’eau oxygénée est mesurée par spectrophotométrie (Figure 47).
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L’intensité de cette coloration est

proportionnelle a la quantité de lectine liée au

S idsoiition Sos A glycopolymere et donc, par extension, a

1 Iefficacité de la concentration en ligand

ﬁ\ ® “ ) A X donnée pour inhiber I’adhésion de la lectine a

’f(_ 6 2/ Interaction avec un mélange ce glyc'opolymerfe. AlnSI’ B pl}lS la

Wi ) incubé : lectine + inhibiteur concentration en ligand sera élevée, plus

[ ] ’interaction entre la lectine et la surface de

N g1 » glycopolymére sera inhibée et moins la
3’ \; 3/ Interaction o coloration sera intense.

@ streptavidine peroxydase - biotine

| | A NH Des contréles sans inhibiteur et sans

. k"_‘\ @ - lectine permettent d’obtenir les valeurs

":0; d’absorbance correspondant a 0 % et 100 %

' 4/ Réaction peroxydase — OPD I .
S ¥ d’inhibition  respectivement. En  tenant

compte de ces références, les valeurs
d’absorbance = mesurées pour  chaque
concentration de ligand peuvent étre
exprimées en pourcentage d’inhibition de
I’adhésion. Ceci permet d’obtenir des courbes
d’inhibition et d’en extraire un ICsy.

|peroxydase]

H,0,

Q0 00®
Dilutions de ligand en cascade (1/3) en présence de lectine L’Obtentlon d’une Courbe d’ll’lhlblthl’l
Lecture (490 nM) a partir des points expérimentaux améliore la

précision dans la détermination d’une ICsg
précise. Si la technique ELLA est plus
contraignante a mettre en place, elle permet
une comparaison des différents ligands plus
précise. Cela dit, cette méthode possede
! également quelques inconvénients.
OB TR T Premiérement, les lectines biotinylées doivent

Ligand cancentratian (uM)

Levtin Adhesion inkikition (%)

étre préparées et il est nécessaire de vérifier

que la fonctionnalisation de la lectine ne

Figure 47 :, l\’leS}lre d'](?;q. parl:]LLA en C()mpéfiti(m, étapes du change pas les Caractéristiques de son

mode opératoire, représentation de la coloration obtenue et . . .

détermination de I’ICs a partir de la lecture interaction avec les sucres. El’lSulte, cette
technique, comme 1I’HIA, peut étre délicate a

mener avec des ligands multivalents puisqu’elle peut étre sensible aux phénomenes
d’agrégation qui semblent pouvoir, dans certaines conditions, favoriser la formation de

réseaux (glycopolymere-lectine-ligand-lectine-...).

Contrairement a I’HIA ou a d’autres techniques comme la précipitation ou la
turbidimétrie, la technique ELLA est tres efficace pour évaluer des ligands qui se lient par

.. , . . . 124
« association chélate » a une lectine multivalente.
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1.4.3 Résonance Plasmonique de Surface : SPR

1.4.3.1 Principe

Le phénomeéne de résonance plasmonique de surface est connu depuis 1902'**?% mais
les premicres utilisations de ce phénoméne en biochimie datent du milieu des années 80.
Lorsqu’une lumiere polarisée monochromatique heurte un milieu a indice de réfraction
différent, le faisceau lumineux peut étre soit réfléchi, soit réfracté. A partir d’un certain angle
0, toute la lumiere peut étre réfléchie. Cela dit, lorsque ces photons frappent une surface
métallique, ils peuvent interagir avec les électrons libres de la couche métallique. Cette
interaction peut créer une onde évanescente qui parcourt quelques centaines de nanomeétres
(champ évanescent).”*

La création de cette onde évanescente (ou plasmon) induit une diminution de
I’intensité¢ de la lumiére réfléchie. L’angle Ospr pour lequel la diminution d’intensité par
résonance plasmonique est maximale dépend des caractéristiques optiques de la couche
métallique et de I’environnement dans le champ évanescent. Or, les caractéristiques telles que
I’indice de réfraction varient lorsque 1’environnement chimique a proximité de la surface d’or
change. Donc, si une espece est immobilisée sur cette surface et qu'une autre molécule se lie a
cette espece, 1’angle Os5pg change (Figure 48). Ce changement (0y; — 6;) est donc dépendant de
la quantité de matie¢re (massique) qui se lie aux especes immobilisées sur la surface d’or.

- N
:‘(F @
j" # (’ 'W \“L\ ﬂ Jl Biotine - PAA - Sucre

Lumiére réfléchie

Lumieére polarisée
monochromatique

i S

2| 8
7] 5@ Il
i c | =
[ 8 kel
= VAN 23| |
Barrette diodes L = - A
Angle Time

Figure 48 : Principe de fonctionnement de la SPR et d'une expérience de compétition, cadre : agrandissement de la
fonctionnalisation de surface
Une analyse de I’intensité réfléchie en fonction de 1’angle incident permet donc de
suivre, en temps réel, les interactions a la surface d’une puce. Les appareils d’analyse des
interactions utilisant la SPR fonctionnent tous sur ce méme principe. Une puce d’or
recouverte, par exemple, de carboxyméthyl-dextran CMD (polymere) est insérée entre une
cartouche microfluidique permettant la circulation d’analytes et le systéme de détection
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optique. Dans les expériences de SPR, I’espece immobilisée est appelée ligand et ’espece
soluble est appelée analyte par convention.

Les principaux avantages de cette technique sont d’une part ’absence de modification
(marquage) des molécules en interaction mais €galement la mesure en temps réel de
’interaction.

1.4.3.2 Etude d’une interaction par SPR

Lorsque les groupements carboxylates du CMD sont fonctionnalisés par formation de
lien amide avec une protéine, 1’injection dans le flux de tampon d’un ligand de cette protéine
va conduire a une interaction qui modifiera ’angle Ospr. Cette modification suivie en temps
réelle est exprimée en unité de résonance : RU (1000 RU = 0.1° (ABgpgr) = 1 ng.mm'z).

283284 Jeux approches

Pour 1’étude de [Dinteraction entre sucres et lectines
expérimentales sont & distinguer : la mesure de la cinétique®® d’
de compétition. Dans la premicre approche, la protéine (ou le sucre) est immobilisée sur la

R — surface et le sucre (ou la protéine) est injecté
signal (kRU) B . s
» et 4, 4 dans une solution de tampon. Lors d’une
-
o injection d’analyte a une concentration donnée,

un sensorgramme (RU = f{(t)) présente trois

interaction et les expériences

'I‘_" . Dissociation
//'

& . e
A 5 5] Kinetics
= Regeneration . .
/&~ ’ phases. L’analyte s’associe au ligand et le
g
2 & Concerlralion Mogess signal augmente jusqu’a atteindre la saturation
- eSS - | éventuellement. A la fin de 'injection, le flux
. 4 de tampon ne contient plus d’analyte et une
100 200 300 400 500 600 . .. ,
Time (s) dissociation naturelle est observée. Enfin, la

surface de ligand doit étre régénérée pour
permettre une nouvelle injection.

Figure 49 : Différentes phases d'un sensorgramme

Grace a I’injection de plusieurs concentrations décroissantes et I’application d’un
modele théorique d’interaction, les courbes d’association et de dissociations peuvent &tre
reliées aux constantes cinétiques d’association k, et de dissociation k4. Ces expériences
nécessitent une mise au point approfondie®****” des conditions expérimentales (interaction
non-spécifique, degré de fonctionnalisation de la surface, limitation par le transfert de masse).
Pour les interactions multivalentes complexes, les modeles théoriques permettant d’obtenir
ces paramétres sont rares” > et il est délicat d’interpréter correctement les résultats obtenus

par cette approche.

La seconde approche consiste donc, comme pour la technique ELLA, a réaliser des
mesures d’inhibition (compétition).”***! En effet, la réponse a I’équilibre (saturation) est
reliée a la quantité d’analyte en interaction avec les molécules immobilisées. Si la molécule
immobilisée est un glycopolymere, 1’injection d’une lectine permet de mesurer la quantité de
lectine qui s’associe a la surface glycosylée. Ensuite, des concentrations croissantes de ligand
multivalent sont incubées avec la lectine, diminuant ainsi 1’association de la lectine avec la
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surface. La détermination de la réponse a 1’équilibre (steady-state) pour différentes
concentrations de ligand permet d’obtenir des courbes d’inhibition et de déduire une 1Cso. Un
des avantages de cette approche est le fait que les deux especes en interaction (protéine et
ligand multivalent) sont en solution. Une fois encore, cette approche dépend fortement des
conditions expérimentales telles que le degré de fonctionnalisation de la surface et la valeur
d’ICso obtenue constitue surtout une information qualitative permettant de comparer différents
ligands dans leur capacité a inhiber I’adhésion de la lectine sur la surface glycosylée.

1.4.4 Microcalorimétrie de titration isotherme : ITC

La calorimétrie de titration isotherme est utilisée depuis tres longtemps pour
déterminer des constantes d’association.”* La diminution du volume des cellules de mesure et
I’augmentation de la sensibilité de la détection

a permis de développer la microcalorimétrie.

| e cteotation Le principe de fonctionnement d’un
=S microcaloriméetre est basé sur la régulation de
la température de deux cellules situées dans

une enveloppe adiabatique. Une cellule de

référence contient du tampon seul et une

ittt b Fl| e cellule de mesure contient un des partenaires
8 de [Dinteraction. Ces deux cellules sont

maintenues a une température exactement

L Weeuretempértune e égubton identique. Si un ligand est injecté dans la

Figure 50 : Représentation schématique d'un microcalorimétre cellule de mesure, I’interaction entre lectine et

ligand peut émettre ou absorber de la chaleur
selon que I’enthalpie de I’interaction est exothermique ou endothermique.'***

Le protocole expérimental consiste en de multiples injections dans la cellule de mesure
(de 20 a 50). Pour chacune de ces interactions, la différence de puissance nécessaire a
maintenir la méme température dans les deux cellules correspond donc a la chaleur émise ou
absorbée par I’interaction de la lectine avec la

Time (min)
quantit¢ de ligand injectée. Au cours des

0 20 40 60 80 100 120 140 160

injections, [’évolution de la différence de I RN R R IR R
puissance en fonction du temps permet "~ “"" |’-"'{ I v[f y *{i‘fm”'””

d’obtenir un thermogramme (Figure 51). Dans 051 1]} '{ 1
ce thermogramme, chaque pic correspond a .1,0: ’ J
une injection. Au début de la titration, tous les E 1 T
sites de la protéine sont libres et le ligand = -1’5__ ]
s’associe. Au fur et & mesure des injections, les 2,0 1
sites de liaison de la protéine deviennent _2,5_- ]

saturés et toutes les molécules de ligand
injectées ne peuvent s’associer librement. En

. . . , Figure 51 : Thermogramme obtenu par ITC
fin de titration, tous les sites sont occupés et
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aucune chaleur d’association n’est observée. Le signal résiduel provient de la chaleur de
dilution de la solution de ligand. Si cette chaleur est significative, il est nécessaire de réaliser
une expérience sans protéine pour soustraire ces données (« blanc ») aux données de
’interaction.

L’intégration de ce thermogramme permet d’obtenir une courbe isotherme
d’association (Figure 52). Chaque point représente une injection et il est possible d’ajuster a
ces données un modele théorique global. L’enthalpie globale de I’interaction est extraite de
I’amplitude de la sigmoide, la . - . . : . ;

0 A paunl ]

3 1 | Enthaipie aun® 1

“1 | B /’;'-". |
P

-4 ‘Q:&, -

_ R _

Va —

steechiométrie est déterminée par le
point d’inflexion et la constante
d’association provient de la pente de
la courbure. Globalement, la chaleur
en jeu dans Dinteraction peut E&tre

kcal/mole of injectant
)
|

exprimée selon I’équation 27 : 2 .
-8 - /- -
AH[P]:K4[L]V, 1 > SR -
= ¢ Stawchiomérrie (n)
="ty @2 10 - n
. 124 ¥ -
ou [P], est la concentration
. .. L. T y T ' T ¥ T ¥ T
totale en site de liaison de la protéine, 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

[L] est la concentration de ligand
ajoutée et Vi est le volume de la
cellule. La détermination
expérimentale de 1’enthalpie, de la stoechiométrie et de 1’affinité permet de calculer I’énergie
libre de I’interaction et I’entropie grace aux équations 28 et 29.

Molar Ratio

Figure 52 : Courbe de titration d'interaction isotherme

AG = —RT In(K,) (éq. 28)
AG = AH — TAS (éq. 29)

La précision dans la détermination de ces parametres thermodynamiques dépend
fortement de ’allure de la sigmoide. En effet, si la pente est trop faible ou trop importante,
I’erreur sur la détermination de la constante d’association sera plus grande. De plus, dans le
cas de faibles affinités, le point d’inflexion peut ne pas étre visible sur la courbe isotherme
d’association ce qui peut conduire a des erreurs trés importantes sur la stoeechiométrie. L’allure
de la courbe est déterminée par le paramétre de Wiseman (c) 2 qui est le produit de la
stoechiométrie, de la concentration totale en site de liaison de la protéine et de la constante
d’affinité (éq. 30). Plus c est élevé, plus la pente de la sigmoide sera grande.

¢ = n[P]yK, (éq. 30)

Ce parametre détermine les limites de cette technique puisque des valeurs trop
extrémes (non comprises dans 1’ordre de grandeur 1 — 1000) induisent des erreurs non-
négligeables. Ce constat a été relativisé récemment par Turnbull et al.®* qui indiquent que le
seul parameétre a souffrir d’une valeur de ¢ trop faible (affinité > mM) est I’enthalpie.
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Cette technique a été trés utilisée dans 1’étude des interactions entre protéine et ligand.
Elle est particuliérement adaptée aux interactions lectine-sucre®> >
liaisons hydrogene impliquées dans ces interactions induisent généralement une association
fortement exothermique.””** Ces études ont permis d’établir le fort cot entropique

d’association pour la plupart des lectines qui explique la faible affinité pour les sucres

puisque les nombreuses

monovalents. De plus, plusieurs études d’ITC ont montré que lors d’interactions
multivalentes,”*">'**" les enthalpies de chaque événement s’additionnaient alors que les
entropies ne variaient pas linéairement.

Si la richesse des informations extraites de cette technique semble unique, cette
méthode n’est pas exempte d’inconvénients. Ces expériences nécessitent généralement des
quantités de lectine importante (supérieures au mg pour un thermogramme) et les phénomenes
de précipitation peuvent étre problématiques pour ces analyses calorimétriques puisque cette
précipitation conduit a une diminution irréversible de la concentration en protéine disponible.
Quoiqu’il en soit, si la gamme d’affinité est adaptée, si les acteurs de l’interaction sont
disponibles en quantité suffisante et restent solubles lors de la titration, cette technique donne
acces a des caractéristiques capitales de I’interaction.

1.5 Conclusion et Objectifs

Partant des interactions les plus fondamentales entre un sucre et un récepteur
protéique, le role crucial de la multivalence dans de nombreux processus biologiques majeurs
a pu étre souligné. Dans un contexte d’évolution, I’amélioration des affinités des interactions
par la multivalence illustre tout a fait la richesse que peut apporter ce concept en termes de
régulation et de modulation des interactions.

L’avenement de la glycomique comme un nouveau défi fondamental de la
compréhension du vivant a accentué les recherches sur les lectines et sur les réles des
interactions lectine-sucre. Il est maintenant clair que la multivalence ne peut pas étre négligée
lorsqu’une reconnaissance biomoléculaire est étudiée. Depuis 1’identification de plusieurs
lectines impliquées dans des processus pathogenes, 1’idée d’une approche thérapeutique
utilisant la multivalence contre ces cibles est devenue séduisante. Cela dit, la diversité
apportée par la multivalence est également synonyme de complexité et tous les fondamentaux
de ces interactions ne sont pas pleinement compris. Plusieurs mécanismes ont été identifiés,
les forces motrices de tels assemblages ont été discutées et plusieurs théories ont été
construites. Cependant, il n’existe pas de consensus clair et d’approches prédictives fiables.

Des ligands synthétiques et naturels multivalents ont apportés des informations
précieuses quant a I’influence des différents types de ligand sur 1’avidité et le mécanisme
d’interaction. Cependant, les différences structurelles entre ces catégories de ligand
(glycopolymere, glycodendrimeres, glycoclusters) sont tellement importantes qu’il devient
parfois délicat de comparer leur influence. Relativement peu d’études ont ét€ menées quant a
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I’influence de variations contrdlées dans la présentation des sucres (topologie) par des
glycoclusters de structure bien définie. Pourtant ces composés de « petite » taille montrent
plusieurs avantages sur le plan de la sélectivité et des caractéristiques pharmacologiques
nécessaires a une approche thérapeutique fiable.

D’apres les aspects fondamentaux présentés dans ce chapitre, une compétition subtile
entre les différents modes d’association semble sous le controle des caractéristiques physico-
chimiques et géométriques des ligands multivalents (distances, concentration efficace). La
discrimination de certains mécanismes et la promotion de certains autres semblent donc un
¢lément clé pour concevoir des ligands de haute affinité dans le cadre d’une approche
multivalente.

L’hypothese de travail principale de cette étude est la suivante : si des modifications
controlées de la topologie d’un glycocluster peuvent promouvoir des mécanismes et donc, des
profils énergétiques différents, n’est-il pas possible, en fonction de la structure de la lectine,
de développer une forte sélectivité. La compatibilité entre les topologies d’un ligand
multivalent et d’une lectine pourrait permettre d’obtenir des différences d’affinités
significatives avec une autre lectine et donc de faire apparaitre une sélectivité. Dans cette
optique, il est nécessaire d’étudier 1’influence de plusieurs topologies de ligand sur plusieurs
topologies de lectines. La topologie d’un ligand est construite par la structure du coeur de
I’architecture et par la nature de la connexion entre ce cceur et les sucres présentés en
périphérie. Apres avoir étudié I’influence du cceur de I’architecture, il serait intéressant de
faire varier les caractéristiques des bras espaceurs.

La syntheése de plusieurs familles de glycoclusters présentant des topologies variées
nécessite un travail de réflexion quant a la stratégie a employer. Le but premier est d’accéder
a une grande diversité et I'un des critéres doit donc étre ’efficacité et le contrdle strict de la
géométrie.
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2 SYNTHESE DE GLYCOCLUSTERS
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2.1 Stratégies de synthese

Les glycoclusters sont donc des assemblages qui présentent des motifs osidiques
périphériques rattachés par I’intermédiaire de bras espaceurs (ou linkers) a une base (ou cceur
polyfonctionnel). L’étude fondamentale des interactions multivalentes entre un glycocluster et
une lectine doit aborder divers parametres structuraux relevant de la géométrie globale de
I’assemblage dans la présentation des motifs osidiques (topologie) et prendre en compte la
nature chimique et structurelle des bras espaceurs, en termes de longueur et de flexibilité.
Comprendre D’influence de ces différents parametres sur les interactions multivalentes
nécessite la synthése de glycoclusters variés, sur des cceurs présentant des topologies
diversifiés. Ce travail demande une évaluation des contraintes et aléas a maitriser pour
disposer en fin de synthese d’outils moléculaires bien définis et en quantité suffisante pour
mener a bonne fin ’ensemble des études programmées pour éclairer les interactions entre
lectines et structures glycosylées multivalentes.

2.1.1 Cahier des charges
2.1.1.1 Quantité de matériel requise

Pour analyser complétement les interactions entre glycoclusters et lectines, la quantité
nécessaire a I’étude de chacun des ligands multivalents a synthétiser doit étre appréhendée en
amont selon la consommation en molécules

synthétiques par les techniques biochimiques et Technique Quantité nécessaire”

. . . . . . nb noles masse °
biophysiques in vitro envisagées (Tableau 6). — . =
La répétition des analyses et I’étude des T Hmo Tome
. . , \ . . ELLA ~ 2 umol ~5mg
interactions étendue a plusieurs lectines ne peut ITC | | )5

. . ~ 1 umo ~2,5m
qu'augmenter les besoins en  ligand SPR 1 ﬁmol 25 mz
synthétique. Caractérisation ~ 8 umol ~920m

(RMN, SM, ...) H g

Si les résultats obtenus in vitro

débouchent sur une étude in vivo. la quantité de Tableau 6 : Consommation des techniques de caractérisation

. . . ’ q biologiques et chimiques utilisées. “ Ordre de grandeur pour une
matériel synthethue necessaire est nettement molécule possédant une affinité pour la lectine de I'ordre du pM.

. . b A QK air I o

accrue, attelgnant une consommation de 1’ordre pour une molécule de masse molaire de 2500 g/mol
du gramme. Les chimistes préparant des produits complexes par synthése totale multi-étapes
connaissent cet obstacle. Dans le cas de molécules chimiquement moins complexes, la
synthése de quantités supérieures au gramme est envisageable couramment mais n’est
certainement pas exempte d’obstacles potentiels de réactivité, de rendement et de purification.

En préalable aux études biologiques, la caractérisation chimique de la molécule
synthétisée doit permettre une identification irréfutable de la structure plus exigeante encore
en cas de description d’une molécule nouvelle.

85



Ces considérations associées au choix de s’assurer une marge de sécurité, ont orientée
les synthéses de fagon a permettre un acces rapide a des quantités de molécules finales de
I’ordre de la centaine de milligrammes.

2.1.1.2 Pureté des ligands synthétiques

Dans tous les domaines de la chimie et de la biologie, la pureté des molécules est un
parametre crucial qu’il faut maitriser. Si pour toutes les applications, une pureté a la limite de
détection des équipements analytiques est préférable, des impuretés de deux types peuvent
perturber les études biochimiques a mener. Les impuretés qui n’influencent que faiblement les
mesures postérieures sont souvent des impuretés de type inorganique (sels) qui n’interagissent
pas directement avec la protéine ciblée mais peuvent modifier la composition du milieu et
donc sous-évaluer 1’affinité observée en faussant la masse de ligand synthétique mesurée. Ces
impuretés doivent étre éliminées avec le plus grand soin mais restent moins génantes que le
second type d’impureté qui est, quant a lui, absolument rédhibitoire pour cette étude.

En effet, des impuretés organiques peuvent étre capables d’interagir avec la lectine
ciblée et d’influencer directement les mesures biologiques. L’influence de la topologie d’un
ligand ne peut pas étre étudiée si ce dernier est contaminé par des exces de réactifs (sucres)
qui n’aurait pas réagi, de fonctionnalisations incompletes du ligand ou d’isomeres de
configuration/conformations (sucres a et B, conformation du scaffold). Ces contaminants
peuvent perturber les phénomenes étudiés de maniere significative et doivent étre évités lors
de la conception de la synthése ou €éliminés par une purification scrupuleuse lors des étapes
clés. Le plus grand soin sera donc apporté a 1’obtention de structures uniques et parfaitement
définies par I’utilisation de synthéses sélectives et des efforts significatifs lors des étapes de
purification. Pour toutes les synthéses de cette étude, une purification soignée apres 1’étape de
couplage des sondes glucidiques sur les architectures multivalentes a permis de s’affranchir
de ces impuretés potentielles.

2.1.2 Convergence et Divergence
Le travail de synthése doit étre planifié en gardant a D’esprit les impératifs liés a

I’évaluation biochimique des ligands synthétiques.

Si I’on considére les glycoclusters comme des dendriméres exempts d’unités de
répétition, il est possible d’emprunter a la synthese des dendrimeres ses différentes stratégies.
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En effet, les travaux>>®

1,
2% de Tomalia et de Fréchet /2

montrent deux  approches 1, b, \ / \ ,‘Qg
envisageables.  Celle qui @
consiste a construire la

molécule en partant de son / \

« coeur » et en }j
. . 4
fonctionnalisant ses Wivini = (l] I) x (i 2)
«branches » au fur et a
, Figure 53 : Synthése divergente. # = rendement chimique global de synthése
mesure est appelee

divergente (Figure 53). Appliqué a la synthése de glycoclusters, ce concept implique une
fonctionnalisation partant du cceur de la molécule et donc, pour chaque étape, quatre réactions
par molécule doivent avoir lieu. Une réaction conduisant a un rendement intrins€que moyen,
peut donc entrainer des diminutions de rendement global () trés importantes. De plus, si
I’approche divergente permet d’atteindre de grandes masses facilement, elle est connue pour
favoriser des défauts de structure et de fonctionnalisation.

L’autre alternative, maintenant tres utilisée, est dite convergente car la construction de

la molécule démarre du sucre pour se rapprocher du « ceeur » du glycocluster (Figure 54).
Ainsi, les premicres ¢tapes de la synthése sont des réactions unitaires, simples a contrdler
(conversion compléte, absence de défauts) permettant un rendement chimique total
satisfaisant. L’absence de

/ﬂ x, défauts est un point crucial

dans ce travail puisque

2
_—y ﬁf e W \Pb: \ /;QQQ} I’étude de I’influence de la

topologie nécessite d’avoir

des molécules
;
n total — =N 1 - (’] 2) i chimiquement et

structuralement uniques.
Ainsi, cette stratégie qui
s’est montrée étre la plus
parait la mieux adaptée pour la

Figure 54 : Synthése convergente. 7 = rendement chimique global de synthése

efficace dans la synthése de dendriméres de haute pureté,”’

synthése des structures nécessaires a notre étude.

La synthése convergente des glycoclusters repose sur des étapes-clés telles que
I’introduction d’un épitope glucidique sur un linker (bras espaceur) A et la conjugaison
multiple de cet ensemble sucre-linker par cycloaddition d’un azoture et d’un alcyne (CuAAC)
B sur le cceur de la molécule. La glycosylation stéréosélective d’un bras espaceur hydroxylé
sur des quantités importantes peut s’avérer délicate et la stratégie convergente place
avantageusement cette réaction en début de synthese (Figure 55), limitant perte de matériel et
défauts dans la structure finale.
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Figure 55 : Application de la stratégie convergente a la synthése de glycoclusters

La maitrise des réactions-clés de glycosylation et de couplage est donc primordiale
pour la synthése d’une bibliotheque de glycoclusters. Les pages qui suivent se rapportent a
I’étude d’une réaction de glycosylation qui permettra de fixer un bras espaceur entre I’entité
reconnue (€pitope osidique). Ensuite sera abordé le couplage multiple des bras équipés des
motifs saccharidiques sur le coeur de 1’architecture multivalente.

2.1.3 Glycosylation

La glycosylation par syntheése organique se définit essentiellement en termes de
rendement et de stéréosélectivité. Les deux stéréoisomeres pouvant provenir d’une réaction de
glycosylation sont définis comme 1,2-trans ou 1,2-cis par rapport aux configurations des
positions 1 et 2 du sucre. La glycosylation permet d’obtenir des dérivés B-Gal, B-Lac ou a-
Man selon une fonctionnalisation 1,2-trans alors que des dérivés a-Fuc résultent d’une
fonctionnalisation 1,2-cis. De plus, la nécessité d’obtenir des sondes glucidiques sur des
quantités importantes indique que les conditions opératoires devront étre fiables et applicables
sur plusieurs grammes de réactifs. Lorsque la glycosylation a lieu sur un alcool primaire, le
controle de la stéréosélectivité peut s’avérer délicat pour des raisons principalement

{ 18
steriques. ’

2.1.3.1 Glycosylation 1,2-trans

Généralement, la glycosylation 1,2-frans est la plus efficace en termes de rendement et
de stéréosélectivité si la participation du groupe protecteur en position 2 permet d’orienter
I’attaque de I’accepteur de glycoside. Pour cela, le groupement protecteur doit typiquement
étre une fonction acétyle ou benzoyle et la position anomérique doit étre activée par un groupe
partant. Ainsi, pour glycosyler un bras espaceur de type chlorure de triéthyléneglycol (HO-
EG;-Cl) par du B-pentaacétate de galactose 1, deux voies classiques de synthése ont dabord
été ¢tudiées. La premicre (Schéma 17, haut) utilise un sucre acétylé en position anomere.
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L’activation par 1’éthérate de trifluorure de bore conduit au composé glycosylé 2 avec un
rendement moyen et une stéréosélectivité partielle. Ce composé avait déja été synthétisé par
cette méthode mais la stéréosélectivité totale rapportée n’a pas pu étre reproduite.’” La
séparation des deux isomeres o et 3 est possible par chromatographie flash sur gel de silice
mais devient délicate lorsque de grandes quantités du dérivé 2 sont nécessaires.

OAc BF;¢OEt, OAc

AcO AcO
° HO/\/O\/\O/\/(l o
AcO OAc t.a., CHyCl, AcO O~ ~O
OAc OAc
1 66 % (o/p = 1:5) 2
aco _-Ohe Aco _-OAc TMSOTf Aco _Ohe
o 1/ N;H eAcOH - o HO/\/O\/\O/\/(l °
AcO OAc 2/ DBU, CI,CCN AcO .20°C, 4A, CH,Cl, AcO 0\/\0/\/0\/\c|
OAc AcO OAc
1 3 o_ ccly 2
j( 47 % (o/p = 1:100)
NH
Schéma 17 : Glycosylation par le trifluorure de bore (haut) et par I'intermédiaire d'un trichloroacétimidate de Schmidt (bas)

La seconde méthode, plus €laborée, repose sur la conversion du B-acétate anomere en
trichloroacétimidate plus réactif. Une déprotection sélective de 1’acétate anomere de 1 par
I’acétate d’hydrazinium suivie d’une addition nucléophile de I’hydroxyle anomere sur le
trichloroacétonitrile permet d’obtenir le trichloroacétimidate de Schmidt'**°' 3 de maniére
quantitative. La stéréochimie de cette fonctionnalisation vers le composé o est contrdlée par

392 Ensuite, une activation a basse température (-

’utilisation d’une base irréversible (DBU).
20°C) par le triflate de triméthylsilyle conduit au produit glycosylé 2 de maniere totalement
stéréosélective mais avec un rendement plus faible. Ce rendement pourrait certainement étre
amélioré puisque cette glycosylation est sensible aux éventuelles traces d’eau que peuvent
contenir les dérivés du type oligoéthyléneglycol. Cela dit, la présence de deux étapes
supplémentaires, quoique relativement faciles a mettre en ceuvre, encourage 1’étude de

conditions de synthese plus directes.

Au laboratoire, He Li et Jia Lu Xue ont travaillé sur la synthése de C-glycosides
d’aryle par activation directe du [-pentaacétate de glucose par le couple tétrachlorure
d’étain/trifluoroacétate  d’argent (SnC14/CF3COzAg).3 % Une expérience dans du
dichlorométhane contenant des traces d’éthanol (stabilisant) a conduit a des sous-produits de
glycosylation de I’éthanol a savoir le glucoside de configuration a et, plus surprenant encore,
le glucoside a déacétylé en position 2. Comme la présence d’un groupement acétyle en
position 2 laisse anticiper 1’obtention de la configuration 3 par participation anchimérique, ces
conditions de glycosylations ont été étudiées plus méthodiquement.** Si SnCl, était connu
pour permettre, dans certaines conditions, 1’anomérisation d’un glycoside 3 en glycoside a.,
I’étude rigoureuse menée a montré que les caractéristiques stériques et électroniques des
accepteurs de glycosides influencaient fortement la stéréochimie des produits de
glycosylation. Pour établir des conditions de glycosylation de bras espaceurs efficaces ce
couple de promoteur fut étudié.’® Dés les premiéres synthéses, ce mode opératoire se révéla
tres adapté puisque les glycosides sont obtenus en trés bons rendements (~ 80 %) avec une
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stéréosélectivité [ totale avec des accepteurs tels que le chlorure de triéthylene glycol (HO-
HO O~ o~ oac EG;-Cl), I’alcool propargylique

sncCl, ? 82 % le 2-chl ‘th 1
CF3CO,A: o -
rco, e o OBy ou encore le 2-chloroéthano
oac 2 (Schéma 18).
HO N . OAc , .
% AcQ 84 % La réaction de
CF,CO,Ag o P .
Ao _OR CHyClp it A0 ~_Z glycosylation de HO-EGs-Cl a
OAc
0 4 été menée a I’échelle de 20 g
AcO. OAc A~
| O " snci, aco R pour 1 et a montré un rendement
CF;CO,Ag o o, rr ’ s
ooy A0 °\/\82 7 et une stéréosélectivité
o & identiques. De plus, I’utilisation
Snc,A de donneurs de glycoside
|_CFiCOAg re 1z .- \
oo™ acétylés en position anomere est
suffisamment intéressante pour

53% 36% A ey .
étre  soulignée. Ainsi, ces

conditions ont été retenues vu
I’accessibilité du substrat et les bons résultats de glycosylation a 1’échelle de 20 g.

Schéma 18 : Glycosylation par le couple SnCl; / AgOCOCF;

De maniére flagrante, la comparaison entre la glycosylation du 2-chloroéthanol et de
1’éthanol montre I’influence de I’accepteur dans la

stéréochimie de la réaction. Avec le chloroéthanol o 4/
on observe une inversion de la stéréosélectivité de l
la réaction tout en conservant un rendement de 82

% comparable au rendement de 89 % (53 + 36)

oxocarbénium
pour 1’éthanol. <0
o
Cette différence liée a I’accepteur peut étre / \/é \

. r SR 1ot carbocation acétoxonium
e,xphquge par les . ca}racterlsthues st,erlques et SV v
¢électroniques des différents alcools. D’autre part, >~ on

. TR " o 0 P
la présence de composés déacétylés en position 2 L & Y _
. . . y oy *
indique un passage possible par un dérivé 1,2- |RroH ROHJ ROH

orthoester. La formation de cet orthoester peut
s’expliquer par [1’équilibre entre la forme

carbocation/oxocarbénium et la forme ' AN
acétoxonium. Dans le cas de la formation d’un | anomérisation XOR
intermédiaire acétoxonium, I’attaque d’un alcool v . 'RO‘“‘

pour former un orthoester peut conduire a la |, g Aco%@
déacétylation de la position 2 (Schéma 19). Ceci *or OH
n’explique pas la stéréosélectivité 1,2-trans ROH,
lorsque certains accepteurs sont utilisés. Lorsque L 2
I’ensemble des résultats de glycosylation est a-2-déacétylé e "ﬁm
6tudié,®  des  caractéristiques  communes

o . . Schéma 19 : Mécanismes de glycosylation proposés
apparalssent. A1ns1, les accepteurs qui conduisent

a des stéréosélectivités B sont généralement électroattracteurs (trifluoroéthanol, glycolate de
benzyle, alcool propargylique). D’autre part, la probable complexation de SnCly oxophile par
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la chaine oligoéthyleneglycol peut diminuer le caractére acide de Lewis et prévenir
I’anomérisation. Enfin, ’encombrement stérique de I’accepteur semble favoriser 1’attaque
équatoriale du donneur activé et la formation de 1,2-trans-glycosides.

A Tlinverse, les aglycones ¢électrodonneurs (méthanol, éthanol, iso-propanol)
favorisent la stéréosélectivité o et le passage par un orthoester pour former le dérivé 2-
déacétylé. En effet, si ’anomérisation du B en a a préférentiellement lieu par rupture de la
liaison C—O exocyclique, la présence de groupements donneurs d’électrons peut favoriser ce
processus.

La présence de situations intermédiaires (obtention de dérivés a et ), par exemple,

305 - s . :
, souligne que le caractere électrodonneur (qui favorise 1’a)

avec |’iso-propanol (Tableau 7)
peut étre compensé par 1’encombrement stérique (qui favorise le 3). Ces résultats illustrent la
variabilité de la stéréosélectivité en fonction de D’accepteur utilis€ et des conditions

opératoires choisies (température, durée, concentration des réactifs).

Rendements

Donneur  Accepteur |[B-glycoside a-glycoside a-2 désacétylé

|
(AcO)pGlu  MeOH | 0 36 % 42 %
(AcO)BGlu  PrOH | 14% 50 % 0
(AcO)sBGlu  CF;CH,0H : 47% 0 0
(AcO)sfGal  MeOH | 0 45 % 40 %
(AcO)spGal  EtOH l 0 53 % 36 %
(AcO)spGal CICH,CH,OH | : 82 % 0 0
(AcO)BGal HCCCH,OH | 84% 0 0

Tableau 7 : Exemples de glycosylation par SnCly/CF;CO,Ag

La glycosylation d’un disaccharide pour permettre la synthése de glycoclusters
lactosylés en présence de chlorure de triéthyléne glycol et de B-octaacétate de lactose a été
réalisée (Schéma 20). Cette synthése met en avant 1’intérét du couple SnCly/CF;CO,Ag pour
la glycosylation d’oligoéthyléneglycols puisqu’elle conduit a un rendement en produit de
glycosylation 9 identique (80%) a celui obtenu en série galactose et également, a une
stéréosélectivité totale. De plus, aucune anomérisation du disaccharide n’a été observée.

AcO OAc OAc Ho~O~~0~C! AcO Ac

o o sncCl,
co aco onc _ CFaCOAg %aco °\/\o’\/°\/\m
OAc OAc CHzclz
8

Schéma 20 : Synthése du lactoside 9

Ce travail a révélé un mode opératoire efficace pour la préparation de sondes
saccharidiques portant un bras espaceur avec une stéréochimie 1,2-trans et utile a la synthése
de glycoclusters.
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2.1.3.2 Glycosylation 1,2-cis

Comparée a la glycosylation 1,2-trans, la glycosylation 1,2-cis est généralement plus
délicate a contrdler. Les caractéristiques de 1’accepteur peuvent, de nouveau, étre source de
difficultés. La glycosylation utilisant un donneur ne possédant pas de groupement participant
en position 2 est la méthode la plus utilisée pour obtenir une stéréochimie 1,2-cis. Elle donne
souvent des rendements et des stéréosélectivités satisfaisantes mais peut nécessiter plusieurs
étapes de modifications des groupements protecteurs. Une seconde méthode, basée sur la
préférence thermodynamique de la substitution axiale, est la glycosylation en conditions
acides de Fischer.’® Si cette méthode conduit fréquemment a des rendements et des
sélectivités modestes, elle a ’avantage d’éviter la mise en place de groupements protecteurs.
Ces deux approches ont été évaluées dans le but de préparer des sondes saccharidiques
fucosylées de stéréochimie .

A partir de précédents travaux du laboratoire, le S-phényl B-L-thio-fucoside benzylé
12°"" a pu étre obtenu (Schéma 21). Sa glycosylation par le chlorure de triethyléneglycol en
présence de N-iodosuccinimide suivie d’une hydrogénolyse des groupements benzyles, d’une
reprotection par des groupements acétates et d’'un déplacement de 1’atome de chlore par
I’azoture de sodium permet d’accéder au fucoside 13 avec un rendement de 36 % (sur 4
étapes) mais sans aucune stéréosélectivité (Schéma 21). Le changement de groupes
protecteurs (de benzyle a acétate) doit étre réalisé tot dans la synthése puisque la déprotection
de groupements benzyles peut s’avérer délicate une fois la synthese de glycocluster terminée.

Face a ces faibles rendements et sélectivités, et, partant du méme précurseur, une
seconde voie a été envisagée, selon Nishida et al’ 08, en utilisant le tétrabromure de carbone et
la triphénylphosphine (Réactifs de Appel : CBrs/PPhs) dans le DMF. Cette réaction nécessite
I’hydrolyse préalable de la fonction thiophényle anomere pour générer I’hémiacétal réducteur
14 en utilisant le N-bromosuccinimide dans un mélange acétone/eau. Ensuite, la réaction de
glycosylation est suivie d’une étape d’hydrogénolyse des benzyles, puis d’acétylation et enfin
de déplacement de I’atome de chlore par I’azoture de sodium. Cette approche conduit au o-L-
fucoside désiré 13 avec un rendement de 40 % sur 4 étapes et une stéréosélectivité¢ o/p de 5
pour 1. La réactivité du couple CBrs/PPh; dans le DMF permet la formation d’un bromure
anomere qui peut étre déplacé par le DMF pour former un imidate intermédiaire qui, lui-
méme, pourra conduire au composé o majoritairement. Ainsi la stéréosélectivité est correcte
mais le nombre d’étapes nécessaires conduit a un rendement global de 20 % (Tableau §). Un
des avantages de cette méthode est sa tolérance vis-a-vis de ’humidité des réactifs et solvants.
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Schéma 21 : Glycosylation 1,2-cis. Synthése du fucoside 13

Enfin, une voie plus concise a été envisagée. Partant du L-Fucose 10, Roy ez al.>” ont
développé une méthode de glycosylation de Fischer utilisant une silice acidifiée par de I’acide
sulfurique. Ce catalyseur se prépare aisément en ajoutant de 1’acide sulfurique concentré a un
gel de silice dans de I’éther diéthylique. Apres évaporation du solvant et séchage du solide
obtenu, ce catalyseur (quelques dizaines de milligrammes) est ajouté a un mélange de L-
Fucose 10 et de chlorure de triéthyléneglycol chauffé a 120°C sans solvant. Une étape
d’acétylation puis d’azidation suffit a fournir le fucoside désiré 13 sous forme d’un mélange
d’anomere. Cette méthode a des avantages car méme si la glycosylation est moins
stéréoselective que celle vue précédemment, la réduction du nombre global d’étapes rend
cette approche plus efficace que les autres a la fois en termes de rendement mais également de
consommation de réactifs et de temps. Le rendement obtenu est assez bon (67 % sur 3 étapes)
méme si la stéréosélectivité est trés modeste (Tableau 8).

Nombre Rendement

Voie de synthese d'étapes global Stéréosélectivité

Thiophénol / NIS 8 19% o/fp=1:1
PPh;/ CBr, 9 20% o/p =5:1
Fischer 3 67% o/f=1,5:1

Tableau 8 : Voies de synthése du fucoside 1,2-cis

Cette voie a pu étre menée sur une échelle de 15 g, donnant des résultats sensiblement
identiques. Aucune approche ne s’étant montrée totalement stéréosélective, la séparation des
anomeres o et [ est nécessaire. Pour le fucoside final 13, elle est possible par
chromatographie flash sur gel de silice quoique difficile et nécessitant I’emploi d’un gradient
d’élution ternaire acétone-chloroforme-éther de pétrole.”'*>"" Si la voie Fischer est utilisée, il
est possible de séparer les deux anomeres a et B du composé hydroxylé 15 plus facilement
avec un ¢luant acétate d’éthyle-méthanol (9:1).
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2.1.3.3 Introduction de la fonction azide

Lors de la synthese des dérivés du fucose, I’atome de chlore de la chaine
triéthyléneglycol a été déplacé par 1’azoture de sodium (Dangers de NaNj;: voir partie
expérimentale). Apres I’étape de glycosylation, 1’atome de chlore en bout de chaine du
triethyleneglycol doit étre remplacé par une fonction azoture. Ce déplacement est possible en
présence d’un exces d’azoture de sodium (5 équivalents) et d’une quantité catalytique
d’iodure de n-tétrabutyl ammonium (7-BusNI) dans le DMF a chaud. L’action catalytique (0,1
¢q.) de n-BuyNI induit, notamment, 1’échange des atomes d’iode et donne un intermédiaire a
meilleur groupement partant. La formation de n-BusNN; peut également contribuer a
expliquer I’action catalytique favorable de n-BusNI.

OAc
nco OAC /\ o OR
Cul, DIPEA
o DMF, pW, 110°C, 15 min o .
AcO 0\/\0/\/0\/\&—» RO 0\/\0/\/0\/\N/ \\N
OAc 59 % OR
16 _ —
R=Ac 20
Et;N
MeOH 96 % OR
H,0

73 %

Cul DIPEA
DMF, pW, 110°C, 15 min
0\/\,_-,/\/0\/\"3 e 0\/\0/\/0\/\N
OAc \\<v

Et,N
MeOH 99 % OR
H,0

L—» R=H 23
Schéma 22 : Déplacement de I'atome de chlore par 1'azoture de sodium
Partant des galactoside 2 et lactoside 9, ces réactions sont efficaces et fournissent les

composés azido avec de bons rendements tant pour le galactoside azidé 16 que pour le
lactoside azidé 17 (Schéma 22).

Ces réactions d’azidation peuvent étre menées directement aprés la réaction de
glycosylation et sans purification sous réserve que le brut réactionnel soit exempt de toutes
traces d’acide pour éviter la formation d’acide hydrazoique (HN3), gaz trés toxique et
explosif. De plus, le brut réactionnel doit également étre concentré sous vide pour enlever
toute trace de dichlorométhane qui pourrait, par substitution nucléophile, conduire a la
formation de diazidométhane également trés explosif. Des problémes graves (explosion,
intoxication) liés a la manipulation d’azoture de sodium ont été¢ recensés et une attention
particuliere est indispensable surtout lorsque les essais sont réalisés sur des quantités
importantes de substrat.

Les sondes glucidiques ayant été préparées, leur couplage avec des structures
multifonctionnelles pour former des glycoclusters peut étre envisagg.
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2.1.4 Couplage CuAAC

2.1.4.1 Optimisation du couplage sur un calix[4]aréne monopropargylé

La synthese des différents motifs glucidiques linéaires ayant été¢ optimisée, la mise en
place des conditions de couplage avec le cceur de ’architecture multifonctionnelle est
nécessaire. Pour ce faire, une série d’expériences a été menée sur le galactoside azidé 16 un
calix[4]aréne mono-propargylé 18 (Schéma 23). Les calix[4]arenes constituent une des
familles de structures multivalentes étudiées et ce substrat monofonctionnel est donc choisi
comme modele pour I’optimisation de ces conditions de couplage.

OAc

AcO
o
(o] (o]
AcO ~ o0 \/\N3

OAc 16

Schéma 23 : Réaction de couplage par CuAAC entre le GalEG;N; 16 et un calix[4]aréne monopropargylé 18

La littérature indique que la synthése de composés multi-fonctionnalisés (plusieurs
réactions sur la méme molécule) accélére la vitesse de couplage.”?! Ceci améne deux constats
pour notre étude. L’optimisation des conditions sur un modéle mono-fonctionnalisé est
valable mais il indiquera une cinétique de réaction sans doute lente par rapport a ses
homologues multi-fonctionnalisés. De plus, 1’utilisation d’additifs basés sur le motif
triazole”' (ou autres motifs’'?) chélatant le cuivre et accélérant la réaction ne semblerait pas
nécessaire puisque lors des synthése de structures multivalentes les cycles triazoles formés
initialement pourraient tenir ce role et accélérer la synthése des suivants.

A T’aide de cette réaction « modele » retenue, diverses conditions de couplage ont
été évaluées. L’optimisation (Tableau 9) porte sur le temps nécessaire pour atteindre une
conversion totale (CCM) du calix[4]aréne 18 en présence du galactoside azidé 16 (1,5 éq.). Le
systéme utilisant le couple catalytique de Meldal (Cul et DIPEA) dans le toluéne montre un
effet favorable de 1’augmentation de la température (entrées 1 et 2). L’utilisation de micro-
ondes semble accroitre encore cet effet (passage de 7h a 1h15, entrée 2 et 3).

L’utilisation d’un solvant permettant une meilleure solubilisation des especes en
présence (DMF) accélere la cinétique de la réaction. Les microondes se montrent, de nouveau,
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plus efficaces qu’un chauffage classique (entrée 6 et 7) méme si la différence observée est
modeste.

Finalement, si le choix du systeme catalytique (Cul et DIPEA) a été guidé par des
considérations de solubilité, le systetme de Sharpless (CuSO, et ascorbate de sodium) montre
la méme efficacité malgré la faible solubilité¢ de Cu,SO4 dans le DMF pur. Ainsi, le systeme
retenu pour la suite des couplages de type CuAAC est 'utilisation, sous irradiation micro-
ondes, du systeme Cul / DIPEA dans le DMF a 110°C.

Entrée Systéme catalytique Solvant T (°C) Chauffage Durée
1 Cul (0.5 éq.), DIPEA (5 éq.) Toluéne t. a. Aucune 11j
2 «“ Toluene 70°C Standard 7h
3 «“ Toluene 70°C Micro-ondes  5x15 min
4 “ Toluene 110°C Micro-ondes  3x15 min
5 «“ DMF t. a. Aucun 6j
6 «“ DMF 110°C Standard 40 min
7 « DMF 110°C Micro-ondes 15 min
8 CuSO, (0.5 éq.), Ascorbate Na (2 éq.) DMF 110°C Micro-ondes 15 min

Tableau 9 : Dqurée du couplage CuAAC entre 16 (1.5 éq.) et 18 (1 éq.) pour une conversion totale de 18

2.1.4.2 Synthese des sondes monovalentes de référence

Pour évaluer des effets de multivalence rigoureusement, il est nécessaire de comparer
les interactions glycoclusters multivalents / lectines avec une référence monovalente adaptée.
De nombreuses d’études utilisent le monosaccharide libre ou méthylé en position anomere
comme référence. Cette approche a I’inconvénient majeur de ne pas prendre en compte les
possibles effets du bras espaceur sur I’interaction avec la lectine.

nco_-OAC = oae ro OR
Cul, DIPEA
o DMF, uW, 110°C, 15 min o y
AcO ()\/\()/\/<)\/\N3—> RO o\/\o/\/o\/\N/ \\N
OAc 59 % OR
—
16 — R=Ac 20
Et;N
MeOH 96 % OR
H,0
“L—» R=H 21
Ao _-OAC OAc oA ro OR oR
Cul, DIPEA
o o ° o DMF, pW, 110°C, 15 min o o o o
A > R
© AcO o\/\o/\/o\/\N3 RO 0\/\0/\/0\/\N/N\\
OAc oAc 17 67 % OR OR N
—
R=Ac 22
Et;N
MeOH 99 % OR
H,0
L —3 R=H 23

Schéma 24 : Synthése des références monovalentes galactosylée et lactosylée

96



Ainsi, si le galactoside 16 et le lactoside 17 permettent le couplage a des architectures
poly-propargylées pour I’obtention de glycoclusters, il est également intéressant de préparer
des molécules monovalentes de référence (Schéma 24). Apres cycloaddition sur 1’acétate de
propargyle selon la méthodologie mise en place précédemment et déprotection des hydroxyles
par un mélange triéthylamine, méthanol et eau, le galactoside 21 et le lactoside 23 obtenus
représentent des références monovalentes idéales puisque qu’ils sont constitués de 1’épitope et
de I’ensemble du bras espaceur. De cette manicre les différences d’interactions mesurées entre
glycoclusters et références monovalentes seront dues exclusivement a des effets de
multivalence.

2.2 Syntheses de glycoclusters a topologies variables

Les sondes saccharidiques azidées étant disponibles, le travail débouche sur la
construction d’architectures multivalentes a topologies variables. Pour une structure
multivalente, la topologie peut étre définie comme sa géométrie tridimensionnelle globale et,
plus simplement, comme 1’organisation des sucres autour du motif central ou cceur du
glycocluster. Dans la premiere partie de ce manuscrit, I’importance de la présentation
tridimensionnelle des épitopes saccharidiques a été¢ mise en évidence.

L’étude de I’influence de la topologie de ligands multivalents vis-a-vis de protéines
(lectines) multivalentes exige la syntheése d’architectures variées. De nombreuses plateformes
multivalentes sont adaptées a la syntheése de glycoclusters. Le but premier de ce travail n’est
pas la conception de plateformes d’un type nouveau mais bien I’utilisation raisonnée de
plateformes bien définies et adaptées a 1’étude fondamentale des interactions multivalentes.

2.2.1 Ceceurs de type Calixaréne
2.2.1.1 Généralités

Les calixarenes sont des oligomeres cycliques formés par condensation de phénols et
d’aldéhydes. Pouvant étre considérés comme appartenant a la famille des cyclophanes, les
calixarénes ont été identifiés et
nommés par C. Gutsche en 1978
prolongeant les travaux
antérieurs de Zinke et Ziegler
(1944)°"  Ainsi, les premiers
calixarénes identifiés sont issus
de la condensation du p-tert-
butylphénol et du formaldéhyde.
Figure 56 : Structure des calix[4]arénes et conformation cone Le nom calixaréne trouve son

origine dans la forme de « vase »
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de la molécule cyclique (grec, calix = calice). Ces oligoméres cycliques forment en effet une
cavité trés hydrophobe au centre des résidus aromatiques. La principale utilisation des
calixarenes est basée sur leur capacité a former des complexes d’inclusion avec des
molécules/ions soit par interactions hydrophobes soit par interactions m-cations (complexation
endo). Des complexes peuvent également étre formés a la base du calixaréne par la
fonctionnalisation des groupements hydroxyles (complexation exo). Un des parametres
essentiel de la formation de complexes d’inclusion est, bien sir, la taille de la cavité. Ainsi, le
grand succes des calixaréenes dans la chimie supramoléculaire et, en particulier, les
interactions « hdte-invité », est également dii a la possibilité de former des oligomeres
cycliques de tailles variables. Si les calix[4]areénes (4 résidus phénoliques), calix[6]arenes et
calix[8]arénes sont les mieux connus de la famille, des calixarénes possédant jusqu’a 20
résidus phénoliques ont été identifiés.’'* Certains calixarénes comme le p-fert-butyl-
calix[4]aréne (Figure 56) peuvent étre synthétisés sur de grandes quantités et sont maintenant
disponibles commercialement.

L’intérét de telles structures pour notre étude réside dans la possibilité pour les
calixarénes d’adopter plusieurs conformations (Figure 57) qui peuvent étre stables et bloquées
par modification chimique pour conduire a des structures et des topologies variables. Par
exemple, les calix[4]arénes peuvent, en plus de la conformation cone, adopter d’autres
conformations telles que le cone partiel et les conformations 1,2- ou 1,3-alternées.’” Le
passage d’une conformation a une autre peut se concevoir par la rotation d’une unité
phénolique avec le passage a I’intérieur de la cavité de la fonction hydroxyle ou de la fonction
tert-butyle. Cette dernicre étant stériquement encombrée, la fonctionnalisation du groupement
hydroxyle peut, deés lors, entrainer le « blocage » du calix[4]aréne dans une conformation

donnée.

OH OH

» S _.
Cone Cone Partiel 1,2 - alterne 1,3 - alterné

Figure 57 : Conformations des calix[4]arénes

2.2.1.2 Syntheses de calix[4]arénes propargylés (coll. Dr. Susan Matthews)

Une collaboration avec le Dr. Susan Matthews (Univ. East Anglia, Norwich, UK) a
permis d’obtenir une famille de sept calix[4]arénes mono-, di-, tri- et tétrapropargylés. Dans
un premier temps, des structures possédant différents degrés de fonctionnalisation sont
préparées par une cthérification partielle des hydroxyles par des groupements propyles
conduisant aux dérivés mono-, di- et tri-propylés. Ainsi, des variations dans le choix de la
base, de la steechiométrie des réactifs et du solvant permettent d’accéder aux dérivés propylés
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25, 26, 28, 30 (Schéma 25). Ces syntheses connues® ! utilisent la complexation du cation
de la base (Na', K', Cs”, Ba®") pour le contrdle de la propylation.

Ba(OH), » 8H,0

BaO / DMF
/\/Br
K,COj3 / CHsCN DMF / NaH
Br
SN ///\Br
84%
24 NaH / DMF DMF / NaH
—_—
Br
P = B
64%
CsF/ DMF DMF / NaH
Br
Py ///\Br
32%

Schéma 25 : Synthése des calix[4]arénes partiellement propargylés

Ainsi, la propylation du p-tert-butyl-calix[4]arene 24 par I’hydroxyde de barium en
présence d’oxyde de barium et de bromure de propyle conduit au dérivé monopropylé 25 qui
peut étre soumis a une propargylation par le bromure de propargyle en présence d’hydrure de
sodium pour donner le dérivé monopropargylé 18 avec un rendement de 71 % sur les deux
étapes.

Si du carbonate de potassium dans I’acétonitrile est utilisé pour 1’étape de propylation,
le dérivé di-propylé 26 est obtenu. Le dérivé 1,3-dipropargylé 27 est ensuite obtenu avec un
rendement de 84 % (2 étapes).

La propylation en présence d’hydrure de sodium dans le DMF permet d’obtenir, par
I’intermédiaire du dérivé 28, le composé 1,2-dipropargylé 29 avec un rendement de 64 % sur
les deux étapes.

Enfin, I’utilisation de fluorure de césium dans le DMF conduit & la mono-propylation
du p-tert-butyl-calix[4]aréne et donc, apreés propargylation, au calix[4]aréne tripropargylé 31
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avec un rendement de 32 %. Par ces synthéses, toutes ces molécules sont bloquées en
conformation cone.

Des dérivés
tétrapropargylés a
topologie variable (33 -
35), ont aussi €té obtenus a
partir  du  p-tert-butyl-
calix[4]aréne (Schéma 26).
Le dérivé tétrapropargylé
de conformation cone 33,

\\ est préparé par action de
I’hydrure de sodium et du
bromure de propargyle
b 04 dans le DMF selon la
( ( 1 méthode de Ryu et Zhao
[ I avec un rendement de 61 %
35 (Schéma 26).>'® Si des

26% synthéses pour préparer les

/\Br

CSzCOg

conforméres 1,3-alterné et
cone partiel en une seule
étape a partir du
calix[4]aréne libre 24 existent, le passage par le dérivé dipropargylé 32 suivie de la

Schéma 26 : Synthése des différents conforméres du calix[4]aréne tétrapropargylé

propargylation des deux hydroxyles restant, s’est montrée plus efficace. Cette voie de
synthése conduit a 1’obtention d’un mélange des deux conformations 1,3-alterné 34 et cone
partiel 35 avec des rendements de 40 et 26 % respectivement. Ces deux composés peuvent
étre séparés par des méthodes chromatographiques classiques. La conformation 1,2-alterné
n’a pas pu €tre obtenue par ces voies de syntheses.

2.2.1.3 Syntheses de calix[6]arénes propargylés (collaboration équipe CSAp)

Méme si leur conformation est plus flexible et moins définie que celles des
calix[4]arénes, des calixarénes possédant un plus grand nombre de motifs phénoliques et
donc, un cycle de plus grande taille, montrent I’intérét, dans une optique de multivalence, de
permettre une présentation d’épitopes saccharidiques dense accompagnée d’une valence plus
importante.
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Mel, K,CO3
Acétone, reflux

35%

NaH

o0 NaH
THF, reflux 18 %

THF, reflux

87 %

Schéma 27 : Synthése des calix[6]arénes propargylés

Ainsi, le travail de 1I’équipe de Chimie Supramoléculaire Appliquée (CSAp — ICBMS
— Lyon 1) a permis d’accéder a deux calix[6]arénes hexa- ou tri-propargylés. A partir du p-
tert-butyl-calix[6]aréne 36, il est possible d’obtenir directement le composé hexapropargylé
38 par action de I’hydrure de sodium en présence de bromure de propargyle dans le THF
(Schéma 27). Le rendement obtenu modeste mais non optimis¢ s’explique par le haut degré
de fonctionnalisation a atteindre et I’encombrement stérique potentiel durant la substitution
nucléophile sur le bromure de propargyle, et peut étre considéré comme satisfaisant. La
triméthylation régiosélective en 1,3 et 5 est menée en présence d’iodure de méthyle et de
carbonate de potassium dans 1’acétone a chaud.’'® Cette méthylation, conduisant au composé
37 avec un rendement correct de 35 %, permet ensuite la fonctionnalisation des trois
hydroxyles restants par le bromure de propargyle en présence d’hydrure de sodium pour
conduire au dérivé tripropargylé 39 avec un tres bon rendement de 87 %.

2.2.1.4 Couplage des épitopes glucidiques sur les calixarénes multi-propargylés

Ayant en main une premiere série d’architectures propargylés de valences et de
topologies variables, les couplages entre ces molécules et les épitopes saccharidiques
préalablement synthétisées peuvent étre réalisés dans les conditions optimales déja définies.
Un couplage catalysé par le couple Cul/DIPEA aux micro-ondes entre le galactoside azidé 16
et les différents calix[4]arénes propargylés 18, 27, 29, 31, 33, 35 et 34 a ¢été réalisé (Schéma
28). Les rendements pour les composés de faibles valences et les conformations alternés des
structures tétravalentes (1,3-alterné et cone partiel) sont trés bons, mais, les composés dont les
fonctions propargyles encombrées 45 et 47 montrent des rendements plus faibles. Dans le cas,
ou les fonctions propargyles sont espacées autour du cceur calixarénique (conformation 1,3-
alterné 51), un rendement de 79 % est obtenu. Si, le couplage par CuAAC sur le calix[4]aréne
tétrapropargylé cone 33 avait été décrit par Ryu et al’’®
corrects ont pu étre obtenus bien que ’influence de I’encombrement stérique ait €té confirmé.

comme inefficace, des rendements
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Ainsi, le composé tétravalent de conformation cone 47 montre le plus faible rendement : 52

%.
o Nsy
\HJ o]‘L RD&\/O\/\O/\/O\/\NN-\ '
I S OR NN ©
Cul
DIPEA
DMF
Aco OAc HW, 15 min| & e
16 110°C f 7

AcO
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\/\0/\/0\/\N3 o o000

||| \ﬁ \ﬂ | “I
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41 H,O
R=Ac
99 %
Et;N
MeOH
43 H,O
R=Ac
98 %
Et;N
MeOH
45 H,0
R=Ac
98 %
Et;N
MeOH
47 H20
R=Ac
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Schéma 28 : Couplage du GalEG3N; 16 aux différents calix[4]arénes propargylés

Les groupements acétates des motifs glucidiques sont ensuite hydrolysés sous

conditions douces. Un mélange Et;N/eau/méthanol a température ambiante permet d’obtenir

les glycoclusters sous leur forme déacétylée. La difficulté du suivi CCM de molécules

présentant une polarité¢ trés importante induite par la présence de nombreuses fonctions
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hydroxyle incite a laisser la réaction se prolonger sur plusieurs jours. Ainsi, nos glycoclusters

ont toujours été entierement déprotégés sur une durée d’au maximum trois jours.

Pour toutes ces molécules, 1’analyse des données spectrales de RMN permet de
confirmer la rétention de la conformation du calix[4]aréne car elle permet de différencier les

conformations cone, cones partiel et
1,3-alterné. La conformation, et, par
extension, la symétrie de ces
molécules induit des  profils
différents  pour les
aromatiques et les protons du pont
méthylénique qui connecte les
résidus

signaux

aromatiques.’*’ Par
exemple, la conformation cone
conduira a un unique singulet pour
les protons aromatiques, a deux
doublets pour les  protons
méthyléniques et a un singulet pour
les protons des tert-butyles. La
conformation 1,3-alterné est quant a
elle parfaitement symétrique et
conduit donc a un singulet unique
pour les protons aromatiques, a un
singulet unique pour les protons
méthyléniques et a un singulet
unique pour les protons des tert-
butyles. Enfin, la conformation en
cone partiel montre la
différenciation la plus complexe
avec un systeme 2:1:1 qui conduit a
la présence de trois singulets pour
les protons aromatiques dont un,
montre une intégration deux fois
supérieure aux autres. De la méme
maniere, les protons méthyléniques
de cette conformation conduisent a
un systeme de quatre doublets et les
protons portés par la fonction tert-
butyle du cceur calixarénique sont

8 8 g 73 & 8
Conformation céne - Lercbutyles
H-ponts /
méthylenique
H-triazole ‘
/ o i
H-aromatiques / \
/ \
| \
/ v \
v
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.87

¥ ]

H-tert-butyles

4

Conformation 1,3-alterné

H-triazole H-ponts
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2R M8F B LR e
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Figure 58 : Signaux significatifs des RMN du proton des 3
conformations des calixI4larénes tétravalents

différenciés en trois singulets. La conservation de la topologie sous les conditions de couplage
est un élément essentiel de 1’analyse des spectres RMN des glycoclusters permet de confirmer
la conformation du calix[4]arene (Figure 58).
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Cone

tridimensionnelles. Il est possible pour
cette famille de composés de définir
une topologie globale selon le nombre

o e 2
) @ @

de sucres orientés de part et d’autre du

Topology

Ces différentes conformations
W conduisent a différentes structures
L]

()
(40) @ ceeur du calixaréne. Ainsi, les
- * @ calixarénes mono- a tri-valents sont
i \ ‘ tous de conformation cone. Pour les
i ' trois composés  tétravalents, la
o | - ¢i P g % conformation cone conduit a une
3 [ ) & - topologie de type 4:0, la conformation
Céne Cone partiel 1,3-alterné cone partiel a une topologie 3:1 alors
Figure 59 : Représentation des différents glycoclusters de type que la conformation 1,3-alternée induit

calix[4]aréne selon leur topologie une topologie 22 (Flgure 59)

Des composés présentant d’autres motifs saccharidiques (mannose, lactose) ont
également été préparés dans le but d’avoir des composés de référence n’interagissant pas avec
la lectine ciblée ou pour étudier les interactions de glycoclusters avec d’autres lectines.

Des glycoclusters mannosylés ont été¢ préparés selon la méme voie de synthése
(Schéma 29). Le ManEG3;N; 53 est synthétisé selon une méthode décrite précédemment
(BF3*OEt,).****! Ensuite les couplages par CuUAAC aux micro-ondes sur deux architectures
calixareéniques tétravalentes présentant des topologies distinctes (cone 33 et 1,3-alterné 34)
permettent d’accéder aux calix[4]arénes mannosylés 54 et 56 avec des rendements
satisfaisants. Finalement, leur déprotection, toujours sous conditions douces (Et;N, H,O,
MeOH), permet d’obtenir les glycoclusters mannosylés finaux 55 (cone) et 57 (1,3-alterné).

OR
oR

Cul 7 ® oy
DIPEA ! i1l B O\/\D/\/O\/\“\T’_\
L
Aco. DMF . 53 % 0- PPN
a0\ 5 MW, 15 min <&
s M0C |y owmoy, é; y
o\/\o/\/o\/\N o 4;[ o (o
. NG Z/A e :
. Y O A A N 57
L - : - _HO T
98 % ox
Rgﬂ

Schéma 29 : Synthése de glycoclusters calixaréniques mannosylés.

Le dérivé LacEG3N3 17 synthétisé selon la méthode de glycosylation décrite dans la
section précédente a également été utilisé dans la synthése de glycoclusters de type
calix[4]aréne en conformation cone 58, cone partiel 60 et 1,3-alterné 62. L’interaction avec
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des lectines reconnaissant le motif Galf(1—4)Glc (lactose) peut étre étudiée grace a aux
composés déacétylés 59, 61 et 63.
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Schéma 30 : Synthése de glycoclusters calixaréniques lactosylés

Cette méme méthode appliquée au GalEG3N3 16 et aux calix[6]arénes 39 (trivalent) et
38 (hexavalent) conduit aux glycoclusters 64 et 66 respectivement. Les rendements obtenus
sont bons et la déprotection des groupements acétates fournit les glycoclusters finaux 65 et 67
avec de bons rendements (Schéma 31).

EtN
MeOH
64 H,0 6
R=Ac =H
86 %
AcO OAc
o 16
Ao O\Ao/\/o\/\m
OAc
. : Et;N
Gal-EG;-N3 YRSy MeOH
[ I 1 1 i 66 H,0 67
L . R=Ac R=H

84 % %

Schéma 31 : Synthése des glycoclusters basés sur les calix[6]arénes

2.2.1.5 Isomérisation des calix[4]arénes tétraalkylés

Les calix[4]arenes peuvent changer de conformation par la rotation d’une unité
phénolique. Le passage au centre de la cavité doit alors se faire soit par la fonction tert-butyle
soit par le groupement O-alkyle. Le passage de la fonction fert-butyle au centre de la cavité
d’un calix[4]aréne est impossible. De maniére intéressante, les calixarénes méthylés peuvent
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s’interconvertir a température ambiante alors que 1’ajout d’un carbone (groupements éthyles)

n’autorise I’interconversion qu’a des températures plus élevées. Les groupements propyles ont
322

montré qu’ils permettaient d’obtenir des conformations stables.

Schéma 32 : Interconversion des calix[4]arénes tétrapropargylés

Lors d’un contrdle, le dérivé tétrapropargylé en conformation 1,3-alterné 34 a été
chauffé dans le toluéne a 110°C pendant 12 heures. L’analyse du résultat montra une
conversion totale en un calixarene identifié comme la conformation cone partiel du calixaréne
de départ. Dans les mémes conditions, le chauffage du conformere cone ne conduit a aucune
interconversion (Schéma 32).

Au vu de I'importance de la conformation dans cette étude, cette observation a été
étudiée plus en détail. Ces résultats
sont partiellement en accord avec la
littérature puisque 1’ordre de stabilité
thermodynamique mesuré pour des
calixarénes tétrafonctionnalisés par des
groupements méthyles et éthyles est :
cone partiel > 1,2-alterné > coéne >
1,3-alterné** 1ls indiquent également
que la flexibilit¢ conformationnelle
induite par la triple liaison est
intermédiaire entre celle induite par

©/\N3
Cul
DIPEA

DMF, 15 min.
uW, 110°C

99 %

des groupements éthyles et celle
induite par des groupements propyles.

cul Ceci peut étre rationnalisé par

DIPEA , , . .
DMF, 15 min. I’encombrement stérique plus faible
pW, 110°C AINEN NN

35 80 % @N N N-N N- N_@ d’une triple liaison (sp) par-rapport a
un alcane saturé propyle.

Schéma 33 : Couplage CuAAC de I'azoture de benzyle avec les L’interconversion de ce cceur

conforméres 1,3-alternés et cone partiel . N , . . . L,
calixaréne 1,3-alterné n’a jamais été
observée lors des couplages par CuUAAC méme lorsque le chauffage était prolongé. Par

exemple, le couplage des conformeres 1,3-alternés 34 et cone partiels 35 avec un azoture
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modele tel que 1’azoture de benzyle conduit aux dérivés 68 et 69 en conservant leur
conformation (Schéma 33).

En utilisant les conditions de cycloaddition sans Cu(I) (Huisgen), la cinétique de
couplage est significativement ralentie. Les réactions menées en I’absence de catalyseur mais
dans des conditions tout a fait similaires, conduisent a un mélange de composés complexe.
Une analyse préliminaire grace a la connaissance des composés modeles 68 et 69 montre sans
conteste la présence des deux conforméres couplés a I’azoture de benzyle. Cela dit, le
couplage en I’absence de cuivre conduit aux deux régioisomeres des cycles triazoles. Ceci
complique considérablement I’interprétation de ses résultats méme si ces résultats confirment
que lorsque la cinétique de la réaction de cycloaddition est tres rapide et donc bien supérieure
a celle de I’interconversion, cette derniere n’a pas lieu. L’équipe du Dr. Susan Matthews s’est
montrée intéressée par ces résultats et des études thermodynamiques et cinétiques plus
approfondies sont en cours.

2.2.2 Cceurs de type résorcinaréne (coll. Dr. Susan Matthews)

Les résorcinarenes ou calix[4]résorcinarénes sont des autres représentants de la famille
des cyclophanes. Ils proviennent de la condensation du résorcinol avec un aldéhyde
aliphatique ou aromatique en milieu acide. Leur formule générale (Figure 60a) montre que
plusieurs configurations sont possibles pour les ponts méthyléniques.*** Pour décrire la
configuration d’une telle structure, une notation a été adoptée. En partant d’un groupement de
référence () et en tournant dans le sens des aiguilles d’une montre, il est possible d’attribuer
la configuration relative des autres substituants selon une relation cis (c) ou trans (t). Les
résorcinarenes ont tous leurs substituants orientés dans la méme direction dans un systéme
rcce. Pour chaque systéme, une ou plusieurs conformations sont possibles mais 1’utilisation
d’un aldéhyde donné conduit a la formation préférentielle d’un nombre réduit de
configurations et de conformations. Par exemple, un dérivé du benzaldéhyde permet
généralement la préparation de résorcinaréne rccc en conformation bateau et de rctf en
conformation chaise (Figure 60b).

rccc - conformation bateau rctt - conformation chaise

Figure 60 : a) Formule générale des résorcinarénes b) deux conformations principales lorsque R = aromatique

L’utilisation de p-(prop-2-ynyloxy)benzaldéhyde a permis au Dr. Susan Matthews de
préparer les résorcinarénes 70 et 71 (rccc — conformation bateau et rctf — conformation chaise
respectivement) (Schéma 34).
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Schéma 34 : Synthése de glycoclusters galactosylés et lactosylés basés sur les cceurs résorcinarénes

Ces résorcinarénes présentent des topologies proches de celles induites par les
conformations cone et 1,3-alterné des calix[4]arénes. Le couplage par CuUAAC de ces coeurs
tétrafonctionnalisés avec les galactoside 16 et lactoside 17 ont conduit aux glycoclusters 72,
74, 76 et 78. Les rendements sont trés bons avec le dérivé du galactose mais diminuent
nettement en série lactoside (Schéma 34). Le rendement ne semble pas étre influencé par la
conformation du résorcinaréne et I’encombrement du lactoside par rapport au galactoside ne
semble pas pertinent pour expliquer cette diminution de rendement puisque le sucre est
relativement éloigné de la fonction azoture. Une des explications pourrait étre la difficulté de
purification liée a des composés de masse importante (masse molaire des glycoclusters
tétralactosylé 76 et 78 : 4296 g/mol).

Une étape de déacétylation conduit avec de trés bons rendements aux glycoclusters 73,

75, 77 et 79 qui sont tres peu solubles en milieu aqueux méme pour les composés 77 et 79 qui
possedent 28 groupements hydroxyles.
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2.2.3 Cceur de type porphyrine

2.2.3.1 Généralités

Les porphyrines sont issues de la condensation de noyaux pyrroles et d’aldéhydes pour
former des macrocycles plans a quatre unités pyrroles. Ces structures naturelles ont des
fonctions trés importantes dans la biologie de nombreux étres vivants. Elles ont la
particularité¢ de pouvoir complexer un cation métallique au centre du cycle formé par les
noyaux pyrroliques. Cette propriété constitue un des éléments essentiels de leurs fonctions
biologiques. Par exemple, la porphyrine héme est associée a la protéine globine pour former
’hémoglobine. L’atome de Fer au centre de I’héme’™ est responsable de la fixation
d’oxygeéne et donne a I’hémoglobine sa capacité de transport d’oxygene. Des molécules
basées sur une structure de type porphyrine peuvent étre considérés comme des pigments. En
effet, la conjugaison des doubles liaisons du cycle porphyrinique induit 1’absorption d’une
partie du spectre lumineux. Ainsi, une autre porphyrine complexée avec un ion magnésium, la
chlorophylle,**® est essentielle & la photosynthése chez la plante.*”” Outre les études sur les
roles fondamentaux des composés porphyriques naturels, des molécules purement
synthétiques sont I’objet de recherches en chimie supramoléculaire pour leur caractéristiques
photochimiques (thérapie photodynamique : PDT***?) et leur capacité a participer a des
processus de transfert d’énergie.*’

Heéme a Chlorophylle a

Figure 61 : Structure des porphyrines naturelles héme a et chlorophylle a

La voie d’acces la plus directe pour synthétiser des tétraphénylporphyrines est la
condensation du pyrrole avec un benzaldéhyde fonctionnalisé. Si cette condensation est
décrite depuis 1936, son efficacité a été grandement améliorée par la méthode d’Adler-
Longo®' en 1967** ou la condensation des réactifs a lieu dans 1’acide propionique au reflux
(~120°C). Si des méthodes plus récentes de catalyse par des acides de Lewis existent, la
méthode d’Adler et Longo reste trés largement utilisée pour la synthése de porphyrines
lorsque 1’aldéhyde résiste & ces conditions acides.**?
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2.2.3.2 Synthese du ceeur porphyrine et couplages

La synthése d’une porphyrine tétrapropargylée permet d’obtenir une architecture
adaptée a la synthese d’un glycocluster tétravalent possédant un coeur de géométrie plane.

Cette topologie se
différencie donc clairement
de celles adoptées par les
aC|de propionique
K2003 DMF reflux 1h

é 97 % é 23 %
m (Schéma  35), le p-
hydroxybenzaldéhyde peut
Schéma 35 : Synthése du cceur porphyrinique étre propargylé pour donner

calix[4]arénes présentés
précédemment. Dans une
le p-(prop-2-ynyloxy)benzaldéhyde 81.** Sa condensation avec le pyrrole dans 1’acide

approche classique

80

propionique conduit a la tétraphénylporphyrine tétrapropargylée 82 avec un trés bon
rendement de 23 % considéré ce type de réaction.’'”** Pour conserver la capacité de
complexation d’un métal par le coeur de la porphyrine, les premiers essais de couplage avec
un azidosucre ont été réalisés sur la porphyrine libre 82 en s’inspirant de données de la
littérature et d’exemples de couplages par CuAAC sur la porphyrine libre sont décrits.**

Malheureusement les essais de couplage réalisés sur les substrats synthétisés ont
toujours conduits a la dégradation des composés de départ en un mélange complexe ou a
I’insertion de cuivre dans la porphyrine (Schéma 36).

OAc

(o] X AcO ’
o 6
o\/\o/\/o\/\ N3

OAc i .
Métallation

+ Réaction trés lente

Analyse RMN complexe
[Cu(l)]

DIPEA
DMF

Schéma 36 : Tentative de couplage sur la porphyrine libre

La chélation du cuivre par les atomes d’azote du cycle tétrapyrrollique lors des
tentatives de couplage conduit a deux problémes majeurs. La complexation de cuivre dans le
cceur de la molécule rend tres difficile I’analyse par RMN des composés obtenus. En effet, les
ions Cu' et Cu®" sont diamagnétiques et paramagnétiques respectivement.**® Les analyses
RMN menées sur les couplages entre la porphyrine libre et le galactoside azidé 16, conduisent
systématiquement a des spectres mal résolus et des signaux trés « étalés ». Ce phénomene
bien connu peut s’expliquer par la présence d’especes paramagnétiques dans la molécule.””
La métallation de la porphyrine par le cuivre semble donc accompagnée par un changement
de I’état d’oxydation de Cu(I) a Cu(Il). De plus, la formation d’un complexe entre cuivre et

porphyrine s’accompagne d’une diminution significative de couplage par CuAAC car le
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cuivre, utilisé comme catalyseur (quantité sub-stoechiométrique) peut étre entierement
« piégé » par la porphyrine. Pour tenter d’éviter I’insertion de cuivre dans la porphyrine, la
température de la réaction et la nature du catalyseur ont été variés (Tableau 10).

Catalyseur Cu(I) Température (°C) Activation Observation

Cul 110 AN Mgétallation
CuBr(PPh;); 110 uw Meétallation
CuBr(PPh;); t. a. Aucune Métallation

Cul(PPh3); t. a. Aucune Meétallation

Tableau 10 : Essais de couplage avec différents catalyseurs a différentes températures

Le complexe CuBr(PPh;); est disponible commercialement et le complexe Cul(PPhs);
a été préparé selon la méthode de Costa et Stefani.*’ Si les catalyseurs formés par les
complexes triphénylphosphine-CuX ont été décrit comme étant plus stables et sélectifs pour
les couplages de type CuAAC, ils ont tous mené a I’insertion de cuivre dans la porphyrine.
Malheureusement, les expériences a température ambiante ont également conduit a une
métallation de la porphyrine.

Pour éviter I’insertion de cuivre, une pré-métallation de la porphyrine est envisageable.
Les complexes porphyrines-Zn sont connus pour se former efficacement et étre stables tout en
permettant la démétallation sous condition acide. Ainsi, I’introduction du cation métallique
divalent dans le cycle tétrapyrrollique peut étre réalisée par action du chlorure de Zn(Il) en
présence de triéthylamine. L’ajout de triéthylamine dans le milieu accélére considérablement
la réaction en formant du chlorhydrate de triéthylammonium.

Pour cette réaction, 1’activation micro-ondes s’est montrée particulicrement efficace
puisque le complexe porphyrine-Zn 83 peut étre formé avec un tres bon rendement (96 %) en
10 minutes a 120°C. La métallation peut étre visualisée tres efficacement par la disparition du
signal des protons labiles pyrroliques en RMN du proton puisque les ions Zn®* sont
diamagnétiques et ne perturbent pas 1’analyse RMN. Avant métallation, ces protons donnent
un signal caractéristique aux alentours de — 2.8 ppm qui disparait aprés métallation. Il est donc
possible de vérifier la présence du métal tout au long de la suite de la synthése.
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Schéma 37: Pré-métallation et couplage de la porphyrine par CuAAC

Apres métallation par le zinc, le couplage avec le galactoside azidé 16 peut étre réalisé
en utilisant les conditions classiques de CuAAC (Schéma 37). Le glycocluster 84 est alors
obtenu dans de bonnes conditions. Ainsi, les couplages menés a température ambiante ou a
plus haute température sous irradiation micro-ondes, n’ont montré aucune trace de trans- ou
démétallation par RMN ou spectrométrie de masse. Des essais préliminaires de démétallation
de la porphyrine-Zn 83 par I’acide trifluoroacétique n’ont pas été concluants.

Le couplage d’autres sondes saccharidiques sur ’architecture porphyrinique métallée a
pu étre réalisé en utilisant les conditions standards de CuAAC (Schéma 38). Ainsi, le
couplage des dérivés mannosylés 53, fucosylés 13 et lactosylés 17 conduit aux porphyrines
multivalentes 86, 88 et 90 respectivement. Les rendements sont bons et aucune trans-
métallation n’a été observée. La déacétylation de ces glycoclusters par les conditions décrites
précédemment permet I’acces efficace aux composés finaux 87, 89 et 91.

Une des principales caractéristiques des porphyrines étant de pouvoir absorber la
lumiére visible et, éventuellement, de la convertir en énergie (transfert d’électrons), ces
compos€s sont sensibles au rayonnement lumineux et doivent étre manipulés autant que
possible a I’abri de rayonnements lumineux.
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Schéma 38 : Synthése de porphyrines mannosylées 87, fucosylées 89 et lactosylées 91
2.2.4 Cceur de type glucose

L’utilisation d’un cceur glycosidique pour la synthése d’architectures multivalentes a
6té étudide par le groupe de T. Lindhorst.”’****3* Cette approche a été reprise avec succés par
D. Bundle pour la synthése du glycocluster STARFISH.”® La topologie d’un ceeur
glycosidique consiste en une répartition globulaire des épitopes dans 1’espace. De plus, a
I’inverse des calixarénes et des porphyrines, un cceur basé sur un motif glucidique ne diminue
pas la solubilité globale du glycocluster. Cette solubilité cceur peut €tre un parametre
important dans 1’étude des interactions de ces glycoclusters avec une protéine.

RO __OR

[}
o o N
Ro\%‘;/ o N0y Ny

OR

\
w 2 o 1o 16 S R N
. NaH N Aco. O~ Ory, ///N \N’ o™ or MeOH 05
1 > = R
HO

- o OAc N
He; DMF % - e \0 94 R=Ac_? =H
ome 67 % ° ome u ~ L 62 %
92 \\ 93 DIPEA d )
\ DMF Ve S
N uW (110°C) o o or
15 min. RO. OR 705
R
51 % RO RoRo °

Schéma 39 : Synthése d'un glycocluster 95 basé sur le glucose.

La déprotonation des hydroxyles du o-D-glucopyranoside de méthyle 92 suivie par
une propargylation dans le DMF in situ conduit au coeur tétrapropargylé 93.>*3*! Le couplage

113



du galactoside 16 conduit ensuite, sous les conditions de CuAAC aux micro-ondes, au
glycocluster tétravalent 94 (Schéma 39). Ce composé montre une solubilité partielle dans
I’eau méme dans sa version peracétylée. Ainsi, lors du traitement du milieu réactionnel, les
lavages du brut réactionnel par des phases aqueuses doivent €tre évités ou mends avec de
grandes précautions dans le choix de la phase aqueuse (solution a forte force ionique). Enfin,
la déprotection de ce glycocluster conduit au composé final 95.

2.2.5 Cceurs de type B-peptoide

2.2.5.1 Syntheése des cceurs de type [-peptoide (Coll. Pr Taillefumier)

L’équipe du Pr Taillefumier a récemment développé une méthodologie de synthése de
B-peptoides fonctionnalisés par des groupements propargyles.’** Les B-peptides sont des
analogues de peptides formés par des acides aminés possédant deux carbones entre leurs
fonctions acides carboxyliques et amine. La variante « peptoide » signifie que la chaine
secondaire de ces « acides aminés » est branchée, non plus sur le carbone a ou 3 de la chaine
principale, mais sur I’atome d’azote. En plus de la flexibilité apportée par I’insertion d’un
carbone supplémentaire dans la chaine principale, la disparition de 1’atome d’hydrogene de
I’azote au profit d’un groupement fonctionnel peut changer significativement les propriétés de
ces composes.

Par leur méthode de synthése itérative, des oligomeres linéaires de 2 a 6 unités ont pu
étre préparées. En effet, en partant d’acrylate de fert-butyle et de propargylamine, il est
possible de préparer le précurseur P-alanine N-propargylé 97. Ensuite, par une méthode
itérative de condensation de chlorure d’acryloyle puis de propargylamine, les oligoméres
linéaires peuvent étre synthétisés (Schéma 40).
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Schéma 40 : Synthése d'oligo-B-peptoides cycliques ou linéaires par Roy et al.
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La cyclisation d’un tétramére déprotégé 99 est réalisée par action de ’azoture de
diphénylphosphoryle (DPPA) avec un bon rendement de 65 %. La structure tridimensionnelle
du B-peptoide cyclique 100 résolue par diffraction de rayons X (DRX) montre des
particularités intéressantes. Par exemple, toutes les liaisons amides sont dans une
conformation cis alors que les structures connues de B-peptides cycliques montrent toutes des
conformations frans. Dans cette structure, tous les carbonyles sont dirigés vers 1’extérieur du
cycle et les fonctions propargyles pointent de maniere alternée au dessus et au dessous du plan
formé par le cycle (Figure 62). Ces caractéristiques uniques font de cette structure une
architecture tres intéressante pour la synthese de glycoclusters tétravalents.

Figure 62 : Structure tridimensionnelle (DRX) du B-peptoide cyclique 100

2.2.5.2 Synthese de glycoclusters basés sur les architectures f-peptoides

La trés grande différence structurale entre les B-peptoides linéaires et cycliques peut
étre particulierement intéressante dans le cadre de cette étude. En effet, si la structure du
tétramere cyclique 100 montre une géométrie définie, la structure du tétramere linéaire peut
étre anticipée comme ¢étant beaucoup plus flexible. Ainsi, partant des structures
tétrafonctionnalisées linéaires et cycliques, des glycoclusters tétravalents peuvent E&tre
synthétisés (Schéma 41). Aprés protection de la fonction propargylamine terminale du [3-
peptoide linéaire 101, le couplage par CuAAC du galactoside 16 permet d’accéder au
glycocluster 103 avec un tres bon rendement de 86 %. L’hydrolyse des esters (acétates et tert-
butylate) est réalisée par la soude dans un mélange THF/H,O et conduit, aprés neutralisation
par une résine acide Amberlite IR-120 H', au composé final 104.
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Schéma 41 : Synthése de glycoclusters basés sur une architecture B-peptoide

L’application de cette méme stratégie de couplage au dérivé B-peptoide cyclique
100 conduit au glycocluster 105 avec un bon rendement de 77 % qui donne apres
déacétylation le composé final 106 (87 %).

2.2.6 Cceurs de type fulleréne (Coll. Pr Nierengarten)

Les fullerénes sont des molécules sphériques ne contenant que des atomes de
carbones. De la famille des nanotubes et du graphite, la présence dans la structure des
fullerénes, de cycles a 5 et 6 atomes de carbones donne sa structure sphérique a la molécule.
Possédant trente doubles liaisons réactives, les fonctionnalisations régiosélectives de
fullerénes en Cgp ont €té un défi majeur. La syntheése d’adduits hexakis de fullerénes par
formation de cyclopropanes a 1’aide de malonates a permis une fonctionnalisation
régiosélective et surtout répartie de maniére homogéne sur toute la surface de la sphére.**>*
Ces synthéses ont été optimisées®*® puis utilisées par le groupe de J.-F. Nierengarten pour la
synthése des fullerénes fonctionnalisés par des malonates modifiés présentant en bout de
chaine des alcynes vrais ou des azotures.**® La fonctionnalisation régiosélective de fullerénes
permet, aprés couplage avec des sucres par CuAAC, d’obtenir un glycocluster de grande taille
présentant douze sucres répartis de manicre dense et homogéne.3 *" En partant, d’abord de
fullerénes dodéca-propargylés, il est possible de coupler par CuAAC un sucre possédant une
fonction azide. A cause de 1’incompatibilité des conditions de déprotection avec les fonctions
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malonates qui connectent les bras espaceurs au fulleréne, le couplage a été réalisé apres
hydrolyse des acétates du galactoside azidé 16. Cette déacétylation sous conditions de
Zemplén conduit au galactoside 108 qui peut ensuite étre engagé dans un couplage par
CuAAC avec le systéme catalytique de Sharpless® dans le DMSO. Ainsi, le glycocluster 109
a été préparé par le groupe du Pr. Nierengarten avec un tres bon rendement (Schéma 42).

R=Ac 16

MeONa

MeOH 90 %

R=H 108

RO _oOR
o

0&/0\%\ o/ﬁ/ N3
OR 2

CuSO, « 5H,0
Ascorbate de Na
DMSO

72%

% CuSO, « 5H,0
"% N; | Ascorbate de Na
OH DMSO
74 %

Schéma 42 : Synthése de glycoclusters a partir d'un fulleréne Cg dodéca-propargylé par Nierengarten et al.
) gly I pargyle [ g

Pour obtenir un glycocluster présentant un sucre différent, le fulleréne 107 a pu
fonctionnaliser par I’azoture de B-D-glucopyranosyle 110 (commercial) de la méme manicre
et avec un tres bon rendement également.

Si, dans le glycocluster 109, les galactosides sont relativement éloignés du cceur
fulleréne, il est intéressant d’obtenir une molécule possédant un bras espaceur plus court. En
effet, si la taille du linker est réduite, la densité des épitopes saccharidiques a la surface du
fulleréne se retrouverait significativement augmentée. Pour ce faire, Nierengarten et al. ont
utilisé le dérivé dodéca-azidé du fulleréne 112. Ce dernier peut, dans une approche inverse,
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étre couplé au galactoside propargylé 113 préalablement obtenu par glycosylation
SnCly/CF;CO,Ag et déprotection sous conditions douces (Schéma 43).

R=Ac 4

Et;N
MeOH |68 %
H,0

R=H 113

RO __OR

Rog&o/

OR

CuSO, « 5H,0
Ascorbate de Na
DMSO : H,0 : CH,Cl,

73 %

Schéma 43 : Synthése de glycoclusters a partir d'un fulleréne Cq dodeca-azidé par Nierengarten et al.

Ainsi, le couplage CuUAAC toujours selon les conditions de Sharpless fournit le
glycocluster 114 avec un rendement de 73 %. Ces glycoclusters constituent, pour 1’étude des

interactions multivalentes a venir, des structures de haute valence présentant une densité
importante de sucres dans une topologie « sphérique ».

2.3 Synthéses de glycoclusters a bras espaceurs rigides

Les glycoclusters a topologies variables synthétisés jusqu’ici sont basés sur un méme
bras espaceur de type triéthyléneglycol. Ce motif possede plusieurs avantages tels que sa
facilité d’acces et sa solubilité en phase aqueuse. De plus, considérant la structure chimique
de ces liens éthers il est raisonnable de penser que cet espaceur n’interagira pas avec une cible
protéique. Par contre, son importante flexibilit¢ peut diminuer 1’effet structurant de la
géométrie du cceur de 1’architecture multivalente. Ainsi, il est souhaitable de moduler la
rigidité du bras espaceur. En effet, si des différences d’interactions sont observées en fonction
des topologies des glycoclusters multivalents, une rigidification du bras espaceur devrait
accentuer ces différences. De plus, comme abordé dans le précédent chapitre, la rigidité
conformationnelle des glycoclusters est un parametre crucial des aspects cinétiques et
thermodynamiques des interactions multivalentes.

Dans cette optique, deux approches ont été étudiées. Premiérement, en gardant une
structure linéaire et une distance approximativement équivalente, il est possible de remplacer
certaines liaisons C—O par des liaisons amides pour lesquelles les degrés de liberté
rotationnels sont plus limités.
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La seconde approche consiste a introduire des groupements trés rigides tels que des
cycles aromatiques avec le risque que ces groupements hydrophobes diminuent
considérablement la solubilit¢ des glycoclusters obtenus. Ce risque peut toutefois étre
compensé par 1’avantage potentiel de ces glycosides en termes d’affinité vis-a-vis de la cible
protéique. En effet, plusieurs lectines dont PA-IL montrent une poche hydrophobe a proximité
de leur site de liaison. Des glycosides fonctionnalisés en position anomere par des
groupements aromatiques conduisent souvent a de meilleures affinités.

2.3.1 Insertion de liens amide dans le bras espaceur

La liaison amide posséde plusieurs caractéristiques spécifiques’® qui permettent
d’expliquer la rigidité de cette liaison notamment par I’existence d’une tautomérie entre les
formes amides et hydroxy-imine (Schéma 44).

© ©
(0 o o
H H H

Schéma 44 : Tautomérie de la fonction amide

Linus Pauling fut le premier a discuter cette résonance dans son travail fondateur sur la
nature de la liaison chimique.?’ Ainsi, la possibilité d’une délocalisation du doublet non-liant
de I’atome d’azote participe a I’existence de deux minima énergétiques. Cette restriction
énergétique pour deux angles dihedres de la liaison amide conduit a seulement deux isomeres
possibles : I’isomere cis et I’isomere trams. La conformation trams est trés largement
favorisée. Une des conséquences de I’existence de ces minima énergétiques pour des
conformations cis et trans
(angles de torsion de 0 et

o Gal-EG N, 180°C) est que les atomes de
carbone et d’azote de la liaison
ainsi que tous leurs substituants
sont inscrits dans un plan.

AcO -~ OAc

Par  conséquent le
remplacement de liaisons O-C
dans le galactoside Gal-EG3-Nj3
par des liaisons amide réduira
considérablement les degrés de
S liberté de la molécule et donc sa

gt A Gal-EG-Gly-NAz

I 3 flexibilité.  Ainsi, si 1’on
(o]

~R HT ~, Gul-EG,-NAz

considere la molécule initiale
Gal-EG3-N3, deux

Figure 63 : Rigidification du bras espaceur par des liaisons amide
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modifications peuvent étre apportées (Figure 63). La premicre consiste a synthétiser un
galactoside dont la liaison O—C la plus proche de 1’azide terminal serait remplacée par une
liaison amide pour donner un galactoside possédant deux motifs éthyleéneglycols (EG,) et un
groupement N-azidoacétyl (NAz). Ce galactoside peut, des lors, étre nommé Gal-EG;-NAz.
Pour rigidifier davantage le bras espaceur, le remplacement d’une deuxieme liaison C-O par
un lien amide peut étre envisagé ; ce remplacement d’une unité éthyléneglycol par une unité
glycine (Gly) conduit a un galactoside de type Gal-EG-Gly-NAz. Si la stratégie globale de
ces modifications est maintenant établie, il faut concevoir la synthése de ces galactosides en
considérant la nécessité d’obtenir des quantités de matériel suffisante pour le couplage de ces
molécules sur des architectures multifonctionnelles.

2.3.1.1 Insertion d’une liaison amide - Synthese du Gal-EGz-NAz

La synthése d’un galactoside a aglycone rigidifié par une liaison amide commence par
la glycosylation entre le monochlorure de diéthyléneglycol et le B-pentaacétate de galactose
(Schéma 45). Le couple SnCly/CF;CO,Ag se montre, a nouveau, tres efficace que ce soit en
termes de rendement ou de stéréosélectivité. Le brut réactionnel est ensuite soumis a 1’azoture
de sodium pour substituer I’atome de chlore a condition de respecter les précautions liées a
I’emploi de NaNj; décrites dans la section 2.1.3.3. Cette séquence conduit au galactoside azidé
115 avec un rendement de 57 % sur les deux étapes avec une seule purification. Ce dernier
est réduit en amine dans une réaction de réduction de I’azide par du dihydrogene en présence
de palladium sur charbon. L.’amine formée est condensée sur le bromure de bromoacétyle in
situ. Une nouvelle fois, le brut réactionnel est engagé dans une étape d’azidation pour fournir
le galactoside Gal-EG;,-NAz 116.

HO\A Y 1) H,(1atm), Pd/C 10 %
oA t. a., 24h, CH,Cl, oAc
AcO ¢ 1) SnCl, 2) Bromure de bromoacétyle AcO
CF,CO,Ag Et;N, CH,Cl, 116
o] on _ ta 1o, CHCl, t.a, 12h 0 o H
AcO c ——————>  AcO N
2) NaNy, nBugNI \/\o/\/ Ns NaNy, nBuNI SN N N
OAc DMF, 80°C, 16h DMF, 80°C, 16h Ohc :
1 o
57 % sur 2 étapes 55 % sur 3 étapes

& /\OAc
I /\/NY\ Cul, DIPEA v

DMF, pW, 110°C, 15 min
EtN R=Ac 117 72% Couplages CuAAC
MeOH 94 % oR

H,0
—>» R=H 118

Schéma 45 : Synthése du galactoside Gal-EG,-NAz 116 et de sa référence monovalente 118

Le composé 116 sera ensuite engagé dans des réactions de couplage avec des
architectures multifonctionnelles. Pour obtenir une référence monovalente prenant en compte
les modifications du bras espaceur, ce dérivé 116 est également couplé a 1’acétate de
propargyle sous CuUAAC aux micro-ondes avec un rendement de 72 %. Le dérivé 117 obtenu
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est déacétylé selon les conditions standards pour fournir la référence monovalente 118 avec
un rendement de 94 %.

2.3.1.2 Synthése du Gal-EG-Gly-NAz

Un galactoside dont le bras espaceur possede deux liaisons amides est préparé selon
une stratégie globale similaire. Le 2-chloroéthyl B-D-galactopyranoside S est traité par
I’azoture de sodium pour donner le 2-azidoéthyle -D-galactopyranoside acétylé 119 avec un
rendement de 78 % sur deux étapes (Schéma 46). La réduction de la fonction azide est mence
en présence d’hydrogene a pression atmosphérique et de palladium sur charbon et 1’amine
formée peut éEtre directement engagée dans un couplage peptidique avec la N-
chloroacétylglycine. Pour ce faire, des agents de couplage classiques tels que le couple
hydrochlorure de  3-éthyl-1-(V,N-diméthyl)aminopropylcarbodiimide (EDCI)** et 1-
hydroxybenzotriazole (HOBt)** permettent d’obtenir le galactoside 120 avec un rendement
de 54 % sur 2 étapes et sur une quantité supérieure a deux grammes. Finalement, une réaction
de déplacement de 1’atome de chlore de 120 par NaN; conduit au galactoside Gal-EG-Gly-
NAz121.

HO.
\/\CI
OAc sncCl OAc
Ae® R CF:,?:O:Ag AcO 1) H2 (1 atm), Pd/C 10 %
o t. a., 3h, CH,Cl, o o 119 . a., 20h, CH,Cl, 120
AcO OAc ——————>  AcO
2)  NaNj, nBuNI TN,
1 OAc DMF, 70°C, 16h OAc 2) HOJK/NY\CI cl
o
78 % sur 2 étapes HOBt, EDCI
DMF, CH,Cl,
1h 2-10°C puis 16h at. a.
54 % sur 2 étapes NaN3, nBuNI | 76 o

DMF, 80°C, 16h

OAc

/ 121
NN /Ik/ AcO O )J\/
Cul, DIPEA

DMF, yW, 110°C, 15 min

e R=Ac 122 99 % 3
M:%H 78 % OR v
“ L R=H 123 Couplages CuAAC

Schéma 46 : Synthése du galactoside Gal-EG-Gly-NAz 121 et de sa référence monovalente 123

De maniere analogue a ce qui a été réalisé plus haut, une référence monovalente pour
ce bras espaceur a été préparée par couplage CUAAC du composé azidé 121 sur I’acétate de
propargyle suivie de la déacétylation de ce galactoside pour donner 123 avec un rendement de
78%.
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2.3.2 Insertion d’un motif aromatique

Dans le premier chapitre, ’augmentation de ’affinité de la lectine PA-IL pour un
galactoside fonctionnalis€ en position anomere par un groupement aromatique a ¢&té
soulignée.''%**! Ainsi, la synthése d’un espaceur trés rigide et pouvant potentiellement
favoriser I’affinité intrinseque de 1’épitope pour la lectine a été envisagée par des voies
efficaces et conduisant a des quantités importantes de substrat. La fonctionnalisation de
glycoside par des groupements nitrophényles est connue, tres utilis€ (notamment en
biochimie) et plusieurs composés sont disponibles commercialement. Ainsi, partant du 3-D-
galactopyranoside de 4-nitrophényle 124, son acétylation conduit au composé 125 qui
cristallise et ne nécessite pas de purification supplémentaire. Une séquence réduction et
acylation par le bromure de bromoacétyle conduit au dérivé 126. Le brut réactionnel est
ensuite directement engagé dans une réaction d’azidation pour fournir le composé final Gal-
Ph-NAz 127. Cette synthese particulicrement efficace est réalisée sur une échelle de 5
grammes de produit final (a partir de 4g de produit de départ 124) avec un trés bon rendement
de 74 % sur 4 ¢étapes et une seule purification par chromatographie en fin de synthése
(Schéma 47).

wo _OH aco _OQAc aco _OAC
124 Ac,0, DMAP 125 1) H,(1atm), PdiC 10 % 126
o pyridine Q t. a., 16h, CH,Cl, Q
HO O — = Ac0 o 28 dob ctyl AcO. o.
. a., romure de bromoacetyle (o]
OH \O\ t.a, 16h OAc O\ Et;N, CH,Cl, OAc @\
t. a., 2h, CH,Cl, /U\/Br
NO, NO, N
74 % sur 4 étapes
1 chromatographie flash D';:FN%‘;{%“%
5 g de produit final U
ro _OR /
o =
RO ° N Cul, DIPEA
o — u
OR 7 OR  DMF, uW, 110°C, 15 min
)&/N / /”\/
N 98 %
LN R=Ac 128
3!
MsOH 95 % Coup/ages CuAAC
2

—>» R=H 129
Schéma 47 : Synthése du galactoside Gal-Ph-NAz 127 et de sa référence monovalente 129

L’influence connue des groupements aromatiques sur 1’affinité pour les cibles
protéiques amene a synthétiser une molécule servant de référence monovalente. Ainsi, selon
la méme voie que précédemment, le triazole 128 est déacétylé pour donner le composé 129
(95 %).
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Figure 64 : Structure tridimensionnelle (DRX) du composé 127

Lors de la purification du composé 127, I’obtention de monocristaux sous forme
d’aiguilles de taille trés importante (supérieures 2 10 x 1 mm) a permis la résolution de sa
structure tridimensionnelle (Figure 64). Cette structure confirme la stéréochimie du carbone
anomére, une conformation du sucre en *C; et des angles dihédres cohérents. De plus, la
conformation de la liaison amide est trans et la géométrie du groupement azoture est linéaire.
Cette structure apporte une preuve supplémentaire quant a la caractérisation chimique de la
molécule et pourra, surtout, constituer une base solide lors des études de modélisation de ces
ligands.

2.3.3 Synthese des glycoclusters rigidifiés

Le couplage des galactosides possédant un bras espaceur rigidifi¢ a été entrepris sur
plusieurs architectures multifonctionnelles. Si de nombreuses architectures ont été utilisées
lors des couplages avec le galactoside flexible Gal-EG3-N3, toutes ces architectures n’ont pas
été reprises lors des couplages avec des épitopes a bras espaceur plus rigide. Le choix des
structures pour lesquelles une rigidification de 1’espaceur serait intéressante est basé sur la
topologie du glycocluster obtenu, sur la disponibilité des architectures synthétiques et sur
certaines évaluations biologiques préliminaires. Les cceurs de type calix[4]arénes ainsi que la
porphyrine et le ceeur de type glucose ont été sélectionnés pour ces couplages.

2.3.3.1 Couplages sur les cceurs calix[4]arénes

La famille des calix[4]arénes a 1’avantage d’étre disponible sur des quantités
importantes (> 1g) et de permettre I’acces a des conformeéres variés (cone, cone partiel, 1,3-
alterné).
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Le galactoside a bras espaceur rigidifi¢ Gal-EG,-NAz 116 a ¢été obtenu sur une
quantité de quelques centaines de milligrammes qui ne permet pas le couplage sur toutes les
architectures de la famille calix[4]aréne. La structure 1,3-alternée est la plus intéressante dans
I’optique d’une présentation homogene dans 1’espace des motifs glucidiques. Ainsi, le
galactoside Gal-EG;-NAz 116 a été couplé au calix[4]arene tétrapropargylé 34 par CuAAC
avec un excellent rendement de 89 % (Schéma 48).

La déacétylation de ce glycocluster par un mélange Et;N/méthanol/eau conduit au
glycocluster final 131 avec un rendement quantitatif.

RO,
ANN"\/\:@%\W
H o
aco _OAc L o\/[j‘ FoT R Et;N
116 N 130 MeOH 131
. o H,0
cO R=Ac

N/
0 OR
0 o~ g~ N N
W, 15 min e ] >~ g o
110°C O or
89 % o™ or

' Gal-EG,-NAz

Schéma 48 : Synthése du glycocluster 1,3-alterné a partir du galactoside Gal-EG,-NAz 116

Le galactoside Gal-EG-Gly-NAz 121 possédant une liaison amide supplémentaire
a été couplé sur les trois isomeres du calix[4]aréne tétrapropargylé. Avec ce dérivé azidé, la
réactivité semble quelque peu diminuée puisque des temps d’irradiation plus longs sont
nécessaires notamment pour les conformeres cones possédant une haute densité de
groupements fonctionnels. Les couplages sont réalisés par CuUAAC aux micro-ondes avec des
temps d’irradiation compris entre 15 et 40 minutes pour donner les glycoclusters en
conformation cone 132, cone partiel 134 et 1,3-alterné 136. L hydrolyse des acétates par la
tri¢thylamine dans un mélange méthanol/eau conduit avec de bons rendements aux
glycoclusters finaux 133, 135 et 137 respectivement.
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Schéma 49 : Synthése des glycoclusters calixaréniques a partir du galactoside Gal-EG-Gly-NAz 121

Une des explications probables de cette réactivité atténuée peut étre la complexation
du Cu (I) par les amides du bras espaceur. Dans cette hypothése, les atomes de Cu (I) seraient
alors moins disponibles pour assurer leur role catalytique. Cela dit, les réactions un peu moins
rapides aboutissent quand méme aux composé€s désirés avec des rendements corrects (Schéma

49).

En suivant cette stratégie pour la syntheése de glycoclusters basés sur le galactoside
Gal-Ph-NAz 127, les glycoclusters cone 138, cone partiel 140, et 1,3-alterné 142 sont obtenus
par couplage CuAAC aves des rendements de 70, 75 et 85 % respectivement (Schéma 50). De
nouveau, la réactivité lors du couplage du galactoside azidé et du calix[4]aréne
tétrapropargylé de conformation cone semble atténuée puisqu’une irradiation de 30 minutes
est nécessaire pour atteindre une conversion totale de cette structure relativement encombrée.
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Schéma 50 : Synthése des glycoclusters calixaréniques a partir du galactoside Gal-Ph-NAz 127

L’hydrolyse des groupements acétates conduit aux glycoclusters déacétylés 139, 141
et 143 avec des rendements supérieurs a 73 %.

La présence de nombreux cycles aromatiques (hydrophobes) sur le cceur de
I’architecture et sur les bras espaceurs induit une trés faible solubilité des glycoclusters dans
les milieux aqueux. Ceci peut étre un obstacle a I’évaluation biologique de ces composés
méme s’ils ont pu étre solubilisés dans un mélange DMSO/H,O pour leur caractérisation
physico-chimique.

La synthése du Gal-EG,-NAz 116 (partie 2.3.1.1) fait appel au galactoside
diéthyléneglycol azidé Gal-EG;-N3 115. Ce composé a ¢été choisi pour participer a un
couplage avec le calix[4]aréne 1,3-alterné tétrapropargylé car il permet d’obtenir un
glycocluster 145 possédant des bras espaceurs raccourcis d’une unité éthyléneglycol par
rapport au galactoside de référence Gal-EG3-N3 16). Selon les conditions standards de
CuAAC par micro-ondes, ce couplage conduit aux glycocluster acétylé 144 puis, apres
hydrolyse des acétates, au glycocluster final 145 avec de bons rendements (Schéma 51).
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Schéma 51 : Synthése d'un glycocluster 1,3-alterné avec un bras espaceur de taille réduite

2.3.3.2 Couplages sur le cceur porphyrine

Le cceur de type porphyrine propargylée est une autre architecture choisie pour étre
fonctionnalisée par des galactosides a bras espaceurs rigides. Ce choix a été influencé par la
possibilité d’utiliser les glycoclusters dérivés dans des recherches appliquées en tant qu’outils
de diagnostic ou de thérapie photodynamique. En effet, si ces glycoclusters possédent une
affinité et une sélectivité importante pour une cible protéique, les caractéristiques du cycle
porphyrine (rédox et photochimiques) pourront éventuellement étre utilisées pour la détection
ou le ciblage de cette lectine.

Dans cette optique, le couplage de sondes glucidiques rigidifiées conduit a des
glycoclusters montrant une topologie plane intéressante. La conjugaison des galactosides Gal-
EG-Gly-NAz 121 et Gal-Ph-NAz 127 avec le cceur porphyrine-Zn 83 conduit aux
glycoclusters tétravalents 146 (95 %) et 148 (74 %) respectivement (Schéma 52).
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Schéma 52 : Synthése des glycoporphyrines a partir des galactoside Gal-EG-Gly-NAz 121 et Gal-Ph-NAz 127

Ces deux glycoclusters montrent une faible solubilit¢ en milieux aqueux et
organique (a I’exception du DMSO) qui pose problemes lors des purifications et lors de
I’étape de déacétylation ou 1’ajout de dichlorométhane permet d’améliorer quelque peu leur
solubilité. Méme si la solubilité n’est pas totale, I’hydrolyse des acétates permet d’obtenir les
glycoclusters finaux 147 et 149 avec de bons rendements. Apres libération des fonctions
hydroxyles des épitopes glucidiques, leur solubilit¢ dans I’eau reste faible ce qui pourrait
géner 1’étude des interactions de ces glycoclusters avec une lectine.

2.3.3.3 Couplages sur le ceeur glucosidique

La derniere architecture choisie pour étre couplée aux galactosides rigidifiés est I’ a-D-

glucopyranoside de méthyle tétrapropargylé 93. Cette architecture possede une géométrie
globulaire moins structurante que les deux précédentes. Au vu des derni¢res observations
quant a la faible solubilité des glycoclusters synthétisés précédemment, le fait que le motif
glucose ne soit pas composé de cycles aromatiques hydrophobes peut avoir une importance

significative sur 1’évaluation biologique de ces composés. Ainsi, la diminution de solubilité
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engendrée par la rigidification des bras espaceurs pourrait étre compensée par 1’utilisation de
ce cceur plus hydrophile et favoriser les évaluations biologiques.
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Schéma 53 : Synthése des glycoclusters basés sur le motif a-p-glucopyranoside de méthyle et sur les galactosides rigidifiés

Le couplage des galactosides 116, 121, et 127 sur 1’a-D-glucopyranoside de méthyle
tétrapropargylé conduit par CuAAC en 30 minutes d’irradiation par micro-ondes aux
glycoclusters 150, 152 et 154 respectivement (Schéma 53). Les rendements sont compris
entre 53 et 57 % et restent acceptables si 1’on considere que quatre réactions ont lieu
simultanément sur chaque cceur. Ces rendements moyens ainsi que la nécessité d’une
irradiation de 30 minutes illustrent encore une fois que des cceurs densément fonctionnalisés
peuvent conduire a de plus faibles rendements et de plus faibles réactivités (cinétique).

2.4 Conclusion

La stratégie de synthese convergente ainsi que la définition et I’optimisation des deux
étapes-clés de glycosylation et de couplage par CuAAC a conduit a des protocoles de
synthéses adaptées a 1’obtention d’une importante diversité de glycoclusters.
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La réaction de glycosylation activée par le couple SnCls/CF;CO,Ag s’est montrée
particulierement efficace et stéréosélective pour la synthése de conjugués sucre — bras
espaceur. Cette méthode de glycosylation demeure toutefois sensible aux conditions
opératoires et aux caractéristiques de 1’accepteur et certaines conditions permettent d’accéder
a des glycosides de configuration a et des glycosides o déacétylés en position 2. Les
fucosides de configuration 1,2-cis ont quant a eux été obtenus sur une échelle supérieure a dix
grammes par une glycosylation de Fischer mettant en jeu une catalyse par silice acidifiée.

Le couplage par cycloaddition 1,3-dipolaire catalysé par le Cu(I) d’un azoture sur un
alcyne (CuAAC) a été optimisé sur une structure monovalente et I’irradiation par micro-ondes
a conduit a des améliorations significatives de la cinétique. Des conditions générales de
couplage ont été arrétées et appliquées au couplage de plusieurs azidoglycosides sur des
noyaux multi-propargylés variés appartenant aux familles des calix[n]arenes, des
résorcinarenes, des porphyrines, des peptoides, des glucosides ou encore des fullerénes. La
fiabilité de la réaction de CuAAC est illustrée par les bons rendements obtenus pour tous ces
couplages.

Selon les mémes stratégies, des galactosides possédant un bras espaceur rigidifié¢ par
des liaisons amides ou des groupements aromatiques ont ¢galement été synthétisés. Le
couplage de ces galactosides a conduit a la synthese efficace de glycoclusters de seconde
génération.

La déacétylation de tous ces composés a pu étre conduite en conditions douces et a
toujours été menée a son terme sur une durée de quelques jours.

Ces syntheses fournissent une bibliothéque de glycoclusters possédant des valences,
des topologies et des bras espaceurs variés. Si les purifications de ces composés sont parfois
délicates, I’obtention d’une molécule unique de structure bien définie est indispensable pour
cette étude. Tous les composés possédant une conformation fixée ont montré une conservation
de cette géométrie au cours de la synthése et donc la préservation de I’effet structurant du
ceeur du glycocluster.
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3 EVALUATION DES INTERACTIONS
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3.1 Interactions multivalentes avec PA-IL

La grande variété des structures synthétiques obtenues nécessite une approche
rigoureuse dans 1’analyse des interactions de ces glycoclusters avec une lectine multivalente.
Il a été établi qu’une interaction multivalente ne découle pas d’un mécanisme trivial. Des
ligands et récepteurs multivalents peuvent, en effet, s’associer selon des mécanismes inter-
et/ou intramoléculaires complexes. Les équilibres régissant ces mécanismes sont souvent en
compétition et il est raisonnable d’anticiper que plusieurs mécanismes d’association peuvent
coexister. Assez logiquement, la richesse de ces interactions est a la hauteur des difficultés
dans leur étude et leur caractérisation. Ces difficultés proviennent bien sur d’une complexité
intrinseque mais également du fait que les techniques d’analyse des interactions ont été
initialement développées pour mesurer 1’activité de ligands monovalents. Il est donc
important de garder a I’esprit les limites de telles mesures. D’abord, plusieurs techniques
résident sur des expériences de compétition qui ne permettent, a priori, que de comparer la
capacité de différents ligands a inhiber un processus dans des conditions données. Pour les
techniques permettant un acces a des mesures quantitatives de I’interaction (ITC), il ne faut
pas oublier que D’expérience conduit a 1’évaluation de I’association globale. Plusieurs
mécanismes peuvent, des lors, participer a cette association.

Pour extraire le plus d’informations possibles de tous les glycoclusters précédemment
décrits, il est nécessaire d’établir une approche systématique combinant plusieurs techniques
d’évaluation des interactions. A travers cette ¢valuation de ligands multivalents face a des
lectines multivalentes, 1’influence de caractéristiques telles que la topologie, la valence, la
longueur et la rigidité des bras espaceurs seront abordés.

La lectine cible de cette étude est la lectine PA-IL de la bactérie Pseudomonas
aeruginosa. L’intérét de 1’étude de cette lectine est double puisqu’en plus d’étre d’un intérét
thérapeutique majeur, elle présente une structure particuliere ou les quatre sites de liaison au
galactose sont disposé€s sur les quatre sommets d’un rectangle. Pour toutes ces études, cette
lectine est préparée par voie recombinante dans E. coli et purifiée par chromatographie
d’affinité (cf. Partie expérimentale). Le dialysat peut ensuite étre lyophilisé et la lectine peut
étre conservée sous cette forme solide a 4°C. Typiquement, les rendements de purification
permettent d’obtenir de 10 a 15 mg de lectine par litre de culture.

3.1.1 Influence de la topologie sur ’interaction

A la grande diversité des structures quaternaires des lectines peut étre associée
I’immense diversité potentielle dans la présentation des épitopes glucidiques par des
architectures multivalentes. S’il est délicat d’appréhender correctement la topologie des
structures multivalentes trés complexes (haute valence, glycopolymeére, glycodendrimere,
polysaccharide), les glycoclusters de faible valence et possédant une structure chimique
unique et définie peuvent plus aisément étre décris selon la manieére dont ils présentent les
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motifs saccharidiques. La synthese de plusieurs familles de glycoclusters de topologies

variées permet donc d’évaluer Dl'influence de cette organisation tridimensionnelle sur
I’interaction avec une lectine de structure quaternaire donnée. Pour cette partie de 1’étude,
tous les bras espaceurs sont constitués du motif triéthyléneglycol qui permet d’apporter une
certaine flexibilité et ne diminue pas la solubilité globale du composé.

3.1.1.1 Cceurs de type calix[4]aréne

3.1.1.1.1 Glycoclusters en ét

ude

Les glycoclusters synthétisés a partir d’un cceur de type calix[4]aréne permettent une
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Figure 65 : Glycoclusters basés sur un cceur

calix[4]aréne

variation de la topologie de glycoclusters tétravalents
avec la synthése des conformeres cone (4:0) 48, cone
partiel (3:1) 50 et 1,3-alterné 52 (Figure 65). La famille
de calix[4]arenes multifonctionnalisés a également
permis 1’acceés a des composés de valence variée en
conformation cone. Malheureusement, les composés
d’une valence inférieure a 3 (composé€s monovalents et
divalents) montrent une trés faible solubilité en milieu
aqueux. Un ajout de 5% de DMSO ne permet pas de
solubiliser  suffisamment ces composés. Ainsi,
I’obtention de solutions turbides dans les conditions de
concentration requises pour la mise en place des
techniques d’évaluation des interactions ne permet pas
de mener ces expériences de manicre rigoureuse. Si le
calix[4]aréne monovalent 40 aurait pu fournir une
référence idéale, le galactoside 21 constitue une
référence monovalente tout a fait adaptée. L’utilisation
d’une référence monovalente appropriée est un élément
clé de I’étude de ces interactions puisqu’elle permet
d’observer I’influence éventuelle du bras espaceur sur
I’interaction. De fait, la comparaison des résultats
obtenus pour un ligand multivalent par rapport a cette
référence conduit a une interprétation plus « exclusive »
des phénomenes liés a la présentation multivalente.

A partir d’une valence de 3, tous les glycoclusters
sont parfaitement solubles en milieux aqueux tamponnés
(>25 mM sans ajout de DMSO). Ainsi, dans cette
premicre partie, I’influence de la topologie peut étre

évaluée en considérant les trois topologies tétravalentes cone, 1,3-alternée et cone partiel.
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L’analyse des interactions entre ces glycoclusters et la lectine PA-IL passe par deux
types d’expériences. Les premicres permettent de déterminer la capacité de ces ligands a
inhiber un processus d’adhésion. Ces expériences sont basées sur [’inhibition de
I’hémagglutination (HIA), sur les tests ELLA et sur des mesures de SPR. La deuxi¢éme permet
de mesurer directement les caractéristiques globales de I’interaction par une mesure de la
chaleur associée a I’interaction (ITC).

3.1.1.1.2 HIA, ELLA et SPR

La premicre partie du travail d’évaluation de 1’interaction entre un glycocluster et une
lectine consiste @ mesurer le potentiel inhibiteur du glycocluster vis-a-vis de trois
phénomenes.

D’abord, la capacité du glycocluster a inhiber la formation d’un réseau tridimensionnel
de lectines et de globules rouges de lapin est évaluée par HIA. La détermination de la
concentration en lectine nécessaire a I’obtention d’un tel réseau conduit a utiliser PA-IL avec
une concentration finale de 2 pg/mL (cf. partie expérimentale). Les globules rouges de lapin
sont utilisés a 4 % (v/v) dans une solution saline. La dilution en cascade (1/2) de ligand en
présence d’une concentration constante de lectine permet de déterminer une concentration
minimale inhibitrice (MIC) pour laquelle I’hémagglutination n’a pas lieu. Chaque mesure est
effectuée au moins deux fois et des controles positifs et négatifs (en I’absence de ligand et de
lectine) sont systématiquement réalisés. Enfin, une ligne de dilution de B-GalOMe est ajoutée
sur chaque plaque pour vérifier que les résultats peuvent étre comparés entre les différentes
plaques 96 puits.

Le test ELLA permet de déterminer la capacité du ligand a inhiber I’adhésion de la
lectine a une surface de glycopolymeére (a-Gal-polyacrylamide : a-Gal-PAA). Pour ce faire,
la lectine doit étre biotinylée de maniére covalente par formation de liens amides avec les
résidus lysine. Il est ensuite vérifié que ce conjugué présente la méme capacité a induire
I’hémagglutination que sa forme native. Cette vérification permet de s’assurer que la
fonctionnalisation des résidus lysine ne modifie pas I’affinité de la lectine pour son substrat.
Dans une deuxieéme étape, la concentration en lectine a utiliser a été déterminée. Une
concentration en PA-IL de 0,5 pg/mL permet d’obtenir une réponse suffisante dans la zone
linéaire (absorbance en fonction de la concentration en lectine). Le conjugué enzymatique mis
en ceuvre dans ces mesures est la streptavidine liée a une peroxydase de raifort (horseradish
peroxydase : HRP) Strepta-HRP. Une dilution de ligand en cascade (1/3) permet, en présence
d’une concentration constante de lectine, de déterminer un pourcentage d’adhésion de lectine
en fonction de la concentration en ligand. Ce pourcentage est déterminé grace a la lecture de
I’absorbance de chaque puits (490 nm) et a la mesure de puits de références positifs et
négatifs (100 % adhésion : pas d’inhibiteur et 0% adhésion : B-GalOMe 10 mM). La courbe
d’inhibition obtenue permet la détermination d’un ICsy, aprés ajustement d’un modele
théorique sigmoidal.

Si les expériences de SPR mesurent également 1’inhibition de 1’adhésion de la lectine a
une surface glycosylée, le systéme est tres différent puisque dynamique. La surface d’or
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recouverte de carboxyméthyl dextran (CMD) est fonctionnalisée de maniére covalente en
créant des liaisons amide avec la streptavidine. Ensuite, un glycopolymere biotinylé est
immobilisé par I’intermédiaire d’interactions streptavidine-biotine. Différents sucres
(galactose, fucose, lactose) sont immobilisés sur chaque canal de la puce (cf. partie
expérimentale) et la mesure de I’association a la surface recouverte de résidus galactoses se
fait par soustraction du canal galactose par le canal fucose (témoin négatif). Cette soustraction
permet de ne prendre en compte que les interactions spécifiques et d’éliminer les effets de
tampon. Une concentration en PA-IL de 5 uM dans le tampon de course permet d’obtenir un
signal suffisant de I’ordre de 350 RU. L’injection de mélanges ligand — lectine (préalablement
incubés pendant 30 minutes a 25°C) permet d’observer la diminution de 1’adhésion de la
lectine en fonction de la concentration en ligand. Une injection systématique de lectine seule
permet de déterminer la valeur maximale du signal (100 % adhésion). Ainsi, pour chaque
concentration, un ajustement théorique conduit a la détermination de la réponse a 1’équilibre
(Req) qui peut ensuite étre convertie en un pourcentage d’inhibition de 1’adhésion. La courbe
d’inhibition obtenue est alors traitée de la méme maniére que les courbes d’ELLA et un ICs
est déterminé.

Les trois techniques ont donc été utilisées pour évaluer les glycoclusters. Les
processus observés dtant tres différents, la comparaison « inter-technique » des valeurs
absolues de MIC ou d’ICsy n’aurait pas de sens. L’incorporation d’une référence monovalente
permet de calculer pour chaque ligand un facteur d’amélioration 3 correspondant au pouvoir
relatif d’inhibition d’un ligand par rapport a la référence monovalente (ratio des 1Csp). Méme
si ce facteur demeure lié au processus observé, il autorise toutefois une comparaison de
I’influence de la topologie pour les différentes techniques.

HIA ELLA SPR

Ligand Topologie Valence | MIC (mM) B*°|ICso(uM) B°|1Cso(uM) B°

B- GalOMe - 1 5 2 1275 1,7 n.d. -

21 GalEG;-Triaz - 1 10 1 220 1 72 1
46  TriGalEG,Calix[4]cone | 3:0 3 | nd.  -| nd - 64 11
48  TétraGalEG;-Calix[4]cone 4:0 4 0,29 34 42 5,2 2,5 29
50 TétraGalEG;-Calix[4]cone part. 3:1 4 0,5 20 46 4,8 1,7 42
52  TétraGalEG;-Calix[4]1,3-alt 2:2 4 0,5 20 36 6,1 0,5 144

56 TétraManEG;-Calix[4]1,3-alt 2:2 4 /7] - '] - n.d. -

a : amélioration d’ICs, par rapport a la référence monovalente 21, n.d. : non déterminé, @ : aucune inhibition

Tableau 11 : Mesures d'inhibition pour les glycoclusters de type calix[4]aréne

La premicre conclusion a partir des mesures de HIA et d’ELLA sur les ligands
monovalents est que la présence du bras espaceur sur la référence monovalente 21 n’améliore
pas les capacités inhibitrices du B- GalOMe. Les valeurs mesurées pour les deux composés
sont proches et si le bras espaceur interagit avec la lectine, il semblerait que ’interaction soit
plutdt défavorable (Tableau 11).
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Le composé trivalent 46 montre par SPR une amélioration relativement modeste
d’un facteur 11. Les données HIA des trois conformations des calix[4]arénes tétravalents 48,
50 et 52 montrent des améliorations modestes (facteur 34, 20 et 20). Méme si le meilleur
inhibiteur semble étre la conformation cone 48 (4:0), les valeurs mesurés sont relativement
proches et demeurent dans la marge d’erreur de cette technique. Ces mesures d’HIA ne
montrent pas d’effet net de la topologie.

120- , Les mesures par test ELLA (Figure
o] S + 66) conduisent a un profil différent méme si

= 9 V// o les améliorations et les I’influence de la
,';j 32 } | //"  topologie restent modestes. Dans les
£ /i - expériences ELLA, le meilleur ligand est la
% jg ) 4 conformation 1,3-alternée 52 (2:2) avec un
< “r . ik ; ;/ ICso de 36 uM et une amélioration 3 de 6,1.
'3~ i i 73’/‘:?“:’” i Cette valeur est faible si le caractére

aod el  tétravalent de ce ligand est considéré
CEs 0.01 o puisque cela correspondrait a une
CRNERITNG FEH g [ amélioration « par sucre » de 1’ordre de 1,5.

Figure 66 : Courbes d'inhibition ELLA des glycoclusters basés
iangle pourpre : 4. losange rouge s 2 et tafle ioltte : 0, Les mesures d’inhibition par SPR
barres d’erreur : déviation standard sur triplicats montrent d’abord un effet de valence
relativement important. Le dérivé trivalent 46 conduit a une amélioration par un facteur 3 de
11 alors que le composé tétravalent de méme conformation 48 conduit a un facteur p = 29
(Figure 67). L’influence de la topologie est plus grande dans ces expériences puisque le
pouvoir inhibiteur croit pour les conformations cone partiel 50 et 1,3-alterné 52. Comme dans
les mesures d’ELLA, le meilleur inhibiteur en SPR est le dérivé 1,3-alterné 52 avec un ICso de
0,5 uM correspondant & un facteur  de 144. La conformation cone partiel 50 constitue pour
ces mesures de SPR un cas intermédiaire entre la conformation cone 48 et la conformation
1,3-alterné 52.
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Figure 67 : Expériences SPR avec le dérivé tétravalent 48, gauche sensorgrammes pour différentes concentrations, droite : courbe
d'inhibition SPR et ajustement théorique des données expérimentales

Les différentes mesures d’inhibitions, donnent des résultats relativement comparables

pour les références monovalentes. Pour les ligands multivalents, la comparaison des résultats
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issus des différentes techniques devient plus délicate. Les améliorations et ’influence de la
topologie ne sont clairement pas significatives dans les mesures d’HIA et d’ELLA. Par contre,
le systtme dynamique de SPR montre des améliorations correctes notamment pour le
composé de conformation 1,3-alterné 52. L’influence de la topologie sur 1’ICsq est alors non
négligeable.

3.1.1.1.3 ITC

Dans un microcaloriméetre, des injections d’une solution de ligand dans la cellule de
mesure contenant une solution de lectine permet de mesurer les caractéristiques
thermodynamiques globales des évenements d’association des deux partenaires. Une solution
de lectine et une solution de ligand doivent étre préparées et dégazdées (agitation et faible
vide). Les concentrations de ces deux acteurs de I’interaction doivent étre choisies pour
permettre d’atteindre une certaine steechiométrie tout en prenant en compte I’affinité du
ligand pour la lectine. Ainsi, les références monovalentes (faible affinité) nécessitent une
quantité supérieure de lectine pour permettre d’obtenir un signal satisfaisant et une titration
interprétable.

Apres 30 injections de 10 pL de ligand dans la cellule de mesure, les données peuvent
étre traitées par I'intégration du thermogramme et par ajustement avec un modele simple
d’interaction avec un site de liaison. Si d’autres modeles sont disponibles, ils conduisent a
I’augmentation du nombre de variables et décrivent plusieurs sites de liaison (indépendants ou
non). La connaissance de la structure cristallographique de la lectine indique ici que le choix
du mode¢le a site unique est préférable.

ITC
, a -AH" - TAS -AG b c
Ligand Topo. Valence n Womol!  kmol  Kmorl! Ky (uM) B

B-D-GalOMe ? - 1 08° 39 15 24 70 2

21 - 1 I’ 361 14 22 150 x1

46 3:0 3 0,79+0,03 28,1+05 —44 32,5 2,104 11

48 4:0 4 0332001 T1+6 34 37 0,4 0,1 375

50 3:1 4 0,26 +0,01 98 x9 60 38 0,200 £0,005 750

52 2:2 4 0242003 104 +1 65 39 0,176 +0,006 852

55 4:0 4 pas d'interaction observée

Température : 298 K. a : steechiométrie, b : I'erreur correspond a la déviation standard sur 2 ou 3 expériences, ¢ :
amélioration d'affinité par rapport a la référence monovalente, d : seulement une expérience, e : paramétre fixé pour le fitting.

Tableau 12 : Données de microcalorimétrie pour les glycoclusters basés sur les calix[4]arénes
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Dans les expériences d’ITC, la steechiométrie mesurée par le point d’inflexion de la
courbe de titration exprime le nombre global de glycocluster par monomere de lectine. Ainsi,
une steechiométrie de 0,25 indique que les quatre sucres du glycocluster sont tous liés a un
monomere de lectine. La stoechiométrie maximale d’une interaction monovalente est
déterminée pour chaque lot de protéine par une mesure avec un ligand de haute affinité (ex O-
p-nitrophényl-B-D-galactopyranoside). Cette valeur est ensuite utilisée pour les ligands de
faible affinit¢é qui ne permettent pas une détermination expérimentale fiable de la
steechiométrie (sigmoide incomplete).

Les meilleurs ligands naturels de PA-IL sont des di-galactosides de configuration o
avec un Kp de ’ordre de 40 uM.'""* Des valeurs de méme grandeur sont obtenues pour la
référence monovalente 21 et le B-GalOMe. Ces valeurs confirment que le bras espaceur
n’améliore pas ’affinité pour la lectine. De plus, les termes enthalpiques (AH) et entropiques
(TAS) montrent que 1’enthalpie d’association de la référence monovalente est légerement
inférieure a celle du B-D-GalOMe alors que les entropies sont relativement constantes
(Tableau 12). Ceci pourrait indiquer que les degrés de liberté du bras espaceur ne sont pas
trop limités lors de ’association. La modeste diminution d’affinité¢ peut étre attribuée a une
diminution de 1’enthalpie d’association pouvant provenir d’une moins bonne orientation du
sucre dans le site de liaison a cause de génes stériques liées au bras espaceur. Une expérience
de controle avec un glycocluster mannosylé 55 ne montre aucune association.

Le dérivé trivalent 46 conduit a une affinité de
Thae: (min) 2 uM avec une contribution enthalpique légerement

0 20 40 60 80 100 120 140 160 ) frr
S e e s S moins favorable que pour la référence monovalente.

%9 ‘F"H”“‘“m”"“';”i,u 1  Un coiit entropique d’association faible permet une
02 ] association globale plutot favorable puisque 1’affinité
” 1 'I‘ de 2 puM correspond a un facteur B de 11. La
?2 _0'4__ 1 steechiométrie de cette interaction (# = 0.79) montre
= 06- 1 une situation intermédiaire entre une interaction 1
O‘B_’ | pour 1 (1 glycocluster et 1 monomere de lectine, n =
e 1) et 1 pour 2 (2 monomeres de lectine, n = 0,5).
0—‘ gannEREREEEE 1
w o) ‘,-' i Le passage aux composés tétravalents montre
é 81 ' 1 une augmentation trés significative de I’affinité avec
Lg ~124 : 1 des Kp sub-micromolaires. De plus, les profils
é 167} Y 1  thermodynamiques des interactions avec les différents
s ] ’_-" 1  conformeres dépendent fortement de la topologie du
T 28wt 1  glycocluster étudié. En série cone, I’ajout d’un

00 01 02 03 04 05 06 quatriéme sucre pour conduire au composé 48
Molar Ratio améliore fortement 1’affinité et conduit a un Kp de 0,4

Figure 68 : Mesure ITC du ligand 52 (0,12 mvy UM (B = 375). La steechiométrie indique que trois
avec PA-IL (0,05 mM), haut : thermogramme,
bas : courbe de titration et ajustement d'un

modéle théorique indiquant une probable congestion stérique empéchant
le quatrieme sucre de se lier. La contribution enthalpique est deux fois supérieure a celle de la
référence monovalente mais est contrebalancée par un coiit entropique relativement important.
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Lorsque le glycocluster présente un sucre de 1’autre c6té du cceur calix[4]aréne, un
nouveau profil thermodynamique apparait et les affinités sont encore plus importantes. Pour
ces deux conformeres cone partiel 50 (3:1) et 1,3-alterné (2:2) 52, une steechiométrie de 0,25
indique que chaque épitope est lié a un monomere de lectine. La contribution enthalpique
pour ces deux composés 50 et 52 est tres nettement favorable et correspond a trois fois la
contribution enthalpique de la référence monovalente. Le profil thermodynamique montre un
colt entropique défavorable trés important. Cependant, le colit entropique ne compense pas
totalement le gain lié¢ a I’amélioration de I’enthalpie et une constante de dissociation de 176
nM est obtenue pour le composé 1,3-alterné 52 (Figure 68). Cette affinité correspond a une
amgélioration par un facteur 852 (plus de 210 par sucre).

Par ITC, les données et la courbe expérimentale permettent tres souvent d’observer des
phénomeénes d’agrégation a la base des pics d’injection. Les expériences menées avec ces
glycoclusters (notamment le conformere cone 48) montrent de faibles variations parasites
pouvant étre attribuées a des phénomenes d’agrégation. Les phénomenes restent trés modestes
et ne perturbent pas la mesure de manicre importante. La précipitation induite par la titration
de PA-IL par le ligand 52 a été¢ mesurée par DLS et confirme la capacité de ce ligand a
interagir sans former d’agrégats dans les concentrations utilisées en ITC. Par contre, ces
expériences soulignent la sensibilité des processus en jeu aux conditions opératoires (cf. partie
expérimentale).

L’apparition d’un profil thermodynamique particulier et I’amélioration d’affinité tres
importante pour les glycoclusters présentant au moins un sucre de l’autre c6té du cceur
calix[4]aréne (topologies 3:1 et 2:2) laisse penser que ces composés peuvent interagir avec la
lectine d’une manicre treés favorable et inaccessible au dérivé de conformation cone.

3.1.1.1.4 Modélisation

Considérant la géométrie de la lectine PA-IL et celle des glycoclusters, plusieurs
modes d’association sont envisageables. En théorie, un glycocluster tétravalent pourrait
interagir avec quatre tétrameres de lectine différents dans un processus totalement
intermoléculaire. Ceci conduirait a un modele purement agrégatif et la précipitation de larges
agrégats semblerait alors inévitable. L’autre alternative est la formation de liaisons
intramoléculaires selon 1’association dite « chélate ».
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Figure 69 : a) Structure de la lectine PA-IL et distance entre les ions calcium des sites de liaison, b) modes d'association possibles, ¢)
modélisation moléculaire des complexes chélates et chélates agrégatif

La construction de modeles moléculaires de ligands in silico (Suite Tripos Sybyl)
permet d’estimer la distance maximale entre deux sucres en fonction de la topologie. Lorsque
le calix[4]aréne est en conformation cone, cette distance est de I’ordre de 28 A (entre les O-4
des galactoses). Si la conformation 1,3-alternée est construite, la distance maximale entre
deux sucres de chaque coté du coeur calix[4]aréne est de 1’ordre de 39 A. Dés lors, la structure
tridimensionnelle de la lectine PA-IL et les distances entre les sites de liaison indique que la
liaison intramoléculaire aux quatre sites de liaison ne peut pas étre envisagée (Figure 69a). Par
contre, pour les conformations présentant au moins un sucre de chaque coté, la chélation des
deux sites de liaison sur la largeur du rectangle (d = 32 A) devient possible.

Trois modes d’association peuvent donc étre envisagés (Figure 69b). Les considérations
géométriques et topologiques des ligands et de la lectine indiquent que 1’association chélate
peut étre envisagée pour expliquer 1’apparition d’un profil thermodynamique particulier et
d’une grande affinité pour les ligands 50 et 52. Pour vérifier la compatibilité de la géométrie
du ligand 1,3-alterné avec celle de la lectine dans une association chélate, la modélisation
moléculaire d’un tel complexe a été réalisée. Un calcul d’amarrage moléculaire automatique
pour de telles structures (flexibilité, distance, nombre d’atomes) serait délicat et la

construction d’un modele chélate (Figure 69c, gauche) passe donc par des étapes d’analyse
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conformationnelle et de minimisation (cf. partie expérimentale). Un sucre est introduit dans le
site de liaison par superposition avec la structure du galactose complexé résolue par rayons X
(pdb : 10KO). Ensuite, une analyse conformationnelle (rotation des liaisons des bras
espaceurs) permet d’identifier les conformations permettant d’approcher un sucre de la face
opposée a proximité de 1’atome de calcium du second site de liaison. Les espaceurs peuvent
atteindre ces conformations étendues sans pénalités énergétiques. Les complexes obtenus sont
ensuite optimisés en imposant une contrainte de minimisation de la distance entre le second
sucre et sa position adéquate dans le site de liaison. Pour finir, plusieurs étapes de
minimisation permettent de vérifier la stabilité du complexe formé.

Si ce complexe chélate permet d’expliquer la thermodynamique observée, la
steechiométrie de I’interaction indique qu’au cours de la titration, les deux autres sucres du
ligand entrent en interaction avec la lectine également. En partant du modele chélate, la méme
procédure permet d’obtenir le modele chélate agrégatif (Figure 69c, droite) sans conflit
stérique entre les deux lectines.

Le passage par un modele chélate agrégatif implique que des réseaux de ligands et de
lectines pourraient étre formés. Si ces interactions ont lieu sans apparition de défauts de
structure, la formation de « fils moléculaire de lectine » réguliers est envisageable. Suite a ce
travail, I’étude par microscopie a force atomique (AFM) de I’organisation de cette lectine par
le glycocluster 52 a été confiée a 1’équipe de Magali Phaner-Goutorbe (These Delphine
Sicard). Des résultats préliminaires semblent confirmer cette capacité d’organisation.

3.1.1.2 Cceur de type porphyrine, glucose, S-peptoide et calix[6]arénes

3.1.1.2.1 Glycoclusters en étude

La synthése de glycoclusters basés sur d’autres architectures multifonctionnelles
permet, selon la méme approche, d’approfondir 1’étude de I’influence de la topologie (Figure
70). Ainsi, la synthése du glycocluster TétraGalEGs-Porphyrine 85 permet une présentation
des sucres répartie dans le plan du coeur porphyrine. La topologie du ligand basé sur le
glucose 95 est plus délicate a définir puisqu’il est raisonnable d’anticiper que les €pitopes
pourront étre inscrits dans un espace plus ou moins sphérique autour du cceur de la molécule.
Les peptoides linéaire 104 et cyclique 106 montrent quant a eux des topologies tres distinctes.
Le cceur linéaire du peptoide 104 permet la rotation de nombreuses liaisons et il est
raisonnable de penser que ce cceur ne montre pas une géométrie tres structurante. A 1’inverse,
la structure du précurseur’* du glycocluster 106 basé sur le peptoide cyclique suggeére que les
sucres sont présentés au-dessus et au-dessous du plan formé par le cycle de maniere alternée.

Si la structure chimique du glycocluster 67 issu du calix[6]aréne peut laisser croire a
une conformation céne rigide ou tous les sucres seraient présentés dans un espace dense, la
RMN de ce compos¢é montre une grande flexibilité et I’existence de plusieurs conformations
en équilibre. La seule certitude quant a la topologie de cette structure est la grande densité de
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motifs saccharidiques. Le glycocluster trivalent 65 basé sur cette structure n’a pas pu étre
inclus dans cette étude a cause d’une trop faible solubilité en milieu aqueux.

Enfin, les deux glycoclusters basés sur des cceurs de types résorcinarénes 73 et 75
présentent des conformations cones (bateau) et 1,2-alterné (chaise) respectivement. Pour le
premier, tous les sucres sont présentés du méme coté du coeur alors que pour le second, deux
sucres sont présentés de part et d’autre du noyau résorcinaréne.
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Figure 70 : Glycoclusters de topologies variées

3.1.1.2.2 HIA, ELLA et SPR

L’étude des capacités inhibitrices de ces glycoclusters a été réalisée selon la méme
approche que précédemment. Les valeurs d’inhibition peuvent étre mesurées par HIA, ELLA
et SPR et ’amélioration du pouvoir inhibant est déterminée par comparaison avec la référence
monovalente 21. L utilisation d’un glycocluster de type porphyrine mannosylée 87 permet de
vérifier que la mesure correspond a un phénomene spécifique d’interaction lectine-sucre.

Les mesures d’HIA montrent que les ligands 85 et 67 sont de trés bons inhibiteurs
avec des MIC identiques de 63 uM (B = 159). Les glycoclusters basés sur le glucose 95 et sur
les deux peptoides 104 et 106 ne montrent aucune inhibition de I’hémagglutination a 2 mM.
Enfin, les glycoclusters de types résorcinaréne 73 et 75 conduisent a une dégradation des
globules rouges. Les structures hautement hydrophobes (macrocycle composé de noyaux
aromatiques) telles que le cceur résorcinarénes peuvent s’insérer dans les membranes des
globules rouges et conduire a une hémolyse.
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HIA ELLA SPR

Ligand Valence | MIC (mM) p° | ICso(uM) p° | ICso(uM) B*°

B- GalOMe 1 5 2 127.,5 1,7 n.d. -

21 GalEG;-Triaz 1 10 1 220 1 63,5 1

85  TéraGalEGyPorphyrine 4 | 0,063 159 05 440 14 45 |

95 TétraGalEG;-Glucose 4 >2 - 9 24 2,8 23
104 TétraGalEG;-Peptoide linéaire 4 >2 - 24 9 35 18
106  TétraGalEG;-Peptoide cyclique 4 >2 - 12 18 2,5 25
67 HexaGalEG;-Calix[6]aréne 6 0,063 159 10,9 20 0,8 79

73 TétraGalEG;-Resorc[4]bateau 4 hémolyse - 0,9 244 n.s. -

75 TétraGalEG;-Resorc[4]chaise 4 hémolyse - 0,7 314 n.s. -

87 TétraManEGs-Porphyrine 4 >2 - >2 - n.d. -

a : amélioration d'ICs, par rapport a la référence monovalente, n.d. : non déterminé., n.s.

hémolyse : observation visuelle de dégradation des globules rouges

% Inhibition (ELLA)

73, rond bleu : 75 et losange rouge : 85, barres d’erreur : déviation

: non soluble méme avec ajout de 5 % de DMSO,

Tableau 13 : Mesures d'inhibition pour les autres glycoclusters de topologie variée

Par la technique ELLA, le glycocluster 85 de type porphyrine confirme son pouvoir
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standard

inhibant important avec un facteur
d’amélioration de 440 (Figure 71). A
I’inverse, le glycocluster hexavalent 67 ne

montre pas une inhibition  aussi
importante que celle mesurée par HIA.
Dans les conditions de [D’expérience

ELLA, les glycoclusters basés sur le
glucose 95 et les peptoides 104 et 106
montrent une inhibition mesurable méme
si les améliorations observées par rapport
a la référence monovalente 21 sont
relativement faibles. Enfin, malgré leur
tres faible solubilité, la mesure de
I’inhibition induite par les glycoclusters
basés sur les architectures résorcinarénes

73 (bateau) et 75 (chaise) montrent une faible valeur d’ICsy. Les facteurs d’amélioration 3

pour 73 et 75 sont de 244 et 314 respectivement. Ces composés sont donc des inhibiteurs
relativement bons et une légere préférence pour la conformation chaise (1,2-alterné) est
observé méme si la différence liée a la topologie n’est que faiblement marquée.

Par SPR, les deux meilleurs inhibiteurs sont a nouveau les glycoclusters basés sur
la porphyrine 85 et sur le calix[6]aréne 67 avec des facteurs d’amélioration de 45 et 79
respectivement. La tres faible solubilité des deux glycoclusters de type résorcinaréne 73 et 75

ne permet pas d’obtenir des mesures fiables. Les trois autres glycoclusters 95, 104 et 106
montrent des améliorations relativement modestes du méme ordre de grandeur que celles
mesurées par ELLA.
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Figure 72 : gauche : sensorgrammes obtenus pour le glycocluster 106 (de 50 a 0,19 pM) et régénération de la puce, droite : courbes
d'inhibition des différents glycoclusters et ajustement théorique des données, carrée bordeaux : 21, triangle bleu : 104, triangle
orange : 95, losange vert : 106, rond pourpre : 85, triangle rose : 67

3.1.1.2.3 ITC

La détermination systématique des parametres thermodynamiques de I’interaction par
ITC a été réalisée comme précédemment. Les glycoclusters suffisamment solubles pour
mettre en ceuvre cette titration ont été évalués. Les résorcinarénes 73 et 75 ne se sont pas
montrés assez solubles méme avec un ajout de 5 % de DMSO.

La titration par le glycocluster de type peptoide linéaire 104 conduit a une affinité de
1,8 uM (B = 83) avec une steechiométrie de 0,33 (3 monomeres de lectines par glycocluster
tétravalent n = 0,33).

La rigidification du cceur par le passage a une architecture cyclique (glycocluster
106), améliore significativement ’affinité avec un Kp de 0,30 uM. La steechiométrie (n =
0.18) indique qu’un quatrieme monomere de lectine peut se lier au glycocluster.

Le profil thermodynamique pour ce ligand 106 est tout a fait remarquable puisque la
forte affinité provient d’une contribution enthalpique trés importante supérieure a quatre fois
I’enthalpie de I’interaction monovalente. Cette contribution fait face a une barriére entropique
trés importante. Le fait que la contribution enthalpique soit égale a plus de quatre fois celle de
I’interaction monovalente pourrait découler de contacts entre le coeur peptoide cyclique du
glycocluster et la protéine. De plus, cette association supplémentaire avec des contacts au
centre du « pont chélate » pourrait également expliquer cette importante barriere entropique.
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ITC

Ligand Valence|  n* kt].?n}(l):l k;.TnAo?'I k;.r?lfl'l Ko b))’ B¢
B-D-GalOMe* 1 0,8° 39 15 24 70
21 GalEG;-Triaz 1 1° 36 +1 14 22 150 +1 1
85  TemaGalEGyPorphyrine 4  |0,46:00¢4 60%7 23 37 033:006 451
95 TétraGalEG3-Glucose 4 Fit de faible qualité’
104 TétraGalEG;-Peptoide linéaire 4 0,33+002 8711 54 33 1,8 0,4 83
106 TétraGalEG;-Peptoide cyclique 4 0,18+001 1764 139 37 0,30 £0,03 500
67 HexaGalEG;-Calix[6]aréne 6 0,32 +0,01 85,9 0,6 47 39 0,14 0,01 1071

Température : 298 K. a : steechiométrie, b : l'erreur correspond a la déviation standard sur 2 ou 3 expériences, ¢ : amélioration d'affinité par
rapport a la référence monovalente, d : seulement une expérience, e : paramétre fixé pour le fitting, f: augmentation du signal durant les

premieres injections (voir ci-dessous), n.s. : non soluble méme avec ajout de 5 % de DMSO

Tableau 14 : Données de microcalorimétrie pour les glycoclusters de topologies variables

Le glycocluster basé¢ sur le coceur porphyrine 85 conduit, par ITC, a une affinité
similaire au ligand basé sur le peptoide cyclique 106. De maniére trés intéressante, si les deux
constantes de dissociation sont proches de 0,3 pM, les profils thermodynamiques sont tout a
fait différents. En effet, I’affinité pour le ligand 85 provient d’une contribution enthalpique
relativement faible (deux fois celle de la référence monovalente) mais contrebalancée par un
colt entropique faible. Ceci est plutot en accord avec la stoechiométrie de 0,46 et indique que
seuls deux monomeres de lectines sont liés au glycocluster tétravalent 85.
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Figure 73 : gauche : ITC du ligand hexavalent 67 (0,12 mM) avec PA-IL (0,05 mM), droite : ITC du ligand tétravalent 106 (0,12

mM) avec PA-IL (0,05 mM)

Une affinité trés importante (Kp = 0,14 uM) est obtenue pour le ligand hexavalent
67 (Figure 73, gauche). Cette affinité correspond a un facteur d’amélioration supérieur a
1000. Cette affinité est plus grande que celle mesurée pour le meilleur ligand de type
calix[4]aréne 52 mais il est nécessaire de relativiser cette affinité au caractére hexavalent de
ce ligand. La steechiométrie de cette interaction correspond a trois monomeres de lectines par
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glycocluster hexavalent. Si les contributions thermodynamiques de l’interaction avec ce
ligand sont comparées a celles obtenues pour le peptoide linéaire 104, nous constatons que les
contributions enthalpiques (et la stoechiométrie) sont identiques. La grande affinité du ligand
hexavalent 67 par rapport au ligand tétravalent linéaire 104 provient donc uniquement d’un
colit entropique plus faible. Il est intéressant de noter que ces deux profils thermodynamiques
proches appartiennent aux deux glycoclusters dont la topologie est la moins bien définie.

La géométrie, la flexibilité et la densité de fonctionnalisation du calix[6]aréne
permettent certainement une association chélate entre deux sites adjacents. Une steechiométrie
de 3 pour 1 indique alors qu’un troisieme monomere de lectine peut encore s’associer sans
conflit stérique majeur. Partant de la, un modeéle d’association chélate associé a une
réassociation statistique selon le mode
«bind and slide »'  permettrait
d’expliquer ce faible colt entropique
(Figure 74). Ce modele peut expliquer
la contribution enthalpique et la
steechiométrie. Si  D’association de
plusieurs molécules est défavorable
entropiquement sur la simple base
statistique, 1’existence de multiples états
microscopiques pourrait donc étre
favorable et expliquer un coft
entropique plus faible que pour les

Figure 74 : Combinaison d'une association chélate et d’un mécanisme de glycoclusters tétravalents. Ceci illustre
"bind and slide"

la complexité du concept entropique et
le fait que ’entropie ne peut pas étre considérée comme additive.
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interprétation unique mais indique que le profil énergétique de la
titration pourrait étre issu de phénomenes cinétiques et agrégatifs.  Figure 75 : ITC du ligand 95 (0,12
mM) avec PA-IL (0,05 mM), haut
. . . : thermogramme, bas : courbe de

Un modele théorique simple ne permet pas d’obtenir un  titration et ajustement d'un

. ., . , modéele théorique
ajustement de qualité suffisante pour en extraire des données
thermodynamique. Un essai d’ajustement avec un modele théorique a deux sites est par contre
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de bonne qualité. Cependant, la qualité¢ de I’ajustement peut parfaitement provenir de
I’augmentation du nombre de variable et donc ne pas révéler une plus grande justesse du
modele théorique. La connaissance du mécanisme d’interaction précis n’est pas suffisante
pour valider la compatibilité d’un modele théorique plus complexe avec cette interaction.

3.1.1.2.4 Application des glycoporphyrines en nanodétection

Dans le contexte de la lutte antibactérienne, la détection précoce de marqueurs
spécifiques de pathogenes est un enjeu trés important. L’observation d’une amélioration
d’affinité importante pour la glycoporphyrine galactosylée 85 a initié une collaboration avec
I’équipe du Pr. Alexander Star (Univ. Pittsburgh) qui développe des systémes électroniques
basés sur des nanotubes de carbones mono-paroi (single-wall carbon nanotube : SWCNT).
Les glycoporphyrines tétravalentes galactosylée 85, mannosylée 87 et fucosylée 89 ainsi que
les lectines PA-IL (galactophile), ConA (mannophile) et PA-IIL (fucophile) ont été fournies a
I’équipe de Pr. Star.

Utilisant I’interaction non covalente entre le coeur porphyrine et le SWCNT, ils ont pu
développer un systeme de détection basé sur un transistor a effet de champ (Field-Effect
Transistor : FET).****** Contrairement aux transistors classiques (a jonction), un FET utilise
un champ ¢électrique pour controler le passage d’un courant entre les électrodes Source (S) et
Drain (D). Les nanotubes de carbones peuvent étre utilisés comme matériau conducteur entre
ces deux électrodes et sont déposés sur une surface de silice entre des électrodes S et D.
L’application d’un champ électrique par I’intermédiaire d’un électrolyte et d’une 1’électrode
grille (gate : G) permet alors de modifier la conductance lors du passage des électrons par le
nanotube.

Figure 76 : Gauche : dispositif de SWNT-FET pour la détection de lectines par l'intermédiaire d'interaction avec une
glycoporphyrine adsorbée, droite : structure des glycoporphyrines 85, 87 et 89 avec comme sucres des résidus f-Gal, a-Man et a-Fuc
respectivement

Si le nanotube est fonctionnalisé, il est possible que la variation de conductance en
fonction de la tension de grille (¢lectrode G) appliquée change. Par exemple, il a été montré,
notamment par 1’équipe du Pr. Star, que I’adsorption de protéines sur la surface de nanotube
peut étre observée par un tel dispositif électronique.’” Le probléme restant est que
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I’adsorption de protéines sur un nanotube se fait par D’intermédiaire d’interactions
hydrophobes non spécifiques.

La fonctionnalisation des nanotubes de carbone par adsorption de porphyrines
glycosylées peut étre un concept tout a fait prometteur pour une détection spécifique de
lectine. Si I’on considere trois dispositifs compos€s de nanotubes « libres » (bare SWNT), leur
fonctionnalisation par des glycoporphyrines galactosylées (Figure 77a), mannosylées (Figure
77b) et fucosylées (Figure 77¢) conduit a une modification de la courbe de conductance en
fonction de la tension de grille (diminution de la conductance, Figure 77 lignes rouge).
Ensuite, 1’ajout de la lectine spécifique du sucre (2 pM) conduit a une nouvelle modification
de la courbe alors que I’ajout de la méme quantité d’une lectine non reconnue ne modifie pas
ce profil. La diminution de conductance est attribuée a la charge négative nette d’une lectine
telle que PA-IL a pH 7 (point isoélectrique de PA-IL : 4,94). Si cette lectine se lie a la
glycoporphyrine immobilisée, un transfert de charge vers le nanotube de carbone est
envisageable et conduit a cette diminution de la résistance.
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Figure 77 : Détection électronique des interactions lectine-porphyrine spécifiques, conductance (G) en fonction de la tension de grille
(V,), a) glycoporphyrine galactosylée 85 et PA-IL, b) glycoporphyrine mannosylée 87 et ConA, c) glycoporphyrine fucosylée 89 et
PA-IIL

La fonctionnalisation du nanotube et la formation de complexes avec une lectine
spécifique a été étudiée par microscopie a force atomique (Figure 78). La taille et surtout
I’épaisseur des objets identifiés est tout a fait cohérente avec la fonctionnalisation par une
couche de glycoporphyrine mannosylée 87 puis avec I’interaction de ConA sur ces nanotubes.
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L’optimisation de cette détection spécifique pourrait donc conduire a des dispositifs
permettant de détecter une bactérie dans des sera ou d’autres milieux aqueux.

T,
Bare SWNT " SWNT-a-D-mannose

100.0 me

10.0 nm 50.0 m

W
500nm

SWN'[-u-D-manno'sff-ConA

0.0 nm 0.0 mm

Figure 78 : Images AFM de nanotubes libres (a), de nanotubes fonctionnalisés par la glycoporphyrine 87 (b) et de nanotubes
fonctionnalisés en présence de ConA (c)

3.1.1.3 Cceurs de type fullerenes

3.1.1.3.1 Glycoclusters en étude

Une collaboration avec 1’équipe du Pr. Nierengarten (Univ. Strasbourg) a permis
I’acces a des composés atypiques présentant une grande densité de sucres et une géométrie
sphérique treés bien définie. Les deux glycofullerénes galactosylés différent par la nature du
bras espaceur. Le glycocluster 109 est basé sur le méme bras espaceur trié¢thyléneglycol que
les structures étudiées jusqu’ici alors que le second (114) comporte un motif triazole a
proximité du sucre. Un glycofulleréne 111 basé sur le motif glucose est utilisé en tant que
contrdle. Deux glucosides monovalents 156 et 157 ont également été utilisés en tant que
témoins négatifs.

Ho OH 21
Ho\é&/"\/\o/\/o\/\",u\\"

OH

111

Figure 79 : Glycofullerénes glucosylé 111 et galactosylés 109 et 114
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3.1.1.3.2 HIA, ELLA et SPR

Les glycofullerénes galactosylés ont été évalués par les trois techniques de mesure de
potentiels inhibiteurs (HIA, ELLA, SPR). Les ligands montrant une valence et une densité
importantes sont trés souvent des molécules avec un grand pouvoir d’agrégation. En effet, la
présence d’un grand nombre de sucres favorise 1’attachement de nombreuses lectines et la
formation d’agrégats par l’intermédiaire de multiples interactions intermoléculaires. Ces
techniques, contrairement a I’ITC, sont bien adaptées pour mesurer les effets de tels ligands
sur I’inhibition d’interactions.

HIA ELLA SPR
. MIC I1Csy ICsy
Ligand Valence “ “ “
8 . P P P
21 GalEG;-Triaz 1 10 1 220 1 63.5 1
111 DodecaGlec-Fulleréne 12 0,063 159 223 1 2,15 29
109 DodecaGalEG;-Fulleréne 12 0,250 40 0,688 257/ | 0,16 397
114 DodecaGalTriaz-Fulleréne 12 0,00078 12820 0,04 5500\ 0,37 172

a : amélioration d’ICs, par rapport a la référence monovalente

Tableau 15 : Détermination de MIC et d'ICs, par HIA, ELLA et SPR pour les glycofullerénes

La détermination de MIC par HIA conduit a des résultats surprenants. Le
glycofulleréne avec des bras espaceurs de type EG; 109 montre une amélioration de
I’inhibition relativement modeste (B = 40) alors que 1’autre glycofulleréne 114 démontre un

effet de multivalence trés important avec un facteur d’amélioration de plus de 12000 et une
MIC de 0,78 uM (Tableau 15).

Cette différence peut étre rationnalisée

1204

Ly i B e 20 5o par une augmentation de I’affinité lice a la

- % r y présence d’un triazole aromatique a proximité du

E :::J 1 | ‘ sucre. Dans la littérature, il est connu que la

é :1: ' : _,{ présence d’aromatiques a proximité du centre

é . [ anomere augmente 1’affinité de glucides pour

2 2] ! Sitilp PA-IL.''® Par contre, et, de maniére trés
10 / o e f \ r

ol d py Rt ) surprenante, le glycofulleréne glucosylé 111

poe 0 1 bt g montre également un pouvoir inhibiteur non

P A PO TR I e T TR . négligeable. Avec une MIC de 63 uM, ce

Contcrntration en Hgand (mh) compos¢ est méme meilleur inhibiteur que le

Figure 80 : Courbes d'inhibition ELLA des glycofullerénes, glycofulleréne galactosylé 109
carré bordeaux : 21, rond bleu : 111, triangle vert : 109, '
losange bleu : 114, barres d’erreur : déviation standard

La détermination d’ICsy par ELLA
confirme la trés grande efficacité du glycofulleréne 114 avec un ICsy de 40 nM correspondant
a un facteur d’amélioration de 5500 (Figure 80). La plus faible activité du glycofulleréne 109
est confirmée par cette technique méme si le facteur d’amélioration (B = 251) est important.

Par la technique ELLA, une inhibition par le composé glucosylé 111 est également observée.
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Le potentiel inhibiteur de ce composé reste faible et comparable a la référence monovalente.
L’inhibition n’apparait que pour les deux concentrations les plus élevées et chute trés vite.
Cette observation peut constituer un obstacle a la validation d’un phénomene d’inhibition.
Cela dit, la constatation d’un phénoméne d’inhibition par deux techniques rend délicate
I’attribution d’un tel résultat a des phénomenes liés a une erreur de manipulation ou a une
contamination.

La détermination d’ICsy par SPR selon le méme principe que précédemment conduit a
des améliorations plus faibles pour les composés galactosylés (Figure 81). En effet, le
composé 109 (bras EG;) conduit a une 104

amélioration par un facteur B d’environ 400. o N L

Contrairement aux mesures HIA et ELLA, le 5 s i !

composé 114 est moins efficace que le %‘ (:: ‘ %

glycofulleréne 109 puisque I’amélioration est § @l . » y

environ deux fois inférieure (B = 172) g«

illustrant que le caractére dynamique des 4 l:: ,‘ " o 4

mesures de SPR peut conduire a des 10 “f f ’.,’,‘ A

différences significatives. |:: i "' |

0.0 0. 0 00 000

Concernant le cas du glycofulleréne § [Ligand co[ncemrmio::(p.w) | |

glucosylé 111, la SPR montre une nouvelle ;& e o araenus 21, rond bl :

fois une inhibition non négligeable. 111, triangle vert : 109, losange bleu : 114

L’observation d’une activité significative pour ce ligand par trois techniques différentes
permet d’écarter définitivement I’hypotheése d’une erreur de manipulation. Pour les trois
techniques, des contrdles positifs et négatifs confirment le bon déroulement de la procédure
expérimentale. Or, il est bien établi que le site de liaison de PA-IL ne peut pas accommoder
de motifs glucosidiques. D’ailleurs, I’incubation de 5 uM de PA-IL avec 2,5 mM de D-
glucose ne conduit a aucune inhibition par SPR. La présence d’un groupement aromatique
triazole en position anomere sur le glycofulleréne glucosylé 111 peut potentiellement étre
source d’interactions supplémentaires et les composés monovalents modeles 156 et 157 ont
donc été testés comme inhibiteurs en SPR.

Ces composés ne montrent aucun potentiel inhibiteur. Considérant ces différents
éléments, il apparait que ces observations doivent découler d’interactions non spécifiques.
Seulement, si une interaction non spécifique a lieu sur une partie de lectine éloignée du site de
liaison, il n’y a pas de raison évidente pour expliquer que cette interaction conduise a une
inhibition de 1’adhésion de la lectine a une surface galactosylée. Dés lors, I’explication qui
nous semble la plus probable est une interaction non spécifique en dehors du site de liaison
conduisant, pour des ligands multivalents volumineux, & une stabilisation stérique selon le
concept proposé par Whitesides.'?® La stabilisation stérique impliquerait que si une molécule
volumineuse établit des contacts non spécifiques a proximité du site de liaison de lectine,
I’adhésion de cette lectine a une surface pourrait &tre inhibée par simple répulsion stérique.
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Des expériences supplémentaires semblent nécessaires pour confirmer ou infirmer une
telle hypothese. Quoi qu’il en soit, ces expériences ont montré que des structures de types
glycofullerenes peuvent conduire a des améliorations d’activité tres conséquentes.

3.1.1.4 Comparaisons, influence de la topologie et thermodynamique

L’étude systématique des glycoclusters par quatre techniques d’analyses (HIA, ELLA,
SPR et ITC) révele de maniere claire une influence de la topologie du ligand multivalent.
L’analyse des différentes conformations (cone, cone partiel et 1,3-alterné) des glycoclusters
basés sur les calix[4]arenes a montré que les conformations présentant un sucre de chaque
coté du noyau calix[4]aréne permettent d’atteindre une géométrie particulicrement adaptée a
la structure de la lectine PA-IL et trés probablement a une association chélate entre deux sites
de liaison adjacents.

La grande diversité dans les cceurs des architectures multivalentes préparées par
synthése chimique a permis I’observation de profils d’inhibition et d’interaction trés variés.
Les mesures d’inhibition ont montré des différences significatives du facteur d’amélioration 3
en fonction des différentes possibilités.

De la méme maniére, I’ITC a permis d’observer I’influence des différentes topologies
sur les parametres des interactions. Par exemple, la structure du cceur de 1’architecture et la
topologie globale du ligand conduisent a différentes stoechiométries et ce, méme pour des
ligands de méme valence. Des profils thermodynamiques trés différents (Figure 82) ont été
observés pour plusieurs glycoclusters. Si tous les ligands montrent une contribution
enthalpique favorable significative opposée a un colit entropique défavorable, la proportion de
chacune des contributions reste néanmoins trés variable.

Ainsi, de trés bons ligands d’affinités similaires pour PA-IL peuvent montrer des
profils thermodynamiques tres différents. En effet, la méme valeur d’énergie libre (AG) peut
étre obtenue a partir de couples enthalpie/entropie trés variés. Par exemple, le glycocluster
106 montre une contribution enthalpique (AH) trés forte compensée par une barricre
entropique (AS) importante alors que le ligand 85 montre une contribution enthalpique treés
inférieure mais qui est associée a un faible colit entropique.
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Figure 82 : Composantes thermodynamiques des interactions entre les glycoclusters de topologies variables et la lectine PA-IL

Les phénomenes de compensation enthalpie/entropie sont connus depuis longtemps
pour la formation de complexes non covalents. Ce phénoméne peut étre décrit comme une
apparente corrélation linéaire entre Denthalpie et Ientropie.’® Cette idée est née de
I’observation d’entropies croissantes proportionnelles a l’augmentation d’enthalpie. Une
manicre de se représenter ce concept est de considérer que lorsque le nombre de contacts
augmente (enthalpie favorable), D’interaction conduit a une plus grande restriction
conformationnelle (entropie défavorable). Plusieurs explications ont ¢été avancées et
contestées.”’ Par exemple, certains auteurs ont invoqués la dépendance de ces paramétres
3% ou a Dinfluence de

I’organisation du solvant.”” Cela dit, de nombreux auteurs insistent sur I’importance des

thermodynamiques a la capacité calorifique molaire (ACp)

erreurs de mesure de ce type de parameétres et remettent en question 1’existence significative
. . v 356-357,360
(statistiquement) d’un tel phénomeéne. ’
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Figure 83 : Représentation de la contribution enthalpique (AH) en fonction de la contribution entropique (-TAS)

La représentation des couples enthalpie/entropie pour les différents glycoclusters
multivalents illustre une corrélation linéaire apparente (Figure 83). La position d’un ligand sur
ce graphique est également reliée a I’énergie libre de D'interaction. L’affinité a une
température donnée (ici 25°C) peut étre représentée par une droite passant par tous les couples
enthalpie/entropie qui conduisent a une telle affinité.

Cette représentation illustre treés bien la différence qui peut exister dans les profils
thermodynamiques pour des ligands d’affinités comparables. Par exemple les deux
glycoclusters 106 et 85 ont une affinité sensiblement similaire mais des profils tout a fait
différents.

Les différences de stoechiométrie et de profil thermodynamiques impliquent des
mécanismes d’association différents. Etant donné la valence et la structure de ces ligands, il a
été montré qu’il était tout a fait cohérent d’anticiper la participation de plusieurs mécanismes
a l’association globale (inter vs. intramoléculaire par exemple). L’organisation et la
présentation tridimensionnelle des sucres peuvent influencer fortement les équilibres subtils
entre ces différents mécanismes. En plus de confirmer la trés grande importance de la
topologie dans I’interaction avec une lectine donnée, ces résultats illustrent que des
modifications minimes sur des structure de petites tailles et de faibles valences suffisent a
engendrer une diversité considérable d’interactions multivalentes.

3.1.2 Influence de la rigidité de I’espaceur

L’évaluation des glycoclusters constitués de bras espaceurs de type triéthyléneglycol a
révélé plusieurs ligands de haute affinités et donc potentiellement intéressants dans une
approche thérapeutique. Dans une approche classique de relation structure activité, si nous
souhaitons augmenter 1’affinité, il est envisageable de vouloir augmenter I’affinité en
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augmentant la contribution enthalpique. Pour ce faire, il est généralement trés efficace
d’introduire un groupement aromatique en position anomere et de modifier et d’optimiser les
contacts existants (liaisons hydrogenes, interactions hydrophobes). Par exemple, le Pr. René
Roy développe des ligands monovalents de type glycomimétiques pour la lectine PA-IIL.*!

Considérant les cofits entropiques mesurés et la flexibilité du bras espaceur utilisé
jusqu’a présent, une autre possibilité serait de rigidifier la structure initiale pour permettre une
moindre perte de degrés de liberté lors de 1’association. S’il était possible de diminuer le cofit
entropique de I’interaction du ligand 52 de «seulement» 36 J.mol"' sans modifier la
contribution enthalpique, cela conduirait a une amélioration supplémentaire de I’affinité par
un facteur 100 et donc une affinité de 1,8 nM.

Durant le travail de synthése, des liaisons amides et un motif aromatique ont été
introduits dans des bras espaceur rigidifiés. Ces synthéses ont permis de préparer plusieurs
glycoclusters présentant une structure rigidifiée. Avant de passer a 1’évaluation de ces
glycoclusters, il est nécessaire d’évaluer précisément les contributions éventuelles du bras
espaceur a I’affinité pour PA-IL.

3.1.2.1 Références monovalentes rigidifiées

3.1.2.1.1 HIA, ELLA et SPR

L’influence des motifs amides et aromatiques insérés durant la conception des bras
espaceurs plus rigides peut étre évaluée grace aux différentes références monovalentes
GalEGs-Triaz 21, GalEG;NAc-Triaz 118, GalEGGlyNAc-Triaz 123 et GalPhNAc-Triaz 129
(Figure 84).

Ho OH Ho _~OH Ho _~OH Ho ~OH
o
Hogﬁvo\/\ ~_O N Hoggpo\/\ ~_N Hoé&o\/\ R HOXAA O
OH oH H
OH
21 118 123 129

Figure 84 : Références monovalentes pour I'étude des espaceurs rigidifiés

Toutes les références monovalentes ont d’abord été évaluées par les techniques
d’inhibition (HIA, ELLA, SPR) selon le méme mode opératoire que précédemment.
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HIA ELLA SPR

Ligand Valence| MIC (mM) ICsy (uM) ICsy (uM)
B-D-GalOMe 1 5 127,5 n.d.
21 GalEG;-Triaz 1 10 220 63,5
118 GalEGNAzTriaz | 1 | 10 350 | 583
123 GalEGGlyNAz-Triaz 1 2,5 300 60
129 GalPhNAz-Triaz 1 0,25 46 2,6

n.d. : non déterminé

Tableau 16 : Mesures d'inhibition pour les différentes références monovalentes

Les mesures d’inhibition de I’hémagglutination conduisent a des valeurs de MIC tres
proches pour les références monovalentes rigidifiées. Le composé 129 comprenant un motif
aromatique montre lui un trés bon pouvoir inhibiteur. Toutes les données sont trés bien
corrélées entre les méthodes. En effet, les expériences ELLA (Figure 85 gauche) et de SPR
(Figure 85 droite) montrent également que les références monovalentes 21, 118 et 123 se
comportent de manicre tres similaires. La grande efficacité de la référence monovalente 129
est observée pour les trois techniques.
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Figure 85 : Courbes d'inhibition obtenues par ELLA (gauche) et SPR (droite) pour les références monovalentes, carré bleu : -
GalOMe, rond bordeaux : 21, triangle vert : 118, triangle orange : 123, losange pourpre : 129

3.1.2.1.2 ITC

L’interaction de ces trois nouvelles références monovalentes a ensuite été étudiée par
microcalorimétrie. Les résultats de titration confirment également une affinité relativement
équivalente pour les références monovalentes 21, 118 et 123. Etant donné que 1’affinité faible
ne permet pas d’obtenir une sigmoide bien définie, la stoechiométrie est fixée dans la
procédure d’ajustement a un modele théorique. Le choix dans la valeur de la steechiométrie
est déterminé en fonction du lot de lectine par une mesure avec un ligand de plus haute
affinité.
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ITC

a - AH" - TAS -AG

Ligand Valence n kJ.mol'  kJ.mol' kJ.mol" Kp (uM)
B- GalOMe* 1 08¢ 39 15 24 70
21 GalEG;-Triaz 1 14 361 14 22 150 £1
s GalEGNAzTriaz 1 | 089 488x07 26 23 1077
123 GalEGGlyNAz-Triaz 1 0,8 64 +11 43 21 181 12
129 GalPhNAz-Triaz 1 0,81 +0,01 53 +2 23 30 5,809

a : steechiométrie, b : l'erreur correspond a la déviation standard sur 2 ou 3 expériences, ¢ : seulement une expérience, d : paramétre fixé pour

le fitting.

Tableau : Données de microcalorimétrie pour I’interaction des références monovalentes avec PA-IL
Tabl 17 : D d 1 t I’int tion d f lent PA-II

Cette étude révele que la référence monovalente GalPhNAz-Triaz 129 est un excellent
ligand monovalent de la lectine. L’affinité de ce composé (Figure 86) est presque dix fois
supérieure a celle des ligands naturels et équivalente a celle des meilleurs ligands synthétiques
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Figure 86 : Mesure ITC du ligand 129
(1,4 mM) avec PA-IL (0,12 mM), haut :
thermogramme, bas : courbe de
titration et ajustement d'un modéle
théorique

monovalents de cette lectine (collaboration René Roy,
résultats non publiés).

Les références monovalentes dont le bras espaceur
posséde une liaison amide 118 puis deux liaisons amide
123 conduisent a une augmentation successive de la
contribution enthalpique de I’interaction. L’enthalpie du
ligand 123 est presque doublée par rapport au ligand de
premicre génération 21. Le colit entropique augmente lui
aussi significativement et le ligand monovalent 118 (1 lien
amide) constitue un profil intermédiaire entre les ligands
123 et 21 (Figure 86). Ce constat est surprenant puisqu’il ne
semble pas cohérent avec 1’idée que les ligands 118 et 123
sont plus rigides que le ligand 21. En effet, si un ligand est
plus rigide dans son état libre, 1’association avec une lectine

\

devrait conduire a une moindre diminution de la liberté

conformationnelle de ces ligands et donc a une entropie
moins défavorable.

L’augmentation du terme enthalpique pour I’interaction du ligand GalPhNAz-Triaz
129 était, par contre, plus prévisible. La présence de résidus aromatiques est propice a
I’établissement de contacts favorables avec la lectine.''® Par contre, étant donnés la rigidité et
le caracteére hydrophobe de ce ligand, une entropie moins défavorable aurait pu étre attendue.
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Figure 87 : Composantes thermodynamiques des interactions entre les références monovalentes et PA-IL

L’observation d’affinités similaires pour les ligands 21, 118 et 123 est importante pour
la comparaison des glycoclusters préparés sur la base de ces différents bras espaceurs. Une
nouvelle fois, ceci permettra de ne mesurer que des effets liés a la multivalence et a
I’augmentation de la rigidité des bras espaceurs. Parallelement, I’observation de profils
thermodynamiques inattendus risque de compliquer I’interprétation des résultats méme si elle
est en soi tres intéressante.

3.1.2.2 Glycoclusters rigidifiés

3.1.2.2.1 Glycoclusters en étude

Pour les raisons présentées dans le chapitre de synthése, seuls quelques cceurs
tétrafonctionnels ont été utilisés dans la synthése de glycoclusters rigidifiés. Avec un bras
espaceur de type GalEG,NAc-Triaz, les glycoclusters basés sur le calix[4]aréne 1,3-alterné
131 et sur le glucose 151 sont disponibles. En série GalEGGlyNAz et GalPhNAz, des
glycoclusters de type porphyrine (147 et 149), calix[4]aréne cone (133 et 139), calix[4]aréne
cone partiel (135 et 141), calix[4]aréne 1,3-alterné (137 et 143) et glucose (153 et 155) font
partie de cette étude (Figure 88).
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Figure 88 : Glycoclusters tétravalents constitués de bras espaceurs de rigidités variables

3.1.2.2.2 HIA, ELLA et SPR

Avec une stratégie d’évaluation identique, ces glycoclusters rigidifiés de seconde
génération ont d’abord été évalués par leur pouvoir inhibiteur par HIA, ELLA et SPR. Les
résultats de ces mesures sont présentés par famille de composés basés sur le méme cceur
multivalent.

Dans chaque famille les données mesurées pour les glycoclusters rigidifiés sont
présentées et les valeurs obtenues précédemment pour les glycoclusters équivalents de
premicre génération (GalEG;) sont rappelées. Les facteurs d’amélioration B reportés sont
calculés en prenant en compte la référence monovalente adaptée en fonction de la nature du
bras espaceur. Ainsi, dans une méme famille, les facteurs d’amélioration reflétent tous
I’amélioration lie a la présentation multivalente mais leur calcul est basé sur des références
monovalentes différentes.
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HIA ELLA SPR

Caeur Ligand MIC (mM) p° |ICsouM) B° |ICso(uM) pB°
85 Tétra — GalEG; 0,063 159 0,5 440 1,4 45
147 Porphyrine Tétra — GalEGGlyNAz 0,001 2500 0,7 429 1,6 37,5
149 Tétra — GalPhNAz hémolyse - 2 23 n.s. -
48 Tétra — GalEG; 0,29 34 42 5,2 2.5 29
133 CalixMlaréne 4 GAalEGGIyNAZ 0,25 10 21 14 | ns. -

Cone (4:0)
139 Tétra — GalPhNAz hémolyse - 0,8 57 n.s. -
50 Tétra — GalEG; 0,5 20 46 4,8 1,7 42
Calix[4]aréne .
135 Cone partiel (3 : 1) Tétra — GalEGGlyNAz 0,25 10 7 43 1,1 54
141 Tétra — GalPhNAz hémolyse - 0,9 51 1.S. -
52 Tétra — GalEG;, 0,5 20 36 6,1 0,5 144
131 Tétra — GalEG,NAz 0,5 20 7 50 1,0 58
Calix|[4]aréne [

137 1.3-alterné (2 : 2) Tétra — GalEGGlyNAz 0,625 4 14 21 1,2 50
143 Tétra — GalPhNAz hémolyse - 5 9 0,8 35
145 Tétra — GalEG,” >2 - 15 15 0,6 105
95 Tétra — GalEG; >2 - 9 24 2.8 23
151 Tétra — GalEG,NAz 0,25 40 2 175 1,9 31

Glucose
153 Tétra — GalEGGlyNAz >2 - 4 75 1,7 35
155 Tétra — GalPhNAz hémolyse - 0 n.d. -

a : amélioration d’ICs, par rapport a la référence monovalente adaptée en fonction de I’espaceur, b : référence utilisée est GalEG;-Triaz 21,
n.s. : non soluble méme avec ajout de 5 % de DMSO, hémeolyse : observation visuelle d’une dégradation des globules rouges

Tableau 18 : Mesures d'inhibition pour les glycoclusters rigidifiés de seconde génération

Malheureusement, la premiére constatation est que les glycoclusters 149, 139, 141,
145 et 155 fonctionnalisés par des galactosides de type GalPhNAz sont tres insolubles méme
en présence de DMSO (5%). La présence de groupements aromatiques qui permet une tres
bonne affinité du ligand monovalent et pouvait laisser espérer de trés bonnes améliorations de
multivalence est la cause de cette trés faible solubilité. Ces glycoclusters, quand ils peuvent
étre suffisamment solubilisés, conduisent systématiquement a I’hémolyse des globules rouges
en HIA. Des mesures ont cependant pu étre réalisées pour certains de ces glycoclusters
notamment par ELLA (Figure 89). Cela dit, les valeurs mesurées n’indiquent pas des
améliorations trés importantes. Certaines valeurs d’ICsy sont relativement faibles mais la
comparaison avec la référence monovalente qui possede une trés grande affinité conduit a des
facteurs [ tres modestes.

De maniére décevante, trés peu de composés rigidifiés conduisent, par ces techniques,
a des améliorations significatives. Dans de nombreux cas, une diminution de 1’activité est
méme observée. Notons tout de méme que pour les porphyrines, le glycocluster 147 construit
sur le bras espaceur GalEGGlyNAz montre un pouvoir inhibiteur trés important en HIA ( =
2500) confirmé en ELLA (B = 429). Pour les trois glycoclusters de type calixaréne basés sur
ce méme bras espaceur, le passage des ligands de premicre génération 48, 50 et 52 aux
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ligands rigidifiés 133, 135 et 137 s’accompagne d’une amélioration du facteur P non
négligeable en ELLA. Par contre, en HIA, ces composés conduisent systématiquement a des
améliorations plus faibles ou équivalentes.

Pour les composés basés sur le glucose, seul le glycocluster basé sur le bras espaceur
GalEG,NAz 151 montre une amélioration significative en HIA et en ELLA. Les expériences
d’inhibition par SPR (Figure 90) ne montrent aucune augmentation du facteur 3 lide a la
rigidification des bras espaceurs.
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Figure 89 : Courbes d'inhibition obtenues par ELLA pour les glycoclusters rigidifiés, couleurs correspondent au cceur de la molécule
(pourpre : porphyrine, bordeaux : calix[4]aréne cone, vert : calix[4]aréne cone partiel, bleu : calix[4]aréne 1,3-alterné et orange :
glucose), formes correspondent au bras espaceur (carré : GalEG;, triangle haut: GalEG,;NAz, rond : GalEGGIlyNAz, losange :
GalPhNAz et triangle bas : GalEG,
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Figure 90 : Courbes d’inhibition obtenues par SPR pour les glycoclusters rigidifiés, couleurs correspondent au cceur de la molécule
(pourpre : porphyrine, bordeaux : calix[4]aréne cone, vert : calix[4]aréne cone partiel, bleu : calix[4]aréne 1,3-alterné et orange :
glucose), formes correspondent au bras espaceur (carré : GalEG;, triangle haut: GalEG,;NAz, rond : GalEGGIyNAz, losange :
GalPhNAz et triangle bas : GalEG;
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3.1.2.2.3 ITC

L’évaluation des aspects thermodynamiques des interactions entre les glycoclusters
rigidifiés et PA-IL se heurte au méme probléme de solubilité. Les conditions de solubilité
requises pour la mise en ceuvre de la microcalorimétrie de titration n’ont pas été atteintes pour
plusieurs composés. Par exemple, aucun glycocluster rigidifi¢ de la famille des
glycoporphyrines 147 et 149 ou des calix[4]arénes cone 133 et 139 n’a pu étre évalué par
ITC. A T’exception des composés basés sur le bras espaceur GalPhNAz, tous les autres
glycoclusters de seconde génération se sont montrés suffisamment solubles pour étre évalués.

ITC
. a - AH" —-TAS -AG b ¢
Caeur ng and n kJ.mol™! kJ.mol!'  kJ.mol! K»p (‘u M) ﬂ
85 Tétra — GalEG; 0,46 + 0,04 60 +7 23 37 0,33 x0,06 451
147 Porphyrine Tétra— GalEGGIyNAz n.s.
149 Tétra — GalPhNAz n.s.
48 atare Tétra— GalEG; | 0,33+001  7l+6 34 37 0,4:01 357
alix[4]arene
133 cone Tétra — GalEGGlyNAz n.s.
139 “:0) Tétra — GalPhNAz n.s.
50 Cali . Tétra — GalEG; 0,26 +0,01 98 +9 60 38 0,200 0,005 750
alix[4]aréne
135 cone partiel  Tétra— GalEGGIyNAz | 0,38 + 0,01 78 +2 40 38 0,239 £0,003 753
141 G:1 Tétra — GalPhNAz n.s.
52 Tétra — GalEG; 0,24 +0,03 104 1 65 39 0,176 0,006 852
131 ) . Tétra— GalEG,NAz | 0,24 + 0,02 158 +2 119 40 0,09 x0,02 1138
Calix[4]aréne
137 1,3-alterné  Tétra— GalEGGIyNAz | 0,39 + 0,03 91 +2 53 38 0,20 x0,04 891
143 @2 Tétra — GalPhNAz n.s.
145 Tétra — GalEG,” 0,20 +0,01 147 £2 110 38 0,25+0,00 595
95 Tétra — GalEG; Fit de faible qualité *
151 G Tétra— GalEG,NAz | 0,32 +0,01 1294+01 95 35 0,80 t0,02 225
1
153 % Téwra— GaEGGINAz | 0,44£005 102510 69 33 1,72:05 106
155 Tétra — GalPhNAz n.s.

Température : 298 K. a : steechiométrie, b : l'erreur correspond a la déviation standard sur 2 ou 3 expériences, ¢ : amélioration d'affinité par
rapport a la référence monovalente adaptée en fonction de ’espaceur, d : augmentation du signal durant les premiéres injections

Tableau 19 : Données de microcalorimétrie pour ’interaction des glycoclusters de seconde génération avec PA-IL

Dans I’étude de I’influence de la rigidité du bras espaceur, plusieurs situations sont a
distinguer (Tableau 19). Les glycoclusters 135 et 137 basés sur un bras espaceur de type
GalEGGlyNAz montrent une augmentation de la stoechiométrie de I’interaction. Ceci signifie
que ce bras espaceur diminue la disponibilité des sucres pour se lier a des monomeéres de
lectine. Ainsi, le composé de premiere génération 52 montrait une steechiométrie de 4
monomeres de lectine par glycocluster tétravalent alors que son équivalent rigidifié¢ 137 ne
montre qu’une steechiométrie de 3 pour 1. Ces deux composés montrent des termes
enthalpiques favorables et entropiques défavorables plus faibles. La modification de la
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steechiométrie globale implique un changement dans les mécanismes de ’association. Ceci
rend délicat I’interprétation du profil thermodynamique de ces glycoclusters rigidifiés.

Parmi les deux glycoclusters basés sur un cceur glucose, le composé 153 (2 liens
amides par bras espaceur) montre une valeur de steechiométrie plus grande (moins de
monomeres de lectine par glycocluster) que pour le composé 151 (1 lien amide). Ce dernier
glycocluster montre une affinité deux fois supérieure au premier mais demeure un ligand
d’affinité intermédiaire.

La conservation d’une steechiométrie globale identique est un autre cas remarquable.
Le glycocluster TétraGalEG,NAz Calix[4]arene 1,3-alterné 131 montre une stoechiométrie de
0,24 exactement identique a celle mesuré pour le ligand de premicre génération 21. Dés lors,
seul le profil thermodynamique change. L’insertion d’une liaison amide dans le bras espaceur
conduit a une augmentation trés importante de la contribution enthalpique favorable. Cela dit,
cette augmentation est a mettre en relation avec celle mesurée pour la référence monovalente
118. Ainsi, la contribution enthalpique est toujours relativement proportionnelle a 1’enthalpie
de I’association monovalente. La barriére entropique défavorable de I’interaction multivalente
globale est également fortement augmentée. Ce colt entropique est trés important en valeur
absolue mais ne compense pas la contribution enthalpique autant que pour les autres
glycoclusters (Figure 92). Des lors, ce composé (Figure 91) conduit a une énergie libre
globale trés favorable et a une constante de dissociation de 90 nM (B = 1138). Ce composé
constitue donc le meilleur ligand connu a ce jour pour PA-IL.
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Figure 91 : Mesure ITC du ligand 131 (0,12 mM) avec PA-IL (0,05 mM), haut : thermogramme, bas : courbe de titration et
ajustement d'un modéle théorique
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Figure 92 : Composantes thermodynamiques des interactions entre les glycoclusters rigidifiés et PA-IL

L’obtention d’une telle amélioration d’affinité est tres intéressante puisqu’elle illustre
que la rigidification de la structure semble exacerber la compatibilité ou I’incompatibilité
d’une structure pour une lectine donnée. La structure calix[4]aréne 1,3-alterné a conduit au
meilleur ligand multivalent de premiere génération 52 et au meilleur ligand multivalent de
seconde génération 131.

Enfin, le glycocluster basé sur le méme coeur mais avec un bras espaceur flexible plus
court (diéthyléneglycol) TétraGalEG,calix[4]aréne 1,3-alterné 145 a été évalué pour vérifier
que la distance induite par le bras espaceur EG3 est bien la mieux adaptée a la distance entre
les sites de liaison. Méme si Daffinité de ce composé est plus faible que celle du
TétraGalEGscalix[4]aréne 1,3-alterné 52, il montre un Kp de 250 nM. Une fois encore, le
profil thermodynamique indique une treés forte contribution enthalpique compensée par un
colt entropique trés important. De cette expérience, il est possible de conclure que la distance
des bras triéthyléneglycol est la plus adaptée a cette lectine. Cela dit, la flexibilité du bras
diéthyleéneglycol (EG;) permet tout de méme une interaction favorable.
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Figure 93 : Représentation de la contribution enthalpique (AH) en fonction de la contribution entropique (-TAS)

La rigidification des bras espaceurs et 1’évaluation de ces glycoclusters de seconde
génération illustre parfaitement la nécessité d’un équilibre subtil entre rigidité et flexibilité. Si
le glycocluster 131 a montré une amélioration significative de 1’affinité liée a cette rigidité, de
nombreux autres glycoclusters de seconde génération ont conduit a la diminution de la
valence fonctionnelle du glycocluster. Ceci est cohérent avec ’idée que, plus le ligand est
rigide, plus la compatibilité géométrique entre le ligand et la lectine doit étre fine pour une
association efficace.

De plus, la mesure des parametres thermodynamiques des références monovalentes a
montré des profils surprenants. Le concept de «rigidité » mérite donc une étude plus
approfondie. La modélisation de ces références monovalentes pourrait étre une contribution a
la compréhension des phénomenes observés jusqu’ici.

3.1.2.3 Modélisation des bras espaceurs

La construction in silico des quatre références monovalentes GalEG;-Triaz 21,
GalEG;NAc-Triaz 118, GalEGGlyNAc-Triaz 123 et GalPhNAc-Triaz 129 a été entreprise
pour tenter d’évaluer la rigidité de ces molécules. En effet, la conception de ces molécules est
basée sur la plus faible liberté¢ conformationnelle induite par la diminution des degrés de
libertés rotationnels des liaisons du bras espaceur. Le remplacement de liaisons O—CH,; par
des liaisons amides HN—C(O) pour les composés 118 et 123 diminue le nombre « d’axes » de
rotation potentiels du bras espaceur. La construction de ces molécules et la réalisation d’une
é¢tude conformationnelle systématique donne acceés a plusieurs paramétres géométriques,
énergétiques et statistiques.
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Figure 94 : Définition des liaisons libres de rotation et choix de I'angle d'incrémentation  sucre. Les géométries des
ligands sont alors

optimisées et I’angle de torsion @ est vérifié¢ (300°, effet exo-anomere). En partant d’une
conformation étendue (tous les angles de torsions a 180°), il reste a définir pour chaque ligand
les liaisons pouvant entrer en rotation et également la valeur de ’incrémentation des angles
(Figure 94). Ces parameétres ont été ajustés en prenant en compte la préférence pour les
conformations alternées (non-éclipsées), ainsi que des considérations d’ordre pratiques telles
que le nombre de conformation théoriques obtenues et donc le temps de calcul nécessaire.
Pour finir un « cut-off » a 20 kcal/mol est impos¢ pour limiter le nombre de conformations
trés défavorables. La définition de ces liaisons conduit & des nombres réduits/nombre
théorique de conformations de 48548/2,56 pour le GalEG;-triaz 21, de 44500/419904 pour le
GalEG;NAz-triaz 119, de 26988/69984 pour le GalEGGlyNAz-triaz 123 et de 7624/10368

pour le GalPhNAz-triaz 129.

Le calcul systématique explore alors toutes les conformations accessibles par la
définition des angles de torsion d’intérét. Pour chacune de ces conformations, 1’énergie du
ligand est calculée. Une base de données est obtenue pour chaque ligand et elle contient les
parametres géométriques et énergétiques de toutes les conformations ne conduisant pas a une
augmentation d’énergie supérieure a 20 kcal/mol.

Centroide sucre Centroide triazole

Plan « normtriaz » (normale centroide triaz + C-5)

Plan « triaz » (atomes triazole)

Plan « variable » (centroide triaz + centroide sucre + O endocyclique)

Figure 95 : Définition de repéres géométriques pour des mesures de distances et d'angle (image : ligand 21)

A partir de ce document de travail, il est possible de définir des repéres géométriques
et de calculer des caractéristiques de distance et d’angle pour chaque ligand (Figure 95).
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Ainsi, pour chaque ligand, deux centroides sont définis par les barycentres des cycles du sucre
et du triazole. Ensuite, deux plans fixes sont établis : un plan passe par les atomes du triazole
(plan triaz) et le second est défini par rapport a la normale du centroide du triazole (plan

normtriaz). Enfin un plan variable est défini par les deux centroides sucre et triaz et I’oxygene

endocyclique du sucre.

La création de ces reperes pour chaque ligand permet de déterminer des valeurs

numériques caractérisant
les conformations des
quatre  ligands.  Les
distances entre les
centroides sucre et triaz
sont mesurées. La
combinaison du centroide
sucre avec un plan
permet de déterminer les
hauteurs (distance de la
normale au plan) du
sucres par rapport au plan
triaz et au  plan

Hauteur sucre — plan trioz

M

Hauteur sucre — plan normtriaz

A 4

Ang

le entre plan tricz et plan variable

e

Figure 96 : Caractéristiques mesurés pour toutes les conformations et tous les ligands (image :

ligand 118)

normtriaz. Enfin, le plan variable conduit a la mesure d’un angle diedre avec le plan triaz

(Figure 96).

Pour chaque ligand la base de données contient toutes les conformations caractérisées
par leur énergie associée et par toutes les mesures de distance, d’angle et de hauteur. Les
différentes caractéristiques géométriques peuvent donc étre représentées par une distribution
de fréquence dans la base de données conformationelle (Figure 97, gauche). Dans cette
représentation, une distribution homogene proche d’une Gaussienne centrée sur 10 A est
observée pour I’extension (distance sucre — triazole) des ligands 21, 118 et 123.

Le ligand GalPhNAz-triaz 129 montre quant a lui une distribution d’extension tres
resserrée entre 10 et 12 A. Cela dit, cette représentation prend en compte toutes les
conformations issues du calcul conformationnel avec comme seul critére un « cut-off » a 20

kcal/mol (énergie relative). Ceci signifie que toutes ces conformations sont considérées
comme participant toutes a la population avec la méme probabilité d’existence.

A partir des énergies calculées pour chaque conformation selon le champ de force
TRIPOS, il est possible de déterminer une énergie relative E; par rapport a I’énergie la plus
faible. La probabilité d’existence de chaque conformation peut alors étre décrite en fonction

de cette énergie relative par la loi de distribution de Boltzmann (Equation 30 et 31).
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Di = T (éq. 30)
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Q= e(k_Tl) (éq. 31)

La population relative de chaque conformation d’un ligand monovalent p; est estimée
a partir de I’énergie relative (E;), de la constante de Boltzmann £, de la température T et d’une
fonction de partition (. La détermination de la probabilité de population permet donc
d’ajouter un critére énergétique dans la réprésentation des paramétres géométriques. Ainsi,
lorsque chaque conformation est pondérée par sa probabilité, la distribution de distance
devient tres différente (Figure 97, droite).
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Figure 97 : Représentation de la distance sucre - triaz par une distribution de fréquence (gauche) et la probabilité de population
(droite) pour GalEG;-triaz 21, GalEG,;NAz-triaz 118, GalEGGlyNAz-triaz 123 et GalPhNAz-triaz 129

La différence trés marquée entre ces deux représentations souligne I’importance
d’appliquer un critére énergétique de probabilité sur les données. La gamme des distance est
plus large (5 a 14 A) et, pour les ligands 21, 118 et 123, la répartition dans cette gamme est
relativement homogéne méme si les conformations des ligands 118 et 123 semblent induire
des distances légerement plus faibles. La référence monovalente aromatique 129 confirme
logiquement sa distribution entre des distances de 10 et 12 A.

Les autres caractéristiques géométriques peuvent donc étre également représentées
pour chaque ligand a partir de ces conformations pondérées.

Par exemple la hauteur du sucre (centroide) par rapport au plan formé par les atomes
du triazole est représentée pour chaque ligand (Figure 98). Le premier constat est que,
logiquement, les sucres peuvent étre répartis de part et d’autre du plan formé par le triazole
(valeurs négatives et positives). Pour tous les ligands, cette hauteur est comprise entre -14 et
10 A. La répartition de ces hauteurs est relativement homogéne mais il semble que les valeurs
négatives (entre -10 et -8 A) soient privilégiée pour les ligands 21, 118 et 123. Cette tendance
peut étre expliqué par 1’angle de torsion ® de 300 ° (effet exo-anomere) qui implique que le
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sucre n’est pas dans le plan dans la structure initiale étalée du ligand, induisant des le départ
un déséquilibre.

Concernant le ligand aromatique 129, une répartition différente est observée. En effet,
si la gamme de hauteur est identique, les valeurs extrémes de hauteur (-10 et 9 A) sont
nettement plus peuplées.

Probabilité de population

Hauteur en A 7 10
13 16 19
B GalEG3-triaz 0 GalEG2NAz-triaz M GalEGGIyNAz-triaz B GalPhNAz-triaz
21 118 123 129

Figure 98 : Représentation de la hauteur sucre — plan triaz par la probabilité de population pour GalEGs;-triaz 21, GalEG;NAz-triaz
118, GalEGGIyNAz-triaz 123 et GalPhNAz-triaz 129

Lorsque la hauteur entre le sucre et le plan formé par la normale au centroide du
triazole est représentée pour les conformations pondérées (Figure 99), une répartition
bimodale est observée pour les références monovalentes aliphatiques 21, 118 et 123. Une
nouvelle fois, des valeurs négatives et positives sont mesurées et ceci illustre qu’une
conformation plus ou moins « repliée » permettant de passer de I’autre c6té du plan normtriaz
n’est pas forcément rédibitoire du point de vue énergétique. Cela dit, les conformations de
faible énergie ne sont pas répartie autour de 0 puisque les hauteurs les plus probables pour le
ligand 21 sont d’environ — 7 et 2 A (distribution bi-modale).

Probabilité de population

Hauteuren A

B GalEG3-triaz [ GalEG2NAz-triaz B GalEGGIlyNAz-triaz B GalPhNAz-triaz

21 118 123 129

Figure 99 : Représentation de la hauteur sucre — plan normtriaz par la probabilité de population pour GalEG;-triaz 21, GalEG,NAz-
triaz 118, GalEGGIlyNAz-triaz 123 et GalPhNAz-triaz 129
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Le ligand aromatique 129 montre une nouvelle fois une distribution différente puisque
unimodale et centrée entre — 8 et — 6 A.

La mesure de I’angle formé par le plan du triazole (plan triaz) et le plan défini par les
centroides du sucre, du triazole et par I’oxygene endocyclique (plan variable) montre une
répartition trés homogeéne entre les différentes références monovalentes (Figure 100). La
gamme des angles peuplés s’étend presque sur les angles possibles (0-180°) méme si les deux
extrémes montrent un population clairement plus faible. Ceci peut une nouvelle fois étre mis
en relation avec 1’angle de torsion @ et ’effet exo-anomere.

0,15

Probabilité de population
o
[R=Y

100
Angleen ® 120 140 160
180 00

B GalEG3-triaz [ GalEG2NAz-triaz B GalEGGIlyNAz-triaz B GalPhNAz-triaz

21 118 123 129

Figure 100 : Représentation de I’angle entre les plans variable et triaz par la probabilité de population pour GalEGs;-triaz 21,
GalEG;NAz-triaz 118, Gal[EGGIlyNAz-triaz 123 et GalPhNAz-triaz 129

Les représentations des parametres géométriques des références monovalentes
montrent que méme si de légeéres différences existent dans le comportement des ligands
aliphatiques 21, 118 et 123, seul le ligand aromatique semble étre soumis a une restriction de
ses degrés de liberté rotationnels. L’insertion de liaisons amides (ligands aliphatiques 118 et
123) ne conduit pas a des changements de profils conformationnels clairs. La répartition des
conformations selon leur probabilité est relativement homogene pour ces ligands.

Pour ces ligands, il serait incorrect de conclure que I’insertion de liens amide conduit a
des changements radicaux de la conformation et des degrés de liberté. Ce constat indique que
les comportements des glycoclusters préparés a partir de ces différents bras espaceurs non
aromatiques peuvent étre comparés et que les différences observées ne sont pas dues a des
variations de la longueur du bras espaceur ou de répartition dans 1’espace. Par contre, il
indique également que ces mesures ne permettent pas d’expliquer la différences des profils
thermodynamiques observés dans les expériences ITC avec ces références monovalentes.

Pour approfondir la compréhension de 1’origine du changement entropique mesuré
pour ces ligands, la détermination des populations par la loi de Boltzmann peut étre tres utile.
A partir de la probabilité de population de chaque conformation, il est possible de déterminer
une entropie de Boltzmann (Equation 32) ou R est la constante des gaz parfaits.’®' Cette
entropie est purement statistique et ne constitue qu’une approximation de 1’entropie de Gibbs.
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Cette expression de I’entropie de Boltzmann ne prend pas en compte les interactions entre

molécules et donc, ne sera reliée a I’entropie de Gibbs qu’en phase gazeuse ou en milieu tres
g 362

dilué.

S= —R Zi Pi In (pl) (éq. 32)

De fait, les valeurs absolues issues du calcul de cette entropie pour les différents
ligands n’auraient que peu de signification et il est donc préférable d’exprimer ces résultats de
maniere relative en prenant comme référence le GalEGs-triaz 21 (S = 0).

Sra Normalisée b

Srea Boltzmann AS,q Gibbs ITC ¢

.
. |
Ligand Jmol! K! l;(;l;z;_lll.s;?_? é Jmol! K*!
21 GalEG-triaz 0,0 0,0 ; 0,0
118  GalEG,NAz-triaz 3.2 0,4 | -40,6
123 GalEGGIlyNAz-triaz 11,1 1,6 ! -97,8
129 GalPhNAz-triaz 9,9 2,5 ! 23,0

1
a : entropie de Boltzmann relative calculée, b : entropie de Boltzmann calculée relative divisée par le nombre de liaison

pouvant entrer en rotation durant le calcul conformationnel, ¢ : changement d'entropie relative mesurée par ITC lors de
l'interaction de ces ligands avec PA-IL

Tableau 20 : Calculs des entropies de Boltzmann relatives et normalisées

Le nombre de liaisons pouvant entrer en rotation lors du calcul des conformations
n’est pas identique pour chaque ligand. Il peut donc étre intéressant de ramener 1’entropie
relative au nombre de ces liaisons (Tableau 20). Quoiqu’il en soit, ces résultats montrent une
tendance inattendue : [’entropie des ligands censés étre rigidifiés est plus grande. Ceci est
incohérent avec le concept de flexibilité tel qu’il a été abordé dans la conception de ces
ligands rigides.

Puisque I’entropie de Boltzmann ne prend pas en compte les effets d’hydratation, les
interactions entre les molécules, les degrés de liberté translationnels et la présence de deux
partenaires dans I’interaction mesurée en ITC, les valeurs expérimentale d’interaction ne
sauraient étre comparées aux résultats du calcul de I’entropie de Boltzmann. Cela dit, il est
tres intéressant de constater que ces résultats montrent la méme tendance inattendue que les
entropies mesurées pour ’interaction de ces ligands avec PA-IL. Notons que la différence de
signe est tout a fait normale puisque l’entropie de Gibbs mesurée par ITC représente le
processus d’immobilisation du ligand dans le site de liaison par rapport a son état en solution.

Les observations d’une entropie plus importante pour les molécules congues pour étre
plus rigides sont a 1I’opposé de ce qui était attendu. Pour comprendre ce qui pourrait, par ce
calcul, conduire a un tel résultat, il faut, de nouveau, prendre en compte la probabilité associce
a chaque conformation. Pour les calculs de conformation, la définition d’un nombre de degrés
de liberté différents pour chaque molécule conduit, assez logiquement, a un nombre de
conformations possibles plus important pour les ligands qui possedent plus de degrés de
liberté.
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Si le nombre de conformations qui montrent une probabilité de population supérieure a
1,010 est calculé et que ce nombre est exprimé comme un pourcentage du nombre de
conformations total, une tendance impressionnante apparait (Tableau 21): plus de
conformations possibles ne signifie pas plus de conformations peuplées.

Les ligands congus pour étre plus rigides montrent, en proportion, un nombre de
conformations peuplées bien plus faible. Des lors, les différences d’entropie observés et les

profils inattendus peuvent étre expliqués par cette approche qui consiste a « compter » le
nombre d’états microscopiques peuplés.

p Conformations
. S« Boltzmann
Ligand 1 ol avec Pourcentage
Jmol".K % b
p,'> 1,0X10

21 GalEG;-triaz 0,0 2660 (48548) 4,6%
118  GalEG,NAz-triaz 3,2 3276 (44234) 7,4%
123  GalEGGIlyNAz-triaz 11,1 9050 (26988) 33,5%
129 GalPhNAz-triaz 9,9 4391 (7624) 57,6%

a : entropie de Boltzmann relative calculée, b : nombre de conformations ayant une probabilit¢ de population
supérieure a 1.0 E-6 et nombre total de conformations entre parenthéses

Tableau 21 : Entropie et proportion de conformations en termes de probabilité

La valeur de p; de 1E® a été choisie de maniére arbitraire et ne posséde pas de
justification énergétique. Une vision globale de la fréquence en fonction de la probabilité est
indispensable. Pour confirmer cette observation, il est donc nécessaire de représenter la
répartition du nombre de conformations en fonction de leur probabilité sur toute la gamme de
probabilités.

La représentation du nombre de conformations en fonction de classes de probabilité
est construite pour chaque ligand (Figure 101). Cette représentation confirme sans aucun
doute, I’observation réalisée sur une seule valeur arbitraire puisque des profils de répartition
tout a fait distincts apparaissent. En effet, les références monovalentes les plus « flexibles » 21
et 118 montrent des profils ou le nombre de conformation augmente pour les plus faibles
probabilités. A I’inverse, les ligands rigidifiés conduisent a des profils ou de nombreuses
conformations appartiennent a des classes de probabilités élevées. Ces différences sont tres
nettes et cohérentes avec les résultats du calcul de I’entropie.
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Figure 101 : Représentation de la fréquence en fonction de la probabilité

Pour appréhender cette idée de maniere plus classique, considérons 1 000 000 de
molécules indépendantes et n’interagissant pas entre elles ou avec un solvant. Pour le ligand
monovalent 21, les 1 000 000 de molécules seront distribuées selon 2660 conformations. Si
maintenant ce million de molécule est constitué du ligand 123, toutes ces molécules
adopteront 9050 conformations. L’entropie de ce dernier sera statistiquement plus importante.

Toutefois, il est indispensable de rappeler que les procédures et les lois de probabilités
utilisées dans ce travail de modélisation ne sont pas applicables rigoureusement aux
interactions étudiées avec une lectine en solution relativement concentrée. De plus plusieurs
contributions a I’entropie globale ne sont pas considérées par ce modele de Boltzmann. Ainsi,
les conclusions qui peuvent étre établies sur ces résultats doivent étre considérées avec
précaution.

S’il est admis que la rigidité est en relation avec I’entropie, il serait bénéfique de
différencier la vision chimique de la vision statistique. Pour un chimiste l’insertion de
contraintes de rotation dans certaines liaisons covalentes conduit a la rigidification de la
structure globale. Ceci est tout a fait vrai mais, pour appliquer le concept de rigidité a la
thermodynamique, il est nécessaire de considérer également la vision statistique qui implique
qu’une molécule est rigidifiée si la distribution des conformations est décalée vers les faibles
probabilités.

Ces résultats illustrent également qu’il est délicat de concevoir une optimisation des
termes entropiques d’une interaction sur la base de concepts intuitifs de flexibilité. La
complexité des systetmes mis en jeu souligne I’importance de poursuivre 1’étude de ces

phénomenes.
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3.2 Lectines légumineuse et humaine - Sélectivité multivalente

Les résultats obtenus lors de I’étude des interactions avec PA-IL ont illustré I’influence
de la topologie sur la nature et 1’affinité de I’interaction. Des lors qu’une certaine topologie
montre une compatibilité préférentielle pour une structure donnée de lectine, il est raisonnable
de penser qu’une sélectivité peut naitre entre différentes topologies de ligand et plusieurs
structures de lectine. Ce concept de sélectivité multivalente présenté dans le premier chapitre
est bien admis mais relativement peu étudié. Pour qu’une sélectivité provienne uniquement de
la présentation géométrique des sucres, il est encore une fois nécessaire d’utiliser une
référence monovalente adaptée et d’utiliser plusieurs techniques d’analyse des interactions
biomoléculaires.

Dans cette étude, deux lectines sont utilisées. La lectine d’Erythrina cristagalli ECA*®
364 est une lectine de légumineuse qui présente une structure classique composés de feuillets B
des lectines de légumineuse (pdb: 1V00). Elle est disponible commercialement et est
spécifique des galactosides et permet donc une étude avec des glycoclusters galactosylés et
lactosylés. La seconde lectine étudiée est la Galectine-1%*% (Gal-1). Cette lectine humaine
(pdb : TUZY) a été produite par voie recombinante chez E. coli grace aux souches fournies
par le Dr. Helen Blanchard (Griffith University, Australie). La Gal-1 est également spécifique
des P-galactosides mais son affinité pour les monosaccharides est treés faible. Seuls les
glycoclusters lactosylés pourront étre étudiés.

Ces deux lectines sont dimériques en solution ainsi qu’a 1’état cristallin. La lectine ECA
montre deux ions complexés a proximité du site de liaison mais ne participant pas directement
a l’interaction (Figure 102, gauche). Les sites de liaisons orientent les motifs lactoses de
manicre opposés ce qui ne permet pas d’envisager une association chélate avec un ligand de
faible taille et de faible valence. Pour la Galectine-1, les deux sites de liaisons sont sur la
méme face du dimere mais les extrémités réductrices des deux lactoses sont orientées vers
I’extérieur (Figure 102, droite).

Figure 102 : Structures tridimensionnelle de ECA en complexe avec le lactose (gauche) et de la galectine-1 humaine en complexe avec
du lactose (droite), sphére verte : Ca®", sphére violette : Mn®"
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3.2.1 ECA

3.2.1.1 Glycoclusters en étude

Trois glycoclusters lactosylés ont été étudiés avec ECA (Figure 103) en plus de
certains glycoclusters galactosylés déja utilisés comme ligands de PA-IL. Les glycoclusters
galactosylés utilisés sont la glycoporphyrine 85, les peptoides cyclique et linéaire 106 et 104,
le calix[6]arene hexavalent 67 et les calix[4]arénes de conformation cone 48 et 1,3-alterné 52.
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Figure 103 : Glycoclusters lactosylés étudiés avec ECA

3.2.1.2 HIA, ELLA et SPR

HIA ELLA SPR
Ligand Valence | MIC (mM) p°| ICso(uM) pB° |ICso(uM) pB*
B-D-GalOMe 1 5 0,5 678 04 n.d. -
Lactose 1 0,625 2 68 3 n.d. -
21 GalEG;-Triaz 1 2,5 1 280 1 210 1
23 LacEG;-Triaz 1 1,25 1 203 1 n.d -
85  TéraGalEGyPorphyrine 4 | 125 2 | 77 41 21 8 |
104 TétraGalEG;-Peptoide linéaire 4 >2,5 - 23 12 11 18
106 TétraGalEG;-Peptoide cyclique 4 0,625 4 14 20 42 5
67 HexaGalEG;-Calix[6]aréne 6 1,25 2 2,5 112 5,2 40
52 TétraGalEG;-Calix[4]1,3-alterné 4 1,16 2,1 17 16 n.d -
48 TétraGalEGs-calix[4]cone 4 2,5 1 13 21 n.d -
91 TéwalacEGyPorphyrine 4 | 0,056 8 | 14 45| nd. - |
63 TétraLacEG;-Calix[4]1,3-alterné 4 0,156 8 4,2 48 n.d -
59 TétraLacEG;-calix[4]cone 4 1,25 1 28 7 n.d -

a : amélioration d'ICs, par rapport a la référence monovalente adaptée au sucre du glycocluster, n.d. : non déterminé.

Tableau 22 : Détermination du potentiel inhibiteur des différents glycoclusters avec la lectine ECA
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Ces glycoclusters ont été évalués par HIA, ELLA et SPR. L’amélioration de I’activité
liée a la multivalence (facteur ) est déterminée grace a des références monovalentes basées
sur le galactose et sur le lactose. Les glycoclusters galactosylés sont donc comparés a la
référence 21 alors que les glycoclusters lactosylés sont évalués par rapport a la référence 23.

Les références monovalentes montrent le potentiel inhibiteur supérieur des lactosides.
En HIA, les facteurs d’amélioration observés pour les ligands multivalents sont tous trés
modestes. Cela dit, un phénoméne d’amplification peut étre observé pour les composés
lactosylés 63 et 59 puisque les dérivés galactosylés 52 et 48 correspondant montrent une
amélioration inférieure. De plus, une influence significative de la topologie est observée entre
les ligands TétraLacEGs; calix[4]aréne 1,3-alterné 63 et TétralLacEG; calix[4]aréne cone 59.
De manicre trés intéressante, la comparaison de ces deux derniers composés avec leurs
équivalents galactosylés 52 et 48 montre que I’influence de la topologie est exacerbée par
I’utilisation de disaccharides qui ont une affinité¢ intrinseéque plus importante pour cette
lectine. Une influence de la topologie est également observée par HIA pour les peptoide
linéaire et cyclique 104 et 106 puisque que le dérivé 106 donne un facteur 3 de 4 alors que le
composé 104 ne conduit a aucune inhibition a une concentration de 2,5 mM.

Les mesures d’inhibition par ELLA
conduisent a des améliorations relativement
plus  importantes (Figure 104). La
glycoporphyrine galactosylée 85 reste un
ligand peu efficace pour inhiber 1’adhésion de
la lectine au glycopolymere alors que le

100

504

% Inhibition (ELLA)

calix[6]aréne 67 semble étre un inhibiteur
efficace (B = 112). La comparaison des
» glycoclusters calixaréniques galactosylés et
I;E_J (IO[ 7 Jl . lactosylés montre, comme pour I’HIA, une

Concentration en ligand (mM) influence de la topologie exacerbée pour les
Figure 104 : Courbes d'inhibition obtenues par ELLA, carré ligands lactosylés 63 et 59. Les autres

pourpre : lactose, rond vert : 23, losange violet : 91, triangle X
rouge : 63, triangle orange : 59, étoile rose : 67 glycoclusters montrent tous un potentiel

inhibiteur faiblement amélioré (B compris entre 12 et 21).

Par SPR, les inhibitions mesurées ne sont que faiblement améliorées par la
multivalence des glycoclusters. Le calix[6]aréne hexavalent est le seul a montrer une
amgélioration significative avec un facteur 3 de 40.

3.2.1.3 Sélectivité multivalente

Si aucun ligand de trés haute affinité n’a été observé pour cette lectine, la comparaison
des résultats avec les inhibitions mesurées pour PA-IL peut révéler des comportements
intéressants. Cette comparaison est effectuée sur la base des facteurs d’amélioration liés a la
multivalence f.
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HIA ELLA SPR
Ligand Valence | Bran  Prca Brai Prca Braie  Beca
21 GalEG;-Triaz 1 1 1 1 1 1
85 TétraGalEG;-Porphyrine 4 159 2 440 4 45 8
104  TétraGalEG;-Peptoide linéaire 4 - - 9 12 18 18
106  TétraGalEG;-Peptoide cyclique 4 - 4 18 20 25 5
67 HexaGalEG;-Calix[6]aréne 6 159 2 20 112 79 40
52  TétraGalEG;-Calix[4]1,3-alterné 4 20 2,1 4,8 16 n.d. -
48 TétraGalEG;-calix[4]cone 4 34 1 5,2 21 n.d. -
Tableau 23 : Comparaisons des améliorations 3 obtenues par trois techniques pour deux lectines (PA-IL et ECA)

Cette comparaison souligne la grande différence qui existe entre les profils
d’inhibition de la glycoporphyrine 85 obtenus avec les deux lectines. Le glycocluster 85 est
un trés bon inhibiteur pour les processus impliquant PA-IL mais est également un des moins
efficace pour ECA. Cette différence d’amélioration est due a la compatibilité¢ entre les
topologies du couple ligand/lectine et conduit a une sélectivité induite par la topologie.

Les peptoides cyclique et linéaire 104 et 106 montrent une influence de la topologie
pour une méme lectine mais aucune différence significative n’est observée entre ces deux
lectines.

Le calix[6]aréne hexavalent 67 est un trés bon inhibiteur pour PA-IL par HIA alors
qu’il se montre trés inefficace contre ECA. Par contre, cette tendance est inversée dans les
mesures d’ELLA. Un phénomene similaire est observé pour les deux calix[4]arénes
tétravalents 52 et 48.

Les variations liées a la technique de mesure ne sont pas du tout incohérentes et ne
sont pas dues a des erreurs de manipulations ou a un probléme de fiabilité de la procédure. Il
est important de rappeler que chaque technique met en jeu des processus différents et ne
mesure pas les mémes phénomenes. De plus, les différentes techniques peuvent dépendre
fortement des mécanismes d’association entre glycocluster et lectine multivalente.

Par exemple, la technique ELLA peut parfois souffrir de phénomenes d’agrégation liés
a des ligands conduisant essentiellement a des associations intermoléculaires. Si un ligand est
capable de former des réseaux intermoléculaires avec des lectines, il n’est pas exclu que lors
de I’inhibition de I’adhésion de la lectine a un glycopolymere, le ligand participe a 1’adhésion
par ’établissement de réseaux du type surface-lectine-ligand-lectine-... qui conduiront a une
amélioration de I’adhésion et pourront donc masquer une affinité importante pour la lectine.

A T’opposé, ces ligands fortement agrégatifs sont généralement tres efficaces lors des
mesures par HIA. Le principe de I’HIA résidant sur 1’établissement de réseaux lectine-
globules rouges, un glycocluster tres efficace dans I’agrégation de lectines pourra participer a
I’établissement de ce réseau et favoriser fortement le phénoméne d’hémagglutination des
globules rouges.
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Les mesures sur ces deux lectines montrent que pour certains glycoclusters, des
différences importantes dans le facteur d’amélioration 3 pour une lectine donnée peuvent étre
observées. L utilisation du facteur d’amélioration dans la comparaison des résultats permet
d’attribuer ces différences a des effets de multivalence. Dans ce cas ci, c’est donc bien la
présentation multivalente des sucres qui favorise une lectine par rapport a une autre. Dées lors,
cette sélectivité peut étre considérée comme induite par la topologie et la compatibilité¢ du
couple ligand-lectine.

L’observation de tendances opposées pour deux techniques différentes illustre que la
préférence d’une topologie pour une lectine dépend fortement du mécanisme d’association et
des conditions expérimentales. Il est en effet aisé d’imaginer qu’un glycocluster puisse étre un
trés bon ligand pour un lectine A par association chélate entre plusieurs sites de liaison mais
également tres efficace pour une autre lectine B par un mécanisme différent (agrégation,
réassociation statistique).

3.2.2 Galectine-1

3.2.2.1 Glycoclusters en étude

La Galectine-1 humaine reconnait les B-galactosides mais les essais réalisés avec des
molécules galactosylées n’ont pas montré une efficacité suffisante pour étre introduits dans
cette étude. Ainsi, seuls des glycoclusters lactosylés ont été évalués (Figure 105).
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Figure 105 : Glycoclusters lactosylés étudiés dans les mesures d'inhibition avec la galectine-1 humaine
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3.2.2.2 HIA, ELLA et SPR

Ces ligands ont évalués par les mémes techniques que précédemment. Malgré des
essais répétés, la technique ELLA n’a pas pu étre appliquée a cette lectine. En effet, les
mesures par ELLA ont systématiquement conduit a des valeurs d’absorbance tres faibles,
incohérentes et non reproductibles. Une des explications possibles a cet échec pourrait étre la
grande sensibilité¢ de la Galectine-1 aux conditions oxydantes. La Galectine-1 possede de
nombreux résidus cystéines et son oxydation conduit a une perte de son activité.’*® Cette
lectine est donc systématiquement conservée en présence d’antioxydant (B-mercaptoéthanol
B-ME, dithiothréitol DTT ou Tris(2-carboxyethyl)phosphine TCEP). Etant donné la mise en
ccuvre de réactions d’oxydation lors du protocole ELLA, il est probable que cette
caractéristique de la lectine soit a I’origine des difficultés rencontrées.

HIA SPR
Ligand Valence | MIC (mM) pB°* | ICso(uM) B*
Lactose 1 1,25 1 n.d.
23 LacEG;-Triaz 1 1,25 1 229 1
91 TétraLacEG;-Porphyrine 4 0,005 250 36 6,4
59 TétraLacE(Z;fealixH]aréne 4 0,002 625 351 06
61 TétraLacl::G3—Cal.ix[4]aréne 4 0,078 16 77 3
cone partiel
63 TetraLaclE3G3-Cah),([4]arene 4 0,625 2 67 34
,3-alterné
77 TétraLacEGs;-Resorcin[4]aréne bateau 4 hémolyse - n.s. -
79  TétraLacEG;-Resorcin[4]aréne chaise 4 hémolyse - n.s. -

a : amélioration d'ICs par rapport a la référence monovalente, n.d. : non déterminé., n.s. : non soluble méme avec ajout
de 5 % de DMSO, hémolyse : observation visuelle de dégradation des globules rouges

Tableau 24 : Mesures d'inhibition de la Galectine-1 par des glycoclusters lactosylés : HIA et SPR

L’évaluation par HIA montre que la référence monovalente lactosylée et le lactose se
comportent de maniére identique. La glycoporphyrine 91 conduit a une inhibition tres efficace
de I’hémagglutination ( = 250).

Les trois conformations des calix[4]arénes 59, 61 et 63 tétravalents démontrent une
nouvelle fois I’importance de la topologie avec des effets en HIA trés impressionnants. En
effet, le conformere tétravalent cone conduit a un facteur d’amélioration de 625 alors que le
conformere 1,3-alterné n’apporte une amélioration que par un facteur 2. La conformation
intermédiaire cone partiel montre assez logiquement une efficacité intermédiaire.

Par contre, dans les expériences d’inhibition par SPR (Figure 106) tous les ligands
sont peu efficaces. Seule la glycoporphyrine 91 montre une amélioration relativement
significative.
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Figure 106 : gauche : sensorgrammes obtenus pour le glycocluster 91 (de 200 a 0,8 pM), droite : courbes d'inhibition des différents
glycoclusters et ajustement théorique des données, carrée pourpre : 23, rond vert : 91, losange orange : 59, triangle rose : 61, étoile
bleue : 63

3.2.2.3 Sélectivitée multivalente

Les mesures d’inhibitions menées avec la Galectine-1 peuvent étre comparées avec
celles réalisées avec la lectine ECA. Deux composés se montrent particuliecrement adaptés et
font preuve d’une sélectivité¢ envers la Galectine-1 en HIA. En effet, la glycoporphyrine
lactosylée 91 ne montre une amélioration que trés modeste pour ECA alors que pour la Gal-1,
le facteur d’amélioration 3 atteint 250.

HIA SPR
Ligand Valence | Bu.i  Beca PBéar-1 Peca
23 LacEG;-Triaz 1 1 1 1 1
91 TétraLacEG;-Porphyrine 4 250 8 6,4 14,5
63  TétraLacEG;-Calix[4]arénel ,3-alterné 4 2 8 3,4 48
59 TétraLacEG;-calix[4]aréne cone 4 625 1 0,6 7

Tableau 25 : Comparaisons des améliorations 3 obtenues par deux techniques pour deux lectines (Gal-1 et ECA)

Les deux conformations cone et 1,3-alternée lactosylées 59 et 63 montrent également
des profils d’inhibition trés intéressants puisque le conformere cone conduit, par HIA, a une
trés bonne inhibition pour la Gal-1 alors qu’elle est trés modeste pour ECA. L’autre
conformere (1,3-alterné) présente un profil inverse méme si les améliorations sont nettement
plus modérées.

Ces résultats illustrent un second exemple de sélectivité multivalente induite par la
topologie qui est encore plus net que celui démontré pour PA-IL et ECA. Les structures de la
Gal-1 et d’ECA présentent des différences de position et d’orientation du site de liaison plus
subtiles qu’entre PA-IL et ECA mais cela semble tout a fait suffisant pour observer des
sélectivités significatives.
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3.3 Preuve de concept in vivo

L’étude systématique de nombreux ligands multivalents de PA-IL a démontré la grande
affinité de certains glycoclusters pour cette lectine. Des travaux précédents du laboratoire en
collaboration avec I’équipe du Pr. Benoit Guery (CHRU Lille) et du Pr. Sophie De
Bentzmann (Institut de Microbiologie de la Méditerranée, Marseille) ont montré in vivo dans
un modele murin le potentiel de ligands simples de la lectine PA-IL dans une approche de
lutte contre les infections & P. aeruginosa.'"” Ces travaux, présentés dans le premier chapitre,
montrent, entre autres, que la co-instillation d’un inoculum bactérien en présence de
galactose conduit & une amélioration de la survie (de 0 a 30 %) et & une diminution de la
perméabilité pulmonaire induite par la bactérie.

Face aux affinités trés prometteuses du meilleur glycocluster multivalent de premiere
génération (TétraGalEG; calix[4]aréne 1,3-alterné 52, Kp = 176 nM) et de la référence
monovalente GalPhNAz-triaz 129 (Kp = 5,8 uM), des études préliminaires in vivo ont été
menées par I’équipe du Pr. Guery. Ces études ont d’abord nécessité un travail de synthese
pour obtenir ces deux molécules sur I’échelle du gramme. La développement initial d’une
stratégie de syntheése applicable sur de plus grandes quantités a permis de préparer ces deux
composés sur une ¢échelle supérieure au gramme en suivant les méme procédures
expérimentales et avec une efficacité équivalente.

Les tests in vivo par mesure de la perméabilité pulmonaire des capillaires alvéolaires
induite par P. aeruginosa en présence de différents inhibiteurs ont ét€¢ menés. Pour ce faire,
apres co-instillation d’un inoculum bactérien en

6- présence d’inhibiteur, de I’albumine marquée a I’iode
g 125 est également instillée et le passage de ce
g l 93 marqueur dans le sang est mesuré. Les premiers
o gggg résultats obtenus montrent une trés nette amélioration
‘g 3 ggg liéde aux ligands synthétiques de haute affinité 52 et
E ggg 129. En effet, par rapport a I’instillation de la bactérie

% seule (PAOI1) et a linstillation de la bactérie en

0--. % présence de galactose (Gal SmM), les deux ligands

S & & F ;@'g & synthétiques montrent une diminution de Ia
§ AN T . . "
g o @ L8 perméabilité significative (Figure 107). Un contrdle

N . , 1
§ & négatif (Glc SmM) est également effectué.
& | |
g De plus, il est tres intéressant de constater que
& les deux ligands synthétiques conduisent a des profils

de pourcentage de perméabilité en accord avec leurs
Figure 107 : Evaluation de la perméabilité ., . .
pulmonaire par passage d’albumine marqué. Les  affinités respectives. Le ligand monovalent 129 a une

souris sont infectées par instillation intratrachéale ., . . , .
de P. aeruginosa en présence ou absence de sucres affinité environ 25 fois supcricure au B'GalOMe ctle

et inhibiteurs ligand tétravalent 52 une affinité 850 fois supérieure.

Ces résultats ne constituent qu’une preuve de concept préliminaire mais demeurent

trés prometteurs grace a I’observation d’une corrélation apparente affinité-efficacité. Les tests
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in vivo se poursuivent pour étudier le réle protecteur de ces molécules par d’autres techniques
et pour déterminer si la diminution des doses d’inhibiteur co-instillées peut maintenir une
protection.

3.4 Conclusion

La synthese de glycocluster de topologies, de valences et de rigidités variées a permis
une étude systématique de ces ligands sur plusieurs lectines (PA-IL, ECA et Gal-1). La
majeure partie de ce travail d’évaluation repose toutefois sur 1’étude des interactions avec la
lectine PA-IL.

Dans ce contexte, I’étude de I’interaction de ces ligands avec PA-IL par différentes
techniques (HIA, ELLA, SPR, ITC) a souligné la subtilit¢ de I’influence de la topologie et a
permis d’identifier des ligands de haute affinité. L’ utilisation de ligands multivalents de petite
taille (glycocluster) par rapport a des structures telles que les glycodendrimeres ou les
glycopolymeres a permis d’observer des effets clairs de la topologie sur I’interaction. Ceci
signifie que des changements relativement faibles dans la présentation des épitopes suffisent a
conduire a des différences d’interaction significatives. Parmi les ligands de premicre
génération, les glycoclusters galactosylés tétravalent 52 et hexavalent 67 basés sur des
architectures de type calixarene ont montré des affinités trés importantes avec des constantes
de dissociation de 176 et 140 nM respectivement. Ces améliorations correspondent a des
facteurs d’amélioration de 852 et de 1071 par rapport a leur référence monovalente 21. Des
affinités de cet ordre pour cette lectine n’ont pas de précédent et ont pu étre expliquées par la
construction d’un mod¢ele d’association « chélate agrégatif » et par un modele d’association
« chélate et réassociation statistique ».

Dans le but, d’optimiser les parametres thermodynamiques des interactions avec ces
glycoclusters, des syntheses de structures rigidifiées ont été entreprises puis ces glycoclusters
de seconde génération ont été évalués par les méme techniques. Pour identifier au mieux la
seule contribution de la multivalence, des références monovalentes rigidifiées ont également
¢été testées et ont montré des affinités comparables pour les composés aliphatiques. Par contre,
le ligand monovalent GalPhNAz-triaz 129, synthétisé pour servir de référence, conduit a une
affinité¢ de 5,8 pM qui correspond a une amélioration d’affinité d’un facteur 10 par rapport
aux meilleurs ligands naturels (disaccharides) de cette lectine. Cette affinité fait de ce
composé une molécule tres intéressante puisque seuls de trés rares composés monovalents,
encore non-publiés, ont montré des affinités de cet ordre.

L’étude de I’interaction de ces références monovalentes avec PA-IL révele, malgré des
affinités similaires, des profils thermodynamiques trés distincts. La modélisation de ces
molécules monovalentes et 1’étude de parametres géométriques, de répartitions statistiques
ainsi que la détermination d’entropies de Boltzmann basées sur une distribution de probabilité
soulignent I’importance de I’approche statistique de 1’entropie et la complexité de la notion de
rigidité. Par ces calculs, des entropies croissantes ont été observées pour les ligands congus
pour étre de plus en plus rigides. Ce résultat contre-intuitif a été rationnalisé par 1’étude de la
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répartition des conformations en fonction de leur probabilité. Cette approche ne contredit pas
la vision classique de la relation entre flexibilité et entropie mais elle met en lumiére
I’existence de situations plus complexes et de la nécessit¢ d’une approche statistique et
probabiliste. L’insertion intuitive de liaisons a degrés de liberté réduits ne conduit pas
forcement a des molécules montrant une entropie plus faible.

L’étude des glycoclusters construits a partir de bras espaceurs rigidifiés a été source de
résultats positifs et négatifs. L’aspect négatif est qu’une partie non négligeable de composés
souffre de problémes de solubilité considérables. Ceci est tres dommageable et il serait
nécessaire de prendre en compte ce parametre plus en amont dans la conception de nouveaux
ligands. La synthése de ces composés nécessite un travail significatif et ’incapacité a évaluer
ces molécules devient alors frustrante. Pour les ligands multivalents rigidifiés suffisamment
solubles pour étre étudiés, deux situations ont été observées. Premic¢rement, la modification du
bras espaceur peut conduire a une diminution de 1’efficacité de la molécule. Cette constatation
peut étre expliquée en observant les parametres issus des expériences de microcalorimétrie
puisqu’une diminution fréquente de la stecechiométrie a été observée. Cet impact sur la
steechiométrie signifie clairement que la modification du bras espaceur ne permet plus aux
glycoclusters d’interagir avec le méme nombre de monomere de lectine. Pour d’autres
glycoclusters rigidifiés, une stecechiométrie équivalente a été observée et accompagnée d’une
modification favorable du profil thermodynamique. Le glycocluster de seconde génération
TétraGalEG,NAz calix[4]aréne 1,3-alterné 131 est basé sur la meilleure architecture observée
pour les ligands de premiere génération 52. Par rapport a ce dernier, le glycocluster de
seconde génération montre une nouvelle amélioration par un facteur 2 et donc une affinité de
90 nM correspondant a un facteur 3 de 1138. Ce composé devient donc le ligand de plus
haute affinité pour cette lectine.

Grace a ces mémes composés multivalents galactosylés et aux composés €quivalents
lactosylés, une étude a pu étre menée avec deux autres lectines (ECA et Gal-1). Ces études
montrent des différences significatives de I’amélioration de 1’efficacité d’un glycocluster pour
une lectine donnée en fonction de sa topologie. Ainsi, si la topologie peut influencer
favorablement 1’interaction avec une lectine A et défavorablement avec une lectine B, une
« sélectivité multivalente » (ou sélectivité induite par la topologie : topology-induced
selectivity : TIS) peut apparaitre. Ce phénomene a été clairement observé pour plusieurs
glycoclusters. D’apres ces observations in vitro sur des modeles « simples », il apparait que
cette sélectivité de multivalence pourrait étre d’importance capitale dans les interactions de
ces lectines dans les processus naturels in vivo.

Ces études sur la sélectivité induite par la topologie soulignent également les
variations « inter-techniques » importantes observées tout au long de ces mesures pour les
ligands multivalents. Pour I’évaluation de ligands multivalents, ces différences ont déja été
décrites'***” et ne sont pas incohérentes du fait que chaque technique est basée sur des
principes et des processus distincts. Il est des lors possible de raisonner sur I’effet de tel ou tel
mécanisme d’association sur les mesures, méme si la complexité des systémes en jeu ne
permet pas d’établir un modele prédictif. L’analyse par HIA est particuliérement adaptée aux
composés pouvant induire une agrégation conséquente des lectines et ceci a été confirmé par
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la mesure pour le glycofulleréne dodécavalent 114 avec PA-IL d’une amélioration par un
facteur de 12820. La procédure d’analyse par ELLA peut, quant a elle, étre fortement
perturbée par des processus agrégatifs lorsque le ligand ne permet pas d’occuper tous les sites
de lectines. En effet, un ligand favorisant la formation de réseaux « surface-lectine-ligand-
lectine-... » peut conduire a une augmentation de 1’adhésion a la surface de glycopolymere.
Par exemple, le méme glycofullerene 114 conduit pour les faibles dilutions a des
pourcentages d’inhibition négatifs. Ceci montre ’influence des mécanismes d’association en
jeu lors d’une mesure d’inhibition et le fait que leur impact puisse étre différent selon la
méthode d’analyse utilisée. Plusieurs mécanismes sont en compétition lors d’une association
multivalente et le passage par tel ou tel mécanisme dépend d’un équilibre subtil. Tous ces
mécanismes sont par nature dépendants de la concentration et les modes opératoires utilisés
pour ces mesures induisent inévitablement des variations « inter-techniques » dans les
concentrations locales (microscopiques) des ligands et protéines. Il ne semble pas qu’il y ait
de stratégie fiable permettant de prévoir D’efficacit¢é d’une molécule multivalente par
I’application d’une seule technique. Dés lors, il est donc malheureusement absolument
indispensable d’utiliser plusieurs techniques pour caractériser I’interaction et I’efficacité d’un
ligand multivalent pour une lectine. Ce travail en est ’exemple frappant puisque si seuls
I’HIA ou I’ELLA avaient été utilisés pour caractériser ses ligands, 1’affinité des meilleurs
ligands de PA-IL et leur potentiel thérapeutique dans le contexte de la lutte antibactérienne
seraient restés insoupgonne.

La grande diversité des molécules étudiées a permis de mettre en lumiere plusieurs
glycoclusters multivalents ouvrant la voie a des applications intéressantes. D’abord, la
synthése et I’évaluation de glycoporphyrines a conduit au développement préliminaire d’un
systeéme original de nanodétection de lectines par I'utilisation de transistor a effets de champ
basés sur des nanotubes de carbone. Ensuite, 1’efficacité in vitro des meilleurs composés de
premiére génération a été partiellement confirmée in vivo par des études préliminaires chez la
souris.
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La reconnaissance biomoléculaire par I’intermédiaire d’interactions multivalentes
est complexe et son étude demeure délicate. Depuis vingt ans, les nombreuses avancées dans
notre compréhension de ces interactions et de leur mécanisme ne permettent toujours pas
’utilisation d’approches prédictives fiables quant a 1’efficacité d’un ligand pour une cible
donnée. Cette complexité est a mettre en relation avec la richesse que peuvent induire de
telles interactions en termes d’information, de reconnaissance et de communication. Dans un
systtme biologique complexe, 1’étude d’une interaction non-covalente ne devrait jamais
¢luder la question de la multivalence au vu de I’importance qu’elle peut jouer tant sur le plan
thermodynamique que cinétique. En particulier, pour les interactions entre oligosaccharides et
récepteurs membranaires, la connaissance des motifs élémentaires reconnus est indispensable
mais une vision globale des éveénements d’association nécessite une observation de la
présentation éventuellement multivalente des €pitopes osidiques.

Les aspects fondamentaux qui régissent les interactions multivalentes ont été
discutés sur la base de leurs homologues monovalents. Cette discussion illustre la subtilité de
la compétition qui peut exister entre les différents mécanismes inter- et intramoléculaires et la
difficulté a mettre en place un modele prédictif.

Si I’'influence de la topologie sur les différents mécanismes a été décrite dans la
littérature, elle restait peu étudiée pour les ligands de faible valence. Dans ce contexte, notre
travail a consisté¢ en la synthése d’une bibliotheque de glycoclusters basés sur différentes
architectures multivalentes et sur différents bras espaceurs. Les variations topologiques des
ceeurs de ces architectures conduisent a un effet structurant sur la présentation des sucres dans
I’espace. Par une stratégie convergente et deux étapes-clés de glycosylation par SnCly et
CF;CO,Ag et de couplage par CuAAC, de nombreuses structures de faible valence montrant
des variations de topologie ont pu étre préparées avec de bons rendements. La synthése de
glycoclusters de seconde génération construits sur des bras espaceurs moins flexibles permet
d’exacerber ’effet structurant du cceur de la molécule. Par contre, la diminution de la
flexibilité et 1’utilisation de structures parfois trés hydrophobes a conduit a des composés
insolubles en milieu aqueux et donc ne permettant pas une évaluation biochimique dans des
conditions satisfaisante. Cet aspect devra €tre pris en compte dans les futures syntheéses de
glycoclusters.

L’évaluation de ces glycoclusters a été menée sur trois lectines PA-IL, ECA et Gal-1
d’origines bactérienne, végétale et humaine respectivement. Les glycoclusters ont été évalués
par quatre techniques biochimiques mesurant soit des pouvoirs d’inhibition d’un processus
biochimique (adhésion, hémagglutination) soit les caractéristiques cinétique ou
thermodynamiques de I’interaction. L’utilisation de plusieurs méthodes d’analyses montre,
pour les ligands multivalents, des résultats faiblement corrélés, illustrant 1’absolue nécessité
d’utiliser une combinaison de techniques d’évaluation des interactions.

Les résultats de cette évaluation systématique des différents ligands soulignent
I’influence significative des modifications de la topologie du ligand, suggérant ainsi qu’une
légere modification de la présentation des épitopes osidiques peut induire différents
mécanismes d’association, associés a des modifications d’affinité variables.
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L’étude de I'interaction des ligands monovalents rigidifiés avec PA-IL a révélé un
profil thermodynamique contre-intuitif en termes de contribution entropique. Ce profil
surprenant a également été observé lors de 1’étude des glycoclusters structurés autour de ces
unités rigidifiées. Certains glycoclusters ont montré une diminution d’affinité par rapport a
leur homologue de premicre génération. D’autres ont conduit a des améliorations d’affinité
significatives. L’amélioration observée pour ces derniers ne provient pas d’une diminution du
colit entropique associée a une enthalpie constante mais d’une augmentation significative de
I’enthalpie associée a une augmentation non proportionnelle du colit entropique.

La modélisation et la détermination de I’entropie de Boltzmann des ligands
monovalents rigidifiés révele également un profil entropique contre-intuitif mais cohérent
avec les mesures thermodynamiques d’interaction de ces ligands avec PA-IL. Méme si un
raisonnement probabiliste permet de comprendre le résultat de ces calculs, il demeure que la
subtilité du terme entropique de I’interaction peut amener des situations surprenantes méme
pour des ligands monovalents normalement mieux compris. Dés lors, le passage a des
interactions multivalentes complique d’avantage le processus d’optimisation des parametres
thermodynamiques de I’interaction.

Le développement de ligands multivalents de haute affinité et forte sélectivité pour
une lectine est basé sur la détermination, dans un premier temps, de la topologie optimale. La
sélectivité¢ d’un glycocluster pour un lectine donnée parmi d’autre nécessite que sa topologie
induise une forte affinité pour cette lectine ef une faible affinité¢ pour les autres. L’étude de
I’interaction des glycoclusters synthétiques avec plusieurs lectines a illustré ce concept de
sélectivité¢ induite par la topologie. Pour compléter cette étude, il serait intéressant de
concevoir des expériences mettant en présence plusieurs lectines, différentes mais spécifiques
du méme sucre, et un glycocluster sélectif d’une d’entre elles. Le marquage de ces lectines par
des sondes fluorescentes différentes pourrait permettre de détecter si le glycocluster
n’interagit qu’avec une seule de ces lectines. L observation d’une sélectivité induite par la
topologie en milieu complexe (plusieurs récepteurs potentiels) serait essentielle pour
démontrer le potentiel thérapeutique sélectif de tels ligands. En effet, pour qu’un glycocluster
galactosylé soit viable dans le contexte d’une application médicinale, il est impératif qu’il
n’interagisse pas avec tous les récepteurs a galactosides en présence mais uniquement avec la
cible voulue. La conception d’une topologie adaptée semble pouvoir étre une approche
efficace.

Deés lors que la topologie optimale est identifiée, une seconde étape d’optimisation
de I’interaction semble raisonnable. Cela dit, méme si la rigidification des bras espaceurs a
révélé un trées bon ligand (131), I’hypothése intuitive généralement acceptée d’une
amélioration de la composante entropique de ’interaction pour des ligands plus rigides n’a
pas été vérifice. L optimisation d’une topologie par la modification de ses caractéristiques de
flexibilité n’est donc pas triviale. La relation entre contribution enthalpique et contribution
entropique est subtile et I’impact d’une modification de la nature chimique d’un ligand est tres
difficilement prévisible pour les ligands multivalents. Malheureusement, il est souvent
nécessaire d’interpréter I’impact d’'une modification de la structure d’un glycocluster au cas
par cas. La rigidification des bras espaceurs peut avoir un effet favorable sur certaines
structures et défavorables sur d’autres.
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De toutes les données issues de ce travail, il serait possible de tirer de nombreuses
informations supplémentaires. Par exemple, quelques expériences de modélisation
moléculaires de glycoclusters entiers pourraient permettre d’appliquer les modeles théoriques
de concentration effective au mode d’association chélate propos¢ pour PA-IL. De la méme
manicre le modele thermodynamique de Bundle est basé sur des composantes statistiques de
Boltzmann proches de celles utilisées dans la modélisation des bras espaceurs rigides. La
comparaison de nos résultats avec des estimations théoriques issues de chacun de ces modeles
serait délicate a mettre en ceuvre mais devrait se montrer tres intéressante.

Si la construction des glycoclusters présentés dans ce manuscrit était initialement
congue dans une optique fondamentale d’une meilleure compréhension de ces interactions, les
excellentes affinités observées ont conduit a envisager des applications technologiques et
thérapeutiques. Ainsi, les glycoporphyrines synthétisées ont pu étre utilisées dans le
développement d’un systeme de détection de lectines a 1’aide d’un dispositif de transistor a
effet de champ utilisant des nanotubes de carbones et 1’interaction non-covalente entre le
nanotube et le cceur porphyrique. L’utilisation de différentes lectines (PA-IL, PA-IIL et
ConA) en association avec des glycoporphyrines galactosylée, fucosylée et mannosylée ont
montré une détection spécifique. Pour envisager la détection de lectines ou méme de bactéries
dans le contexte de développement d’un outil de diagnostique, de nombreux obstacles restent
a surmonter. D’abord, il est important d’envisager cette détection en présence de mélanges
complexes ou méme de sera biologiques humains. Ceci souléve le probléme de la limite de
détection et, une fois encore, celui de la sélectivité. Pour détecter la présence de Pseudomonas
aeruginosa dans un sérum, il serait nécessaire que la porphyrine n’interagisse qu’avec la
lectine PA-IL. En effet, si les premiers essais montrent une détection spécifique en fonction
de la nature du sucre, ils ne décrivent pas encore le comportement de ce dispositif en présence
de plusieurs récepteurs galactophiles.

L’aboutissement de ce travail par la confirmation d’un potentiel thérapeutique
intéressant in vivo constitue une réelle satisfaction. Le développement de ligands de PA-IL
s’inscrit ainsi dans une approche antiadhésive tout a fait prometteuse dans le contexte de la
multirésistance des bactéries. Cependant, un grand nombre d’études restent nécessaires pour
considérer ces molécules comme possédant un intérét thérapeutique réel. Les doses utilisées
pour les tests préliminaires étaient relativement importantes et la détermination de 1’effet
dose-réponse n’a pas encore été mende. Néanmoins ces tests sont trés encourageants
puisqu’un glycocluster de seconde génération a montré une nouvelle amélioration de 1’affinité
(131). De plus, ces ligands n’ont pas été congus spécifiquement pour PA-IL et les modeles
d’interactions chélate proposés suggerent qu'un ligand divalent adapté pourrait étre tout aussi
efficace. Dans ce contexte I’indentification du ligand monovalent de haute affinit¢ 129
pourrait constituer le point de départ de la conception d’un ligand divalent ciblant PA-IL et
combinant I’approche « glycomimétique » par I’insertion de groupements aromatiques avec
I’approche multivalente en chélatant les deux sites adjacents de la lectine. Ce travail aurait
alors contribué a poser les bases du développement de molécules a fort potentiel thérapeutique
contre PA-IL et Pseudomonas aeruginosa.
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4 PARTIE EXPERIMENTALE
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4.1 Biochemical evaluation
4.1.1 Expression and purification of lectins

Lyophilized ECA was purchased from Sigma-Aldrich. Recombinants PA-IL and
galectin-1 were prepared according to following procedures.

PA-IL :

Plasmid pET25pall was obtained according to previously published protocol.'"
Escherichia coli BL21(DE3) cells (preculture from colonie of a Petri dish) harboring the
pET25-pall plasmid were grown in 2 L of Luria broth medium (LB) (supplemented with 100
ng/mL of ampicillin) at 37°C. When the culture reached an optical density of 0.6 at 600 nm,
1sopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) was added to a final concentration of 1 mM.
Cells were harvested (7000 rpm, 20 min.) after additional 3 h incubation at 30°C, washed, and
re-suspended in 30 mL of the loading buffer (20 mM TRIS-HCI and 100 uM CaCl,, pH 7.5).
The cells were broken by cell disruption at 1.5 kbar (Constant Cell Disruption System, UK).
After centrifugation at 24000 rpm for 30 min., the supernatant was further purified by affinity
chromatography on Sepharose 4B (GE Healthcare) equilibrated with TRIS-HCI 20 mM pH
7.5. PA-IL was eluted with 1 M NaCl in loading buffer. The purified protein (about 20 — 30
mg / 2L) was intensively dialyzed against distilled water for 4 days, lyophilized, and kept at —
20°C.
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Galectin-1 :

pET-3a-gal-1 plasmid®®® which encodes the non-tagged human galectin-1 gene

LGALSI1 was provided by Dr Helen Blanchard (Institute for Glycomics, Australia). E. coli

strain BL21 DE3 was transformed with pET-3a-gal-1 plasmid for overexpression of human

galectin-1. E. coli BL21(DE3) cells (preculture from colony of a Petri dish) harboring the

pET-3a-gal-1 plasmid were grown in 2 L of LB (supplemented with 100 pg/mL of ampicillin)

at 37°C (195 rpm). When the culture reached an optical density of 0.5 at 600 nm, IPTG was

added to a final concentration of 1 mM. Cells were harvested (7000 rpm, 20 min.) after
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additional 3-h incubation at 30°C, washed, and re-suspended in 30 mL of the lysis buffer
(PBS, 4 mM -mercaptoethanol B-ME and 1 mM PMSF). The cells were broken by cell
disruption at 1.8 kbar (Constant Cell Disruption System, UK). After centrifugation at 24000
rpm for 30 min., the supernatant was further purified by affinity chromatography on Lactosyl-
Sepharose 4B equilibrated with PBS, 4 mM B-ME. Fonctionnalisation of Sepharose 4B with
lactose was perfomed throught divinylsulfone activation according to Levi and Teichberg
procedure.’®® After equilibration of the column, galectin-1 was eluted with PBS, 4 mM B-ME
and 50 mM lactose. The purified galectin-1 was intensively dialyzed against TRIS-HCI 20
mM pH 7.0 supplemented with 1 mM DTT for 5 days. Apo-galectin-1 solution (about 20 mL)
was then concentrated on Vivaspin 20 5kDa (6000 g, 30 min. steps). Concentrated stock
solutions of galectin-1 were protected by adding 1 mM TCEP and stored at 4°C.

=HEE

4.1.2 Biotinylation

Biotinylation of three lectins (PA-IL, ECA and Gal-1) was performed under similar
conditions. Solutions of lectins (about 2 mg/mL in PBS) were supplemented with 20 molar
equivalents of 10 mM biotinamidohexanoyl-6-aminohexanoic acid N-hydroxysuccinimide
ester (Sigma-Aldrich) in DMSO or DMF. Coupling reaction with lysine residues was
maintened during 30 minutes at 30°C under gentle stirring. Biotinylated lectins solutions were
then dialyzed intensively against their respective buffer for at least three days (PA-IL and
ECA : pure water, Gal-1 : TRIS-HCI 20 mM pH 7.0 supplemented with 1| mM DTT). HIA
comparision of “wild” and biotinylated lectins did not indicate any loss in their binding
potencies.

4.1.3 Hemagglutination Inhibition Assays

Hemagglutination inhibition assays (HIA) were performed in U-shaped 96-well microtitre
plates. Rabbit erythrocytes were purchased from Biomérieux and used without further
washing. Erythrocytes were diluted to a 4% solution in NaCl (150 mM). Lectin solutions of 2
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mg/mL were prepared in TRIS-HCI 20 mM, NaCl 100 mM and CaCl, 100 pM. The
hemagglutination unit (HU) was first obtained by the addition of 25 puL of the 4% erythrocyte
solution to 25 pL aliquots of sequential (two-fold) lectin dilutions. The mixture was incubated
at 25°C for 60 minutes. The HU was measured as the minimum lectin concentration required
to observe hemagglutination. For the following lectin-inhibition assays, lectin concentrations
of 4 HU were used. For PA-IL, this concentration was found to be 8 pg/mL, 20 ng/mL for
ECA and 6 pg/mL for Gal-1.

Subsequent inhibition assays were then carried out by the addition of 12.5 pL lectin solution
(at the required concentration) to 25 pL of sequential dilutions of glycoclusters, monomer
molecules and controls. These solutions were then incubated at 25°C for 2 h then 12.5 pL of
4% erythrocyte solution was added followed by an additional incubation at 25°C for 30
minutes. The minimum inhibitory concentration for each molecule was determined for each
duplicate.

4.1.4 Enzyme-Linked Lectin Assays

Determination of lectin concentration : 96-Well microtitre plates (Nunc Maxisorb)
were coated with a-PAA-Gal for PA-IL and a-PAA-Lac for Gal-1 and ECA (Lectinity
Holding, Inc.) : 100 pL of 5 pg/mL in carbonate buffer, pH 9.6 for 1h at 37°C then blocking
at 37°C for 1h with 100 pL per well of 3% (w/v) BSA in PBS. Lectin solution (100 puL) were
diluted (1/2) starting from 30 pg/mL. After 1h incubation at 37°C and 3 washes with T-PBS
(PBS containing 0,05% Tween 20), 100 uL of horseradish streptavidin—peroxidase (HRP)
conjugate (dilution 2:5000; Boehringer-Mannheim) was added and left for 1h at 37°C.
Coloration was developed using 100 pL per well of 0.05M phosphate/citrate buffer
containing o-phenylenediamine dihydrochloride (0.4 mg/mL) and wurea hydrogen peroxide
(0.4 mg/mL) (OPD kit, Sigma-Aldrich) for 15 minutes and stopped with 50 pL of 30 %
sulfuric acid. Absorbance at 490 nm was then read at 490 nm using a microtiter plate reader
(BioRad 680). Biotinylated lectins concentration was determined by plotting the relative
absorbance versus lectin concentration. The concentration which leads to the highest response
in the linear area is selected as the standard lectin concentration for the subsequent inhibition
experiments. The final concentrations are 0.5 pg/mL, 10 pg/mL and 5 pg/mL for PA-IL, Gal-
1 and ECA respectively.

Determination of inhibition potency (ICsg): ELLAs were conducted using 96-well
microtitre plates (Nunc Maxisorb) coated with a-PAA-Gal for PA-IL and a-PAA-Lac for
Gal-1 and ECA (Lectinity Holding, Inc.) : 100 pL of 5 pg/mL in carbonate buffer, pH 9.6 for
1h at 37°C then blocking at 37°C for 1h with 100 pL per well of 3 % (w/v) BSA in PBS.
Inhibitor solutions (50 pL) were submited to serial dilutions (1/3) with PBS-BSA 0.3 % (w/v).
Then, 50 pL of biotinylated lectin solution (at the appropriate concentration) were added in
each well and the plates were incubated for 1h at 37°C. After 3 washing with 50 uL of T-PBS
(5 min.), 100 pL of horseradish streptavidin—peroxidase (HRP) conjugate (dilution 2:5000;
Boehringer-Mannheim) was added and left for 1 h at 37°C. After three more washings,
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coloration was developed using 100 pL per well of 0.05M phosphate/citrate buffer
containing o-phenylenediamine dihydrochloride (0.4 mg/mL) and urea hydrogen peroxide
(0.4 mg/mL) (OPD kit, Sigma-Aldrich) for 15 minutes and stopped with 50 pL of 30 %
sulfuric acid. Absorbance was then read at 490 nm using a microtiter plate reader (BioRad
680) and transformed in inhibition percentage with the help of positive and negative controls.
Plots of inhibition percentage versus inhibitor concentration and sigmoidal fitting provided
ICs0 determination.

4.1.5 Surface Plasmon Resonance

General SPR inhibition experiments procedure

SPR inhibition experiments were performed on a Biacore 3000 instrument at 25°C.
Measurements were carried out on 3 channels with 3 immobilised sugars: a-L-fucose (channel
1), a-D-galactose (channel 2) and o-lactose (channel 3). Immobilization of sugars was
performed at 25°C using running buffer (HBS) at 5 pL/min. Immobilization on each channel
(CMS5 Chip) was performed independently as follows. First, channel was activated by
injecting a fresh mixture of EDC/NHS (35 puL, 420 s). Then, a solution of streptavidin (100
pg/mL in AcONa pH 5 buffer) was injected (50 pL, 600 s). Remaining reactive species were
quenched by injecting ethanolamine (1M, 35 pL, 420 s). Finally a solution of the desired
biotinylated—polyacrylamide—sugar (Lectinity, 200 pg/mL) was coated onto the surface (50
pL, 600 s) through streptavidin-biotin interaction. This procedure led to 804 RU (resonance
unit) (fucoside), 796 RU (galactoside) and 1022 RU (lactoside) of immobilized sugars on
channel 1, 2 and 3 respectively. Inhibition experiments were performed with the
galactosylated channel 2 and the lactosylated channel 3 and plots represent substracted data
(channel 2 — channel 1 or channel 3 — channel 1).

Conditions for ECA: The running buffer for ECA experiments is HEPES 10 mM, CaCl, 2
mM, MnCl, 2 mM, Tween P20 0.005%, pH 7.4. Inhibition studies consisted in the injection
(50 pL, 10 pL/min, dissociation: 60 s) of incubated (> 1 h, r.t.) mixtures of ECA (0.5 uM) and
various concentrations of inhibitor (2-fold cascade dilutions). For each inhibition assay, ECA
(0.5 uM) without inhibitor was injected to observe the full adhesion of the lectin onto the
sugar-coated surface (0% inhibition). The CMS5 chip was fully regenerated by successive
injections of D-galactose (10 uL, 100 mM in running buffer) and NaCl (2x10 pL, 1 M in
running buffer).

Conditions for PA-IL: The running buffer for PA-IL experiments is HEPES 10 mM, NaCl
150 mM, CaCl, 10 mM, Tween P20 0.005%, pH 7.4. Inhibition studies consisted in the
injection (150 pL, 10 pL/min, dissociation: 120 s) of incubated (>1 h, r.t.) mixtures of PA-IL
(5 uM) and various concentrations of inhibitor (2-fold cascade dilutions). For each inhibition
assay, PA-IL (5 uM) without inhibitor was injected to observe the full adhesion of the lectin
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onto the sugar-coated surface (0% inhibition). The CMS5 chip was fully regenerated by
successive injections of D-galactose (2x30 pL, 100 mM in running buffer).

Conditions for Gal-1: The running buffer for Gal-1 experiments is HEPES 10 mM, NaCl 150
mM, Tween P20 0.005%, pH 7.4. Inhibition experiments with galectin-1 are measured with
lactosylated channel (3) and plots are substracted data (3-1). Inhibition studies consisted in the
injection (80 pL, 10 uL/min) of incubated (>1 h, r.t.) mixtures of Gal-1 (40 uM) and various
concentrations of inhibitor (2-fold cascade dilutions). For each inhibition assay, Gal-1 (40
uM) without inhibitor was injected to observe the full adhesion of the lectin onto the sugar-
coated surface (0% inhibition). The CMS5 chip was fully regenerated by successive injections
of NaCl (10 uM, 1M in running buffer) and D-galactose (10 pL, 100 mM in running buffer).

For all experimental settings, binding was measured as RU over time after blank subtraction,
and data were then evaluated using the BlAevaluation Software, version 4.1. For ICs
evaluation, the response (R, - fitted) was considered as the amount of lectin bound to the
carbohydrate — coated surface at equilibrium in the presence of a defined concentration of
inhibitor. Inhibition curves were obtained by plotting the percentage of inhibition against the
inhibitor concentration (on a logarithmic scale) by using Origin 7.0 software (OriginLab
Corp.) and ICs, values were extracted from sigmoidal fit of the inhibition curve.

SPR inhibition experiments for compounds 46, 48, 50, 52, 56 (Conformers of
calix[4]arenes with PA-IL)

SPR experiments were performed by using a Biacore T100 instrument at 25°C by
using HBS (HEPES-buffered saline: 10 mM HEPES and 150 mm NaCl, pH 7.4) containing
0.005% (v/v) Tween 20 and a flow rate of 10 mL/min. Measurements were carried out on two
channels by using two immobilised sugars: o-L-fucose (channel 1) and o-D-galactose
(channel 2). Biot-PAA (biotinylated polyacrylamide) saccharidic probes (Lectinity Corp.,
Moscow, Russia) were grafted on a CM5 sensor chip previously coated with streptavidin by
using the following procedure. The chip was activated with EDC (N-ethyl-N-[3-
dimethylaminopropyl]carbodiimide)/NHS (N-hydroxysuccinimide) solution (400 s, 5
mL/min) and streptavidin (600 s, 5 mL/min) in 10 mM acetate buffer (pH 4.5) was injected
into the flow channel. Finally, the sensor surface was blocked with 1 mM ethanolamine (400
s, 5 mL/min); leading to final responses of 1637 and 1594 RU on channel 1 and 2
respectively. Then, each Biot-PAA-—monosaccharide (50 pL at concentration 200 mg/mL,
600 s) was injected into the selected channel; this led to immobilization of 309 RU on channel
1 (fucose) and 283 RU on channel 2 (galactose). Inhibition studies consisted in the injection
(600 s, 10 mL/min) of incubated (1 h, r.t.) mixtures of PA-IL (10 puM) and various
concentrations of inhibitor (2-fold cascade dilutions from 360 to 1.41 uM for monovalent
compounds and from 18 to 0.14 uM for multivalent compounds). For each inhibition assay,
PA-IL (10 uM) without inhibitor was injected to observe the full adhesion of the lectin onto
the sugar-coated surface (0% inhibition). The CM5 chip was fully regenerated by using two
successive injections of D-galactose (30 s, 100 mM in running buffer). Binding was measured
as RU over time after blank subtraction (channel 1), and data were evaluated by using the
BIAcore T100 evaluation Software, version 1.1. For ICsy evaluation, Req (steady-state -
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fitted) was taken as the amount of PA-IL bound to the sugar surface in the presence of
competing inhibitor. Inhibition curves were obtained by plotting the percentage of inhibition
against the inhibitor concentration (on a logarithmic scale) by using Origin 7.0 software
(OriginLab Corp.).

4.1.6 Isothermal Titration Microcalorimetry

Recombinant lyophilized PA-IL was dissolved in buffer (0.1 M TRIS-HCI, 6 uM CaCl,, pH
7.5) and degassed. Protein concentration (between 50 and 120 uM depending on the ligand
affinity) was checked by measurement of optical density using a theoretical molar extinction
coefficient of 28000. Carbohydrate ligands were dissolved directly into the same buffer,
degassed, and placed in the injection syringe (concentration range : monovalent 2 — 0,7 mM,
multivalent 0.2 — 0.12 mM). ITC was performed with a VP-ITC MicroCalorimeter from
MicroCal Incorporated. PA-IL was placed into the 1.4478-mL sample cell, at 25°C. Titration
was performed with 10-pL injections of carbohydrate ligands every 300 s. Data were fitted
with MicroCal Origin 7 software, according to standard procedures. Fitted data yielded the
stoichiometry (n), the association constant (K,) and the enthalpy of binding (AH). Other
thermodynamic parameters (i.e. changes in free energy AG and entropy AS) were calculated
from the equation AG = AH — TAS = — RT In K, where T is the absolute temperature and R =
8.314 J.mol ' K". Two or three independent titrations were performed for each ligand tested.

4.1.7 Dynamic Light Scattering

DLS measurements were carried out at 25°C with a Zetasizer Nano-ZS instrument
(Malvern) using DLS software for data acquisition and analysis. A solution of PA-IL (0.05
mM) in 100 mM TRIS-HCI pH 7.5 and 6 uM CaCl, was prepared and filtered. Then, a 0.12
mM solution of glycocluster 52 was prepared in the same buffer. In order to reproduce as
closely as possible the ITC experiments conditions, 146 pL of the protein solution was loaded
in the low-volume quartz batch cuvette and 2 pL sequential injections of glycocluster were
performed. Using this methodology, ITC experimental parameters such as volume,
concentration and sequential injections were mimicked except that 1 injection in the DLS
experiments represents 2 injections in the ITC titration. Then, two experimental protocols
were evaluated. At first, the ligand was added directly in the cell without stirring. This
protocol led to fast and irreversible aggregation even with sub-stoichiometric quantities of
glycoclusters. Indeed, after 3 injections of glycocluster 52, the major part of the lectin was
precipitated as large aggregates.

In a second experimental approach, injections of ligands were performed upon stirring
in order to avoid the injection of the glycocluster into a static solution of the lectin which
created aggregates at low concentrations in ligands. The DLS measurements were therefore
performed by removing the lectin solution from the cell, then adding the ligand solutions (2
pL each time) upon vigourous stirring (15 s, vortex) and measuring immediately after (less
than 1 min) the new DLS data. The results obtained were more consistent with ITC
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experiments since small particles (< 10 nm) were observed until the 7™ injection
(corresponding to the 14™ injection during ITC experiments), with no significant aggregation
observed since the average size of PA-IL is ~ 7-8 nm. The protocol used for the acquisition of
DLS data is therefore affecting largely the results observed and their interpretation. Even
though these results support the proposed chelate binding mode, one should be very careful in
interpreting further these data.

4.1.8 Molecular Modeling
4.1.8.1 Chelate - aggregative model construction
Modeling of glycocluster and PA-IL

The core scaffold of glycocluster 52 was built using the X-ray structure of 34.°* Atomic
partial charges were then calculated (MOPAC/MNDO). Carbohydrates epitopes with the
triethyleneglycol-based linker were built and their atomic charges were set using carbohydrate
specific charges.>”® Scaffold and carbohydrates epitopes were connected and the charges were
derived and symmetrized in order to obtain a neutral global charge. The resulting glycocluster
was then energy minimized using conjugate gradient method and TRIPOS Force Field®”' with
addition of carbohydrate parameters.’’

Only half of PA-IL tetramer was considered for docking since this is the minimum unit
presenting two neighbouring binding sites in close vicinity and accessible for glycocluster 52.
This dimeric lectin was prepared from the X-ray structure (PDB code: 10KO) after removal
of water molecules and carbohydrate ligands. Hydrogen atoms were added and Pullman
charges calculated, except for the calcium ions that were treated with a charge of 2. The
positions of hydrogen atoms were optimized with Tripos force-field.

Modeling of the interaction between partners

A procedure was developed in order to model compound 52 with two galactoses in
neighbouring of PA-IL binding sites. One galactose epitope of glycocluster 52 was fitted into
one of the two binding sites of the dimeric PAIL by overlaying its atoms with the galactose
molecule from the PDB structure. A systematic conformational search was performed around
12 rotatable bonds with distance constraint between atom O-4 of the second galactose and the
calcium ion in the second binding site. The ligands with appropriate conformations were
optimized with inclusion of constraint for minimizing the distance between the docked
galactose (second site) and the “ghost” of the bound galactose in the crystal structure of the
complex. After removal of these dummy atoms, several steps of energy minimization were
performed. The last cycle included full optimization of the whole ligand, with no constraints,
in order to check the stability of the proposed interaction. The same procedure can be repeated
to model a second dimer of PA-IL with the two other galactosides of 52.
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4.1.8.2 Conformationnal analysis and Boltzmann entropy

Construction of monovalent references GalEGs3-Triaz 21, GalEG,NAc-Triaz 118,
GalEGGIyNAc-Triaz 123 et GalPhNAc-Triaz 129 was performed with Tripos Sybyl 7.3
(Tripos Associates, St. Louis, MO). Atomic partial charges were then calculated
(MOPAC/MNDO) for the linker and set up according to PIM carbohydrate parameters® "’ for
the galactose moieties. Linkers and carbohydrates epitopes were connected and the charges
were derived and symmetrized in order to obtain a neutral global charge. The resulting
molecule was then energy minimized using conjugate gradient method and TRIPOS Force
Field®”" with addition of carbohydrate parameters.’”® This minimization led to 14.4, 14.9, 15.2
and 14.6 kcal/mol for 21, 118, 123 and 129 respectively. For each compound, the torsion
angle was checked to be about 300° (exo-anomeric effect). A systematic search was
performed for each compound with 9, 8, 7 and 4 rotatable bonds for 21, 118, 123 and 129
respectively and a 20 kcal/mol energetic cut-off. These systematic searches led to 48548,
44324, 26988 and 7624 reachable conformers for 21, 118, 123 and 129 respectively.
Geometric references and planes were defined for each molecule as follows: sugar (centroid
of all 6 atoms of the carbohydrate ring), triaz (centroid of all 5 atoms of the triazole ring),
triaz plane (plane from 3 atoms of the triazole ring), normtriaz plane (plane from two
extremities of the triaz centroid normal and the C-5 atom of the triazole ring), variable plane
(plane from the sugar centroid, the triaz centroid and the endocyclic oxygen of the
carbohydrate). Calculations of the geometrical parameters were perfomed using these
references in the Sybyl spreadsheet. Boltzmann probabilities and entropies were calculated
from conformers energies according to the procedure described in chapter 3.
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4.2 Synthesis

4.2.1 General procedures

All reagents for synthesis commercially available (highest purity available for reagent grade
compounds) were used without further purification. Solvents were distilled over CaH;
(CH,CL,), Mg/l (MeOH), Na/benzophenone (THF) or purchased dry. All reactions were
performed under an Argon atmosphere. Reactions under microwave activation were
performed on a Biotage Initiator system. NMR solvents were purchased from Euriso-Top
(Saint Aubin, France). Thin-layer chromatography (TLC) was carried out on aluminum sheets
coated with silica gel 60 Fs4 (Merck). TLC plates were inspected by UV light (A = 254 nm)
and developed by treatment with a mixture of 10% H,SO4 in EtOH/H,0 (95:5 v/v) followed
by heating. Silica gel column chromatography was performed with silica gel Si 60 (40—63
um). Optical rotation was measured using a Perkin Elmer polarimeter. NMR spectra were
recorded at 293 K, unless otherwise stated, using a 300 MHz or a 400 MHz spectrometer.
Shifts are referenced relative to deuterated solvent residual peaks. The following
abbreviations are used to explain the observed multiplicities: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q,
quadruplet; m, multiplet and bs, broad singlet. Complete signal assignments from 1D and 2D
NMR were based on COSY, HSQC and HMBC correlations. Infrared spectra were recorded
using an FT-IR spectrometer with ATR attachment. High Resolution (LSIMS) mass spectra
were recorded in the positive mode using a Thermo Finnigan Mat 95 XL spectrometer. ESI
mass spectra were recorded in the positive mode using a Thermo Finnigan LCQ spectrometer.
High resolution (HR-ESI-QToF) mass spectra were recorded using a Bruker MicroToF-Q II
XL spectrometer. MALDI-ToF mass spectra were recorded in positive ion reflectron mode
using a Voyager DE-STR spectrometer (Applied Biosystem) with CHCA (¢p-cyano-4-
hydroxycinnamic acid, 10 g.L'1 in MeOH) and Nal (10 g.L"' in acetone) as matrix.

General procedure for 1,3-dipolar cycloadditions (Method A)

Unless otherwise stated, the alkyne-functionalized compound, Cul, DIPEA and azido-
derivative in degassed DMF were introduced into a Biotage Initiator 2-5 mL vial. The vial
was flushed with argon and the solution was sonicated for 30 seconds. The vial was sealed
with a septum cap and heated at 110°C for 15 min under microwave irradiation (solvent
absorption level : High). After uncapping the vial, if the product is partially soluble in water,
the crude mixture was concentrated and co-evaporated with toluene 3 times before flash
chromatography. If the product is not soluble in water, the mixture was diluted with EtOAc
(250 mL). The organic layer was washed with 150 mL portions of IN HCI, saturated
NaHCOs;, water, and brine successively. The organic layer was dried (Na,SO,), filtered and
evaporated. The crude product was purified by flash silica gel column chromatography to
afford the desired cycloadducts.
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General procedure for deacetylation of carbohydrates (Method B)

Unless otherwise stated, the acetylated glycoside or glycocluster (1 eq.) was suspended in
distilled MeOH, ultra-pure water and ultra-pure triethylamine (5:1:1, v/v/v). The mixture was
stirred under Argon at room temperature for 2 to 4 days. Solvents were evaporated, co-
evaporated with toluene three times and the resulting white foam was dissolved in ultra-pure
water (5 mL) and freeze-dried to afford pure hydroxylated glycoconjugates.

4.2.2 Warning about sodium azide (NaN3)

Sodium_azide, when inhaled, is highly toxic and may cause death (MSDS J.T. Baker).
Precautions must be taken when weighing the material such as using a powder mask and a
teflon spatula (metallic spatula may cause explosion). Azidation reactions were performed
behind a plastic shield due to potential explosion. DMF is used as a polar solvent favoring the
reaction but also to maintain a slightly basic pH (> 8) of the solution. With acidic pH
hydrazoic acid (HN3) may be formed, which may explode and/or, when inhaled, may cause
intoxication, damage of the central nervous system and blood pressure effects.

4.2.3 Protocols and characterisations

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-galactopyranosyl trichloroacetimidate (3)

B-D-Galactose pentaacetate 1 (3.15 g, 8.1 mmol, 1 eq.) and freshly

¢ OAc
prepared hydrazinium acetate (0.82 g, 8.9 mmol, 1.1 eq.) were Aeo

dissolved in 20 mL and heated at 60°C for 3 h then stirred at r.t. aco °
overnight. The crude mixture was dissolved in EtOAc (250mL) and AcO | oo
washed with brine (4x100 mL). After evaporation and drying, the

crude product (2.8 g) was transferred into a 50-mL round-bottom NH

flask. Under argon, trichloroacetonitrile (4.9 mL, 48.5 mmol, 6 eq.) and freshly distilled
CH,Cl, (20 mL) was added. The mixture was cooled to 0°C and DBU (1.2 mL, 8.1 mmol, 1
eq.) was added dropwise. After stirring for 2h, solvents were evaporated off and the crude
product was purified by silica gel flash chromatography (CH,Cl,) to afford the pure product 3
(1.64 g, 41 % over 2 steps). Analytical data were in good aggrement with previously
published results.*”*>"?

Propargyl 2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-B-D-galactopyranoside 4"

B-D-Galactose pentaacetate 1 (2.0 g, 5.12 mmol, 1 eq.) and

OA
silver trifluoroacetate (1.70 g, 7.68 mmol, 1.5 eq.) were A? ¢

. . . o
dissolved in freshly distilled CH?Clz (60 mL)' u.nder argon o %
atmosphere and protected from light. Upon stirring, freshly oAc

distilled propargyl alcohol (447 pL, 7.68 mmol, 1.5 eq.) was
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added. Then tin(IV) chloride (15.4 mL, 15.4 mmol, 3 eq., 1M in CH,Cl,) was added dropwise
(50 min.) with a syringe pump. After 1.5h, the reaction was quenched using saturated
NaHCOs; solution (~ 200 mL). The aqueous layer was extracted with CH,Cl, (3 x 150 mL).
The organic layers were washed with water (4 x 150 mL) and brine (2 x 150 mL), dried over
Na,SO,, filtered and evaporated off. The crude product was purified by flash silica gel
column chromatography (PE/EtOAc, 1:1) to afford the pure product 4 (1.665 g, 84%) as a
white foam.

2’-Chloroethyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranoside 5)°"

B-D-Galactose pentaacetate 1 (1.0 g, 2.56 mmol, 1 eq.) and OAc

AcO
silver trifluoroacetate (0.848 g, 3.84 mmol, 1.5 eq.) were o
dissolved in freshly distilled CH,Cl, (30 mL) under an argon aco o
atmosphere and light-protected by an aluminium foil. Upon OAc \/\CI

stirring, freshly distilled 2-chloroethanol (260 pL, 3.84

mmol, 1.5 eq.) was added. Then a molar solution of tin(IV) chloride (7.68 mL, 7.68 mmol, 3
eq.) in CH,Cl, was added dropwise (45 min.) with a syringe pump. After 2h, the reaction was
quenched using saturated NaHCO; solution (~100 mL). The aqueous layer was extracted with
CH,CI, (3 x 100 mL). The organic layers were washed with water (2 x 150 mL) and brine
(150 mL), dried over Na,SOy, filtered and evaporated off. The crude product was purified by
flash silica gel column chromatography (PE/EtOAc, 1:1) and then crystallized from
CH,CL/PE to afford the pure product 5 (868 mg, 82%). Ry= 0.51 (PE/EtOAc, 1:1). [a]p = +
1.22 (¢ 0.985, CH,Cly). M. p. = 102 — 105°C (CH,Cl,/PE). '"H NMR (300 MHz, CDCl;) ¢
5.35 (dd, IH, J4,5 =0.9 HZ, J3,4 =34 HZ, H-4), 5.18 (dd, IH, Jl,z =7.9 HZ, J2,3 =10.5 HZ, H-
2), 498 (dd, 1H, J34 = 3.4 Hz, J,3 = 10.5 Hz, H-3), 4.50 (d, 1H, J,» = 7.9 Hz, H-1), 4.14-
4.03 (m, 3H, H-6,, H-6y, /2 GalOCH>-), 3.89 (td, 1H, Jis5 = 0.9 Hz, Jsc = 6.6 Hz, H-5), 3.77-
3.69 (m, 1H, 2 GalOCH>-), 3.63 — 3.57 (m, 2H, -CH,Cl), 2.11 (s, 3H, CH5;CO), 2.03 (s, 3H,
CH;CO0), 2.00 (s, 3H, CH3CO), 1.94 (s, 3H, CH;CO) ppm.

Ethyl 2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-D-galactopyranoside (6) and Ethyl 3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
galactopyranoside (7)

B-D-Galactose pentaacetate 1 (0.39 g, 1 mmol) and silver AO OAc
trifluoroacetate (0.331 g, 3 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly

distilled CH,Cl, (5 mL) under an argon atmosphere and light- aco °
protected by an aluminium foil. Upon stirring, distilled ethanol (146 HO
uL, 2.5 mmol, 2.5 eq.) was added. Then tin(IV) chloride (3 mL, 3 o\/

mmol, 3 eq., IM in CH,Cl,;) was added dropwise (50 min.) with a

syringe pump. After 2h, the reaction was quenched using saturated NaHCOs3 solution (~20
mL). The aqueous layer was extracted with CH,Cl, (150 mL). The organic layers were
washed with water (2 x 50 mL) and brine (50 mL), dried over Na,SOy, filtered and
evaporated off. The two compounds were separated by flash silica gel column
chromatography (PE/EtOAc, 2:1) affording compound 6 (53 %) and compound 7 (36 %).
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Compound 7 : white crystals, M. p. = 95.5 — 96.5°C (PE/EtOAc). Ry = 0.1, (PE/EtOAc, 3:2).
[a]p®® =+ 143.7 (¢ 0.65, CHCl3). '"H NMR (CDCl;, 300 MHz) §5.39 (dd, 1H, J54 = 3.4 Hz,
J4,5 =09 HZ, H—4), 5.13 (dd, IH, J2’3 =104 HZ, J3’4 =34 HZ, H—3), 4.99 (d, IH, Jl’z =4.0 HZ,
H-1), 4.20 (t, 1H, J = 7.0 Hz, H-5), 4.09 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.93 (ddd, 1H, J;, = 4.0 Hz,
Jo3=10.4 Hz, H-2), 3.80 (m, 1H, OCH,CHj3), 3.60 (m, 1H, OCH,CHj3), 2.14, 2.05, 2.05 (3s, 9
H, CH;CO), 2.10 (s, 1H, OH), 1.28 (t, 3H, J = 7.1 Hz, OCH,CH;) ppm. *C NMR (CDCl;,
75 MHz) §171.1, 170.8, 170.6 (C=0), 98.8 (C-1), 71.2, 68.7, 67.4, 67.0 (C-2, C-3, C-4, C-5),
64.7, 62.2 (C-6, OCH,CH3), 21.2, 21.0, 21.0 (3s, 3C, COCH3), 15.4 (OCH,CH3) ppm. Anal.
Calcd for Ci4H,,00 (334.32): C, 50.30; H, 6.63; O, 43.07. Found: C, 50.60; H, 6.58; O,
43.37.

1°-azido-3’,6’-dioxaoct-8’-yl 2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranoside (13)*'*>"

From L-fucose, compound 13 had been prepared

throught the NIS/thiophenyl or the PPhy/CBr, OOy,
procedure. In both procedure, the L-fucose is 0 OAc

acetylated and glycosylated with thiophenol to OAc

afford compound 11.°°°"®  Deacetylation and AcO

benzylation then afforded derivative 12373 In the PPh3;/CBr, procedure, compound 12
(0.190 mg, 0.36 mmol, 1 eq.) and NBS (0.118 mg, 0.79 mmol, 2.2 eq.) were stirred in an
acetone/water mixture (4 mL, 9:1). After 2h, 700 mg of NaHCO; was added and acetone was
evaporated off. The crude mixture was diluted in EtOAc (120 mL) and washed with saturated
NaHCOs; solution (50 mL), water (50 mL) and brine (50 mL). Silica gel flash chromatography
(CH,Cl, then CH,CIl/EtOAc, 9:1) afforded compound 14’7 (147 mg, 93 %). Compound 14
was then dissolved in DMF (4 mL) and distilled CH,Cl, (1 mL) and a solution of PPh; (265
mg, 1 mmol, 3 eq.) and CBr4 (335 mg, 1 mmol, 3 eq.) in DMF (1 mL) was added dropwise.
After stirring at r.t. for 2 h, 2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethanol (147 pL, 1 mmol, 3 eq.) was
added and stirring was maintened for additional 16h at 25°C. The crude mixture was then
diluted in toluene (150 mL) and washed with saturated solution of NaHCO3;, water and brine.
Purification by silica gel flash chromatography afforded the isolation of the a/f mixture (60
%, a/f 5:1). This mixture (110 mg, 0.19 mmol) was then deprotected by hydrogenation
(P(Hz) = 8 bar) with Pd/C 10 % (20 mg, 0.1 eq.) in ethanol (7 mL). After 16h, the crude
mixture was filtered through a plug of celite and washed with ethanol (3x15 mL). After
evaporation, the crude product was subjected to acetylation with Ac,O (2 mL), pyridine (4
mL) and DMAP (5 mg). Acetylation was complete after 12h stirring at r.t. and the crude
mixture was then diluted in EtOAc (250 mL). The organic layer was washed with water (150
mL), HCI IN (150 mL), saturated NaHCO; (150 mL), water and brine. The crude mixture
could then be subjected to azidation with NaN3 (62 mg, 0.95 mmol, 5 eq.), nBusNI (7 mg,
0.019 mmol, 0.1 eq.) in DMF (10 mL) at 70°C for 16h. After workup by dilution in EtOAc
and washings with saturated NaHCO3 and water, the crude mixture was purified on silica gel
chromatography with a slow elution gradient (cyclohexane/CHClj/acetone, from 4:1:0 to
2:1:1) to afford compound 13 with a 40 % overall yield (from 14) and a retained o/f ratio of
5:1.
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The other procedure (Fischer-like) is based on the use of H,SO,4-SiO; particles as a catalyst.*"”

This catalyst is prepared by adding very cautiously 3 mL of concentrated sulfuric acid (95%)
on a SiO; gel in Et;O under vigourous stirring. After evaporation of Et,O, the H,S04-S10;
catalyst 1s dryied at 100°C for 3h. In a 10 mL round-bottom flask containing L-fucose (166
mg, 1 mmol) was added 2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethanol (735 pL, 5 mmol, 5 eq.). The
solvent-free mixture was heated to 120°C and catalyst H,SO4-S10, (5 mg) was added. After
45 minutes, reaction was allowed to cool down and the crude mixture was filtered through a
plug of silica gel (CH,Cl,/MeOH, 9:1). After evaporation, the crude product was subjected to
acetylation with Ac,0 (2 mL), pyridine (4 mL) and DMAP (5 mg). Acetylation was complete
after 12h stirring at r.t. and the crude mixture was then diluted in EtOAc (80 mL). The organic
layer was washed with water (20 mL), HCI IN (20 mL), saturated NaHCO3 (20 mL), water
and brine. The crude mixture could then be subjected to azidation by adding NaNj3 (0.325 mg,
5 mmol, 5 eq.) and nBusNI (0.74 mg, 2 mmol, 2 eq.) in DMF (10 mL). The mixture was
heated at 70°C for 16h, filtered and diluted EtOAc (150 mL). The organic layer was washed
with water (5 x 100 mL) and evaporated off. The pure compounds (a : 151 mg, o/p 1:4
mixture : 98 mg, global : 55 % over 3 steps and a:f3, 2:1) were obtained by silica gel flash
chromatography using the same ternary eluant as previous. This procedure was applied on 15-
g scale with similar results. To improve the purification step, silica gel flash chromatography
could be performed on deacetylated azido-compound (gradient elution from CH,CI, to
CH,Cl,/MeOH, 9:1) with better efficiency.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) & 5.42-5.33 (m, 1H), 5.30 (dd, J = 3.3 Hz, J = 1.1 Hz, 1H),
5.15-5.11 (m, 1H), 5.11 (s, 1H), 4.23 (q, J = 6.4 Hz, 1H, H-5), 3.87-3.73 (m, 2H, FucOCH>-),
3.71-3.59 (m, 8H, -CH,OCH,CH>OCH,CH,N3), 3.46-3.32 (t, J = 4.9 Hz, 2H, OCH,CH>N3),
2.17,2.08, 1.99 (3s, 3 x 3H, CH5CO), 1.14 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3) ppm.
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1’-azido-3’,6’-dioxaoct-8’-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranoside (16)

SnCly (pure, 8.7 mL, 76.9 mmol, 3 eq.) was added OAc

dropwise (within 90 min — syringe pump) at room at

temperature to a stirred solution of 1,2,3,4,6-penta- .o ° NGENNG ~
O-acetyl-B-D-galactopyranose 1 (10 g, 25.6 mmol, OAc

1 eq.), silver trifluoroacetate (8.49 g, 384 mmol, 1.5 eq) and 2-[2-(2-
chloroethoxy)ethoxy]ethanol (5.6 mL, 38.4 mmol, 1.5 eq.) in freshly distilled CH,Cl, (400
mL). The mixture was protected from light. Disappearance of the starting material was
observed (TLC monitoring) 10 minutes after all SnCly was added. The mixture was
transferred in saturated aqueous NaHCO3 (400 mL) and the pH was checked to be above 8.
The solution was vigourously stirred for 15 min. The biphasic solution was extracted with
CH,Cl, (3%250 mL). The organic layers were combined, washed successively with saturated
aqueous NaHCOj; (2x250 mL), water (2x250 mL) and brine (250 mL) and dried (Na,;SOy,).
After concentration and total removal of CH,Cl, with high vacuum, contaminants such as
metallic salts were removed by filtration on a plug of silica gel (Et,O/PE, 8:2). To the
resulting colorless oil was added sodium azide (6.3 g, 96.35 mmol, 4 eq.) and nBusNI (0.712
g, 1.9 mmol, 0.1 eq.) and DMF (100 mL). The mixture was stirred at 70°C under argon for 16
h. The mixture was cooled to r.t., transferred into brine (1L) and extracted with EtOAc
(3250 mL). The organic layer was washed with aq. NaHCO; (2x200 mL), water (2x200
mL), brine (200 mL) and dried (Na,SO,4). After concentration, the residue (yellow to orange
gum) was purified by silica gel column chromatography (Et;O/PE, 8:2) to afford the
corresponding azido-functionalized [(3-galactoside 16 as a colorless gum (8.02 g, 62% over 2
steps). Ry= 0.34 (PE/EtOAc, 1:1). "H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.96, 2.02, 2.04, 2.13 (4s,
4x3H, CH;CO), 3.38 (t, 2H, J = 5.0 Hz, CH,N3), 3.60-3.81 (m, 9H, OCH>), 3.88-4.01 (m, 2H,
OCH,, H-5), 4.07-4.19 (m, 1H, H-6a, H-6b), 4.56 (d, 1H, J= 7.9 Hz, H-1), 5.00 (dd, 1H, J =
3.4 Hz, J=10.5 Hz, H-3), 5.18 (dd, 1H, J= 7.9 Hz, J=10.5 Hz, H-2), 5.37 (dd, 1H, J < 1 Hz,
J=3.4 Hz, H-4) ppm. ®C NMR (100 MHz, CDCl3) § 20.3, 20.4, 20.4, 20.5 (4s, 4xCH;CO),
50.4 (CH3N3), 61.0 (C-6), 66.8 (C-4), 68.5 (C-2), 68.8, 69.8, 70.1 (3s, 3xCH,0), 70.4 (C-3),
70.4, 70.5 (2s, 2xCH;0), 70.6 (C-5), 101.1 (C-1), 169.2, 169.9, 170.0, 170.1 (4s, 4xCH;3CO)
ppm.

1”’-azido-3’,6"’-dioxaoct-8’-yl 2,3,6,2°,3°,4°,6’-hepta-0O-acetyl-B-D-lactoside (17)3 80

-D-lactose octaacetate 8 (5.0 g, 7.4 mmol, , , _oAc OAc

1 eq.) and silver trifluoroacetate (2.47 g, gg ;o § o

11.2 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in Aco o co O ™o Oy,
freshly distilled CH,Cl, (100 mL) under an one

argon atmosphere and light-protected by an aluminium foil. Upon stirring, distilled 2-[2-(2-
chloroethoxy)ethoxy]ethanol (1.62 mL, 11.2 mmol, 1.5 eq.) was added. Then tin(IV) chloride
(22.4 mL, 22.4 mmol, 3 eq., IM in CH,Cl,) was added dropwise (70 min.) with a syringe
pump. After 4h, the reaction was quenched using saturated NaHCO3 solution (~120 mL) and

stirred for additional 20 minutes. The pH was checked to be above 8 and the aqueous layer
was extracted with CH,Cl, (3%200 mL). The organic layers were washed with water (2x150
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mL) and brine (150 mL), dried over Na,SOs, filtered and evaporated off. To the resulting
colorless oil was added NaNj3 (2.4 g, 37.25 mmol, 5 eq.) and nBugNI (5.5 g, 14.9 mmol, 2 eq.)
and DMF (150 mL). The mixture was stirred at 70°C under argon for 16 h. The mixture was
cooled to r.t., filtered and diluted with EtOAc (700 mL). The organic layer was washed with
ag. NaHCO; (2x300 mL), water (2x300 mL), brine (300 mL) and dried (Na,SOy). After
concentration, the residue (yellow to orange gum) was purified by silica gel column
chromatography (PE/EtOAc, 7:3 to 4:6) to afford the pure azido-functionalized -lactoside 17
as a colorless gum (3.73 g, 62% over 2 steps). Ry= 0.26 (PE/EtOAc, 1:1). '"H NMR (CDCl3)
05.33-531 (m, 1H), 5.17 (t, 1H, J = 11.5 Hz), 5.09 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, J = 11.5 Hz), 4.93
(dd, 1H, J=2.8 Hz, J = 8.7 Hz), 4.87 (dd, 1H, J = 8.7 Hz, J= 8.9 Hz), 4.59 (d, 1H, J="7.9
Hz), 4.48-4.42 (m, 2H), 4.15-3.57 (m, 16H), 3.37 (t, 2H, J = 6.0 Hz, CH,N3), 2.13, 2.10, 2.04,
2.02, 1.94 (5s, 21H, CH5CO), ppm.

Mono(AcO)4GalEG;-Calix[4]arene cone — Acetylated Glycocluster (19)

Obtained as a white foam (229 mg, 97 %) L0 _OA
following Method A: 18 (146 mg, 0.18 mmol, 1 go
eq.), (AcO)sGalEG3N; 16 (136 mg, 0.27 mmol, onc
1.5 eq.), Cul (17 mg, 0.09 mmol, 0.5 eq.) and

DIPEA (156 pL, 0.9 mmol, 5 eq.). Purified by

silica gel flash chromatography (PE/EtOAc, 7:3

to 3:7). [alp = — 1.3 (¢ 1.0, CH,Cl,). '"H NMR

(300 MHz, CDCL) ¢ 7.49 (s, 1H, H-triaz), 6.78 (d, J = 3.0 Hz, 4H, H-ar), 6.60 (d, J = 4.3
Hz, 4H, H-ar), 5.32 (dd, J = 0.8 Hz, J = 3.3 Hz, 1H, H-4), 5.13 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.5 Hz,
1H, H-2), 5.04 (s, 2H, OCH,C-triaz), 4.94 (dd, J = 3.3 Hz, J = 10.5 Hz, 1H, H-3), 4.49-4.45
(m, 3H, H-1, OCH,CH,N), 4.32 (d, J = 12.8 Hz, 2H, Ar-CH,-Ar), 4.28 (d, J = 12.8 Hz, 2H,
ArCH,Ar), 4.02-4.13 (m, 2H, H-6), 3.90-3.60 (m, 5H, 2xOCH,CH,0, H-5), 3.72 — 3.60 (m,
6H, 3xCH3;CH,CH-0), 3.52 (s, 6H, 3xOCH,CH,0), 3.03 (d, J = 12.8 Hz, 2H, Ar-CH,-Ar),
2.98 (d, J = 12.8 Hz, 2H, ArCH,Ar), 2.07 (s, 3H, CH3CO), 1.97 (s, 3H, CH3CO), 1.96 (s, 3H,
CH;CO), 191 (s, 3H, CH;CO), 1.96-1.85 (m, 6H, 3xCH;CH,CH,0), 1.07 (s, 18H,
2xC(CHs3)3), 0.94 (m, 3H, CH;CH,CH,0), 0.94 (s, 9H, C(CHs3)3), 0.92 (s, 9H, C(CH3)3), 0.82
(t, J = 7.5 Hz, 6H, 2xCH;CH,CH,0) ppm. ®C NMR (75 MHz, CDCl;3) 6 170.4, 170.3,
170.2, 169.5 (CH3CO), 154.1, 153.4, 1522 (CV-ar-0), 144.8, 144.7, 1443 (C"-ar-tBu),
144.2 (C"-triaz), 134.5, 134.2, 133.8, 133.4 (C"V-ar-CH,), 125.2, 125.0, 124.9, 124.8 (CH-ar),
124.2 (CH-triaz), 101.4 (C-1), 77.1, 76.9 (CH3CH,CH,-0O), 71.0 (C-3), 70.8 (C-5), 70.8
(GalOCHy-), 70.7, 70.3, 69.7, 69.2 (OCH,CH,0, 68.9 (C-2), 67.1 (C-4), 67.0 (PhOCH,C-
triaz), 61.3 (C-6), 50.2 (OCH,CH,N), 34.0, 33.9, 33.8 (C(CHs);), 31.6, 31.47, 31.46
(C(CH3)3), 31.1 (ArCH,Ar), 23.5, 23.3 (CH3CH,CH,0), 20.9, 20.8, 20.7 (CH3CO), 10.6, 10.3
(CH3CH,CH,0) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1262.5 [(M+H)—Bu]’, 1318.4 [M+H]",
1340.4 [M+Na]"
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1”°-[1°,2°,3’-Triazol-4’-yl-(acetoxy)methyl]-3°’,6’-dioxaoct-8*’-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
B-D-galactopyranoside (20)

AcO OAc

Obtained as a colorless oil (154 mg, 59 %)

[0}

following Method A: propargyl acetate (477 Aco °\/\o/\/°\/\N/N\\N
mg, 4.9 mmol, 10 eq.), 16 (246 mg, 0.49 OAc \§<\
mmol, 1 eq.), Cul (18 mg, 0.1 mmol, 0.2 eq.) OAc

and DIPEA (423 pL, 2.45 mmol, 5 eq.). Purified by silica gel flash chromatography
(PE/EtOAc, 1:1 then EtOAc). [a]p = — 8.4 (¢ 1.0, CH,Cl,). "H NMR (300 MHz, CDCl;) ¢
7.77 (s, 1H, H-triaz), 5.37 (dd, J = 3.4 Hz, J < 1.0 Hz, 1H, H-4), 5.20 (s, 2H, HOCH,C-triaz),
5.19 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.5 Hz, 1H, H-2), 5.01 (dd, J = 3.4 Hz, J = 10.5 Hz, 1H, H-3),
4.55-4.52 (m, 3H, H-1, OCH,CH;N), 4.20-4.07 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.97-3.91 (m, 2H, H-5,
%2 GalOCH,CH,0), 3.86 (t, J = 5.1 Hz, 2H, OCH,CH,;N), 3.72-3.67 (m, 1H, %
GalOCH,CH,0), 3.62-3.58 (m, 6H, GalOCH,CH,OCH,CH,0), 2.13, 2.06, 2.03, 2.02, 1.97
(5s, 15H, CH5CO) ppm. “C NMR (75 MHz, CDCL3) ¢ 170.9, 170.5, 170.4, 170.3, 169.5
(CH3CO), 142.7 (CV-triaz), 125.0 (CH-triaz), 101.5 (C-1), 71.0, 70.8 (C-3, C-5), 70.7, 70.7,
70.3 (GalOCH,CH,0OCH,CH,0), 69.5, 69.2 (GalOCH,-, OCH,CH,N), 67.1 (C-4), 61.3 (C-6),
57.7 (PhOCH,C-triaz), 50.4 (OCH,CH;N), 21.0, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7 (CH3CO) ppm. ESI-
MS (positive mode) m/z: 626.2 [M+Na]". HR-ESI-MS (positive mode) m/z: calcd for
C25H37N3Na014 [M+Na]+ 6262173, found 626.2173

1°-[1°,2°,3’-Triazol-4’-yl-(hydroxy)methyl]-3",6’-dioxaoct-8’’-yl B-D-galactopyranoside
(21)

Obtained as a colorless oil (88 mg, 96 %) on O

following Method B: 20 (140 mg, 0.23 mmol, 1 o

eq.), MeOH (10 mL), water (5 mL) and " » OO

triethylamine (5 mL). [a]p = — 3.4 (¢ 0.5, \§<~
OH

CH;OH). "H NMR (300 MHz, CD;0D) 6 8.00

(s, 1H, H-triaz), 4.69 (s, 2H, HOCH,C-triaz), 4.58 (t, J = 5.1 Hz, 2H, OCH,CH,N), 4.25 (d, J
= 7.3 Hz, 4H, H-1), 4.03-3.97 (m, 1H, 2 GalOCH,CH,0), 3.90 (t, J = 5.1 Hz, 2H,
OCH,CH,N), 3.83 (dd, J = 3.1 Hz, J < 1.0 Hz, 1H, H-4), 3.77-3.72 (m, 2H, H-6a, H-6b),
3.70-3.61 (m, 7H, GalOCH,CH,0OCH,CH,0, "> GalOCH,CH,0), 3.56-3.44 (m, 3H, H-2, H-
3, H-5) ppm. *C NMR (75 MHz, CD;0D) 6 148.9 (C"V-triaz), 125.0 (CH-triaz), 105.1 (C-1),
76.7, 749, 72.5 (C-2, C-3, C-5), 71.5, 71.4, 71.3 (GalOCH,CH,OCH,CH,0), 70.4
(OCH,CH;N), 70.3 (C-4), 69.6 (GalOCH,CH,0), 62.5 (C-6), 56.5 (PhOCH,C-triaz), 51.4
(OCH,CH,N) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 416.2 [M+H]". HR-ESI-MS (positive
mode) m/z: calcd for C;5H7N3NaOq [MJrNa]+ 416.1645, found 416.1645
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1’’-[17,2”°,3”’-Triazol-4"’-yl-(acetoxy)methyl]-3°"*,6’"’-dioxaoct-8°*’-yl 2,3,6,2°,3°,4°,6’-
hepta-0-acetyl--D-lactoside (22)

Obtained as a colorless oil (95 mg, 73 %) one O o

following Method A: propargyl acetate o g;o o § o )
(18.5 mg, 0.19 mmol, 1.3 eq.), 17 (115 mg, i S "
0,145 mmol, 1 eq.), Cul (2.4 mg, 0.013 )
mmol, 0.1 eq.) and DIPEA (66 pL, 0.435

mmol, 3 eq.). Purified by silica gel flash chromatography (EtOAc). [a]p = + 0.9 (¢ 1.07,
CH,Cl,). "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.76 (s, 1H, H-triaz), 5.33 (dd, J = 3.4 Hz, J = 0.9
Hz, 1H, H-4’), 5.19 (s, 2H, OCH,C-triaz), 5.16 (t,J=9.2 Hz, 1H, H-3), 5.09 (dd, /= 10.4 Hz,
J =179 Hz, 1H, H-2), 4.94 (dd, J = 10.4 Hz, J = 3.4 Hz, 1H, H-3"), 4.87 (dd, J=9.6 Hz, J =
8.0 Hz, 1H, H-2), 4.56-4.45 (m, 6H, H-1, H-1°, H-6a, H-6b, OCH,CH,N), 4.15-4.00 (m, 2H,
H-6’a, H-6’b), 3.92-3.83 (m, 4H, H-5, OCH,CH;N, "> LacOCH,), 3.78 (t, /= 9.4 Hz, 1H,, H-
4), 3.67 (ddd, J = 10.8 Hz, /= 6.4 Hz, J = 4.0 Hz, 1H, 2 LacOCH,), 3.62-3.54 (m, 7H,
LacOCH,CH,OCH,CH,-, H-5"), 2.13, 2.09, 2.06, 2.04, 2.03, 2.02, 2.00, 1.95 (8s, 8x3H,
CH,CO) ppm. *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 170.9, 170.4, 170.3, 170.2, 169.9, 169.7,
169.2 (7s, 8xCH;3CO0), 142.7 (C"-triaz), 125.0 (CH-triaz), 101.2, 100.7 (C-1, C-1°), 76.3 (C-
4), 729 (C-3), 72.8 (C-5°), 71.7 (C-2), 71.1 (C-3’), 70.8 (C-5), 70.7, 70.3 (2s,
LacOCH,CH,OCH,CH,0-), 69.5, 69.2 (LacOCH,-, OCH,CH,N ), 69.2 (C-2°%), 66.7 (C-4°),
62.1 (C-6), 60.9 (C-6"), 57.7 (OCH,C-triaz), 50.4 (OCH,CH,N), 21.00, 20.97, 20.9, 20.8,
20.7, 20.6 (6s, 8<xCH3CO) ppm. HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd for
C37Hs4N302, [M + H]" 892.3193, found 892.3168.

OAc

1°-[1”°,2”°,3”’-Triazol-4"’-yl-(hydroxy)methyl]-3°"°,6°"’-dioxaoct-8°*’-yl  [-D-lactoside
(23)

Obtained as a lyophilized white — , on oH

powder (57 mg, 99 %) following 0 o

Method B: 22 (93 mg, 0.1 mmol, 1 “°§$H o"°§$ﬂ e Y
eq.), MeOH (2 mL), water (0.5 mL) \§<~
and triethylamine (0.5 mL). [a]p = —

2.9 (¢ 0.31, H,0). "H NMR (400 MHz, DMSO-d; + € D,0) 6 7.92 (s, 1H, H-triaz), 4.53-4.43
(m, 4H, OCH,CH,;N, OCH,C-triaz), 4.24-4.15 (m, 2H, H-1, H-1’), 3.87-3.72 (m, 3H,
OCH,CH;N, % LacOCH,), 3.68-3.40 (m, 13H, H-4’, H-3, H-6a, H-6b, H-6’a; H-6"Db,
LacOCH,CH,OCH,CH,-, > LacOCH>) 3.34-3.21 (m, 5H, H-2, H-3’, H-4, H-5, H-5"), 3.00 (t,
J = 8.1 Hz, 1H, H-2") ppm. *C NMR (100 MHz, DMSO-d; + &€ D,0) ¢ 148.0 (C"-triaz),
123.4 (CH-triaz), 104.0, 102.8 (C-1, C-1"), 80.8, 75.7, 75.04, 75.00, 73.3, 73.2, 70.7 (C-2, C-
2’, C-3, C-3°, C4, C-5 C-5), 69.8, 69.7 (2s, LacOCH,CH,OCH,CH,0-), 69.0
(OCH,CH;,N), 68.3 (LacOCH,-, ), 68.3 (C-4’), 60.6 (C-6, C-6’), 55.1 (OCH,C-triaz), 49.5
(OCH,CH;N) ppm. HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd for C,;H37N3NaO4 [M +
Na]" 578.2168, found 578.2143.

OH
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Mono (HO)4GalEG3;-Calix[4]arene cone — Hydroxylated Glycocluster (40)

Obtained as a white foam (188 mg, 95 %)  onoH

following Method B: 19 (226 mg, 0717 mmol, 4o éol O~ g O
1 eq.), MeOH (20 mL), water (3 mL) and OH W=N
triethylamine (3 mL). [a]p = — 1.4 (¢ 1.0, NI
CH;O0H). IR: v = 3380, 2956, 2910, 2857,
1480, 1460, 1390, 1361, 1299, 1249, 1198,
1122, 1064, 1042, 947, 868 cm™. "H NMR (300 MHz, CD;0D) J 7.92 (s, 1H, H-triaz), 6.93
(s, 4H, H-ar), 6.72 (s, 2H, H-ar), 6.67 (s, 2H, H-ar), 5.05 (s, 2H, 2xOCH,C-triaz), 4.61 (t, J =
5.0 Hz, 2H, OCH,CH,N), 4.42 (d, J = 12.5 Hz, 2H, ArCH,Ar), 4.36 (d, J = 12.8 Hz, 2H,
ArCH,Ar), 4.24 (d, J = 7.3 Hz, H-1), 4.01-3.95 (m, 1H, % GalOCH,CH,0), 3.91 (t, J = 5.0
Hz, 2H, OCH,CH,N), 3.84-3.64 (m, 16H, 3xOCH,Et, H-6, H-4, '» GalOCH,CH,O,
OCH,CH,0, OCH,CH,0), 3.56-3.43 (m, 6H, H-2, H-3, H-5), 3.10 (d, J = 12.5 Hz, 2H,
ArCH,Ar), 3.05 (d, J = 12.8 Hz, 2H, ArCH,Ar), 2.07-1.90 (m, 6H, 3xOCH,CH,CH3), 1.18
(s, 18H, 2xC(CHs)3), 1.08 (t, J = 7.5 Hz, 3H, OCH,CH,CH?3), 1.01 (s, 9H, C(CHs)3), 0.98 (s,
9H, C(CHs)s), 0.93 (t, J = 7.5 Hz, 6H, 2xOCH,CH,CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, CD;0D)
8 155.5, 154.5, 153.3 (CV-ar-0), 145.9 (s, CV-triaz), 145.5, 145.5, 145.2 (3s, C"V-ar-/Bu),
135.8, 135.6, 135.0, 134.4 (C"V-ar-CH,), 126.5 (s, CH-triaz), 126.3, 126.2, 126.1, 125.9 (CH-
ar), 105.1 (C-1), 78.2, 77.9 (2s, 3C, OCH,EY), 76.7, 74.9, 72.5 (3s, C-2, C-3, C-5), 71.5, 71 .4,
70.5 (3s, GalOCH,CH,0CH,CH,0, OCH,CH,N), 70.2 (C-4), 69.6 (GalOCH,CH,0), 67.7
(OCH,C-triaz), 62.5 (C-6), 51.4 (OCH,CH,N), 34.8, 34.7, 34.6 (3s, 4C, C(CHs)s), 32.4
(ArCH,Ar), 32.1, 32.0 (C(CHs)3), 24.7, 24.3 (OCH,CH,CH3), 11.1, 10.7 (OCH,CH,CH3)
ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1094.4 [M + H—/Bu]", 1150.4 [M+H]", 1172.5 [M+Na]".
HR-ESI-MS (positive mode) m/z: calcd for CegHpoN3O12 [M + H]+ 1150.7307, found
1150.7312.

1,3-di (AcO)4GalEG; calix[4]arene cone - Acetylated Glycocluster (41)

Obtained as a white foam (355 mg, 93 %)
following Method A: 27 (170 mg, 0.21 mmol, A°°§ OAOC S NoX
1 eq.), 16 (320 mg, 0.63 mmol, 3 eq.), Cul **° OACO\/\O/\/O\/\N\/j‘I_\O#‘
(20 mg, 0.10 mmol, 0.5 eq.) and DIPEA (180 49 e o
uL, 1.05 mmol, 5 eq.). Purified by silica gel A°°§m O o O
flash chromatography (CH,Cl,/EtOAc, 8:2 Wy
then EtOAc/MeOH, 9:1). [a]p=— 2.8 (¢ 1.0,
CH-CL). "H NMR (300 MHz, CDCls) J 7.70 (s, 2H, H-5"), 6.81 (s, 4H, H-ar), 6.68 (s, 4H,
H-ar), 5.38 (d, J = 2.8 Hz, 2H, H-4), 5.19 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.4 Hz, 2H, H-2), 5.07 (s, 4H,
OCH,C=C), 5.01 (dd, J = 3.4 Hz, J = 104 Hz, 2H, H-3), 4.56-4.51 (m, 6H, H-1,
2xOCH,CH,N), 4.31 (d , J = 12.5 Hz, 4H, Ar-CH,-Ar), 4.14-4.13 (m, 4H, H-6), 3.90-3.88
(m, 8H, 3xOCH,CH,0, H-5), 3.73-3.67 (m, 6H, 2xCH;CH,CH,0, OCH,CH,0), 3.58 (s,
12H, 6xOCH,CH;0), 3.04 (d, J = 12.5 Hz, 4H, Ar-CH,-Ar), 2.13 (s, 6H, 2xCH;CO), 2.03 (s,
6H, 2xCH;CO), 2.02 (s, 6H, 2xCH;CO), 197 (s, 6H, 2xCH;CO), 1.77 (m, 4H,
2xCH;CH,CH0), 1.12 (s, 18H, 2xC(CH3)3), 1.01 (s, 18H, 2xC(CH3)3), 0.76 (t, J = 7.5 Hz,
6H, 2xCH;CH,CH,0) ppm. “C NMR (75 MHz, CDCl;) ¢ 170.5, 170.4, 170.3, 169.5
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(CH3CO), 154.1, 152.3 (CV-ar-0), 144.9, 144.7 (CV-ar-tBu), 144.4 (C"-triaz), 134.2, 133.8
(CV-ar-CH,), 125.1, 125.0 (CH-ar), 124.5 (CH-triaz), 101.5 (C-1), 76.9 (CH;CH,CH,0), 71.0
(C-3), 70.8 (C-5), 70.8 (GalOCH>-), 70.7, 70.3, 69.8, 69.2 (-CH;OCH,CH,OCH,-), 68.9 (C-
2), 67.2 (OCH,C-triaz), 67.1 (C-4), 61.3 (C-6), 50.2 (OCH,CH,N), 34.0, 33.9 (C(CHs)3), 31.6
(C(CH3)3), 31.53 (ArCH,Ar), 31.49 (C(CH3)3), 23.1 (OCH,CH,CH3), 20.9, 20.8, 20.7
(CH3CO), 10.2 (OCH,CH,CH;) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1819.4 [M+H]", 1841.3
[M+Na]".

1,3-di (HO)4GalEGs; calix[4]arene cone - Hydroxylated Glycocluster (42)

Obtained as a white foam (261 mg, 99 %) oH,OH
following Method B: 41 (325 mg, 0.18 mmol, éo OO /ﬁ/:\\o p
(o] N
(o]

1 eq.), MeOH (20 mL), water (3 mL) and ~ _ , oH \=N
triethylamine (3 mL). [a]p = — 1.2 (¢ 1.0, Hoéj‘o °\/\o/\/°\AN’N\>N_/°
CH;0OH). IR: v = 3375, 2956, 2910, 2873, OH \ o

1480, 1460, 1390, 1360, 1300, 1242, 1196,
1122, 1046, 1007, 947, 869 cm™. "H NMR (300 MHz, CD;0OD) J 8.04 (s, 2H, H-triaz), 6.94
(s, 4H, H-ar), 6.71 (s, 4H, H-ar), 5.01 (s, 4H, 2XOCH,C-triaz), 4.63 (t, J = 5.0 Hz, 4H,
2xOCH,CH,N), 437 (d, J = 12.5 Hz, 4H, ArCH>Ar), 4.24 (d, J = 7.3 Hz, H-1), 4.01-3.96 (m,
2H, % GalOCH,-), 3.93 (t, J = 5.0 Hz, 4H, 2xOCH,CH,N), 3.82 (dd, J = 2.4 Hz, J < 1.0 Hz,
2H, H-4), 3.77-3.72 (m, 8H, 2xOCH,Et, H-6), 3.67-3.63 (m, 14H, % GalOCH>-,
GalOCH,CH,OCH,CH,0), 3.53-3.44 (m, 6H, H-2, H-3, H-5), 3.07 (d, J = 12.5 Hz, 4H,
ArCH>Ar), 1.79 (m, 4H, OCH,CH,CHs), 1.19 (s, 18H, 2xC(CH;)3), 0.99 (s, 18H,
2xC(CHs)3), 0.80 (t, J = 7.5 Hz, 6H, OCH,CH,CH;) ppm. “C NMR (75 MHz, CD;OD) ¢
155.6, 153.4 (C"-ar-0), 146.0 (C"-triaz), 145.7, 145.6 (C"-ar-tBu), 135.8, 134.9 (C"-ar-
CH,), 126.7 (s, CH-triaz), 126.3, 126.2, (CH-ar), 105.1 (C-1), 78.0 (OCH,EY), 76.7, 74.9, 72.5
(C-2, C-3, C-5), 71.5, 71.4, 70.6, (GalOCH,CH,OCH,CH,0CH,CH;N,), 70.3 (C-4), 69.6
(GalOCH,CH,0), 68.0 (OCH,C-triaz), 62.5 (C-6), 51.4 (OCH,CH,N), 34.9, 34.8 (C(CHs)s),
32.4 (ArCHAr), 322 (2xC(CH3)3), 32.0 (2xC(CH3);), 24.3 (OCH,CH,CHj;), 10.7
(OCH,CH,CHj3) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1483.6 [M+H]", 1505.6 [M + Na]". HR-
LSIMS-MS (positive mode / thioglycerol) m/z: calcd for CgoH;19NgO20 [MJrH]+ 1483.8479,
found 1483.8467.

1,2-di (AcO)4GalEG; calix[4]arene cone - Acetylated Glycocluster (43)

Obtained as a white foam (299 mg, 77 %)  Aco OAc
following Method A: 29 (173 mg, 0.21 mmol, Aco& g:‘% o\/\o/\/o\/\

1 eq.), 16 (320 mg, 0.63 mmol, 3 eq.), Cul (20  po oaP"® NN
mg, 0.10 mmol, 0.5 eq.) and DIPEA (186 pL, ,. &o: O g O TN
1.05 mmol, 5 eq.). Purified by silica gel flash OAc N=N Z )

chromatography (CH,Cl,/EtOAc, 8:2 then N/
EtOAc/MeOH, 9:1). [a]p = — 2.9 (c 1.0, K>
CH>CL,). "H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.83
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(s, 2H, H-triaz), 6.76 (d, J = 2.1 Hz, 6H, H-ar), 6.67 (d, J = 2.1 Hz, 2H, H-ar), 5.38 (dd, J =
3.2 Hz, J < 1.0 Hz, 2H, H-4), 5.20 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.5 Hz, 2H, H-2), 5.08, 5.13
(OCH,C-triaz), 5.01 (dd, J = 3.4 Hz, J = 10.5 Hz, 2H, H-3), 4.58-4.52 (m, 6H, H-1,
OCH,CH,N), 437 (d, J = 12.5 Hz, 3H ArCH,Ar), 4.14-4.12 (m, 4H, H-6), 4.04 (d,J = 12.5
Hz, 1H, ArCH,Ar), 3.91-3.89 (m, 6H, % GalOCH,CH,O, H-5), 3.72-3.69 (m, 6H,
2xCH;CH,CH>0, % GalOCH,CH,0), 3.58 (s, 12H, GalOCH,CH,OCH>CH,0), 3.11 (d, J =
12.5 Hz, 3H, ArCH,Ar), 2.77 (d, J = 12.5 Hz, 1H, ArCH,Ar), 2.14, 2.04, 2.03, 1.97
(CH5CO), 1.9 (m, 4H, 2xCH;CH,CH,0), 1.06 (s, 36H, 4xC(CHs);), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 6H,
2xCH3CH,CH,0) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCL3) 6 170.5, 170.4, 170.3, 169.5 (CH;CO),
153.7, 152.3 (CV-ar-0), 144.9, 144.8 (CV-ar-tBu), 144.5 (C"-triaz), 134.3, 134.1, 134.0,
133.8 (CV-ar-CH,), 125.3, 125.1, 124.93, 124.90, 124.8 (CH-ar, CH-triaz), 101.5 (C-1), 77.0
(OCH,Et), 71.0 (C-3), 70.8 (C-5), 70.8 (GalOCH,-), 70.7, 70.3, 69.8, 692 (-
CH,OCH,CH,0CH,-), 68.9 (C-2), 67.2 (C-4), 66.7 (OCH,C-triaz), 61.4 (C-6), 50.1
(OCH,CH,N), 33.9 (C(CHs)3), 31.6 (ArCH,Ar, C(CH3)3), 23.5 (OCH,CH,CH3), 20.9, 20.8,
20.7 (CH3CO), 10.5 (CH;CH,CH,0) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1819.4 [M+H]",
1841.3 [M+Na]"

1,2-di (HO)4GalEGs; calix[4]arene cone - Hydroxylated Glycocluster (44)

Obtained as a white foam (206 mg, 98 %) Ho OH

following Method B: 43 (258 mg, 0.14 HO&VO\/\ o
mmol, 1 eq.), MeOH (20 mL), water 3 mL) 5 on°" ° e

and triethylamine (3 mL). [a]p=—1.4 (¢ 1.0, 0 g% O~ Oy T\ /
CH;OH). IR: v = 3369, 2954, 2910, 2868, OH L
1480, 1463, 1391, 1361, 1299, 1244, 1196,

1122, 1062, 1046, 1009, 947, 869 cm™ 'H

NMR (300 MHz, CD;0D) ¢ 8.08 (s, 2H, H-

triaz), 6.84-6.77 (m, 8H, H-ar), 5.12 (s, 4H, OCH,C-triaz), 4.65 (t, J = 5.0 Hz, 4H,
OCH,CH,N), 4.39 (dd, J = 12.5 Hz, J < 1.0 Hz, 3H, ArCH,Ar), 4.24 (d, J = 7.3 Hz, H-1),
4.12 (d, J = 12.6 Hz, 1H, ArCH>Ar), 4.00-3.96 (m, 2H, ¥ GalOCH,CH,0), 3.92 (t, J = 5.0
Hz, 4H, OCH,CH,N), 3.82 (dd, J = 2.5 Hz, J < 1.0 Hz, 2H, H-4), 3.76-3.71 (m, 8H,
2xOCH,Et, H-6), 3.67-3.61 (m, 14H, % GalOCH,CH,0, GalOCH,CH,OCH,CH,0), 3.53-
3.44 (m, 6H, H-2, H-3, H-5), 3.13 (dd, J = 12.5 Hz, J < 1.0 Hz, 3H, ArCH>Ar), 2.87 (d, J =
12.6 Hz, 1H, ArCH,Ar), 2.00 (m, 4H, OCH,CH,CH3), 1.09, 1.08 (2s, 36H, C(CH3)3), 0.97 (t,
J = 7.4 Hz, 6H, OCH,CH,CH3) ppm. *C NMR (75 MHz, CD;0D) § 154.9, 153.5 (C"-ar-
0), 146.1 (s, CV-triaz), 145.7, 145.6 (C"V-ar-tBu), 135.7, 135.6, 135.2, 135.1 (C"V-ar-CH,),
126.9 (CH-triaz), 126.5, 126.3, 126.1, (CH-ar), 105.1 (C-1), 78.1 (OCH,Et), 76.7, 74.9, 72.5
(C-2, C-3, C-5), 71.5, 71.4, 70.6, (GalOCH,CH,OCH,CH,0, OCH,CH;N,), 70.3 (C-4), 69.6
(GalOCH,CH,0), 67.3 (s, 2C, OCH,C-triaz), 62.5 (C-6), 51.5 (OCH,CH,N), 34.8, 34.8
(C(CHs);), 32.6 (ArCH,Ar), 32.1 (C(CHs)s), 24.7 (OCH,CH,CH3), 11.0 (OCH,CH,CH3)
ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1483.5 [M+H]", 1505.5 [M+H]". HR-LSIMS-MS
(positive mode / thioglycerol) m/z: caled for CgoH;19NgOs [M-+H]" 1483.8479, found
1483.8463.
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Tri (AcO)4GalEGs; calix[4]arene cone - Acetylated Glycocluster (45)

Obtained as a white foam (181 mg, 55 %) AcO _OAc
following Method A: 31 (113 mg, 0.14 mmol, 1 = A°0X=] o
eq.), 16 (320 mg, 0.63 mmol, 4.5 eq.), Cul (13 mg,  Aco oA N
0.07 mmol, 0.5 eq.) and DIPEA (123 uL, 0.7 Ao ZACO\/\O/\/O\/\Nﬁ—\ {
mmol, 5 eq.). Purified by silica gel flash 40 N=N
chromatography (EtOAc/MeOH, 1:0 then 9:1). A°°§OWO\/\°/\/O\/\N\)—/
[a]p=— 3.3 (c 1.0, CH,CL,). "H NMR (300 MHz,
CDCl,) 0 7.82, 7.84 (s, 3H, H-triaz), 6.76-6.68 (m, 8H, H-ar), 5.38 (dd, J = 2.7 Hz, J < 1.0
Hz, 3H, H-4), 5.19 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.4 Hz, 3H, H-2), 5.06-4.98 (m, 9H, H-3, OCH,C-
triaz), 4.58-4.51 (m, 9H, H-1, OCH,CH,N), 4.31 (d, J = 12.6 Hz, 2H, ArCH,Ar), 4.16-4.11
(m, 8H, ArCH,Ar, H-6, 3.92-3.86 (m, 12H, %> GalOCH,-, OCH,CH,N, H-5), 3.71-3.65 (m,
4H, CH;CH,CH,0, OCH,CH;N), 3.57 (s, 18H, GalOCH,CH,OCH,CH-0), 3.07 (d, J = 12.6
Hz, 2H, ArCH,Ar), 2.88 (d, J = 12.6 Hz, 2H, ArCH,Ar), 2.14, 2.03, 2.02, 1.97 (4s, 4x9H,
CH;CO), 1.81 (m, 2H, CH3CH,CH;0), 1.06 (s, 18H, 2xC(CH3)3), 1.04 (s, 18H, 4xC(CH3)3),
0.75 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH;CH,CH,0) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCl3) § 170.5, 170.4,
170.3, 169.6 CH;CO), 152.3 (C"-ar-0), 145.0, 144.7 (C"-triaz, C"V-ar-tBu), 134.2, 134.14,
134.10, 133.9 (CV-ar-CH,), 125.2, 125.0, 124.9 (CH-ar, CH-triaz), 101.5 (C-1), 76.9
(CH3CH,CH;0), 71.0 (C-3), 70.8 (C-5), 70.7, 70.6, 70.3, 69.7, 69.2 (OCH,CH,0), 68.9 (C-
2), 67.2 (C-4), 66.9% 66.6* (OCH,C-triaz), 61.4 (C-6), 50.1, 50.0 (OCH,CH,N), 33.9
(C(CH3)3), 31.56 (ArCH,Ar), 31.52 (C(CHs)3), 23.3 (CH3;CH,CHy0), 20.9, 20.8, 20.7
(CH3CO), 10.3 (CH3;CH,CH,0) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1183.2 [M+2Na]™". *:
peaks not observed in the ?C NMR spectrum but clearly identified by HSQC experiments

OAc

Tri (HO)4GalEGs3; calix[4]arene cone - Hydroxylated Glycocluster (46)

Obtained as a white foam (113 mg, 98 %) HO _OH
following Method B: 45 (148 mg, 64 pmol, 1 ”°§§{/°\/\0/\/0\/\

eq.), MeOH (20 mL), water (3 mL) and "¢ °”o N
triethylamine (3 mL). After stirring at r.t. for 2 ”°§W

OH ‘w=N O0—

days and concentration, the mixture was dissolved "¢ §°H° . o Nj_/ 0
. . ~ o T N
in ultra-pure water (5 mL) then freeze-dried to "™ %o ° /\\/o\

afford the pure deacetylated glycoside. [a]p = —
0.9 (¢ 1.0, CH3;0H). IR: v = 3369, 2956, 2891, 2868, 1478, 1463, 1303, 1248, 1195, 1122,
1062, 1042, 982 cm™. "H NMR (300 MHz, CD;0D) 6 8.13, 8.07 (2s, 3H, H-triaz), 6.87 (s,
2H, H-ar), 6.83 (s, 2H, H-ar), 6.79 (d, J = 2.3 Hz, 2H, H-ar), 6.74 (d, J = 2.3 Hz, 2H, H-ar),
5.13-5.05 (m, 6H, OCH,C-triaz), 4.64 (t, J = 5.1 Hz, 6H, OCH,CH,N), 4.36 (d, J = 12.6 Hz,
2H, ArCH,Ar), 4.24 (d, J = 7.2 Hz, H-1), 4.16 (d, J = 12.6 Hz, 2H, ArCH,Ar), 4.00-3.97 (m,
2H, > GalOCH,CH,0), 3.92 (t, J = 5.1 Hz, 6H, OCH,CH;N), 3.82 (dd, J = 2.4 Hz, J < 1.0
Hz, 3H, H-4), 3.75-3.72 (m, 6H, H-6), 3.71-3.60 (m, 22H, OCH,Et, 2 GalOCH,CH,O,
GalOCH,CH,OCH,CH,0), 3.53-3.45 (m, 9H, H-2, H-3, H-5), 3.10 (d, J = 12.6 Hz, 2H,
ArCH,Ar), 2.93 (d, J = 12.6 Hz, 2H, ArCH,Ar), 1.83 (m, 2H, OCH,CH,CH3), 1.27 (s, 9H,
C(CH;)3), 1.21 (s, 9H, C(CHs)3), 1.04 (s, 18H, 2xC(CHs)3), 0.81 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
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OCH,CH,CH;) ppm. *C NMR (75 MHz, CD;0D) § 155.2, 153.6, 153.5 (C"V-ar-0), 146.2,
146.1 (C"V-ar-tBu), 145.8, 145.7 (C"-triaz), 135.9, 135.4, 135.4, 135.2 (C"-ar-CH,), 127.0,
126.7 (CH-triaz), 126.4, 126.3, 126.2, 126.1 (CH-ar), 105.1 (C-1), 78.0° (OCH,EY), 76.7,
74.9, 72.5 (C-2, C-3, C-5), 71.5, 71.4, 70.7, 70.6 (4s, OCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,N), 70.3
(C-4), 69.7 (GalOCH,CH;0), 68.0 (OCH,C-triaz), 67.2 (OCH,C-triaz), 62.5 (C-6), 51.5, 51.4
(OCH,CH;N), 34.9 (C(CHj)3), 34.8 (C(CH3)3), 32.7 (ArCHAr), 32.5 (ArCHAr), 32.1
(positive mode) m/z: 1816.5 [M+H]", 1838.5 [M+Na]", 1878.5 [M+Cu]". HR-LSIMS-MS
(positive mode / thioglycerol) m/z: calcd for CogpH;33N9Oxg [M+H]+ 1816.9651, found
1816.9646. *: peaks not observed in the >C NMR spectrum but clearly identified by DEPT
and HSQC experiments

Tetra (AcO)4GalEG; calix[4]arene cone - Acetylated Glycocluster (47)

Obtained as a white foam (175 mg, 52 %) following AO _onc
Method A: 33 (96 mg, 0.12 mmol, 1 eq.), 16 (268  a0l=2 o

N\ o
mg, 0.53 mmol, 4.4 eq.), Cul (11 mg, 0.06 mmol, 0.5  aco_oa®* ~ © Ty
eq.) and DIPEA (105 pL, 0.6 mmol, 5 eq.). Purified A°°§ZWA°V\0/\/°\AN\/\%—\
by silica gel flash chromatography (EtOAc/MeOH, A°°§°’;° e
AcO o o N,
1:0 then 9:1). [al]p = — 3.9 (c 1.0, CH,CL,). "H NMR AN
(300 MHz, CDCl;) 6 7.84 (s, 4H, H-triaz). 6.70 (s, ons O\/\ONO\/\N\)\/

AcO
8H, H-ar), 5.38 (dd, J = 2.6 Hz, J < 1.0 Hz, 4H, H- .o
4), 5.18 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.4 Hz, 4H, H-2),
5.03-5.00 (m, 12H, H-3, OCH,C-triaz), 4.55-4.52 (m, 12H, H-1, OCH,CH:N), 4.14-4.13 (m,
12H, H-6, ArCH,Ar), 3.93-3.84 (m, 16H, 4 GalOCH>CH,0, GalOCH,CH,, H-5), 3.71-3.67
(m, 4H, % GalOCH,CH,0), 3.56 (s, 24H, OCH,CH,OCH,CH,N), 2.91 (d, J = 12.7 Hz, 4H,
ArCH,Ar), 2.13, 2.03, 2.02, 1.97 (s, 12H, 4xCH;CO), 1.04 (s, 36H, 4xC(CH3)3) ppm. *C
NMR (75 MHz, CDCl3) 6 170.5, 170.4, 170.3, 169.6 (CH;CO), 152.3 (bs, C"-ar-0), 144.6,
144.5 (C"-triaz, C"V-ar-tBu), 134.2 (C"-ar-CH,), 125.2, 125.1 (CH-ar, CH-triaz), 101.5 (C-
1), 71.0 (C-3), 70.76 (C-5), 70.73 (GalOCH,-), 70.6, 70.3, 69.7, 69.2 (-CH,OCH,CH,OCH,-),
68.9 (C-2), 67.2 (C-4), 66.6 (bs, OCH,C-triaz), 61.4 (C-6), 50.1 (OCH,CH,N), 33.9
(C(CH3)3), 31.5 (C(CH3)s, Ar-CHx-Ar), 20.9, 20.8, 20.7 (CH3CO) ppm. ESI-MS (positive
mode) m/z: 1412.4 [M+2H]™", 1422.5 [M+H+Na] ", 1433.6 [M+2Na] """
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Tetra (HO)4GalEGs; calix[4]arene cone - Hydroxylated Glycocluster (48)

Obtained as a white foam (379 mg, 97 %) following HO o

Method B: 47 (513 mg, 0.18 mmol, 1 eq.), MeOH &v N
(20 mL), water (3 mL) and triethylamine (3 mL).
After stirring at r.t. for 2 days and concentration, the
mixture was dissolved in ultra-pure water (5 mL)
then freeze-dried to afford the pure deacetylated
glycoside. [a]p = — 7.8 (¢ 0.67, CH;0H). IR: v =
3380, 2954, 2904, 2868, 1567, 1479, 1460, 1392,
1360, 1298, 1242, 1197, 1116, 1055, 993, 945, 889, 869 cm”H NMR (300 MHz, CD3;0D) o
8.08 (s, 4H, H-triaz), 6.79 (s, 8H, H-ar), 5.07 (s, 8H, OCH,C-triaz), 4.64 (t, J = 5.0 Hz, 8H,
OCH,CH,N), 4.25 (d, J = 7.2 Hz, 4H, H-1), 4.17 (d, J = 12.7 Hz, 4H, ArCH,Ar), 4.00-3.95
(m, 4H, 2 GalOCH,CH;0), 3.91 (t, J = 5.0 Hz, 8H, OCH,CH,N), 3.83 (dd, J = 2.5 Hz, J <
1.0 Hz, 4H, H-4), 3.77-3.72 (m, 8H, H-6), 3.70-3.66 (m, 4H, "2 GalOCH,CH,0), 3.64-3.59
(m, 24H, GalOCH,CH,OCH,CH,0), 3.54-3.45 (m, 12H, H-2, H-3, H-5), 2.94 (d, J = 12.7
Hz, 4H, ArCH,Ar), 1.08 (s, 36H, C(CHs);) ppm. “C NMR (75 MHz, CD;0D) § 153.6 (C"-
ar-0), 146.3 (C"-ar-tBu), 145.7 (C"-triaz), 135.6 (C"-ar-CH,), 127.0 (CH-triaz), 126.3 (CH-
ar), 105.1 (C-1), 76.7, 74.9, 72.5 (C-2, C-3, C-5), 71.5, 71.4, 70.6 (GalOCH,CH,OCH,CH,0,
OCH,CH,N), 70.3 (C-4), 69.7 (GalOCH,CH;0), 67.6 (OCH,C-triaz), 62.6 (C-6), 51.4
(OCH,CH,N), 34.8 (C(CHs)3), 32.9 (ArCH,Ar), 32.0 (C(CH3)3) ppm. ESI-MS (positive
mode) m/z: 1075.5 [M+2H]"", 1086.6 [M+H + Na]™", 1097.7 [M+2Na]"". HR-ESI-MS
(positive mode) m/z: calcd for Cjp4H 56N 12NaOse [MJrNa]+ 2172.0643, found 2172.0654.

Tetra (AcO)4GalEG; calix[4]arene partial cone - Acetylated Glycocluster (49)

Obtained as a white foam (344 mg,
73 %) following Method A: 35 (107
mg, 0.13 mmol, 1 eq.), 16 (405 mg,
0.8 mmol, 6 eq.), Cul (13 mg, 0.065
mmol, 0.5 eq.) and DIPEA (117 uL,
0.65 mmol, 5 eq.). Purified by silica
gel flash chromatography
(EtOAc/MeOH, 1:0 then 9:1). [a]p =
— 3.9 (c 1.0, CH,CL). '"H NMR
(300 MHz, CDCl3) 0 8.04, 7.74,
7.72 (3s, 4H, H-triaz), 7.08, 6.84, 6.37 (3s, 8H, H-ar), 5.37 (dd, J = 3.1 Hz, J < 1.0 Hz, 4H,
H-4), 5.21-5.15 (m, 4H, H-2), 5.03-4.98 (m, 4H, H-3), 4.92-4.70 (m, 8H, 4<xOCH,C-triaz),
4.54-4.48 (m, 12H, H-1, OCH,CH,N), 3.93-4.12 (m, 10H, H-6, ArCH,Ar), 3.92-3.87 (m,
14H, 5xOCH,CH,0, H-5), 3.71-3.63 (m, 10H, 3xOCH,CH,0, 2xArCH,Ar), 3.61-3.46 (m,
24H, 12xOCH,CH;0), 2.83 (d, J = 13.1 Hz, 2H, ArCH,Ar), 2.13, 2.03, 2.02, 1.97 (4s,
4x12H, CH;CO), 1.23 (s, 9H, C(CHs»)3), 0.92 (s, 9H, C(CHs3)3), 0.89 (s, 18H, 2xC(CH3)3)
ppm. ®C NMR (75 MHz, CDCl3) J 170.5, 170.3, 170.2, 169.5 (CH3CO), 154.6, 153.4,
150.9, 150.8 (CV-ar-0), 144.8, 144.4, 143.9, 143.0 (C"V-ar-tBu, C"-triaz), 136.3, 132.8,
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132.1, 132.0 (CV-ar-CH,), 128.7, 126.2, 125.6, 125.22, 125.18, 124.5 (CH-triaz, CH-ar),
101.5 (C-1), 71.0 (C-3), 70.8 (C-5), 70.7, 70.6, 70.3, 69.7, 69.6, 69.5, 69.3, 69.2 (GalOCH;-,
GalOCH,CH,OCH,CH,0CHy;), 68.9 (C-2), 67.1 (C-4), 66.9, 65.3* (OCH,C-triaz), 61.9%,
61.3 (C-6), 50.1 (OCH,CH,N), 34.1, 33.8, 33.7 (C(CHs)3), 37.27*, 32.23* 32.21%*
(ArCHAr), 31.8, 31.4, 31.3 (C(CHs)3), 20.9, 20.8, 20.7 (CH3CO) ppm. ESI-MS (positive
mode) m/z: 1411.5 [M+2H]™", 1422.6 [M+H+Na]™", 1434.3 [M+2Na]™". *: peaks not
observed in the *C NMR spectrum but clearly identified by HSOC experiments

Tetra (HO)4GalEG; calix[4]arene partial cone - Hydroxylated Glycocluster (50)

Obtained as a white foam (201 mg, 99 HO _on
%) following Method B: 49 (267 mg,
0.09 mmol, 1 eq.), MeOH (20 mL),
water (3 mL) and triethylamine (3 mL).
After stirring at r.t. for 2 days and
concentration, the  mixture  was
dissolved in ultra-pure water (5 mL)
then freeze-dried to afford the pure )

HO HO

deacetylated glycoside. [a]p = — 1.2 (c
1.0, CH;0H). IR: v = 3381, 2950, 2909, 2868, 1650, 1475, 1461, 1360, 1286, 1240, 1192,
1119, 1052, 990, 921, 870, 843, 777 cm™. "H NMR (300 MHz, CD;0D) 6 8.26, 8.14, 8.10
(3s, H-triaz), 7.17 (s, 2H, H-ar), 6.94 (s, 3H, H-ar), 6.93 (s, 1H, H-ar), 6.43 (s, 1H, H-ar), 6.42
(s, 1H, H-ar), 4.90 (s, 2H, OCH,C-triaz), 4.87* (s, 4H, OCH,C-triaz), 4.70 (s, 2H, OCH,C-
triaz), 4.59 (t, J = 5.0 Hz, 8H, OCH,CH,N), 4.26-4.24 (m, 4H, H-1), 4.04-4.00 (m, 2H,
ArCH,Ar), 3.99-3.86 (m, 12H, 2xOCH,CH,0, 4xOCH,CH,N), 3.83 (dd, J = 3.0 Hz, J < 1.0
Hz, 4H, H-4), 3.77-3.60 (m, 30H, 2xOCH,CH,O, 2xOCH,CH,0O, 3xOCH,CH,O
2xArCH,Ar, H-6), 3.60-3.57 (m, 10H, 2xOCH,CH,0, 1xOCH,CH,0), 3.54-3.44 (m, 12H,
H-2, H-3, H-5), 2.89 (d, J = 13.1 Hz, 2H, ArCH,Ar), 1.28, 0.99, 0.93 (3s, 36H, C(CHz)3)
ppm. *C NMR (75 MHz, CD;0D) 6 155.9, 154.8, 152.2 (C"V-ar-0), 145.5 (C"V-triaz), 146.1,
145.3, 144.3 (CV-ar-tBu), 137.6, 134.2, 133.3 (C"-ar-CH,), 129.9 (CH-ar), 127.5 (CH-ar),
127.1 (CH-ar), 126.5 (CH-triaz), 126.3 (2xCH-ar), 105.1 (C-1), 76.7, 74.9, 72.5 (C-2, C-3, C-
5), 71.5, 71.5, 71.4, 70.7, 70.4 (GalOCH,CH,0CH,CH,0CH,CH,N), 70.3 (C-4), 69.7
(GalOCH,CH,0), 67.7, 66.0, 63.1 (OCH,C-triaz), 62.6 (C-6), 51.4, 51.3 (OCH,CH,N), 38.0
(ArCH,Ar), 34.9, 34.8, 34.7 (C(CHs)3), 33.3 (ArCH,Ar), 32.2, 32.1, 32.1 (C(CHs);) ppm.
ESI-MS (positive mode) m/z: 1086.5 [M+H+Na]™", 1098.3 [M+2Na]"". HR-ESI-MS
(positive mode) m/z: caled for Cjo4H;s56N12NaOs [MJrNa]+ 2172.0643, found 2172.0650. *:
peak overlaped with residual water peak. Chemical shift and assignment extracted from

HSQC data.
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Tetra (AcO)4GalEG; calix[4]arene 1,3-alternate - Acetylated Glycocluster (51)

Obtained as a white foam (363 o oac

mg, 79 %) following Method A: Acoé@v°\/\o/\/o\/\N \\\\\ LN LN
34 (130 mg, 0.16 mmol, 1 eq.) o R W
16 (421 mg, 0.97 mmol, 6 eq.), aw O N=N
Cul (15 mg, 0.08 mmol, 0.5 eq.) A°°§°W°\”°/\/OV\NJ:/ v N

and DIPEA (141 pL, 0.8 mmol, °A&~'mowowom
5 eq.). Purified by silica gel flash ﬁ;\c
chromatography (EtOAc/MeOH, 1:0 then 9:1). [a]lp = — 3.4 (c 1.0, CH,CL). "H NMR (300
MHz, CDCl3) 0 7.26 (s, 4H, H-triaz), 6.86 (s, 8H, H-ar), 5.38 (dd, J = 2.8 Hz, J < 1.0 Hz,
4H, H-4), 5.18 (dd, J = 7.9 Hz, J = 10.5 Hz, 4H, H-2), 5.00 (dd, J = 3.4 Hz, J = 10.5 Hz, 4H,
H-3), 4.53-4.47 (m, 20H, H-1, OCH,CH,N, OCH,C-triaz), 4.15-4.10 (m, 8H, H-6), 3.98-3.85
(m, 16H, H-5, 4 GalOCH,-, OCH,CH,0), 3.72-3.58 (m, 28H, CH,OCH,CH;N, % GalOCH>-
, GalOCH,CH,), 3.46 (s, 8H, ArCH,Ar), 2.13, 2.03, 2.03, 1.97 (4s, 4x12H, CH3CO), 1.06 (s,
36H, 4xC(CHs);) ppm. *C NMR (75 MHz, CDCl;) 6170.5, 170.3, 170.2, 169.5 (CH;CO),
153.5 (CV-ar-0), 144.7, 144.5 (C"-triaz, C"-ar-tBu), 133.7 (C"V-ar-CH,), 127.1 (CH-ar),
123.9 (CH-triaz), 101.5 (C-1), 71.0, 70.75 (C-3, C-5), 70.74, 70.66, 70.3, 69.6, 69.2
(GalOCH,CH,OCH,CH,0CHy), 68.9 (C-2), 67.1 (C-4), 64.7 (OCH,C-triaz), 61.3 (C-6), 50.0
(OCH,CH,N), 38.3 (ArCH,Ar), 33.9 (C(CHs)s), 31.5 (C(CHs)s), 20.9, 20.8, 20.7 (CH;CO)
ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1411.6 [M+2H]™", 1422.6 [M+H+Na]™, 1433.7
[M+2Na]"™

OAc

Tetra (HO)4GalEGs3; calix[4]1,3-alternate - Hydroxylated Glycocluster (52)

Obtained as a white foam (225 o on
mg, 95 %) following Method B: Hogiwwo/\/owr‘

51 (310 mg, 0.11 mmol, 1 eq.), e
MeOH (20 mL), water (3 mL) o o v
and triethylamine (3 mL). After H°§ﬁ°\/\°/\/ ~

stirring at r.t. for 2 days and
concentration, the mixture was
dissolved in ultra-pure water (5 mL) then freeze-dried to afford the pure deacetylated
glycoside. [a]p = — 1.7 (¢ 1.0, CH30H). IR: v = 3378, 2946, 2904, 2869, 1650, 1566, 1473,
1461, 1412, 1360, 1281, 1190, 1119, 1049, 985, 954, 918, 891, 872, 829, 782 cm™". "H NMR
(300 MHz, CD;0D) ¢ 7.59 (s, 4H, H-5"), 6.94 (s, 8H, H-ar), 4.64 (s, 8H, OCH,C=C), 4.58
(t, J = 5.2 Hz, 8H, OCH,CH,N), 4.24 (d, J = 7.3 Hz, 4H, H-1), 4.01-3.95 (m, 4H,
2x0OCH,CH;0), 3.91 (t, J = 5.2 Hz, 8H, OCH,CH;N), 3.83 (dd, J = 3.0 Hz, J < 1.0 Hz, 4H,
H-4), 3.73-3.70 (m, 10H, H-6, OCH,CH,O ), 3.66-3.64 (m, 26H, 4xOCH,CHO,
4xOCH,CH,0, OCH,CH,0), 3.50-3.44 (m, 20H, H-2, H-3, H-5, Ar-CH,-Ar), 1.09 (s, 36H,
C(CH3)3) ppm. *C NMR (75 MHz, CD;0D) ¢ 155.1 (C"V-ar-0), 145.8 (C"-triaz), 145.5
(CV-ar-tBu), 134.7 (C"V-ar-CH,), 128.2 (CH-ar), 126.2 (CH-triaz), 105.1 (C-1), 76.7, 74.9,
72.5 (3s, C-2, C-3, C-5), 71.5, 71.4, 70.5 (3s, 12C, GalOCH,CH,OCH,CH,OCH5-), 70.3 (C-
4), 69.6 (GalOCH,CH,0), 65.5 (OCH)C-triaz), 62.5 (C-6), 51.3 (OCH,CH,N), 38.9
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(ArCHAr), 34.8 (C(CHs)3), 32.3 (C(CHs3)3) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1075.7
[M+2H]™, 1086.7 [M+Na+H]"™", 1097.6 [M+2Na]"". HR-ESI-MS (positive mode) m/z: calcd
for C104H156N12N3036 [M+Na]+ 2172.0643, found 2172.0668.

Tetra (AcO)sManEG;3; calix[4]arene cone - Acetylated Glycocluster (54)
Obtained as a white foam (180 mg, 53 %)

OAc

following Method A: 33 (97.7 mg, 0.12 mmol, 1  aco~\{o

AcO

eq.), 53 (370 mg, 0.72 mmol, 6 eq.), Cul (11 mg,
0.06 mmol, 0.5 eq.) and DIPEA (104 puL, 0.6
mmol, 5 eq.). Purified by silica gel flash
chromatography (EtOAc/MeOH, 1:0 then 9:1).
[alp = +13.1 (¢ 1.0, CH,CL). '"H NMR (300
MHz, CDCl3) ¢ 7.88 (s, 4H, H-triaz), 6.69 (s,
8H, H-ar), 5.36-5.25 (m, 12H, H-2, H-3, H-4),
5.01 (s, 8H, 4xOCH,C-triaz), 4.86 (d, J = 1.5 Hz, 4H, H-1), 4.58 (t, J = 5.0 Hz, 8H,
OCH,CH,N), 4.27 (dd, J = 4.9 Hz, J = 12.2 Hz, 4H, H-6b), 4.02-3.15 (m, 12H, 2xAr-CH,-
Ar, H-5, H-6a), 3.88 (t, J = 5.0 Hz, 8H, OCH,CH,N), 3.79-3.58 (m, 32H,
GalOCH,CH,OCH,CH>-), 2.90 (d, J = 12.7 Hz, 4H, 2xAr-CH»-Ar), 2.14, 2.08, 2.03, 1.97
(4s, 4x12H, CH;CO), 1.04 (s, 36H, 4xC(CH3)3) ppm. °*C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 170.8,
170.1, 170.0, 169.9 (CH3CO), 152.3 (CV-ar-0), 145.0, 144.3 (C"-triaz, C"V-ar-tBu), 134.1
(CV-ar-CHy), 125.3, 125.1 (CH-triaz, CH-ar), 97.8 (C-1), 70.9, 70.7, 70.2, 69.8, 67.6
(GalOCH,CH,0CH,CH,0OCH,-), 68.6 (C-5), 69.77, 69.3, 66.4 (C-2, C-3, C-4), 66.6
(OCH,C-triaz), 62.5 (C-6) 50.3 (OCH,CH,N), 33.9 (C(CHs);), 31.8 (ArCH,Ar), 31.5
(C(CH3)3), 21.0, 20.90, 20.86, 20.8 (CH3CO) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1412.4
[M+2H]"", 1422.6 [M+H+Na] ", 1430.5 [M+H+K]"", 1433.5 [M+2Na]"™"

Tetra (HO)sManEGs; calix[4]arene cone - Hydroxylated Glycocluster (55)
Obtained as a white foam (105 mg, 89 %) oH

following Method B: 54 (156 mg, 0.05 mmol, 1 & i
eq.), MeOH (20 mL), water (3 mL) and
triethylamine (3 mL). [a]p = + 17.7 (¢ 1.0,
CH;0H). IR: v = 3375, 2952, 2910, 2873, 1568,
1479, 1461, 1392, 1360, 1298, 1242, 1196, 1121,
1055, 1000, 946, 870, 807, 770 cm™. '"H NMR
(300 MHz, CD30OD) 6 8.06 (s, 4H, H-triaz), 6.79
(s, 8H, H-ar), 5.07 (s, 8H, OCH,C-triaz), 4.79* (d,
J = 1.5 Hz, 4H, H-1), 4.63 (t, J = 4.9 Hz, 8H, OCH,CH-N), 4.15 (d, J = 12.7 Hz, 4H,
ArCH,Ar), 391 (t, J = 4.9 Hz, 8H, OCH,CH,N), 3.85-3.77 (m, 12H, % GalOCH,CH,0, H-
6a, H-2), 3.74-3.54 (m, 44H, H-3, H-4, H-5, H-6b, GalOCH,CH,OCH,CH,O, Y%
GalOCH,CH,0), 2.93 (d, J = 12.7 Hz, 4H, ArCH,Ar), 1.08 (s, 36H, C(CHs);) ppm. *C
NMR (75 MHz, CD;0D) 6 153.7 (C"V-ar-0), 146.3 (C"-ar-tBu), 145.7 (C"-triaz), 135.6
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(CV-ar-CH,), 127.0 (CH-triaz), 126.3 (CH-ar), 101.7 (C-1), 74.7, 72.6, 72.1, 68.7 (4s, C-2, C-
3, C4, C-5), 71.7, 71.5, 71.5 (GalOCH,CH,OCH,CH,0), 70.7 (OCH,CH)N), 67.8
(GalOCH,CH;0), 67.5 (OCH,C-triaz), 63.0 (C-6), 51.5 (OCH,CH;,N), 34.8 (C(CHs)3), 32.9
(ArCHAr), 32.0 (C(CHs)3) ppm. ESI-MS (positive mode) m/z: 1097.7 [M+2Na]™". HR-ESI-
MS (positive mode) m/z: caled for Cip4H;56N12NaOse [MJrNa]Jr 2172.0643, found 2172.0636.
*: doublet overlaped with residual water peak. Chemical shift and assignment extracted from

COSY and HSQC data.

Tetra (AcO)sManEG;3; calix[4]arene 1,3-alternate - Acetylated Glycocluster (56)

Obtained as a white foam (356 mg, oAc.
98 %) following Method A: 34 % -
(103 mg, 0.128 mmol 1 eq.), 53

(380 mg, 0.77 mmol, 6 eq.), Cul *ope
(12 mg, 0.06 mmol, 0.5 eq.) and Aigoélﬁ
DIPEA (83 uL, 0.64 mmol, 5 eq.).
Purified by silica gel flash 2%
chromatography  (EtOAc/MeOH,

1:0 then 95:5). Ry = 0.32 (EtOAc). [a]p = + 22.6 (¢ 1.0, CH,CL). '"H NMR (400 MHz,
CDCl) 6 7.28 (s, 4H, H-triaz), 6.87 (s, 8H, H-ar), 5.34 (dd, /=9.9 Hz, J = 3.4 Hz, 4H, H-3),
5.29 (d, J=9.9 Hz, H-4), 5.26-5.24 (m, 4H, H-2), 4.85 (d, /= 1.6 Hz, 4H, H-1), 4.53-4.48 (m,
16H, OCH,CH,;N, OCH,C-triaz), 4.27 (dd, J = 12.2 Hz, J = 5.0 Hz, 4H, H-6a), 4.09 (dd, J =
12.3 Hz, J = 2.3 Hz, 4H, H-6b), 4.06-4.00 (m, 4H, H-5), 3.88 (t, /= 5.7 Hz, 8H, OCH,CH;,N),
3.82-3.74 (m, 4H, /> ManOCH,-), 3.67-3.57 (m, 28H, > ManOCH,-, -CH,OCH,CH,0-), 3.45
(bs, 8H, ArCH»Ar), 2.14, 2.08, 2.03, 1.97 (4s, 4x3H, 4xCH3CO), 1.05 (s, 36H, C(CHs3)3)
ppm. *C NMR (100 MHz, CDCls) ¢ 170.8, 170.2, 170.0, 169.8 (4xCH;CO), 153.6 (O-C"-
ar), 144.8, 144.4 (C"-triaz, tBu-C"-ar), 133.7 (CH,-C" -ar), 127.1 (CH-ar), 124.0 (CH-triaz),
97.8 (C-1), 70.8, 70.6, 70.1 (-CH,OCH,CH,0-), 69.7 (1s, C-2, OCH,CH,N), 69.2 (C-3), 68.6
(C-5), 67.5 (ManOCH;-), 66.3 (C-4), 64.7 (OCH,C-triaz), 62.5 (C-6), 50.0 (OCH,CH;,N),
38.2 (ArCH,Ar), 33.9 (C(CHs)s), 31.5 (C(CH3)s), 21.0, 20.9, 20.85, 20.82 (CH3CO) ppm.
HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd for Ci36HigoN 1205, [M + H]+ 2822.2508,
found 2822.2568

oéi\c

Tetra (HO)sManEGs; calix[4]arene 1,3-alternate - Hydroxylated Glycocluster (57)

Obtained as a white foam (148 on
mg, 92 %) following Method B: '
56 (211 mg, 0.07 mmol, 1 eq.),
MeOH (15 mL), water (2 mL) and %on
triethylamine (2 mL). [a]p = + H%
11.0 (¢ 1.13, CH,CL). '"H NMR
(400 MHz, D,O + eDMSO-dg) o Ao
7.62 (s, 4H, H-triaz), 6.73 (s, 8H,
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H-ar), 4.65 (s, 4H, H-1), 4.41 (bs, 8H, OCH,CH,N, OCH,C-triaz), 3.73 (b, 12H, H-2,
OCH,CH,N), 3.68-3.52 (m, 16H, H-6a, H-6b, H-3, ¥» ManOCH,-), 3.52-3.35 (m, 36H, "
ManOCH,-, -CH,OCH,CH,0-, H-5, H-4), 3.28 (bs, 8H, ArCH>Ar), 0.86 (s, 36H, C(CH3)3)
ppm. *C NMR (100 MHz, D,0 + eDMSO-dy) § 155.2 (O-C"V-ar), 145.9, 145.7 (C"-triaz,
tBu-C"-ar), 134.8 (CH,-C" -ar), 128.8 (CH-ar), 127.0 (CH-triaz), 101.5 (C-1), 74.3 (C-4 or
C-5), 72.1 (C-3), 71.6 (C-2), 71.4, 71.3, 71.2 (-CH,OCH,CH,0-), 70.5 (OCH,CH,N), 68.2
(C-4 or C-5), 67.9 (ManOCH,-), 65.9* (OCH,C-triaz), 62.4 (C-6), 51.5 